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 การฉีดอสุจิเขาสูไซโตพลาซึมของไข (อ๊ิกซ่ี) เปนเทคนิคการปฏิสนธิภายนอกรางกายวิธี

หนึ่ง โดยใชอสุจิหนึ่งตัวฉีดเขาไปในไขหนึ่งใบโดยตรง ซ่ึงลูกท่ีไดจากเทคนิคอ๊ิกซ่ีมีรายงานในสัตว
หลายสปชีสในการทดลองแรกไดทําการศึกษากระบวนการกระตุนของเทคนิคอ๊ิกซ่ีในกระบือ พบวา
อัตราการเกิด second polar body (PB) ปรากฎสูงท่ีสุดเม่ือไขไดถูกกระตุน 3 ช่ัวโมง และการเกิด 
second PB พบในกลุมท่ีถูกกระตุนดวย ethanol (EtOH) มากกวากลุม Io อยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้
พบวาวิธีการกระตุนโอโอไซตกระบือท่ีผานการทําอ๊ิกซ่ีท่ีไดประสิทธิภาพ คือ การกระตุนดวย Io 
รวมกับ 6-dimethyl amino purine (6-DMAP) และ EtOH รวมกับ cycloheximide (CHX) ซ่ึงใหอัตรา
การแบงตัวและการพัฒนาเปนตัวออนระยะบลาสโตซิสสูงท่ีสุด และวิธีการกระตุนดวย EtOH 
รวมกับ CHX ถูกนํามาใชกับไขกระบือท่ีผานการแชแข็งแลวนํามาทําอ๊ิกซ่ี ในการทดลองท่ีสองศึกษา
ผลของระยะเวลาการสัมผัสกับสารปองกันการแข็งตัว cryoprotectant  (CPA) ของโอโอไซตและ
เทคนิคการแชแข็งตอการพัฒนาของตัวออนภายนอกรางกายหลังจากการกระตุนใหไขท่ีไมไดรับการ
ปฏิสนธิแบงตัว parthenogenetic activation (PA) และอ๊ิกซ่ี  โดยโอโอไซตท่ีผานกระบวนการเล้ียงให
เปนไขสุกภายนอกรางกาย (IVM) สัมผัสกับ 10% DMSO รวมกับ 10% EG เปนเวลา 1 นาที จากนั้น
ถูกแบงออกเปน 3 กลุม คือ สัมผัสกับ 20% DMSO + 20% EG + 0.5 M sucrose เปนเวลา     30 วินาที 
45 วินาที หรือ 60 วินาที (กลุม 1 นาที + 30 วินาที กลุม 1 นาที + 45 วินาที และกลุม 1 นาที + 60 
วินาที ตามลําดับ)  ผลของอัตราการพัฒนาเปนตัวออนภายหลังการสัมผัสกับ CPA หรือการแชแข็ง 
พบวา กลุมท่ีสัมผัสกับสาร CPA เปนระยะเวลา 1 นาที + 30 วินาที แลวนํามาแชแข็งดวยวิธี 
microdrop สามารถไดตัวออนระยะบลาสโตซิสสูงสุดภายหลังจากการทํา PA และ อ๊ิกซ่ี และเม่ือยอม
ดวย FDA เพ่ือดูการมีชีวิตรอดพบวาการยอมดวย FDA ไมสงผลเสียตอการพัฒนาของตัวออน
ภายนอกรางกาย การทดลองท่ีสามศึกษาสารละลายสําหรับการแชแข็ง 2 ประเภท คือ VA           
(10% DMSO + 10% EG เปนเวลา 1 นาที และตอดวย 20% DMSO +20% EG + 0.5 M sucrose เปน
เวลา 30 วินาที) และ VB (4% EG เปนเวลา 12-15 นาที และตอดวย 35% EG + 50 mg/ml PVP +    
0.4 M trehalose เปนเวลา 30 วินาที) รวมกับวิธีการแชแข็ง 2 วิธี คือ microdrop และ cryotop ตออัตรา
การอยูรอด การสราง pronuclear และการพัฒนาภายหลังการทําอ๊ิกซ่ีของโอโอไซตกระบือระยะ MII 

 

 

 

 

 

 



II 

ท่ีผานการแชแข็งและทําละลาย พบวา การมีชีวิตรอดของโอโอไซตท่ีแชแข็งดวยสารละลาย VA 
(ดวยวิธีการแชแข็งแบบ microdrop 93% และแบบ cryotop 97% ตามลําดับ) สูงกวากลุมท่ีแชแข็งดวย
สารละลาย VB (ดวยวิธีการแชแข็งแบบ microdrop 79% และแบบ cryotop 81% ตามลําดับ) อยางมี
นัยสําคัญ แตต่ํากวากลุมควบคุม (100%) อยางมีนัยสําคัญ สารละลาย VA ใหอัตราการรอดและการ
สราง pronuclear 2 อันของโอโอไซตท่ีผานการแชแข็งท่ีสูงกวา สวนวิธีการแชแข็งแบบ microdrop 
และ cryotop เปนวิธีการท่ีเหมาะสมสําหรับการแชแข็งโอโอไซตกระบือ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       
 
 
 
 
 
 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ                   ลายมือช่ือนักศึกษา                       
ปการศึกษา 2553                   ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษา                                                                        

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 
 
                                                                             IV 

YUANYUAN  LIANG : EFFECTS OF VITRIFICATION 

TECHNIQUES ON THE SURVIVAL OF BUFFALO OOCYTES AND 

DEVELOPMENTAL POTENTIAL OF EMBRYO FOLLOWING 

INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION.  THESIS ADVISOR : 

ASST. PROF. RANGSUN  PARNPAI, Ph.D., 121 PP. 

 

BUFFALO/OOCYTES VITRIFICATION/EMBRYO/ 

INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION 

 

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is an in vitro fertilization procedure 

in which a single sperm is injected directly into an egg. ICSI offsprings have been 

reported in many species. In the first experiment, activation protocol of buffalo ICSI 

was studied. The highest rate of second polar body (PB) extrusion occurred at 3 h of 

activation and the second PB extrusion in ethanol (EtOH) treated group was 

significantly higher than that in ionomycin (Io) treated group. The result indicated 

that buffalo ICSI oocytes were effectively activated by combination treatment of Io 

with 6-dimethyl amino purine (6-DMAP) and EtOH with cycloheximide (CHX) 

resulting in the highest cleavage and blastocyst formation rates, and EtOH + CHX 

activation protocol was used in the vitrified buffalo oocytes following ICSI. In the 

second experiment, the effects of exposure time of oocytes to cryoprotectant (CPA) 

and vitrification on their in vitro development after parthenogenetic activation (PA) 

or ICSI was examined. IVM oocytes were placed in 10% DMSO + 10% EG for 1 

min and then exposed to 20% DMSO + 20% EG + 0.5 M sucrose for 30 s, 45 s or 60 
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s (1min+30s, 1min+45s and 1min+60s groups, respectively). The results of embryo 

developmental rates after CPA exposure or vitrification showed that 1min+30s CPA 

treatment regimen could yield the highest blastocyst formation rates after PA and 

ICSI for oocytes vitrified by the microdrop method. The fluorescein diacetate (FDA) 

staining for viability checking had no detrimental effect on the embryo development 

in vitro. In the third experiment, two kinds of vitrification solution VA (10% DMSO 

+ 10% EG for 1 min, 20% DMSO + 20%EG + 0.5M sucrose for 30 sec) and VB (4% 

EG for 12-15 min, 35% EG+ 50 mg/ml PVP and 0.4 M trehalose for 30 sec) were 

examined with Microdrop and Cryotop methods on the survival rates, pronuclear 

formation, and developmental competence following ICSI of vitrified-warmed MII 

buffalo oocytes. The oocytes viability with VA solution (Microdrop: 93%, Cryotop: 

97%, respectively) were significantly higher than that with VB solution (Microdrop: 

79%, Cryotop: 81%), but significantly lower than control groups (100%). VA 

solution yielded higher survival rate and 2 pronuclei formation rates of vitrified 

oocytes. Thus, Cryotop and Microdrop are equally suitable methods for buffalo 

oocytes vitrification. 
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