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บทคัดย่อ 

 
 การแช่แข็งไข่และตัวอ่อนมีความส าคัญในการเก็บรักษาพันธุกรรมท่ีดีของส่ิงมีชีวิตท้ังมนษย์และสัตว์ไว้ 
จุดประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อพัฒนาอุปกรณ์ และปรับปรุงเทคนิคส าหรับการแช่แข็งไข่สุกและตัวอ่อนโค
ระยะบลาสโตซีสโดยวิธี vitrification  
 การทดลองท่ี 1 ได้ท าการแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีมีอายุ 7 วันและ 8 วัน ด้วยวิธี Cryotop 
vitrification พบว่าอัตรารอดไม่แตกต่างกันในกลุ่มแช่แข็งและตัวอ่อนสด แต่กลุ่มแช่แข็งตัวอ่อนท่ีมีอายุ 7 วัน 
มีอัตราการฟักตัวของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ี 24 ช่ัวโมงท่ีสูงกว่ากลุ่มแช่แข็งตัวอ่อนท่ีมีอายุ 8 วัน  
 การทดลองท่ี 2 ได้ท าการแช่แข็งไข่โคสุกด้วยวิธี Paper device และ Cryotop vitrification พบว่า 
อัตรารอดของไข่หลังจากการแช่แข็ง และอัตราตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีผลิตได้ไม่แตกต่างกันในกลุ่มท่ีใช้ 
Paper device และ Cryotop ไข่โคแช่แข็งแบบ 2 ขั้นตอน สามารถมีชีวิตรอดได้แต่อัตราตัวอ่อนระยะบ
ลาสโตซีสท่ีผลิตได้ต่ ากว่ากลุ่มไข่สดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นจึงได้พัฒนาการท า virification 
ไข่แบบ 3 ขั้นตอน จากการศึกษานี้พบว่าไข่ท่ีผ่านการแช่แข็งแบบ 3 ขั้นตอน ให้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสสูง
กว่าไข่ท่ีแช่แข็งด้วยแบบ 2-ขั้นตอน แต่ต่ ากว่ากลุ่มไข่สดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แต่กับการแช่
แข็งตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส พบว่าการแช่แข็งท้ัง 2 แบบ มีอัตรารอดและอัตราการฟักตัวของตัวอ่อนระยะบ
ลาสโตซีสไม่แตกต่างกัน  
 และการทดลองท่ี 3 ได้ท าการแช่แข็งแข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสด้วยวิธี  Paper device 
vitrification แบบ 2 และ 3-ขั้นตอน พบว่า อัตรารอดและอัตราการฟักตัวของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไม่
แตกต่างกันท้ังในกลุ่มการแช่แข็งแบบ 2 และ 3 ขั้นตอนและกลุ่มตัวอ่อนสด 
 การทดลองนี้สรุปได้ว่า การแช่แข็งด้วยวิธี Paper device ท่ีพัฒนาขึ้นมาให้ผลเทียบเท่า Cryotop ท่ี
เป็นอุปกรณ์มาตรฐาน และการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แบบ 3 ขั้นตอน โดยใช้ Paper device เหมาะ
ส าหรับแช่แข็งไข่โคสุก และตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส  
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Abstract 
 

 Vitrification of oocytes and embryos are crucial for preserving desired genetics of 
living organism including human and animals. The aims of this study were to develop a 
device and improved techniques for bovine matured (MII) oocytes and blastocysts 
vitrification.  
 In experiment 1, bovine blastocysts at D7 and D8 were vitrified using Cryotop 
vitrification. The results found that the survival rate of vitrified D7 and D8 blastocyst was not 
significantly different from control group but D7 vitrified blastocyst showed superior rates of 
hatchability than those of D8. 
 In experiment 2, MII ooctes were vitrified using Paper device and Ctyotop vitrification. 
There was no difference in the rate of oocytes survival and blastocysts production after 
vitrification of oocytes using Paper or Cryotop devices. Oocytes could survive from the 2-
steps method but the blastocyst rate was significantly (p<0.05) lower than that of the fresh 
group. Therefore, the 3-steps technique for oocytes vitrification was developed. The results 
showed the blastocyst rate in the 3-steps method of MII oocytes vitrification was higher than 
that of the 2-steps but was significantly (p<0.05) lower than those in the fresh group. In case 
of blastocysts vitrification, it did not show any significant difference in both cases. 
 In experiment 3, bovine blastocysts were vitrified using Paper device vitrification with 
2-steps and 3-steps technique. The results found the survival and hatched rate of vitrified 
blastocyst was not significantly different from fresh control. 
 This experiment can be concluded that the developed paper device gave similar 
results with modern standard Cryotop device, and 3-steps vitrification using paper device 
was suitable for bovine MII oocytes and blastocysts. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การแช่แข็งไข่และตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification มีความนิยมแพร่หลายเนื่องจากเป็นวิธีการท่ีสะดวก 
รวดเร็ว และมีอัตรารอดหลังการท าละลายสูง ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นในการคิดค้นวิธีการและอุปกรณ์ในการแช่
แข็งท่ีช่วยลดต้นทุนและเวลาท่ีใช้ ปัจจุบันมีการใช้อุปกรณ์แช่แข็งหลายชนิด เช่น Open Pulled Straw, 
Cryotop, Cryoloop, Electron microgrid และ Hemistraw เป็นต้น อย่างไรก็ตามอุปกรณ์ดังกล่าวยังมี
ข้อจ ากัดอยู่มาก เนื่องจากอุปกรณ์มีราคาแพงและใช้งานยาก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จะท าการพัฒนาอุปกรณ์
และเทคนิคส าหรับการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนโคท่ีมีราคาถูกอีกท้ังสามารถใช้งานได้ง่าย เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ใน
ภาคสนามได้ 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาผลของอายุตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีมีผลต่ออัตรารอดหลังการท าละลายหลังแช่แข็ง

ด้วยวิธี Vitrification 
1.2.2 เพื่อพัฒนาอุปกรณ์และเทคนิคการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนโค 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ท าการผลิตตัวอ่อนโคโดยวิธีปฏิสนธิในหลอดแก้ว และน าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีอายุ 7 และ 

8 วัน มาท าการแช่แข็งและศึกษาอัตรารอดหลังการท าละลาย เพื่อให้ทราบอายุของตัวอ่อนโคท่ีเหมาะสมใน
การท าแช่แข็ง นอกจากนั้นท าการพัฒนาอุปกรณ์แช่แข็งไข่และตัวอ่อนโคด้วย Paper device โดยเปรียบเทียบ
กับ Cryotop และพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน  

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ   
ทราบทราบอายุของตัวอ่อนโคท่ีเหมาะสมในการแช่แข็ง ได้อุปกรณ์และวิธีการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนโค 

น าข้อมูลท่ีได้ไปเสนอผลงานวิชาการในระดับนานาชาติ มีผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ
อย่างน้อย 1 ฉบับ 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
การแช่แข็งไข่และตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification เป็นวิธีการทีให้อัตรารอดหลังการละลายสูง (Vajta 

and Kuwayama, 2006) และถูกน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในสัตว์หลายชนิด  เช่น โค (Martino et al., 
1996), สุกร (Isachenko et al., 1998), ม้า (Hurtt et al., 2000), กระบือ (Dhali และคณะ, 2000), มนุษย์ 
(Kuwayama and Kato, 2000), แมว (Murakami, 2004), แกะ (Isachenko et al., 2001) และแพะ 
(Begin et al., 2003) ปัจจัยท่ีส่งผลต่อความส าเร็จในการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ประกอบด้วย การ
เลือกใช้สารแช่แข็ง (cryoprotectant) ท่ีเหมาะสมกับชนิด ของไข่หรือตัวอ่อน และอุปกรณ์ท่ีใช้ในการแช่แข็ง 
จากรายงานก่อนหน้านี้ พบว่ามีอุปกรณ์หลายชนิดท่ีใช้ในการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนด้วยวิธี Vitrification ใน
สัตว์ชนิดต่างๆเช่นวิธี Open Pulled Straw (OPS; Vajta และคณะ 1998) Cryotop (Kuwayama และ 
Kato 2000), Cryoloop (Mukaida, 2001) Electron microgrid (Cho และคณะ, 2002) Hemistraw 
(Vanderzwalmen และคณะ, 2003) Cryotip (Kuwayama และคณะ, 2005) Cryoleaf (Chian และคณะ, 
2005) Rapid-I (Larman และ Gardner, 2010) และ Hollow fiber (Matsunari และคณะ, 2012) อย่างไรก็
ตามอุปกรณ์ดังกล่าวมีราคาค่อนข้างสูง ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ และผู้ใช้งานต้องมีความช านาญในควบคุม
ไข่หรือตัวอ่อนระหว่างการแช่แข็งและการท าละลาย ยกตัวอย่างเช่น Cryotop ซึ่งเป็นอุปกรณ์แช่แข็งท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง มีราคาประมาณ 1,050 บาทต่ออัน และต้องน าเข้าจากประเทศญี่ปุ่น  ในการทดลองนี้ผู้วิจัย
จะท าการพัฒนาอุปกรณ์การแช่แข็ง โดยใช้กระดาษไขซึ่งราคาถูกและหาซื้อได้ง่าย โดยกระดาษไข 1 แผ่น 
(ขนาด A4) ราคาแผ่นละ 4 บาท สามารถตัดแบ่งได้เป็นอุปกรณ์แช่แข็งถึง 100 ช้ิน ซึ่งการศึกษาครั้งนี้จะเป็น
ประโยชน์ในการแช่แข็งไข่และตัวอ่อน และสามารถช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้ 

ในปัจจุบันการแช่แข็งไข่หรือตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification ท าโดยการบ่มไข่หรือตัวอ่อนในน้ ายา 
แช่แข็งท่ีมีสารแช่แข็งท่ีมีความเข้มข้นสูงในเวลาอันส้ัน ตามด้วยการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วโดยจุ่มลงใน
ไนโตรเจนเหลว จากรายงานวิจัยก่อนหน้านี้ พบว่า การใช้สารแช่แข็งท่ีความเข้มข้นสูงจะเป็นพิษต่อตัวอ่อน 
ดังนั้นควรให้ตัวอ่อนอยู่ในน้ ายาไม่เกิน 60 วินาทีหรือน้อยกว่า (Shaw และคณะ, 1992; Hunter และคณะ, 
1995; Chung และคณะ, 2000; Wu และคณะ, 2001; Yoon และคณะ, 2003) การลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว
จะช่วยเพิ่มอัตรารอดของไข่แช่แข็งหลังการท าละลาย (Stachecki และคณะ, 2008) อย่างไรก็ตาม รายงาน
ดังกล่าวศึกษาในตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีมีคุณภาพดีและเป็นการศึกษาอัตรารอดของไข่หลังการท าละลาย
ด้วย FDA เพียงเท่านั้น ซึ่งยังขาดข้อมูลส าคัญคือ ข้อมูลการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสของไข่แช่แข็ง และการ
เจริญสู่ระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีสของตัวอ่อนแช่แข็ง  

การแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ท าให้ไข่หรือตัวอ่อนมีอัตรารอดหลังการละลายสูงกว่าการแช่แข็งด้วย
วิธีการอื่น เนื่องจากการใช้สารแช่แข็งท่ีมีความเข้มข้นสูงท าให้สามารถป้องกันการเกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นภายใน
เซลล์ การลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วในการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ท าให้เซลล์และน้ ายาแช่แข็งเปล่ียน
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สภาพเป็นของแข็งคล้ายแก้ว สารแช่แข็งความเข้มข้นสูงท่ีนิยมใช้ในการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ได้แก่ 
dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol (EG), glycerol (Gly) และ polyethylene glycol (PEG) 
ซึ่งมีความเข้มข้นอยู่ท่ีระดับ 3.5-5.5 โมลาร์ (Mullen และคณะ, 2012) อย่างไรก็ตามการใช้สารแช่แข็งท่ีมี
ความเข้มข้นสูงจะเพิ่มความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีท าการแช่แข็ง จากการศึกษาของ Saito และคณะ (1994) พบว่า
การเสริมสารประเภทน้ าตาลลงไปในน้ ายาท าลายจะช่วยเพิ่มอัตรารอดหลังการท าละลายของตัวอ่อน ดังนั้นใน
การทดลองครั้งนี้จะท าการบ่มไข่และตัวอ่อนในน้ ายาแช่แข็ง ท่ีมีสารแช่แข็งจากความเข้มข้นต่ าไปสูง (ความ
เข้มข้นละ 30 วินาที) และท าการละลายในน้ ายาท่ีมีกลูโคสความเข้มข้นสูงไปต่ า ซึ่งจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การแช่แข็งไข่และตัวอ่อนให้ดียิ่งขึ้น 
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บทที่ 3 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

 
3.1. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

3.2 กำรทดลองที่ 1 ผลของอำยุตัวอ่อนโคระยะบลำสโตซีสที่มีต่ออัตรำรอดหลังกำรท ำละลำยหลังแช่แข็ง
ด้วยวิธี vitrification  
  ท าการผลิตตัวอ่อนโดยวิธีปฎิสนธิในหลอดแก้ว จากนั้นน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีมีอายุ 7 และ 8 
วันมาท าการแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop แบบ 2 ขั้นตอน vitrification ตัวอ่อนท่ีท าการแช่แข็งจะถูกเก็บไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 1 เดือน แล้วจึงน ามาละลาย ตรวจสอบอัตรารอดและการเจริญเติบโตของตัวอ่อน
หลังจากการท าละลาย  

3.2.1 กำรเลี้ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว 
          เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตว์โดยแช่ไว้ในน้ าเกลือขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ แล้วใช้เข็มขนาด
18G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ดูดไข่จากถุงไข่ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-8 มม. ท าการคัดเลือกไข่ท่ีมี
ช้ันเซลล์คิวมูลัสห่อหุ้มอย่างน้อย 2 ช้ัน น ามาล้างในน้ ายา modified Dulbecco’s phosphate buffered 
saline (mDPBS) + 0.1% polyvinyl pyrolidone (PVP, Sigma, P-0930)  ก่อนท่ีจะน าไปเล้ียงในน้ ายา
ส าหรับเล้ียงไข่ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย mineral oil (Sigma, M-8410) เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100 µl น้ ายา
เล้ียงไข่ประกอบด้วย TCM199 (Sigma, M-5017) ท่ีเติมด้วย 10% FBS, 50 IU/ml hCG (Intervet, 
Netherlands, CDN781851), 0.02 AU/ml FSH (Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) และ 
1µg/ml 17ß-estradiol (Sigma, E-8875) น าไข่ไปเล้ียงในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้บรรยากาศ
ท่ีมี 5% CO2 in air เป็นเวลา 23 ช่ัวโมง (Parnpai และคณะ, 1999)  
 3.2.2 กำรเตรียมอสุจิส ำหรับปฏิสนธิในหลอดแก้ว 
          น าน้ าเช้ือโคแช่แข็งมาท าละลาย โดยน าออกมาจากถังไนโตรเจนเหลวท้ิงไว้ในอากาศเป็นเวลา 
10 วินาที หลังจากนั้นจุ่มลงใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 30 วินาที  แล้วท าความสะอาดด้านนอก
หลอดด้วย 70 % ethanol  จากนั้นตัดหลอดเพื่อให้น้ าเช้ือท่ีละลายแล้วไหลลงหลอด eppendorf แล้วดูด
น้ าเช้ือไปไว้ก้นหลอด conical ขนาด 15 ml ท่ีมีน้ ายา TALP ปริมาตร 1.5 ml แล้วน าไปวางเอียง 45 องศา 
ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี  5% CO2  in air นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตว่ายขึ้น
ด้านบนของผิวน้ ายา (sperm swim-up) อสุจิท่ีผ่านกระบวนการดังกล่าวจะเกิดความพร้อมส าหรับการ
ปฏิสนธิโดยมีความสามารถในการเคล่ือนท่ีเร็ว (hyperactive) และเกิดคาพาซิเตช่ัน (capacitation) ท าให้
เพิ่มอัตราการเจาะทะลุ (penetration) ช้ันของเซลล์คิวมูลัสและ zona pellucida (Dode et al., 2002) 
หลังจากนั้นดูดน้ ายาส่วนบน 1 ml ไปไว้ในหลอด conical tube ท่ีมีน้ ายา TALP 5 ml แล้วน าไปปั่นท่ี 2000 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาส่วนใสท้ิงเหลือไว้เฉพาะอสุจิท่ีก้นหลอด เจือจางอสุจิท่ีได้ด้วย
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น้ ายา TALP ให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้านตัวต่อซีซี แล้วน าไปหยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm 
(100 µl/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% 
CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกับไข่ 
 3.2.3 กำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว (in vitro fertilization, IVF) 
           น าไข่ท่ีเล้ียงครบ 23 ช่ัวโมง มาก าจัดเซลล์คิวมูลัส ออกบางส่วน ด้วย 0.1 % hyaluronidase 
ให้เหลือเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ช้ัน แล้วน าไข่มาล้างด้วยน้ ายา TALP 2 ครั้ง หลังจากนั้นน าไข่ท่ี
เตรียมไว้ 20-25 ใบ มาใส่ในหยดน้ ายาท่ีมีอสุจิท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.2.2. แล้วน าไปบ่มไว้ในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ี
อุณหภูม ิ38.5 °C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 10 ช่ัวโมง 
 3.2.4 กำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
          เมื่อบ่มไข่และอสุจิด้วยกันครบ 10 ช่ัวโมง น าไข่ไปเล้ียงในน้ ายา modified oviduct 
synthetic fluid with amino acids medium (mSOFaa, Gardner และคณะ, 1994) ในสัดส่วน 20 ใบ ต่อ
น้ ายา 100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้ว
คัดเลือกตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงร่วมกับเซลล์บุท่อน าไข่โคในน้ ายา mSOFaa ในสัดส่วน 10 ใบ ต่อน้ ายา 
100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air  เป็นเวลา 6 วัน ท าการเปล่ียนน้ ายาทุก 24 
ช่ัวโมง และบันทึกการเจริญเติบโตของตัวอ่อนทุกวัน 

 3.2.5 กำรแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี Cryotop แบบ 2 ขั้นตอน vitrification 
          น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสอายุ 7 และ 8 วัน มาท าการแช่แข็ง โดยน าตัวอ่อนมาล้างในน้ ายา 
TCM199 Hepes (Sigma, H-4034) + 20% FBS (BM) จากนั้นน าตัวอ่อนมาแช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 10% 
dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma, D-1435) + 10% ethylene glycol (EG, Sigma, E-9129) นาน 1 
นาที หลังจากนั้นน าไปแช่ในน้ ายา vitrification ซึ่งประกอบด้วย BM + 20% DMSO + 20% EG + 0.5 M 
sucrose (Sigma, S-1888) เป็นเวลา 30 วินาที (2 ขั้นตอน vitrification) จากนั้นน าตัวอ่อนกลุ่มละ 2-3 ใบ 
วางบนปลายของ Cryotop แล้วน าไปจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที แล้วท าการปิดครอบปลาย Cryotop 
          จากนั้นน าตัวอ่อนท่ีแช่แข็งไปเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 เดือน แล้วน าตัวอ่อนท่ีแช่แข็ง
มาท าการละลาย โดยน าปลายของ Cryotop ไปไว้ในน้ ายา BM + 0.5 M sucrose 2 ml ในจานเล้ียงเซลล์
ขนาด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นาน 5 นาที แล้วจึงย้ายตัวอ่อนไปล้างในน้ ายา BM 5 ครั้ง โดยแต่ละครั้งจะพักตัว
อ่อนในน้ ายานานหลุมละ 1 นาที 
 3.2.6 อัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังกำรท ำละลำย 
          น าตัวอ่อนหลังจากการท าละลายไปล้างในน้ ายา mSOF+BSA จ านวน 3 ครั้ง แล้วเล้ียงใน
น้ ายาเล้ียงตัวอ่อนนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบอัตรารอดโดยดูรูปร่างของตัวอ่อน จากนั้นเล้ียงตัวอ่อน
ต่อไปนาน 48 ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังจากการท าละลาย 
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 3.2.7 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
            อัตรารอดและอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังการแช่แข็งและท าละลาย วิเคราะห์โดยหาค่า
ความแตกต่างทางสถิติ โดยใช้วิธี ANOVA ด้วยโปรแกรม Statistical Package for Social Sciences 
(SPSS®) โดยคิดค่าความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
 
3.3 กำรทดลองที่ 2 กำรแช่แข็งไข่ด้วยวิธี Cryotop vitrification แบบ 2 ขั้นตอน  
  น าไข่ท่ีเล้ียงให้สุกในหลอดแก้วนาน 23 ช่ัวโมง มาแช่แข็งด้วยวิธี Paper device โดยเปรียบเทียบกับ
วิธี Cryotop vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน จากนั้นน าไข่แช่แข็งมาท าละลาย แล้วน าไป
ปฏิสนธิในหลอดแก้ว และศึกษาอัตราการเจริญของตัวอ่อน 
 3.3.1 กำรเตรียม Paper device  
           ตัดกระดาษไข (กระดาษไขมาสเตอร์อาร์ต A4, 90 แกรม, บ. ดีเอชเอสยามวาลา, ประเทศ
ไทย) โดยให้มีด้ามจับ กว้าง 8 mm ยาว 12 mm และมีส่วนปลายส าหรับวางไข่หรือตัวอ่อน กว้าง 3 mm 
ยาว 15 mm โดยความยาวท้ังหมดของ Paper device เป็น 27 mm ดังรูปท่ี 1 จากนั้นน า Paper device 
มาท าการฆ่าเช้ือโดยการอาบแสงอัลตร้าไวโอเลตนาน 30 นาที 
 
 
 
 
 

ภำพท่ี 1 Paper device 
 

 3.3.2 กำรแช่แข็งไข่ 
          ท าการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วตามวิธี 3.2.4 จากนั้นน าไข่มาก าจัดเซลล์คิวมูลัส ออก
บางส่วน ด้วย 0.1 % hyaluronidase ให้เหลือเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ช้ัน แล้วน าไข่มาล้างใน
น้ ายา BM จากนั้นน าตัวอ่อนมาแช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 10% DMSO + 10% EG นาน 1 นาที หลังจากนั้นน าไป
แช่ในน้ ายา vitrification solution ซึ่งประกอบด้วย BM + 20% DMSO + 20% EG + 0.5 M sucrose เป็น
เวลา 30 วินาที (2 ขั้นตอน vitrification) หรือ แช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 5% DMSO + 5% EG นาน 30 วินาที 
หลังจากนั้นน าไปแช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 12% DMSO + 12% EG + 0.25 M sucrose นาน 30 วินาที แล้ว
น าไปแช่ใน vitrification solution เป็นเวลา 30 วินาที  (3 ขั้นตอน vitrification) จากนั้นน าไข่กลุ่มละ 4-5 
ใบ วางบนปลายของ Paper device หรือ Cryotop แล้วน าไปจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที แล้วน า Paper 
device ใส่ลงไปใน Cryovial หรือ ปิดครอบปลาย Cryotop ด้วยพลาสติกก่อนเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 
1 เดือน 
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 3.3.4 กำรท ำละลำยไข่ 
                    ไข่ท่ีแช่แข็งแบบ 2 ขั้นตอน จะท าการละลายโดยน าปลายของ Paper device หรือ Cryotop 
ไปไว้ในน้ ายา BM + 0.5 M sucrose 2 ml ในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นาน 5 นาที แล้วจึง
ย้ายไข่ไปล้างในน้ ายา BM 5 ครั้ง โดยแต่ละครั้งจะพักไข่ในน้ ายานานหลุมละ 1 นาที 
         ไข่ท่ีแช่แข็งแบบ 3 ขั้นตอน จะท าการละลายโดยน าปลายของ Paper device หรือ Cryotop 
ไปไว้ในน้ ายา BM + 0.5 M sucrose 2 ml ในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นาน 2 นาที แล้ว
ย้ายไปแช่ในน้ ายา BM + 0.25 M sucrose นาน 2 นาที จากนั้นย้ายไข่ไปแช่ในน้ ายา BM + 0.125 M 
sucrose นาน 2 นาที แล้วจึงย้ายไข่ไปล้างในน้ ายา BM 5 ครั้ง 
 3.3.5 วิธีตรวจสอบกำรรอดของไข่หลังกำรละลำย 
                    หลังจากท าละลายและเล้ียงในน้ ายาเล้ียงไข่ 1 ช่ัวโมง ไข่จะถูกตรวจสอบการรอดโดยวิธีการ
ย้อมด้วย fluorescein diacetate (FDA) ตามวิธีของ Morh และ Trounson (1980) โดยแช่ไข่ในน้ ายา PBS 
ท่ีมี 2.5 µg/ml FDA และ 5 mg/ml BSA ท่ี 38.5°C นาน 2 นาที (ไม่ให้ถูกแสง) จากนั้นล้างในน้ ายา PBS ท่ีมี 
5 mg/ml BSA 3 ครั้ง แล้วน าไปส่องดูภายใต้แสง UV ไข่ท่ีเรืองแสงสีเขียวจะเป็นไข่ท่ียังมีชีวิต และคัดเฉพาะ
ไข่ท่ีมีชีวิตน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
 3.3.6 กำรปฎิสนธิในหลอดแก้วและกำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
                    น าไข่ท่ีมีชีวิตมาปฎิสนธิในหลอดแก้วและเล้ียงตัวอ่อนตามวิธีข้อ 3.2.2.-3.2.4 
 3.3.7 กำรย้อมตัวอ่อนเพื่อนับจ ำนวน Trophectroderm และ inner cell mass 
                    เพื่อศึกษาคุณภาพของตัวอ่อนท่ีผลิตได้ น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสมาย้อมเพื่อนับจ านวน 
trophectoderm (TE) และ inner cell mass (ICM) โดยปรับปรุงวิธีการย้อมจากรายงานท่ีมีมาก่อนหน้านี้ 
(Suteevun และคณะ, 2006) กล่าวคือ ย่อยเปลือกตัวอ่อนออกโดยบ่มใน  0.5% protease (Sigma, P-
8811) จากนั้นน าตัวอ่อนท่ีไม่มีเปลือก (Zona-free blastocyst) มาบ่มใน 10% rabbit anti-bovine 
spleenocyte antibodies เป็นเวลา 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 าไปส่องนับจ านวนเซลล์ TE (ติดสีแดง) และ ICM (ติดสีน้ าเงิน) 
ภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลต 
 3.3.8 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
            อัตรารอด อัตราการเจริญของไข่หลังท าละลาย และจ านวน trophectoderm (TE) และ 
inner cell mass (ICM) ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส วิเคราะห์โดยหาค่าความแตกต่างทางสถิติ โดยใช้วิธี 
ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS® โดยคิดค่าความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
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3.4 กำรทดลองที่ 3 กำรแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี Paper device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 
ขั้นตอน  
 น าไข่ท่ีเล้ียงให้สุกในหลอดแก้วนาน 23 ช่ัวโมง มาปฏิสนธิในหลอดแก้ว จากนั้นน าตัวอ่อนระยะบ
ลาสโตซีส (อายุท่ีเหมาะสม) มาแช่แข็งด้วยวิธี Paper device โดยใช้ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน vitrification 
ตัวอ่อนท่ีท าการแช่แข็งจะถูกเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 1 เดือน แล้วจึงน ามาละลาย ตรวจสอบอัตรารอด
และการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังจากการท าละลาย 
 3.4.1 กำรเลี้ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว กำรปฎิสนธิในหลอดแก้ว และกำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
           ท าการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว การปฎิสนธิในหลอดแก้ว และการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
ตามวิธีข้อ 3.2.1-3.2.4  
 3.4.2 กำรแช่แข็งตัวอ่อน 
          น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสอายุท่ีเหมาะสม (จะทราบได้จากการทดลองท่ี 13.2) มาท าการแช่
แข็ง โดยน าตัวอ่อนมาล้างในน้ ายา BM จากนั้นน าตัวอ่อนมาแช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 10% DMSO + 10% EG 
นาน 1 นาที หลังจากนั้นน าไปแช่ในน้ ายา vitrification solution ซึ่งประกอบด้วย BM + 20% DMSO + 
20% EG + 0.5 M sucrose เป็นเวลา 30 วินาที (2 ขั้นตอน vitrification) หรือ แช่ในน้ ายา BM ท่ีม ี 5% 
DMSO + 5% EG นาน 30 วินาที หลังจากนั้นน าไปแช่ในน้ ายา BM ท่ีมี 12% DMSO + 12% EG + 0.25 M 
sucrose นาน 30 วินาที แล้วน าไปแช่ใน vitrification solution เป็นเวลา 30 วินาที  (3 ขั้นตอน 
vitrification) จากนั้นน าตัวอ่อนกลุ่มละ 2-3 ใบ วางบนปลายของ Paper device แล้วน าไปจุ่มลงใน
ไนโตรเจนเหลวทันที แล้วน า Paper device ใส่ลงไปใน Cryovial ก่อนเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 
เดือน 
 3.4.3 กำรท ำละลำยตัวอ่อน 
           ตัวอ่อนท่ีแช่แข็งแบบ 2 ขั้นตอน จะท าการละลายโดยน าปลายของ Paper device ไปไว้ใน
น้ ายา BM + 0.5 M sucrose 2 ml ในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นาน  
5 นาที แล้วจึงย้ายตัวอ่อนไปล้างในน้ ายา BM 5 ครั้ง โดยแต่ละครั้งจะพักตัวอ่อนในน้ ายานานหลุมละ  
1 นาที 
           ตัวอ่อนท่ีแช่แข็งแบบ 3 ขั้นตอน จะท าการละลายโดยน าปลายของ Paper device ไปไว้ใน
น้ ายา BM + 0.5 M sucrose 2 ml ในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นาน  
2 นาที แล้วย้ายไปแช่ในน้ ายา BM + 0.25 M sucrose นาน 2 นาที จากนั้นย้ายตัวอ่อนไปแช่ในน้ ายา BM + 
0.125 M sucrose นาน 2 นาที แล้วจึงย้ายตัวอ่อนไปล้างในน้ ายา BM 5 ครั้ง 
 3.4.4 อัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังกำรท ำละลำย 
          น าตัวอ่อนหลังจากการท าละลายไปล้างในน้ ายา mSOF+BSA จ านวน 3 ครั้ง แล้วเล้ียงใน
น้ ายาเล้ียงตัวอ่อนนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบอัตรารอดโดยดูรูปร่างของตัวอ่อน จากนั้นเล้ียงตัวอ่อน
ต่อไปนาน 48 ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังจากการท าละลาย 
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 3.4.5 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
            อัตรารอด อัตราการเจริญของไข่หลังท าละลาย และจ านวน trophectoderm (TE) และ 
inner cell mass (ICM) ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส วิเคราะห์โดยหาค่าความแตกต่างทางสถิติ โดยใช้วิธี 
ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS® โดยคิดค่าความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ ์
4.1 ผลกำรทดลอง 
 
 4.1.1 ผลของอำยุตัวอ่อนโคระยะบลำสโตซีสที่มีต่ออัตรำรอดหลังกำรท ำละลำยหลังแช่แข็งด้วยวิธี 
vitrification  
 จากผลการทดลองแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีมีอายุ 7 วัน (D7) และ 8 วัน (D7) ด้วยวิธี 
Cryotop vitrification แบบ 2 ขั้นตอน พบว่า อัตรารอดของตัวอ่อนหลังท าละลาย (Vitrified) ในกลุ่มตัวอ่อน
ท่ีมีอายุ 7 วัน (97.1%) และ 8 วัน (85.7%) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(Fresh; 100 และ 100% ตามล าดับ) (ตารางท่ี 1) และภายหลังเล้ียงตัวอ่อนนาน 24 ช่ัวโมง พบว่า อัตราการ
เจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ hatching ในกลุ่มควบคุมสูงกว่ากลุ่มตัวอ่อนแช่แข็งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
อย่างไรก็ตาม อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ hatched ในกลุ่มตัวอ่อนท่ีมีอายุ 7 วัน สูงกว่ากลุ่มตัว
อ่อนท่ีมีอายุ 8 วัน ท้ังในกลุ่มควบคุม (57.1 vs 38.2%) และกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็งหลังท าละลาย (48.6 vs 
21.4%) ตามล าดับ 
 
ตำรำงที่ 1 อัตรารอดและการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังจากการท าละลายหลังแช่แข็งด้วยวิธี     
             Cryotop vitrification แบบ 2 ขั้นตอน  

Day 
Embryo 

type 
No. of 

embryos 
Survival 

(%) 

Hatching rate (%) 
24 h 48 h 

Hing Hed Hing Hed 
D7 Fresh 35 35/35 13/35 20/35 2/35 33/35 
   (100)a (37.1)a (57.1)a (5.7)a (94.3)a 
 Vitrified 35 34/35 6/35 17/35 3/35 29/35 
   (97.1)a (17.1)b (48.6)a (8.6)a (82.8)a 

D8 Fresh 34 34/34 21/34 13/34 6/34 29/34 
   (100)a (61.8)a (38.2)b (17.6)b (85.3)a 
 Vitrified 28 24/28 6/28 6/28 2/28 20/28 
   (85.7)a (21.4)b (21.4)b (7.1)a (71.4)a 

a,b,c ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
Hing: Hatching, Hed: Hatched 
 



11 
 

 การแช่แข็งด้วยวิธี vitrification เป็นวิธีการแช่แข็งไข่และตัวอ่อน พัฒนาขึ้นโดย Rall and Fahy 
(1985) ประสพความส าเร็จในการแช่แข็งตัวอ่อนหนู โดยการแช่แข็งด้วยวิธีดังกล่าวจะอาศัยหลักการลด
อุณหภูมิท่ีเร็วมากด้วยไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิต่ า (-169oC) และสาร CPA ท่ีมีความเข้มข้นสูง จะท าให้ไม่มี
การเกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นภายในเซลล์ ในขณะท่ีการแช่แข็งแบบอื่นๆ จะมีผลึกน้ าแข็งขึ้นภายในเซลล์ ซึ่งเป็น
ต้นเหตุส าคัญในการท าลายเซลล์ของตัวอ่อนจากการขยายตัวเวลาท าละลาย  (Moreira da Silva และ 
Metelo, 2005) และจากผลการทดลองพบว่าตัวอ่อนแช่แข็งมีอัตรารอดภายหลังการท าละลายอยู่ท่ีสูงถึง 85.7 
– 97.1% และไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม สอดคล้องกับรายงานการทดลองของ Inaba 
และคณะ (2011) ท่ีได้ท าการแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสด้วยวิธี vitrification และพบว่าอัตรารอดของ
ตัวอ่อนสูงถึง 94.3% ซึ่งตัวอ่อนท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification มีอัตรารอดหลังการท าละลายท่ีสูง 
เนื่องจากเป็นวิธีแช่แข็งท่ีเกิดความเสียหายต่อเซลล์และการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ภายหลังการละลาย
น้อย และนอกจากนั้นรูปร่าง คุณภาพ รวมท้ังอายุของตัวอ่อนล้วนมีความส าคัญต่ออัตรารอดของตัวอ่อน
ภายหลังการแช่แข็งและท าละลาย (Massip และคณะ, 1995) 
 ภายหลังเล้ียงตัวอ่อนหลังท าละลายต่อ พบว่าอัตราการเจริญต่อของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ Hatched 
ภายหลัง 24 ช่ัวโมง ในกลุ่มตัวอ่อนอายุ 7 วัน ให้ผลอัตราการเจริญเติบโตท่ีสูงกว่ากลุ่มตัวอ่อนอายุ 8 วัน ท่ี
น ามาแช่แข็ง และตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสอายุ 8 วัน มีจ านวน inner cell ท่ีน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับตัว
อ่อนท่ีเจริญเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ี 7 วัน ซึ่งจ านวน inner cell บ่งบอกถึงคุณภาพและความสามารถในการ
เจริญเติบโตต่อไปของตัวอ่อน (Saha และ Suzuki, 1997) และสอดคล้องกับการศึกษาของ Mezzalira และ
คณะ (2004) ท่ีพบว่าตัวอ่อนระยะบลาสตซีสอายุ 8 วัน มีอัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ hatched ท่ี
แตกต่างจากกลุ่มอายุอื่น 
 อย่างไรก็ตาม ผู้ทดลองพบว่าอัตรารอดของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลายไม่ได้ขึ้นขึ้นอยู่กับอายุ
ของตัวอ่อนท่ีน ามาท าการแช่แข็ง แต่ทว่าปัจจัยอายุของตัวอ่อนท่ีน ามาแช่แข็งนั้นมีผลต่ออัตราการเจริญเติบโต
หลังการแช่แข็งและท าละลาย  
 
 4.1.2 ผลของวิธี Paper device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน ต่ออัตรำรอดและกำร
เจริญเติบโตของไข่หลังแช่แข็งและท ำละลำย 
 จากการน าไข่ท่ีเล้ียงให้สุกในหลอดแก้วนาน 23 ช่ัวโมง มาแช่แข็งด้วยวิธี Paper device โดย
เปรียบเทียบกับวิธี Cryotop vitrification จากนั้นน าไข่แช่แข็งมาท าละลาย พบว่า อัตรารอดไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติในกลุ่ม Cryotop (89.2%) Paper device (90.1%) และกลุ่มควบคุม (99.1%) (ตารางท่ี 2) อย่างไร
ก็ตาม ภายหลัง IVF พบว่าอัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ cleavage ในกลุ่ม Cryotop (48.0%) และ Paper 
device (90.1%) ไม่แตกต่างกัน แต่ต่ ากว่าในกลุ่มควบคุม (74.3%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เช่นเดียวกับ
อัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีไม่แตกต่างกันในกลุ่ม Cryotop และ Paper device แต่ต่ ากว่า
ในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และคุณภาพของตัวอ่อน (ตารางท่ี 3) จากจ านวน TE และ ICM ในบ
ลาสโตซีส พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท้ังในกลุ่มแช่แข็งและกลุ่มควบคุม  



12 
 

ตำรำงที่ 2 อัตรารอดและการเจริญเติบโตของไข่จากการท าละลายหลังแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop และ     
             Paper device vitrification 

Groups 
No. 

oocytes 
IVM 

No. (%) 
oocytes 
survived 

No. 
IVF 

No. 
(%) 
CL 

No. (%) 0ocytes develop to 

8-C 16-C Mo 
No. (%) BL at day 

D6 D7 D8 

Control 110 
109 

(99.1) 
109 

81a 
(74.3) 

50a 
(45.9) 

40a 
(36.7) 

34a 
(31.2) 

8a 
(7.3) 

23a 
(21.2) 

29a 
(26.6) 

Cryotop 112 
100 

(89.2) 
100 

48b 
(48.0) 

23b 
(23.0) 

22b 
(22.0) 

18b 
(18.0) 

4b 
(4.0) 

9b 
(9.0) 

9b 
(9.0) 

Paper 111 
100 

(90.1) 
100 

54b 
(54.0) 

22b 
(22.0) 

21b 
(21.0) 

17b 
(17.0) 

4b 
(4.0) 

8b 
(8.0) 

9b 
(9.0) 

a,b,c ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
CL= Cleavage, 8-C = 8 cells, 16-C = 16 cells, Mo = Morula, D = day 
 
ตำรำงที่ 3 จ ำนวน TE และ ICM ในบลำสโตซีสจำกไข่จำกกำรท ำละลำยหลังแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop 
และ  Paper device vitrification 

Groups 

Differential staining of BL 

No. BL evaluated 
Number of cells 

TE ICM Total 

Control 14 68.7 26.1 94.8 
Cryotop 13 46.6 21.7 68.4 
Paper 14 50.6 22.8 73.4 

a,b,c ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
BL = Blastocyst, TE = Trophoectoderm, ICM= Inner cell mass 
 
 และจากการน าไข่ท่ีเล้ียงให้สุกในหลอดแก้วนาน 23 ช่ัวโมง มาแช่แข็งด้วยวิธี Paper device แบบ 2 
ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน vitrification พบว่า อัตรารอดของไข่หลังแช่แข็งและท าละลายไม่แตกต่างกันทางสถิติ
ท้ังในกลุ่ม 2 ขั้นตอน  (91.4%) และ 3 ขั้นตอน vitrification (93.2%) และกลุ่มควบคุม (100%) (ตารางท่ี 4) 
และภายหลัง IVF พบว่าอัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ cleavage ในกลุ่ม 2 ขั้นตอน vitrification (42.3%) 
ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม (70.2%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เช่นเดียวกับอัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโต
ซีสท่ีอายุ 6 วัน ในกลุ่ม 2 ขั้นตอน vitrification (3.8%) ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม (10.8%) อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ และอัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีอายุ 7 วัน และ 8 วัน ในกลุ่ม 2 ขั้นตอน และ 3 
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ขั้นตอน 2 ขั้นตอน vitrification  (6.7 และ 8.62% ตามล าดับ) ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม (17.5 และ 26.3% 
ตามล าดับ) และคุณภาพของตัวอ่อน (ตารางท่ี 5) จากจ านวน TE และ ICM ในบลาสโตซีส พบว่าไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ 
 
ตำรำงที่ 4 อัตรารอดและการเจริญเติบโตของไข่จากการท าละลายหลังแช่แข็งด้วยวิธี  Paper device  
             vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน  

Group 
No. 

oocytes 
IVM 

No. (%) 
survived 

No. 
oocytes 

IVF 

No. 
(%) 
CL 

No. (%) oocytes developed to 

8-C 16-C Mo 
No. (%) BL at day 

D6 D7 D8 

Control 114 
114 
(100) 

114 
80a 

(70.2) 
47a 

(41.2) 
40a 

(35.1) 
36a 

(31.5) 
12a 

(10.8) 
20a 

(17.5) 
30a 

(26.3) 
2 

ขั้นตอน 
114 

104 
(91.4) 

104 
44b 

(42.3) 
18b 

(17.3) 
16b 

(15.3) 
13b 

(12.5) 
4b 

(3.8) 
7b  

(6.7) 
9b 

(8.6) 
3 

ขั้นตอน 
118 

110 
(93.2) 

110 
64ab 
(58.2) 

42ab 
(33.3) 

32ab 

(29.1) 
26b 

(23.6) 
8ab 
(7.2) 

11b 
(10.0) 

15b 
(13.6) 

a,b,c ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
CL= Cleavage, 8-C = 8 cells, 16-C = 16 cells, Mo = Morula, D = day 
  
ตำรำงที่ 5 จ านวน TE และ ICM ในบลาสโตซีสของไข่จากการท าละลายหลังแช่แข็งด้วยวิธี Paper device  
             vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน  

Group 

Differential staining of BL 

No. BL evaluated 
Number of cells 

TE ICM Total 

Control 12 72.3 23.9 96.2 
2 ขั้นตอน 11 46.3 20.8 67.1 
3 ขั้นตอน 12 52.3 22.4 74.7 

a,b,c ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
BL = Blastocyst, TE = Trophoectoderm, ICM= Inner cell mass 
 
 การศึกษาเกี่ยวกับการแช่แข็งไข่ในสัตว์หลายสายพันธุ์ ท้ังใน วัว (Albarracin และคณะ, 2005; 
Morato และคณะ, 2008; Sripunya และคณะ, 2010; Zhao และคณะ, 2011) และสกุร (Somfai และคณะ
, 2007) พบว่าอัตราการเจริญเติบโตหลังการแช่แข็งและท าละลายท่ีได้ค่อนข้างต่ า ซึ่งการพัฒนาวิธีการแช่แข็ง 
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เช่น การศึกษาข้ันตอนการแช่แข็งและท าละลาย ระยะเวลา อุปกรณ์หรือ CPA สามารถเพิ่มอัตรารอดและการ
เจริญเติบโตหลังการแช่แข็งและท าละลายได้ จากรายงานก่อนหน้านี้ พบว่ามีอุปกรณ์หลายชนิดท่ีใช้ในการแช่
แข็งไข่และตัวอ่อนด้วยวิธี Vitrification ในสัตว์ชนิดต่างๆ เช่น วิธี Open Pulled Straw (OPS; Vajta และ
คณะ 1998) Cryotop (Kuwayama และ Kato 2000), Cryoloop (Mukaida, 2001) Electron microgrid 
(Cho และคณะ, 2002) Hemistraw (Vanderzwalmen และคณะ, 2003) Cryotip (Kuwayama และคณะ, 
2005) Cryoleaf (Chian และคณะ, 2005) Rapid-I (Larman และ Gardner, 2010) และ Hollow fiber 
(Matsunari และคณะ, 2012) อย่างไรก็ตามอุปกรณ์ดังกล่าวมีราคาค่อนข้างสูง ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ 
และในการศึกษานี้ได้ท าการเปรียบเทียบการแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop และ Paper device ซึ่ง Cryotop ถือ
เป็นอุปกรณ์แช่แข็งไข่และตัวอ่อนท่ีได้รับความนิยมท่ีใช้ในมนุษย์และสัตว์ (Kuwayama and Kato, 2000) อีก
ยังใช้งานง่าย และสามารถแช่แข็งไข่และตัวอ่อนได้จ านวนมาก แต่ยังคงมีราคาสูง ส่วนการแช่แข็งด้วยวิธี 
Paper device เตรียมจากกระดาษไข และจากการศึกษาเปรียบเทียบ พบว่าอัตรารอดของไข่หลังแช่แข็งและ
ท าละลายของท้ังสองวิธีไม่มีความแตกต่างกัน ดังนั้น วิธี Paper device จึงเป็นอุปกรณ์ท่ีสามารถในการแช่
แข็งไขไ่ด้ 
 ในการศึกษานี้ได้ท าการเปรียบเทียบการแช่แข็งด้วยวิธี Paper device แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 
ขั้นตอน vitrification พบว่า ใหอ้ัตรารอดและการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีไม่แตกต่างกัน แต่อัตรา
การเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีอายุ 6 และ 7 วัน ในกลุ่มไข่ท่ีแช่แข็ง vitrification แบบ 2 ขั้นตอน 
ให้ผลต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มไข่ท่ีแช่แข็ง vitrification แบบ 3 ขั้นตอน และกลุ่มควบคุม ส่วนอัตราการ
เจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ cleavage และบลาสโตซีสของไข่แช่แข็งหลังท าละลายในการศึกษานี้พบว่ามีอัตราสูง
กว่าหลายการศึกษาเคยท่ีมีการรายงานมา (Martino และคณะ,1996 ; Chen และคณะ, 2003; Albarracin 
และคณะ, 2005; Morato และคณะ, 2008, Sripunya และคณะ, 2010) อาจเป็นเพราะการใช้ CPA หรือ
ขั้นตอนการแช่แข็งและท าละลายท่ีแตกต่างกันในแต่ละการศึกษา ล้วนแต่เป็นปัจจัยท่ีส าคัญในกระบวนการแช่
แข็ง ซึ่งผู้ทดลองเช่ือว่าขั้นตอนการแช่แข็งและการเจือจาง CPA ในการท าละลายท่ีรวดเร็วจะลดผลกระทบจาก
ความเป็นพิษของ CPA และความเครียดจากการลดอุณหภูมิท่ีสร้างความเสียหายต่อเซลล์ไข่ เช่น metaphase 
spindle (Shaw และคณะ, 2000; Hwang และ Hochi, 2014), mitochondria และ endoplasmic 
reticulum (Fuku และคณะ, 1995; Sathananthan, 1997 and Khalili และคณะ, 2012) 
 และในส่วนของคุณภาพตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส พิจารณาจากจ านวน TE และ ICM ท่ีได้จากไข่ท่ีผ่าน
การแช่แข็งด้วยวิธี 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน vitrification พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มทดลอง
และกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับหลายการศึกษาในการแช่แข็งไข่ แต่ก็ยังคงเป็นค าถามอยู่ว่าเหตุใดคุณภาพ
ตัวอ่อนถึงไม่มีความแตกต่างกัน  
 4.1.3 ผลของวิธี Paper device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน ต่ออัตรำรอด
และกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสหลังแช่แข็งและท ำละลำย 
 จากการน าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสมาแช่แข็งด้วยวิธี Paper device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน 
และ 3 ขั้นตอน พบว่า อัตรารอดและการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ hatched ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสหลัง
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การแช่แข็งและท าละลาย ในกลุ่มการแช่แข็งด้วยวิธี Peper device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน (76.6 และ 
60.0%) แบบ 3 ขั้นตอน (86.7 และ 73.3%) ไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (100 และ 
86.2%) (ตารางท่ี 4) 
 
ตำรำงที่ 6 อัตรำกำรรอดและกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังจำกกำรท ำละลำยหลังแช่แข็งด้วยวิธี Paper  
             device vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน  

Groups No. BL No. (%) survival at 24 h No. (%) hatched at 48 h 

Fresh 29 29 (100.0)a 25 (86.2)a 

2 ขั้นตอน 30 23 (76.6)a 18 (60.0)a 

3 ขั้นตอน 30 26 (86.7)a 22 (73.3)a 
a,b,c,d ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
G1= grade 1, G2= grade 2, BL= blastocyst 
 
 ในการทดลองนี้ ผู้วิจัยได้ใช้การแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Paper 
device ท่ีเตรียมจากกระดาษไข ซึ่งมีรายงานการใช้ครั้งแรกโดย Kim และคณะ (2012) ในการแช่แข็งตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสโค โดยได้ท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอุปกรณ์แช่แข็งชนิด Paper device และ EM 
grid ต่ออัตรารอด การเจริญเติบโตของบลาสโตซีสแช่แข็งภาพหลังท าละลาย ซึ่งให้ผลไม่แตกต่างกัน และ
ประสพความส าเร็จในการผลิตลูกโคด้วยการย้ายฝากตัวอ่อนโดยใช้ตัวอ่อนท่ีผ่านการแช่แข็งด้วย Paper 
device จึงเป็นส่ิงท่ียืนยันได้ว่าอุปกรณ์แช่แข็งชนิด Paper device มีประสิทธิภาพในการแช่แข็งและให้
ผลลัพธ์เทียบเท่ากับการใช้อุปกรณ์แช่แข็งท่ีได้รับการยอมรับและมีมาตรฐาน อย่างเช่น EM grid 
 ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสประกอบด้วยเซลล์ และ blastocoel ซึ่งเปรียบเสมือนของเหลวในตัวอ่อน 
และในกระบวนการแช่แข็งนั้น การลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งจะท าให้ของเหลวในตัวอ่อนกลายสภาพเป็นผนึก
น้ าแข็งและสร้างความเสียหายให้กับเซลล์ข้างเคียงในขั้นตอนการแช่แข็งและท าละลาย ดังนั้นเพื่อเพิ่มอัตรา
รอดและการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลาย การทดลองนี้จึงได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบ
ขั้นตอนการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน ซึ่งผู้ทดลองเช่ือว่าขั้นตอนการแช่แข็ง
และท าละลายนั้นมีผลต่อการลดปริมาณของเหลวภายในเซลล์ ลดโอกาสการเกิดผลึกน้ าแข็ง ลดความเสียหาย
ต่อเซลล์โดยรอบ และช่วยเพิ่มอัตรารอดและการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลาย  
 และจากผลการทดลอง พบว่า อัตราการการรอดและการเจริญเติบโตหลังท าละลายของตัวอ่อนท่ีแช่
แข็งด้วยวิธี vitrification แบบ 2 ขั้นตอน และ 3 ขั้นตอน ให้ผลท่ีไม่แตกต่างกัน เช่นเดียวกับในการศึกษาของ 
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Inaba และคณะ (2011) ท่ีท าการเปรียบเทียบขั้นตอนการแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification แบบหลาย
ขั้นตอน และให้ผลการรอดของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลายท่ีไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาของ Machatcova และคณะ (2006) พบว่าอัตรารอดของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลายในการ
ทดลองนี้สูงกว่าท่ีพวกเขาได้ศึกษาไว้ถึงสองเท่า นอกจากปัจจัยด้านขั้นตอนการแช่แข็งและท าละลาย ใน
การศึกษาของ Bruyere และคณะ (2012) ได้ท าการศึกษาการเติมสารสังเคราะห์จากซีรั่มสัตว์ (synthetic 
subtitition; CRY03) ในน้ ายาแช่แข็ง พบว่าช่วยเพิ่มอัตรารอดของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลาย  
 การศึกษาของ Yavin และคณะ (2009) ได้รายงานการลดปริมาณ CPA ในน้ ายาแช่แข็งร่วมกับการ
เพิ่มอัตราการลดอุณหภูมิ หรือ cooling rate เป็นวิธีท่ีช่วยลดความเป็นพิษของ CPA ต่อตัวอ่อน และมีผลต่อ
การรอดและการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและท าละลาย และการศึกษาของ Saragsty และ Arav 
(2011) ได้ท าการศึกษาปัจจัยของ cooling rate ความหนืดและปริมาณของน้ ายาแช่แข็งในการแช่แข็งตัวอ่อน 
ซึ่งทุกปัจจัยล้วนมีผลต่อการป้องกันการเกิดความเสียหายต่อตัวอ่อนและการรอดของตัวอ่อนหลังแช่แข็งและ
ท าละลาย 
 ในส่วนของปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังการท าละลาย ในหลายการศึกษาเช่ือว่า
ความสามารถในการเจริญเติบโตของตัวอ่อนหลังท าละลาย ขึ้นอยู่กับความทนทานต่อการแช่แข็งของตัวอ่อน 
ซึ่งพิจารณาจากคุณภาพตัวอ่อน รูปร่างและอายุตัวอ่อนท่ีเลือกมาแช่แข็ง (Fahning และ Garcia 1992; 
Balasubramanian และคณะ 1998; Machatkova และคณะ 2006) แต่ความส าเร็จในการแช่แข็งตัวอ่อน
ไม่ได้ขึ้นอยู่เพียงแค่ชนิดของอุปกรณ์ ขั้นตอน หรือตัวอ่อนเท่านั้น แต่ยังมีปัจจัยจากทักษะและความช านาญ
ของผู้ปฏิบัติงาน (Saragsty และ Arav, 2011) ท่ีให้ผลส าเร็จท่ีต่างกัน ถึงแม้ว่าจะใช้อุปกรณ์ละวิธีการเดียวกัน 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 5.1.1 อายุของตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสไม่มีผลต่ออัตรารอดของตัวอ่อน แต่มีผลต่อการเจริญเติบโตหลัง
การแช่แข็งและท าละลาย ซึ่งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีมีอายุ 7 วันเป็นระยะท่ีเหมาะสมในการน ามาท าการ
แช่แข็ง 
 5.1.2 การแช่แข็งวิธี Paper device vitrification สามารถใช้ในการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนระยะบลาสโต
ซีสโคได้ 
 5.1.3 อัตราการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสของไข่ท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี Paper device 
vitrification แบบ 3 ขั้นตอน สูงกว่าแบบ 2 ขั้นตอน 
 5.1.4 อัตรารอดและการเจริญเติบโตหลังแช่แข็งและท าละลายของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส  ด้วยวิธี 
Paper device vitrification แบบ 3 ขั้นตอน สูงกว่าแบบ 2 ขั้นตอน 
 5.1.5 การแช่แข็งด้วยวิธี Paper device vitrification แบบ 3 ขั้นตอน เป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการแช่แข็ง
ไข่และตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส  
 
 ผลการวิจัยนี้ได้รับการตีพิมพ์ในวารสาร Animal Science Journal ดังมีรายละเอียดดังนี้ 
Paul, A.K., Liang, Y., Srirattana, K., Nagai, T. and Parnpai, R.* 2018. Vitrification of bovine 

matured oocytes and blastocysts in a paper container. Anim. Sci. J. 89: 307-315. 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 เพื่อเป็นการพัฒนาและปรับปรุงเทคนิคการแช่แข็งไข่และตัวอ่อนท่ีสมบูรณ์ ควรมีการศึกษาปัจจัย
ในการแช่แข็งอื่น เช่น ชนิดและความเข้มข้นของ CPA ในน้ ายา vitrification และระยะเวลาในการแช่แข็ง ซึ่ง
ล้วนแต่มีผลต่อการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของไข่และตัวอ่อน 
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ABSTRACT

In the present study, we aimed to determine the applicability of a paper container for the vitrification of in vitro

matured (IVM) bovine oocytes. In experiment 1, IVM oocytes were exposed to vitrification solution (20% dimethylsul-

foxide (DMSO), 20% ethylene glycol (EG), and 5 mol/L sucrose), using a two-step method, for 30 s; loaded onto either

a paper container or Cryotop; and stored in liquid nitrogen. No significant difference (P < 0.05) in the survival and blas-

tocyst formation rates after in vitro vitrification was observed between the paper container and Cryotop. In experiment

2, IVM oocytes were exposed to either a two- or three-step vitrification solution. The three-step vitrification solution

was not significantly different from the two-step solution in terms of oocyte survival, cleavage and blastocyst rates. In

experiment 3, in vitro produced blastocysts were graded according to the manual of the International Embryo Transfer

Society (grades 1 and 2) and vitrified using the two- and three-step methods. For grade 2 blastocysts, the three-step

method showed significantly higher (P < 0.05) survival and hatched blastocyst rates than the two-step method,

whereas for grade 1 blastocysts, no significant difference was observed. In conclusion, the paper device and three-step

technique are suitable for oocytes and embryo vitrification.

Key words: blastocysts, oocytes, paper device, vitrification.

INTRODUCTION

In the field of reproduction, vitrification is one of the

methods that replaced conventional slow-freezing

cryopreservation. It is frequently described as being

inexpensive, fast and simple (Stachecki et al. 2008).

However, when choosing to adapt a particular tech-

nique, it is more important to consider its improved

performance resulting in higher survival rates and an

average increase in calving rates, as well as enhanced

and ensured safety for the animal. Nonetheless, rapid

freezing or vitrification has been the focus of

research in recent years based on a growing number

of reports in the literature (Mandawala et al. 2016);

in many instances, it is the preferred method. The

idea of vitrification, or achieving a glass-like state,

was first conceived in 1860, as described by Luyet

(1937). It was not until approximately 50 years later

that Rall and Fahy (1985) mentioned the idea again

and designated ‘vitrification’ as a potential alterna-

tive to slow-freezing/cooling.

There are several cryodevices used for vitrification,

that is electron microscope (EM) grid (Steponkus

et al. 1990; Martino et al. 1996; Cho et al. 2002), Cry-

otop (Hamawaki et al. 1999; Kuwayama & Kato

2000), Cryoloop (Lane et al. 1999), nylon mesh

(Matsumoto et al. 2001), Cryoleaf (Chian et al.

2005), plastic blade (Sugiyama et al. 2010), and Vitri-

Inga (Almodin et al. 2010). In the tubing system—
which includes the plastic straw (Rall & Fahy 1985)

—the open pulled straw (OPS; Vajta et al. 1997,

1998), closed pulled straw (CPS; Chen et al. 2001),

Cryo-Tip (Kuwayama et al. 2005a,b), Rapid-i

(Larman & Gardner 2010), and hollow fiber (Mat-

sunari et al. 2012) are effectively used for the vitrifi-

cation of oocytes and embryos from different
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animals. In 2012, Kim et al. reported a new, easy to

perform, simple, inexpensive, and successful method

for the vitrification of bovine blastocysts, using a

paper container.

Since the vitrification of oocytes and embryos

became prevalent, several new ideas have been

developed, including: (i) exposure to the final solu-

tion with the highest concentration of cryoprotec-

tants should be reduced to 60 s or less because high

concentrations of cryoprotectants are toxic (Shaw

et al. 1992; Hunter et al. 1995; Hong et al. 1999;

Chung et al. 2000; Wu et al. 2001; Yoon et al. 2003);

and (ii) the faster the cooling rate, the better the sur-

vival rate (Stachecki et al. 2008). The two key con-

straints of vitrification are: (i) the toxic effect of

cryoprotective agents (CPAs), which damages the

micro-organelles of oocytes and cells of embryos;

and (ii) the duration of CPA exposure, which could

result in ice crystal formation if not properly timed

(Katkov 2007). This study was designed to investi-

gate the potential of using a paper container for the

vitrification of bovine oocytes in comparison to using

a Cryotop container.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and culture media

All reagents were purchased from Sigma Chemical

Company (St. Louis, MO, USA) unless otherwise sta-

ted. TCM199 medium, supplemented with 10% fetal

bovine serum (FBS; Gibco BRL, Grand Island, NY,

USA), 0.02 AU/mL follicle-stimulating hormone

(FSH; Antrin, Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan),

50 IU/mL, human chorionic gonadotropin (hCG;

Chorulon; Intervet, Boxmeer, Netherlands) and

1 lg/mL estradiol-17b, was used for in vitro matura-

tion (IVM). Modified synthetic oviduct fluid (mSOF),

supplemented with amino acids and 0.3% fatty acid-

free bovine serum albumin (BSA), was used for

embryo culture (Gardner et al. 1994). Tyrode’s albu-

min lactate pyruvate (TALP) medium (Bavister &

Yanagimachi 1977), supplemented with 1 mmol/L

caffeine, 100 lg/mL heparin, 20 mmol/L penicil-

lamine, 10 mmol/L hypotaurine, and 20 mmol/L

epinephrine, was used for sperm preparation.

Preparation of the paper cryodevice

The paper device was cut from translucent tracing

paper (Staedtler, Bleiweißsteftmacher, Germany)

(Fig. 1); its dimensions allowed for easy loading into

a cryovial to be stored in liquid nitrogen (LN2).

Before vitrification, the paper device was exposed to

UV light for 20 min for sterilization. During loading,

the oocytes or blastocysts were placed onto its tip,

and the excessive CPAs were removed before plung-

ing it into LN2.

Collection and IVM of oocytes

Bovine ovaries were obtained from slaughterhouses

and kept in 0.9% NaCl during transportation to the

laboratory within 4 h at room temperature (24–
25°C). Cumulus-oocyte complexes (COCs) were col-

lected from follicles measuring 2–8 mm in diameter,

using an 18 gauge needle connected to a 10 mL syr-

inge. Groups of 20 COCs were cultured in 100 lL
droplets of IVM medium on 60-mm culture dishes

(SPL Life Sciences, Yeoju-si, Gyeonggi-do, Korea)

covered with mineral oil in a humidified atmosphere

of 5% CO2 in air at 38.5°C for 22–23 h. After IVM,

the COCs were partially denuded and surrounded by

2–3 layers of cumulus cells.

Vitrification-warming of IVM oocytes or
blastocysts

Two-step method

Vitrification and warming (V-W) of IVM oocytes was

carried out as described before (Liang et al. 2011)

with partial modifications. Groups of four to five

oocytes or one to three IVP blastocysts were washed

in TCM199-Hepes + 20% FBS as a base medium

(BM) before being placed in BM containing 10%

dimethyl sulfoxide (DMSO) and 10% ethylene glycol

(EG) as an equilibration solution (ES) for 1 min.

They were then exposed to BM containing 20%

DMSO, 20% EG, and 0.5 mol/L sucrose as a vitrifica-

tion solution (VS) for 30 s at room temperature (24–
25°C). The oocytes/blastocysts together with <1 lL
VS were placed on the top of the Cryotop or paper

device before being plunged into LN2. After vitrifica-

tion, the Cryotop or paper devices were warmed by

direct immersion into 2 mL of BM with 0.5 mol/L

sucrose for 5 min on a warming plate at 35–37°C,
transferred to BM for 5 min, and then washed five

times in each.

Three-step method

Groups of four to five oocytes (one to three IVP blas-

tocysts) were washed in BM before being placed in

BM containing 5% DMSO and 5% EG as ES for

30 s. They were then transferred to BM containing

12% DMSO, 12% EG, and 0.25 mol/L sucrose for

Figure 1 Size and shape of the paper device.
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30 s. Subsequently, they were transferred to the final

VS (BM containing 20% DMSO, 20% EG, and

0.5 mol/L sucrose) for 30 s at room temperature on

a warm plate 37–38°C. The oocytes/blastocysts

together with <1 lL VS were placed on a Cryotop or

paper device and then plunged into LN2. The Cry-

otop or paper devices containing the oocytes/blasto-

cysts were warmed by direct immersion into 2 mL of

BM with 0.5 mol/L sucrose for 2 min on a warming

plate at 35–37°C. They were then transferred to BM

with 0.25 mol/L sucrose for 2 min, and then BM

with 0.125 mol/L sucrose for another 2 min, before

being finally washed with BM.

Evaluation of oocyte viability

The viability of oocytes was evaluated by fluorescein

diacetate (FDA) staining according to the method

previously described by Mohr and Trounson (1980).

Briefly, oocytes were treated with 2.5 lg/mL FDA in

PBS supplemented with 5 lg/mL BSA at 38.5°C for

2 min in a dark room. Then they were washed three

times in PBS supplemented with 5 lg/mL BSA and

evaluated under a fluorescent microscope (IX71;

Olympus, Tokyo, Japan) with UV irradiation using a

U-MWIB# filter with an excitation wavelength of

460–495 nm and emission wavelength of 510 nm.

Oocytes expressing a bright green fluorescence were

regarded as viable and were subsequently used for

experiments.

In vitro fertilization and culture

One straw of frozen semen (0.25 mL straw,

25 9 106 sperms/straw, Holstein Friesian breed) was

thawed in a water bath at 39°C for 30 s, and then

100 lL of thawed semen was placed at the bottom

of a snap tube containing 2 mL of TALP for 30 min

to obtain swimming-up spermatozoa. Then, the

supernatant including the spermatozoa was col-

lected in a 15 mL conical tube and centrifuged at

500 9 g for 5 min. The resultant supernatant was

discarded and 3 mL TALP was added for washing.

The sample was centrifuged again, and sperm con-

centration was calculated using a hemocytometer,

and then adjusted to 2 9 106/mL (Seneda et al.

2001). Finally, 10 oocytes were placed into each

100 lL drop of sperm suspension and co-incubated

in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air at

38.5°C for 13–14 h. The presumptive zygotes were

further cultured in mSOFaa medium (20 zygotes/

100 lL) under a humidified atmosphere of 5%

CO2, 5% O2 and 90% N2 at 38.5°C for 48 h. On

day 2 (in vitro fertilization, IVF was considered as

day 0) the cleavage rates were recorded. Thereafter,

embryos at the eight-cell stage were selected and

co-cultured with bovine oviduct epithelial cells in

mSOFaa medium under a humidified atmosphere of

5% CO2 in air at 38.5°C, as reported previously

(Parnpai et al. 1999), for 6 days. Half of the medium

was replaced with fresh medium during the embryo

development observation. The development of IVF

oocytes to the blastocyst stage was recorded on days

7 and 8.

Evaluation of blastocysts by differential
staining of inner cell mass and
trophectoderm cells

Differential staining of inner cell mass (ICM) and tro-

phectoderm (TE) cells of pooled blastocysts was per-

formed by the method previously described by

Sripunya et al. (2010). Briefly, blastocysts were

simultaneously treated with 0.1 mg/mL propidium

iodide (PI) and 0.2% Triton X-100 dissolved in Dul-

becco’s phosphate buffered saline for 40–60 s to

make the membrane permeable and stain the nuclei

of TE cells. The embryos were then treated with

25 lg/mL Hoechst 33342 (Calbiochem, San Diego,

CA, USA) dissolved in 99.5% ethanol for 5 min,

mounted on glass slides in glycerol droplets, flattened

using cover slips, and examined under UV light with

an excitation wavelength of 330–385 nm under a

fluorescent microscope (IX71; Olympus, Tokyo,

Japan). The nuclei of TE cells appeared pink or red

when they were labeled by both PI and Hoechst,

whereas the nuclei of ICM cells appeared blue when

they were labeled only by Hoechst. A digital image

of each embryo was taken, and the cell numbers of

both cell types were counted using the National

Institutes of Health Image J (v. 1.40) software

(Abramoff et al. 2004). The numbers of ICM and TE

cells were counted separately in embryos that had

clearly distinguishable populations of red and blue

nuclei.

Grading of blastocysts and evaluation of
their survivability after V-W

The IVP blastocysts were graded according to the

manual of the International Embryo Transfer Society

(IETS); their development and the quality of ICM

and TE were evaluated. First, the blastocysts were

categorized as blastocysts (the blastocoel volume is

more than 50% of the total volume) or expanded

blastocysts (the blastocoel occupies the entire volume

inside the zona pellucida (ZP) and has started expan-

sion, leading to thinning of the ZP). The blastocysts

and expanded blastocysts were then divided again

into grade 1 (G1: ICM contains many small com-

pacted cells and the TE appears clearly made of

many small cells tightly attached and forming a sin-

gle layer of epithelium) and grade 2 (G2: the cells in

the ICM are still separated and poorly compacted
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and the TE is made of few identifiable cells). The re-

expansion or development to a more advanced stage

of vitrified blastocysts with a clearly visible ICM after

24 h of warming was an indication of survived

blastocysts.

Experimental design

Experiment 1: Effect of container type (Cryotop vs.
paper)

IVM oocytes were divided into three groups: (i)

oocytes without vitrification (Control group); (ii)

oocytes vitrified using Cryotop (Cryotop group); and

(iii) oocytes vitrified using paper (Paper group). After

warming, the survival rates were evaluated by FDA

staining. Surviving oocytes were fertilized and cul-

tured in vitro for 8 days, and embryo development

was recorded and compared. The quality of the

obtained blastocysts was evaluated by differential

staining of ICM and TE cells. Five replications were

performed for this experiment.

Experiment 2: Toxicity test of the two- and three-step
methods

IVM oocytes were divided into three groups: (i)

oocytes without exposure to any V-W solutions

(Control group); (ii) oocytes exposed to the two-step

V-W solutions (two-step group); and (iii) oocytes

exposed to the three-step V-W solutions (three-step

group). Oocyte viability was evaluated by FDA stain-

ing. Surviving oocytes were cultured in IVM medium

for 2 h, followed by IVF and in vitro culture (IVC) for

8 days, and embryo development was recorded and

compared. The quality of the obtained blastocysts

was evaluated by differential staining of ICM and TE

cells. Four replications were performed for this

experiment.

Experiment 3: Vitrification of oocytes by the two- and
three-step methods using the paper device

IVM oocytes were divided into three groups: (i)

oocytes without vitrification (Control group); (ii)

oocytes vitrified using the two-step method (two-

step group); and (iii) oocytes vitrified using the

three-step method (3-step group) using paper

devices. Survival rates were evaluated by FDA

staining. After culture in IVM medium for 2 h,

surviving oocytes were subjected to IVF. The

development of IVF embryos derived from the

vitrified groups was compared with the develop-

ment of those derived from the Control group.

The quality of the obtained blastocysts was

evaluated by differential staining of ICM and TE

cells. Five replications were performed for this

experiment.

Experiment 4: Vitrification of blastocysts by the two-
and three-step methods using the paper device

IVP blastocysts obtained on day 8 were graded and

divided into three groups: (i) blastocysts without vit-

rification (Control group); (ii) blastocysts vitrified

using the two-step method (two-step group); and

(iii) blastocysts vitrified using the three-step method

(three-step group). Survival rates and hatchabilities

were assessed and compared. Seven replications were

performed for this experiment.

Statistical analysis

The data on oocyte survivability and embryo devel-

opment after the different treatments were expressed

as percentages (%) and analyzed using one-way

analysis of variance (ANOVA). The correlation

regressions (R2 value) between oocyte survival rate

and cleavage rate were determined by curve estima-

tion, using the Statistical Package for Social Sciences

(SPSS�) software (version 16.0; SPSS Inc., Chicago,

IL, USA). Differences were considered significant at a

level of P < 0.01 and P < 0.05.

RESULTS

Experiment 1

When IVM oocytes were vitrified using the two-

step method, similar (P > 0.05) survival rates were

observed among the Cryotop (89.2%), Paper

(90.1%), and Control (99.1%) groups (Table 1).

However, after IVF, the oocyte cleavage rate in the

Cryotop group (48%) was similar (P > 0.05) to that

in the Paper group (54%) but both were signifi-

cantly lower (P < 0.05) than that in the Control

group (74.3%). Additionally, the blastocyst forma-

tion rates in the Cryotop group were significantly

lower than those in the Control group, but were

similar to those in the Paper group. Interestingly,

there was no significant difference (P > 0.05) in

the TE and ICM number of blastocysts among the

three groups.

Experiment 2

No significant difference was found among the three

groups in terms of oocyte survival rates (Table 2).

However, after IVF, the rates of oocytes developing

to cleavage and eight-cell stages in the three-step

group (65.6 and 38.7%, respectively) were signifi-

cantly higher than those in the two2-step group

(48.9 and 25.0%, respectively). The blastocyst forma-

tion rates of the two- and three-step groups on day 8

were not significantly different, but they were signif-

icantly lower than those of the Control group

(P < 0.05). Nevertheless, the blastocyst qualities
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(ICM, TE and total cell numbers) were similar in all

three groups (P > 0.05).

Experiment 3

The oocytes survival rates were not significantly

different (P > 0.05) among all the groups. The ZP

broken rate in the two-step group (1.7%) was signif-

icantly higher (P < 0.05) than that in the Control

(0.0%) and three-step (0.7%) groups (Table 3). The

cleavage rate in the two-step group (42.3%) was sig-

nificantly lower than that in the Control group

(70.2%). The blastocyst formation rate on day 6 also

showed similar results in the two-step and control

groups (3.8% vs. 10.8%, respectively). The blastocyst

formation rates on days 7 and 8 in the two-step and

three-step groups (6.7 and 8.6%, respectively) were

significantly lower than those in the Control group

(17.5 and 20.3%, respectively). Interestingly, the cell

numbers of the blastocysts were not significantly dif-

ferent among all the groups.

Experiment 4

The survival rate of G1 blastocysts after V-W and

their subsequent hatching rate were not significantly

different among all the groups (Table 4). However,

in case of G2 blastocysts, the survival rate after V-W

and the subsequent hatching rate in the three-step

group (75.0% and 41.7%, respectively) were signifi-

cantly higher (P < 0.05) than those in the two-step

group (36.0% and 12.0%, respectively), whereas

they did not differ significantly from those in the

Control group (100% and 60.9%, respectively).

DISCUSSION

The cryopreservation of oocytes and embryos by vit-

rification offers a better and more feasible approach

to their storage than slow freezing/cooling tech-

niques. The refinement of previous methods involves

the use of different containers or devices and a rapid

cooling rate that coincide with a marked increase in

the survival rate of oocytes and blastocysts. Here, we

applied the newly developed method of using a

paper container for the vitrification of bovine IVM

oocytes and IVP blastocysts, which was first described

by Kim et al. (2012).

The paper device was cheaper than Cryotop, and

the survival rate of oocytes as well as their subse-

quent development after IVF was not significantly

different between the Paper and Cryotop groups

(Experiment 1). Because the paper device absorbs

some of the vitrification solution, it may minimize

the volume of vitrification solution surrounding the

oocytes or blastocysts and, hence, increases the cool-

ing and warming rates. Our results are similar to T
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those in Kim’s report (2012), where the paper device

(5 9 5 mm) was considered a successful container

for the cryopreservation of bovine blastocyst in terms

of the high survival and hatching rates after warm-

ing compared with the EM grid, OPS, Cryoloop and

straw. Kim et al. (2012) also found that their paper

container and EM grid were equally efficient in vitri-

fication of day 8 expanded blastocysts, and they were

able to obtain live offspring from the blastocysts vitri-

fied-warmed using a paper container. Therefore, the

paper device might be considered as a standard along

with the Cryotop device.

Previous reports regarding the vitrification of IVM

oocytes and their post-warming embryonic develop-

ment in bovine (Albarracin et al. 2005; Morato et al.

2008; Sripunya et al. 2010; Zhao et al. 2011) and

swine (Somfai et al. 2007) revealed very low rates of

development of oocytes after V-W and IVF. Fuku

et al. (1995), Sathananthan (1997) and Khalili et al.

(2012) reported that the high concentrations of CPAs

inhibited and damaged the micro-organelles, espe-

cially mitochondria and the endoplasmic reticulum.

Therefore, most researchers obtain good survival

rates of oocytes after V-W but not good cleavage and

blastocyst formation rates after IVF. In this study, we

hypothesized that a rapid, stepwise vitrification and

warming technique would be less toxic and stressful

than the standard technique.

In our experiments, both the two- and three-step

vitrification solutions had similar effects on the sur-

vival rates of vitrified-warmed MII oocytes and blas-

tocyst formation rates after IVF. Moreover, the

quality of blastocysts was not affected by the vitrifi-

cation protocols in terms of ICM and TE cell num-

bers. The results of experiment 3, in which we

vitrified MII oocytes using the two- and three-step

methods, were similar to those of experiment 2. The

cleavage and blastocyst formation rates in our study

were higher than those in other reports (Martino

et al. 1996; Chen et al. 2003; Albarracin et al. 2005;

Morato et al. 2008; Sripunya et al. 2010). Although

the exact reason for these high rates is not clear, it

might be due to the different concentrations of CPAs

as well as the technique used.

To increase the survival rates of blastocysts after

vitrification-warming, we compared the two- and

three-step vitrification methods for different grades

of blastocysts. For G1 blastocysts, the survival rate

and hatched blastocyst rate were not significantly

different between the two methods. However, for G2

blastocysts, the three-step method had significantly

higher survival and hatchability rates; this could be

owing to the effect of gradual warming (Mtango

et al. 2001; Isachenko et al. 2004). Thus, exposure of

bovine blastocysts to the two-step vitrification

method is perhaps not sufficient for low quality blas-

tocyst cryopreservation. In this study, the survival

rate of G1 expanded blastocysts was similar to that

reported by Inaba et al. (2011), who used only G1

embryos for a different vitrification technique, but

was almost double that reported by Pereira et al.

(2007) and Machatkova et al. (2006). Research on

factors involved in post-thaw survival of embryos

demonstrated that the cryotolerence of an embryo

was dependent on its morphology and the develop-

mental stage at the moment of freezing (Fahning &

Garcia 1992; Balasubramanian et al. 1998; Machat-

kova et al. 2006). However, we are in agreement

with Massip et al. (1995), who state that in addition

to the morphology and developmental stage of

embryos, the kinetics of embryo development and

their age before freezing play important roles in

embryo survival after thawing.

Conclusions

In summary, paper devices are an inexpensive, effec-

tive alternative to Cryotop for the vitrification of

bovine IVM oocytes and IVP blastocysts. Moreover,

our three-step vitrification method may be better for

vitrification of oocytes and blastocysts.
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