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การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โดยเตรียมอสุจิดว้ยเทคนิค swim-up จากนั้นตวัอสุจิจะถูกฉีดเขา้ไปในไซโพลา
สซึมของไข่โคท่ีถูกเล้ียงใหสุ้กในหลอดแกว้ดว้ยเคร่ือง micromanipulator หลงัจากนั้นกระตุน้ดว้ย 5µM ionomycin 
(Io) หรือ 7% ethanol (EtOH) นาน 5 นาที จะเกิดการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองในชัว่โมงท่ี 3 หลงัจากกระตุน้ดว้ย
สารเคมี โดยพบว่าอตัราการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (85-87%) ในกลุ่ม EtOH 
(EtOH + 6-DMAP, EtOH + CHX) จากนั้นไข่ท่ีมีการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองจะถูกคดัเลือกไปไวใ้นน ้ ายาท่ีมี 
1.9 mM 6-dimethylaminopurine (6-DMAP) หรือ 10 µg/mL cycloheximide (CHX) และเล้ียงต่ออีก 3 และ 5 
ชัว่โมง ตามล าดบั หลงัจากไข่ถูกกระตุน้ดว้ยสารเคมีแลว้จะน าไปเล้ียงในน ้ ายา mSOF เป็นเวลา 2 วนั และเลือก
เฉพาะตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ไปเล้ียงร่วมกบัเซลล์บุท่อน าไข่โคนาน 5 วนั พบว่าอตัราการแบ่งตวัในกลุ่ม Io+6-
DMAP, EtOH+6-DMAP และ EtOH+CHX เป็น 76%, 70% และ 80% ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่กลุ่ม Io + CHX (59%) 
และกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดอสุจิเขา้ไปในไข่(53%, 53%, 53% และ 45% ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ อตัราการ
เจริญของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสในกลุ่ม Io + 6-DMAP และ EtOH + CHX (25 และ 27% ตามล าดบั) สูงกวา่กลุ่ม 
Io + CHX และ EtOH + 6-DMAP (16 and 17% ตามล าดบั) รวมทั้งกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ (9%, 53%, 
53% และ 45% ตามล าดบั) นอกจากน้ี จ  านวนเซลล์ของ TE ICM และ total cell number ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไป
ในไข่สูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบจากเปอร์เซ็นต์การเจริญของตวั
อ่อนจนถึงระยะบลาสโตซีส กลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย EtOH + CHX มีประสิทธิภาพท่ีสุดในการกระตุน้ไข่โคหลงัจากฉีด
ตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ ซ่ึงจะใชว้ิธีการกระตุน้น้ีในการทดลองต่อไป การทดลองต่อมาไดน้ าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส
เกรด 1 และ เกรด 2 อายุ 7 วนั ท่ีไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้หรือการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่เพื่อท าการแช่แข็ง
ดว้ย Cryotop และ microdrop และท าละลาย 1 หรือ 3 ขั้นตอน ส าหรับตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 พบอตัรา
รอดสูงสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ย Cryotop (81-84%) กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่
แข็งดว้ย microdrop ท่ีมีการท าละลายแบบ 3 ขั้นตอน (84%) และกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย 
Cryotop (80-88%) นอกจากน้ีพบอตัรารอดต ่าสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ย microdrop ท่ีมีการ
ท าละลายแบบ 1 ขั้นตอน (53%) กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 1 
(74%) และ 3 (77%) ขั้นตอน ให้อตัราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงัการเล้ียง 48 ชัว่โมงในน ้ ายาเล้ียงตวั
อ่อนสูงกวา่กลุ่มอ่ืน ส าหรับตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 พบว่ากลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย 
Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 1 และ 3 ขั้นตอน มีอตัรารอดชีวิต และอตัราการเจริญถึงระยะแฮช บลาสโตซีสหลงั 
24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมงตามล าดบัสูงกวา่กลุ่มอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ มีลูกโคเกิดมา 1 ตวั หลงัจากยา้ยฝาก
ตวัอ่อนสดท่ีผลิตโดยการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ จากผลการทดลองสรุปไดว้า่การกระตุน้ไข่โคดว้ย Io + 6-DMAP 
และ EtOH + CHX มีประสิทธิภาพสูงต่อการเพิ่มอตัราการแบ่งตวัของตวัอ่อนและอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึง
ระยะบลาสโตซีสและกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ท่ีท าการแช่แขง็ดว้ย Cryotop มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด นอกจากนั้น
การผลิตตวัอ่อนดว้ยวธีิดงักล่าวเม่ือน าไปยา้ยฝากใหโ้คตวัรับสามารถใหก้ าเนิดลูกโคปกติได ้
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Abstract 

 

 A single spermatozoon prepared by swim-up method was injected into the cytoplasm of in vitro matured 
(IVM) bovine oocytes using a micromanipulator under an inverted microscope. The release of the second polar 
body from injected oocytes was examined at 3 h after activation either by exposure to 5µM ionomycin (Io group) 
or 7% ethanol (EtOH group) for 5 min. Significantly higher rate of second PB extrusion  (85-87%) were obtained 
in the EtOH groups (EtOH + 6-DMAP, EtOH + CHX) after 3 h of ICSI.  Injected oocytes extruded the second 
polar body at 3 h of activation were transferred to the medium supplemented either with 1.9 mM 6-
dimethylaminopurine (6-DMAP group) or 10 µg/mL cychloheximide (CHX group) and cultured for 3 and 5 h, 
respectively. The activated oocytes were further cultured in mSOF medium for 2 days, and then embryos 
developed to 8-cell stage were selected and co-cultured with bovine oviduct cells for additional 5 days. The 
cleavage rates of Io+6-DMAP, EtOH+6-DMAP and EtOH+CHX groups were 76%, 70% and 80%, respectively, 
and significantly higher than those in Io + CHX group (59%) and sham injected group in all activation treatments. 
Significantly higher blastocyst formation rates were obtained in Io + 6-DMAP and EtOH + CHX groups (25 and 
27% respectively) than those in Io + CHX and EtOH + 6-DMAP groups (16 and 17%, respectively) and sham 
injected groups. The highest TE, ICM and total cell number were obtained from all the sperm injection/ICSI 
groups, which were significantly higher than those in all sham-injection groups. Base on the percentage of 
blastocysts,         EtOH + CHX was more effective for activation of bovine oocytes following ICSI, which will be 
used in the following experiment. Expanded G1 or G2 Blastocysts obtained on day 7 after IVF or ICSI were 
cryopreserved by the Cryotop and microdrop devices and 1 step warming and 3 step warming methods.  For Grade 
1 blastocysts, the survival rate tended to be highest in the Cryotop vitrified IVF groups (81-84%), microdrop 
vitrified ICSI with 3 steps warming group (84%) and Cryotop vitrified ICSI groups (80-88%). And the lowest 
survival rate was achieved in microdrop vitrified IVF with 1 step warming group (53%). The highest blastocyst 
hatched rate post 48 h IVC were obtained from Cryotop vitrified ICSI with 1 step (74%) and 3 steps (77%) 
warming groups.  For Grade 2 blastocysts, when Cryotop vitrified ICSI embryos were warmed by 1 step and 3 
step methods, the rates of survival, hatched blastocyst stages after 24 and 48 h, respectively, of culture were 
significantly higher than those of other groups.  One calf was born from embryo transferred of ICSI-derived fresh 
embryos to recipient. Our results indicated that bovine oocytes were effectively activated by combination 
treatment of Io with 6-DMAP and EtOH with CHX resulting in the highest cleavage and blastocyst formation 
rates. ICSI-derived blastocysts were highly effective vitrified by Cryotop method 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 




