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การแยกบลาสโตเมียร์จากตวัอ่อนโคระยะ 2 เซลล์ และ 8 เซลล์สามารถช่วยเพิ่มจ านวนตวั

อ่อนระยะบลาสโตซิสต์เพื่อน าไปใช้ในการยา้ยฝากตวัอ่อน อย่างไรก็ตาม การเล้ียงตวัอ่อนแยก 
บลาสโตเมียร์ในน ้ ายาเล้ียงตวัอ่อนส่งผลใหก้ารเจริญเติบโตของตวัอ่อนแยกบลาสโตเมียร์ลดลง การ
ทดลองท่ี 1 มีจุดประสงคเ์พื่อพฒันาระบบการเล้ียงบลาสโตเมียร์ท่ีแยกจากตวัอ่อนโค การทดลองท่ี 
1.1 น าตวัอ่อนโคระยะไซโกตท่ีผลิตโดยใช้ไข่จากโรงฆ่าสัตวป์ฏิสนธิในหลอดทดลอง จากนั้น
น าไปเล้ียงในแท่งเจล 1% agarose และแท่งเจล 1% calcium alginate และจานเล้ียง Well of Well 
(WOW) จากการทดลองพบว่าตัวอ่อนระยะไซโกตท่ีน าไปฝังในแท่งเจล 1% agarose และ           
1%  calcium alginate สามารถเจริญ เติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซิสต์ (44% และ  49% 
ตามล าดบั) ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตวัอ่อนท่ีเล้ียงในหยดน ้ ายาเล้ียงปกติ (48%) การทดลองท่ี 1.2 น าตวั
อ่อนท่ีแยกและไม่แยกบลาสโตเมียร์จากตวัอ่อนท่ีผลิตโดยใชไ้ข่จากโรงฆ่าสัตวป์ฏิสนธิในหลอด
ทดลอง ระยะ 2 เซลล์ และ 8 เซลล์ ไปเล้ียงในแท่งเจล 1% calcium alginate และจานเล้ียง WOW 
ส าหรับตวัอ่อนกลุ่มท่ีไม่แยกบลาสโตเมียร์ ตวัอ่อนระยะ8 เซลล์ท่ีเล้ียงในจานเล้ียง WOW มีอตัรา
การเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซิสต์สูงกว่า ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล์ ท่ีเล้ียงในแท่งเจล 1% calcium 
alginate  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (68% และ 46% ตามล าดบั) แต่ไม่ต่างกบักลุ่มอ่ืนๆ ส าหรับกลุ่ม
แยกบลาสโตเมียร์ จากตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ มีอตัราการเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซิสต์ไม่
แตกต่างกันทั้ งกลุ่มท่ีเล้ียงในจานเล้ียง WOW และในแท่งเจล 1% calcium alginate (115% และ 
111.7% ตามล าดบั) อยา่งไรก็ตามบลาสโตเมียร์ท่ีแยกจากตวัอ่อนระยะ 2 เซลล์ กลุ่มท่ีเล้ียงในจาน
เล้ียง WOW มีอตัราเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซิสต์สูงกว่าตวัอ่อนท่ีฝังในแท่งเจล 1% calcium 
alginate  (125.6% และ 88.3% ตามล าดบั) และมีอตัราการเจริญสูงกว่าบลาสโตเมียร์ท่ีแยกจากตวั
อ่อนในกลุ่มอ่ืนๆ การทดลองท่ี 1.3 น าตวัอ่อนท่ีแยกและไม่ไดแ้ยกบลาสโตเมียร์จากตวัอ่อนระยะ 2 
เซลล์ ท่ีผลิตโดยใช้ไข่ท่ีเก็บดว้ยวิธี OPU ปฏิสนธิในหลอดทดลอง น าไปเล้ียงในจานเล้ียง WOW 
พบว่าอตัราการเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซีสต์ในกลุ่มบลาสโตเมียร์ท่ีแยกจากตวัอ่อนระยะ 2 
เซลล์สูงกว่าตัวอ่อนท่ีไม่ได้แยกบลาสโตเมียร์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (81.8% และ 24.4% 
ตามล าดบั) แต่พบว่าจ านวนเซลล์ของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีได้จากการแยกบลาสโตเมียร์ มี
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จ านวนน้อยกวา่กลุ่มของตวัอ่อนปกติ สรุปไดว้า่การเล้ียงใน WOW มีความเหมาะสมส าหรับเล้ียง 
บลาสโตเมียร์ท่ีแยกจากตวัอ่อน เน่ืองจากความสามารถในการเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซิสต ์

การทดลองท่ี 2 มีจุดประสงคเ์พื่อศึกษาอตัรารอดและอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนและ 
การทดลองท่ี  2 มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาอัตรารอดและอัตราการเจริญเติบโตของตัวอ่อนและ 
บลาสโตเมียร์ท่ีแยกมาจากตวัอ่อนระยะ 2 เซลล์ และระยะ 8 เซลล์ ท่ีผลิตโดยใชไ้ข่จากโรงฆ่าสัตว์
ปฏิสนธิในหลอดทดลองหลงัผา่นการกระบวนการแช่แข็งดว้ยวธีิ Cryotop vitrification การทดลอง
ท่ี 2.1 เปรียบเทียบน ้ายาแช่แข็ง 2 สูตรในการแช่แข็งตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต ์โดยน ้ายาแช่แข็ง
สูตรท่ี 1 ประกอบด้วย Ethylene glycol (EG) + Propylene glycol (PG) และน ้ ายาแช่แข็งสูตรท่ี 2 
ประกอบดว้ย  EG เพียงอย่างเดียว จากการทดลองพบว่าอตัรารอดหลงัท าละลายของตวัอ่อนระยะ 
บลาสโตซีสต์ในกลุ่ม EG+PG (88.4%) สูงกว่ากลุ่ม EG (76.9%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ การ
ทดลองท่ี 2.2 เปรียบเทียบน ้ ายาแช่แข็ง 2 สูตรท่ีใชใ้นการทดลอง 2.1 ในการแช่แข็งตวัอ่อนโคระยะ 
2 เซลล์ และ 8 เซลล์ จากการทดลองพบว่ากลุ่มท่ีใช้น ้ ายา EG+PG หลงัจากท าลายตวัอ่อนแช่แข็ง
ระยะ 2 เซลล ์และ 8 เซลล์ ตวัอ่อนเจริญเติบโตต่อถึงระยะบลาสโตซีสต ์(0%, 0.5%) ซ่ึงต ่ากวา่อยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่มท่ีใช้น ้ ายา EG (34%, 42%) ตามล าดบั การทดลองท่ี 2.3 ท าการแช่แข็ง 
บลาสโตเมียร์ท่ีแยกมาจากตวัอ่อนระยะ 2 เซลล์ และระยะ 8 เซลล์โดยใชน้ ้ ายาสูตร EG พบวา่อตัรา
การเจริญต่อถึงระยะบลาสโตซีสต์ของบลาสโตเมียร์แช่แข็ง (21%, 18%) ต ่ากวา่กลุ่มบลาสโตเมียร์
ท่ีไม่ไดแ้ช่แขง็ (44%, 50%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

จากการทดลองทั้งหมดสรุปไดว้า่เทคนิคการแยกบลาสโตเมียร์สามารถเพิ่มจ านวนตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสตไ์ด ้นอกจากนั้นบลาสโตเมียร์ท่ีแยกมาจากตวัอ่อนโคระยะ 2 เซลล์ และระยะ 8 
เซลล์ สามารถเจริญเติบโตในแท่งเจล 1% calcium alginate และสามารถน าไปแช่แข็งในน ้ ายาแช่
แขง็สูตร EG ได ้
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Blastomere separation from 2-cell and 8-cell stages bovine embryos would be 

useful for increasing the number of embryos available for embryo transfer program. 

However, the small numbers of separated blastomere cultured in medium give rise to 

low developmental competence of embryo. The aim of experiment 1 was to develop 

culture system of blastomere separated from bovine embryos. In experiment 1.1, 

bovine zygotes derived from slaughterhouse oocytes fertilized in vitro were cultured 

in 1% agarose gel and 1% calcium alginate compared in Well of Well (WOW) culture 

system. The results showed that the zygotes embedded in 1% agarose and 1% calcium 

alginate gel could develop to blastocyst stage (44% and 49%) with no different from 

control (48%). In experiment 1.2, the intact and separated blastomere of 

slaughterhouse oocytes fertilized in vitro embryo at 2-cell and 8-cell stages were 

cultured 1% calcium alginate and WOW.  In the case of intact embryo, the 8-cell 

stage embryo cultured in WOW showed significantly higher blastocyst rate (68%) 

than intact embryos at 2-cell stage embedded in 1% calcium alginate (46%) but was 

not different from the other groups. In separated blastomere from embryo at 8-cell 

stage, culturing the quadruple blastomere in 1% calcium alginate and WOW showed 

no different embryo development to blastocyst stage (111.7% and 115%). However, 

the blastocyst rate of blastomere separated from 2-cell cultured in WOW was higher 

than 1% calcium alginate group (125.6% and 88.3%) and was higher than the other 

separated blastomere groups. In experiment 1.3, intact and separated blastomere from 
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2-cell stage embryos derived from OPU-oocytes fertilized in vitro were cultured in 

WOW. The blastocyst rate of separated blastomere from 2-cell stage embryos 

culturing in WOW was significantly higher than intact 2-cell stage embryos (81.8% 

and 24.4%); however, the total numbers of cell in separated-derived blastocyst was 

lower than the intact-derived blastocyst.  

The second experiment aimed to investigate the survival and in vitro 

developmental competence among intact and separated blastomere of 2 and 8-cell 

stages bovine embryos derived from slaughterhouse oocytes fertilized in vitro after 

freezing by using Cryotop vitrification method. In experiment 2.1, two different 

equilibration and vitrification solutions were used for cryopreservation of bovine 

expanded blastocysts. The first solution containing ethylene glycol (EG) + propylene 

glycol (PG) and the second solution containing only EG. The survival rate of 

vitrified-warmed expanded blastocysts using EG+PG (88.4%) was significantly 

higher than the EG group (76.9%). In experiment 2.2, the two vitrification solutions 

were used for cryopreservation of 2-cell and 8-cell stages bovine embryos. The results 

showed that in the EG+PG group, vitrified-warmed 2-cell and 8-cell embryos did not 

developed to blastocyst stage (0% and 0.5%, respectively) which were significantly 

lower than of the EG group (34% and 42%, respectively). In experiment 2.3, 
separated blastomeres from 2-cell and 8-cell stage embryos were vitrified-warmed by 

using EG-based solution. The blastocyst formation rates of vitrified-warmed 

separated blastomeres from 2-cell and 8-cell stage embryos (21% and 18%, 

respectively) were significantly lower than the fresh separated blastomeres (44% and 

50%, respectively).  

In conclusion, separated blastomere from 2-cell and 8-cell embryos embedded 

in 1% calcium alginate can develop to blastocyst stage. Furthermore, separated 

blastomere could be vitrified-warmed by using EG-based vitrification solution. 

 

 

School of Biotechnology Student’s Signature ______________________  

Academic Year 2016 Advisor’s Signature _____________________ 




