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บทคัดย่อ 

 
  การผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วจากไข่ที่เก็บจากโคนมโดยวิธี OPU แล้วน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับ
จะสามารถผลิตลูกโคเกิดมามากกว่าการผสมเทียมได้ถึง 10-20 เท่า การวิจัยนี้แบ่งเป็น 2 การทดลอง การ
ทดลองที่ 1 ท าการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี OPU ในโคนม 10 ตัว โดยท าทุก 7 วันติดต่อกัน 8 ครั้ง ฟอลลิเคิล
เส้นผ่าศูนย์กลาง 3-8 mm. ที่ตรวจพบทั้งหมด 932 ใบ สามารถเจาะเก็บไข่ได้ไข่ทั้งหมด 657 ใบ (70.49%) 
ในกลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศ ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากการท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว 23.5% ซึ่งสูงกว่า
กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อแยกเพศ (13.1%) ผลการน าตัวอ่อนระยะ บลาสโตซีสไปย้ายฝากให้โคตัวรับ กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่
แยกเพศมีอัตราการตั้งท้อง 41.6% (25/60) ซึ่งสูงกว่ากลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศเพียงเล็กน้อย (38.7%, 
12/31) โดยกลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศมีลูกคลอด 96.0% (24/25) โดยมีตัวรับแท้งลูก 1 ตัว และเป็นลูกเพศผู้ 
45.8% (11/24)  และเพศเมีย 54.1% (13/24) กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อแยกเพศโคตัวรับทุกตัวคลอดลูกครบไม่มีการ
แท้ง ได้ลูกเพศผู้ 8.3% (1/12) และเพศเมีย 91.6% (11/12)  

การทดลองที่ 2 มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการน าบลาสโตเมียร์ที่แยกเจากตัวอ่อนโคไปฝังลงในแท่งเจล
แล้วน าไปเลี้ยง โดยเปรียบเทียบกับน าบลาสโตเมียร์ที่ไม่ฝังในแท่งเจลไปเลี้ยงในระบบ Well-of-Well (WOW)  
เพ่ือหาข้อมูลการเจริญของตัวอ่อนและคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส เริ่มโดยน าตัวอ่อนระยะไซโกตไป
ฝังในแท่งเจล 1% agarose หรือ 1% calcium alginate ก่อนน าไปเลี้ยง ซึ่งได้อัตราการเจริญของตัวอ่อนไม่
แตกต่างกันระหว่างกลุ่มที่ฝังในแท่งเจล และกลุ่มควบคุม คัดเลือกวิธีการฝังในแท่งเจล 1% calcium alginate 
ไปใช้ท าการทดลองต่อ พบว่ากลุ่มที่แยกบลาสโตเมียร์ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสมากกว่าตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 
บลาสโตเมียร์ ในกลุ่มที่แยกบลาสโตเมียร์ (ระยะ 2 และ 8 เซลล์) WOW และ 1% calcium alginate ได้   
ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไม่แตกต่างกัน ยกเว้นระหว่างระยะ 2 เซลล์ด้วยกันที่ฝังใน 1% calcium alginate 
และ WOW ส าหรับไข่จากการท า OPU แล้วน ามาผลิตตัวอ่อนแล้วแยกบลาสโตเมียร์ที่ระยะ 2 เซลล์ การเลี้ยง
ในระบบ WOW ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มที่ไม่ได้แยกบลาสโตเมียร์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  การ
ทดลองนี้สรุปได้ว่าการฝังในเจลที่เป็น 1% calcium alginate สามารถท าให้บลาสโตเมียร์ที่แยกจากตัวอ่อน
ระยะ 2 และ 8 เซลล์ เจริญต่อไปได้ นอกจากนี้เทคนิคการฝังในเจลสามารถใช้ทดแทนการเลี้ยงบลาสโตเมียร์
ในระบบการเลี้ยงแบบ WOW 
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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. This 
research divided into 2 experiments. Experiment 1, collected oocytes from 10 dairy cows 
every 7 days for 8 consecutive times. The total 932 follicle diameter 3-8 mm. could collect 
657 oocytes (70.49%) by OPU. The blastocyst production rates were 23.5% in normal semen 
group which was non-significant different from sexed semen group (13.1%). The pregnancy 
rates after transfer embryos were 41.6% (25/60) in normal semen group and 38.7% (12/31) in 
sexed semen group. The calving rates were 24/25 (96.0%) in normal semen group and 100% 
(13/13) in sexed semen group. In normal semen group had male calves 45.8% (11/24) and 
female calves 54.1% (13/24). In sexed semen group had male calf 8.3% (1/12) and female 
calves 91.6% (11/12). 

Experiment 2, this study aimed to examine how gel embedding compared with the 
Well-of-Well (WOW) system when culturing bovine separated blastomeres, in terms of 
developmental competence rates and blastocyst quality. We first optimized the gel-
embedding method via culturing intact zygotes in either 1% agarose or 1% calcium alginate 
gel. Gel-embedded groups and control did not differ in development rates, but the 1% 
calcium alginate group was selected for subsequent experiments due to higher blastocyst 
recovery. The separated blastomeres group had higher potential for blastocyst production 
than the intact embryo group. Among separated blastomeres (2- and 8-cell), WOW and 1% 
calcium alginate did not differ in blastocyst formation rate, except between the 2-cell 1% 
calcium alginate and WOW groups, with the latter exhibiting the highest rate of blastocyst 
formation. Within the WOW system, the separated 2-cell embryo resulted in significantly 
higher rates of OPU (ovum pick-up)-derived blastocysts than the intact 2-cell embryo. In 
conclusion, the 1% calcium alginate gel can support cell growth of separated 2- and 8-cell 
bovine embryos during blastomere aggregation. Moreover, the gel-embedded technique is a 
suitable replacement for WOW in producing blastocysts from bovine separated blastomeres.  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การเลี้ยงโคนมของประเทศไทยมีมาแล้วกว่า 50 ปี มีความก้าวหน้าเป็นล าดับ แต่โคนมลูกผสมที่ให้ผล

ผลิตน้ านมสูงในระดับตั้งแต่ 6,000 กิโลกรัมต่อปีขึ้นไปยังมีไม่มาก อีกทั้งลูกโคนมเพศผู้ไม่เป็นที่ต้องการ

เนื่องจากรีดนมไม่ได้ ท าให้การเพ่ิมจ านวนโคนมเพศเมียพันธุ์ดีท าได้ช้า อีกทั้งการผลิตน้ านมในประเทศยังไม่

พอต้องน าเข้านมและผลิตภัณฑ์นมจากต่างประเทศ ในปี พ.ศ. 2554 มีการน าเข้าคิดเป็นจ านวนเงินถึง 15,500 

ล้านบาท (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) มีรายงานการผลิตโคพันธุ์ดีทั้งโคเนื้อและโคนมเชิงพาณิชย์

ด้วยการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี ovum pick up (OPU) จากนั้นน าไข่มาท าปฏิสนธิในหลอดแก้วกับน้ าเชื้อโคแยก

เพศ เพ่ือผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว แล้วน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับ (Pontes และคณะ, 2011)  ดังนั้นจึง

ควรเร่งการผลิตโคนมพันธุ์ดีด้วยการคัดเลือกโคนมที่ให้ผลผลิตน้ านมสูงมาเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี OPU เพ่ือน าไข่

มาท าการปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้ าเชื้อแยกเพศเฉพาะเพศเมีย แล้วน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้ให้โคนมตัวรับที่

ให้น้ านมไม่สูง และน าตัวอ่อนที่เหลือใช้ไปท าตัวอ่อนแช่แข็งเพ่ือเก็บไว้ใช้ต่อไป การใช้เทคโนโลยีนี้จ ะสามารถ

เพ่ิมจ านวนโคนมพันธุ์ดีเฉพาะเพศเมียมากขึ้นกว่าการผสมเทียม 10-20 เท่า และเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ผลิตตัวอ่อนโคนมเพศเมียด้วยวิธีนี้ นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิดของลูกโคจากการน าตัวอ่อนมาแยกบลาสโต

เมียร์แล้วน าไปเลี้ยงในหลอดแก้วใน ก่อนน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไปย้ายฝากให้โคตัวรับ  (Tagawa และ

คณะ, 2008) ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาการแยกบลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนระยะ 2-8 เซลล์ ที่ผลิตจากการ

ปฏิสนธิในหลอดแก้วโยใช้ไข่ที่เจาะเก็บด้วยวิธี OPU เพ่ือเพ่ิมจ านวนตัวอ่อน และน าไปเลี้ยงในหลอดแก้ว เพ่ือ

ดูอัตราการเจริญถึงระยะบลาสโตซีส เพ่ือน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับ  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1.2.1 ศึกษาการเจาะเก็บไข่โดยวิธี OPU เพ่ือน าไข่มาท าการปฏิสนธิในหลอดแก้วเปรียบเทียบการใช้   
       น้ าเชื้อแยกเพศเมียและน้ าเชื้อไม่แยกเพศ แล้วน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้ให้โคนมตัวรับเพ่ือดูข้อมูล 
       การตั้งท้องและการคลอด 
1.2.2 ศึกษาผลของการแยกบลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนโคระยะ 2 และ 8 เซลล์ ที่ได้จากการปฎิสนธิใน 

       หลอดแก้วกับไข่ท่ีได้จากการท า OPU และวิธีการเลี้ยงตัวอ่อนต่ออัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีส 
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1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ท าการเจาะ เก็ บ ไข่ จ าก โคนม เพศ เมี ย  จากนั้ น น ามาท าปฎิ สน ธิ ในหลอดแก้ วกับน้ า เชื้ อ 

โคนมแยกเพศเมีย และน้ าเชื้อไม่แยกเพศ  เมื่อได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส จะน าไปย้ายฝากให้โคตัวรับ 
นอกจากนี้จะท าการทดลองเก็บไข่โดยวิธี OPU และเจาะเก็บไข่จากรังไข่ท่ีได้จากจากโรงฆ่าสัตว์แล้วน าไข่ไปท า
ปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้ าเชื้อไม่แยกเพศ แล้วน าตัวอ่อนระยะ 2 และ 8 เซลล์ มาแยกบลาสโตเมียร์เพ่ือให้
ได้จ านวนตัวอ่อนเพิ่มขึ้น จากนั้นท าการศึกษาการเลี้ยงตัวอ่อนให้เจริญสู่ระยะบลาสโตซีส  

 
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ   

1.4.1 ได้ข้อมูลการเจาะเก็บไข่โดยวิธี OPU เพ่ือน าไข่มาท าปฏิสนธิในหลอดแก้วเปรียบเทียบน้ าเชื้อแยก
เพศเมียและน้ าเชื้อไม่แยกเพศ และได้ข้อมูลการตั้งท้องและการคลอดหลังการย้ายฝากตัวอ่อน 

1.4.2 ได้ข้อมูลการแยกบลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนโคระยะ 2 และ 8 เซลล์ ที่ ได้จากการปฎิสนธิใน 

       หลอดแก้วกับไข่ที่ได้จากการท า OPU และได้วิธีการเลี้ยงตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์จนถึงระยะ    

       บลาสโตซีส 
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บทท่ี 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
การย้ายฝากตัวอ่อนโคเพ่ือการค้าเริ่มตั้งแต่ปี 1970 ที่อเมริกาเหนือ (Betteridge, 1981; 2003) โดย

กระตุ้นโคเพศเมียพันธุ์ดีด้วยฮอร์โมนเพ่ือให้ตกไข่มากกว่า  1 ใบ แล้วท าการผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อโคพันธุกรรม

ดี หลังจากนั้น 7 วัน ท าการชะล้างตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากมดลูกเพ่ือท าการย้ายฝากตัวอ่อนไปยังโคตัวรับ

ที่เตรียมไว้ แต่จ านวนและคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้ ไม่คงที่ ขึ้นอยู่กับการตกไข่ของโคตัวให้ 

และบางครั้งตัวอ่อนที่ชะล้างได้มีคุณภาพต่ า ท าให้ต้นทุนการผลิตตัวอ่อนด้วยวิธีนี้ค่อนข้างสูง ต่อมามีการ

พัฒนาการผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วโดยใช้ไข่สุกที่เก็บจากโคที่มีชีวิต และเมื่อน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับ

ได้ลูกโคเกิดมา (Brackett และคณะ, 1982) ในปี 1987 Callesen และคณะ ประสบความส าเร็จในการเจาะ

เก็บไข่จากรังไข่โคที่ยังมีชีวิตด้วยวิธี OPU จากนั้นในปี 2006 Xu และคณะ น าไข่ที่เจาะเก็บได้จากโคเพศเมีย

พันธุ์ดีที่ให้น้ านมสูงมาท าการปฎิสนธิในหลอดแก้วโดยใช้น้ าเชื้อแยกเพศโดยเครื่อง Flow Cytometer ร่วมกับ

เลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว ด้วยวิธีการนี้สามารถผลิตลูกโคนมเพศเมียที่ให้ปริมาณน้ านมสูงได้ อีกทั้งการท า 

OPU ในโค สามารถท าได้ 2 ครั้งต่อสัปดาห์ติดต่อกันเป็นเวลา 2 เดือนโดยไม่ส่งผลเสียต่อระบบสืบพันธุ์ใน

ภายหลัง (Aller และคณะ, 2010)  

 ต่อมาในปี 2011 Presicce และคณะ ท าการกระตุ้นโคเพศเมียด้วยฮอร์โมน Follicle-stimulating 

hormone (FSH) ก่อนการท า OPU พบว่าตัวอ่อนโคหลังการปฎิสนธิในหลอดแก้วโดยใช้น้ าเชื้อแยกเพศกับไข่

ที่ได้จากโคที่ฉีด FSH  มีอัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสสูงกว่าตัวอ่อนที่ได้จากโคที่ไม่ฉีด FSH แต่อย่างไรก็

ตามวิธีการนี้ยังไม่สามารถประยุกต์ใช้ในเชิงการค้าได้ เนื่องจากต้นทุนการผลิตค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับการผสม

เทียม อย่างไรก็ตามปริมาณตัวอ่อนที่ได้จากการท า OPU น้อยเมื่อเทียบกับตัวอ่อนที่ได้จากไข่ที่เก็บจากโรงฆ่า

สัตว์เนื่องจากปริมาณไข่ที่เข้าเลี้ยงเริ่มต้นแตกต่างกัน การน าไข่เข้าเลี้ยงเป็นกลุ่ม กลุ่มละ 20 ใบ ให้อัตราการ

เจริญสู่ระยะบลาสโตซีสสูงกว่าการเข้าเลี้ยงเพียงล าพังหรือน้อยกว่า (Donnay และคณะ, 1996;  O’Doherty 

และคณะ, 1997) เนื่องจากโคเนื้อมีจ านวนฟอลลิเคิลมากกว่าโคนม โดยเฉลี่ยแล้วการท า OPU 1 ครั้ง ในโค

เนื้อจะได้ไข่ประมาณ 18-25 ใบ ในขณะที่โคนมได้ไข่ประมาณ 2-10 ใบ (Pontes และคณะ, 2011) ในปี 

2007 Takawa และคณะ ท าการผลิตลูกโคแฝดแท้จากตัวอ่อนปฎิสนธิในหลอดแก้วจากไข่ OPU โดยแยก 

บลาสโตเมียรใ์นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ เปรียบเทียบกับการตัดตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสพบว่าทั้งสองวิธีสามารถ

ผลิตลูกโคแฝด 83.3% และ 75% ตามล าดับ Lopes-da-Costa และคณะ (2011) พบว่า ในวันที่ 42 หลังการ

ย้ายฝากตัวอ่อนที่ได้จากการตัดครึ่งบลาสโตซีสสามารถพัฒนาและมีขนาดเท่ากับตัวอ่อนที่ ไม่ได้ตัด 
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นอกจากนั้นตัวอ่อนเหล่านี้ยังสามารถหลั่งโปรตีน pregnancy-specific protein B (PSPB) ออกมาไม่แตกต่าง

กับตัวอ่อนที่ไมไ่ด้ตัดอีกด้วย  

 เนื่องจากปริมาณไข่ที่เจาะได้จากการท า OPU น้อยกว่าไข่ที่เก็บได้จากรังไข่โรงฆ่าสัตว์ ซึ่งส่งผลต่อ

อัตราการเจริญและคุณภาพของตัวอ่อนเมื่อเลี้ยงในหลอดแก้ว การประยุกต์ใช้เทคนิค agarose embedded 

helper embryos โดยน าตัวอ่อนที่ได้จาก OPU มาเลี้ยงร่วมกันกับตัวอ่อนที่ผลิตจากไข่ที่ได้จากโรงฆ่าสัตว์ที่

ฝังไว้ใน 1% agrose พบว่าอัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสของตัวอ่อน OPU เพ่ิมขึ้น อัตราส่วนที่เหมาะสม

ระหว่างตัวอ่อน OPU กับ helper embryos คือ 3 ต่อ 7 (Senatore และคณะ, 2010) นอกจากนี้ตัวอ่อน

ระยะบลาสโตซีสจากไข่ OPU ที่ได้มีคุณภาพดีขึ้นเมื่อเทียบกับการเลี้ยงตัวอ่อนแบบปกติ (Deb และคณะ, 

2011)  

 เมื่อน าเทคนิคต่างๆข้างต้นมาประยุกต์ใช้ร่วมกันจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตลูกโคนมเพศ

เมียเป็นจ านวนมากในระยะเวลาอันสั้นได้ ซึ่งในการทดลองครั้งนี้จะศึกษาการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี OPU เพ่ือน า

ไข่มาท าการปฏิสนธิในหลอดแก้วเปรียบเทียบการใช้น้ าเชื้อแยกเพศเมีย และน้ าเชื้อไม่แยกเพศ  แล้วน าตัวอ่อน

ไปย้ายฝากให้ให้โคนมตัวรับเพ่ือดูข้อมูลการตั้งท้องและการคลอด นอกจากนี้จะท าการศึกษาผลของการแยก 

บลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนโคระยะ 2 และ 8 เซลล์ ที่ได้จากการปฎิสนธิในหลอดแก้วกับไข่ที่ได้จาก OPU และ

ไข่ที่เจาะจากรังไข่ที่เก็บจากโรงฆ่าสัตว์ และวิธีการเลี้ยงตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์ในหลอดแก้วให้ได้ระยะ 

บลาสโตซีส 
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บทท่ี 3 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมลู 

 
3.1. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

3.2 กำรทดลองที่ 1 กำรศึกษำกำรเจำะเก็บไข่โดยวิธี OPU เพื่อน ำไข่มำท ำกำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว 
                        เปรียบเทียบกำรใช้น้ ำเชื้อแยกเพศเมียและน้ ำเชื้อไม่แยกเพศ แล้วน ำตัวอ่อนไปย้ำย 
                      ฝำกให้โคนมตัวรับเพื่อดูข้อมูลกำรตั้งท้องและกำรคลอด 
 3.2.1 โคตัวให ้กำรเจำะเก็บไข่และเลี้ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว 

             น าแมโ่คนมที่มีลูกมาแล้ว 1-3 ตัว และอยู่ระหว่างรีดนม จ านวน 10 ตัว ซึ่งมีการจัดการเลี้ยง
ดู การให้อาหาร และสภาพแวดล้อมเดียวกัน มาท าการเจาะดูดไข่โดยวิธี OPU ทุกๆสัปดาห์ รวม 8 ครั้ง จะไม่
มีการฉีดฮอร์โมนใดๆให้โคก่อนเจาะเก็บไข่ โดยเจาะเก็บจากฟอลลิเคิลที่มีขนาดระหว่าง 3-8 มิลลิเมตร การท า 
OPU เจาะดูดไข่จากฟอลลิเคิลจะใช้เข็มโควา (Cova needle, Misawa Medical, Tokyo, Japan) โดยใช้
เครื่องอัลตราซาวด์ (Prosound 2, Tokyo, Japan) ที่มีหัวอ่าน 7.5 MHz convex vaginal transducer ต่อ
กับเครื่องดูดสุญญากาศ 120 mmHg ไข่โคที่เก็บได้จะอยู่ในหลอดทดลอง ขนาด 50 ml ที่มีสารละลาย 
Lactate Ringer’s เติมด้วย 1% calf serum (CS, Gibco-BRL) และ 10 IU/ml Novo-Heparin injection 
1000 (Aventis Pharma Ltd, Tokyo, Japan) ขณะที่เจาะดูดไข่ให้ท าการชะล้างท่อเข็มด้วยสารละลายดูด
เจาะไข่ทุกๆ 2 นาที หลังจากการดูดเจาะไข่เสร็จสิ้น น าน้ ายาที่ได้มากรองด้วยชุดกรอง (Emcon Filter, 
Spring Valley, WI, USA) ท าการคัดเลือกไข่ท่ีมีชั้นเซลล์คิวมูลัสอย่างน้อย 2 ชั้นขึ้นไปเข้าเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงไข่
ให้สุกในหลอดแก้ว ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย mineral oil (Sigma) เลี้ยงในสัดส่วน 20 ใบ/100 µL น้ ายาเลี้ยงไข่
ประกอบด้วย TCM199 (Sigma) ที่ เติมด้วย 10% Fetal bovine serum (FBS, Gibco-BRL), 50 IU/mL 
hCG (Intervet), 0.02 AU/mL Follicle Stimulating Hormone (FSH; Antrin-R 10; Kyoritsu Seiyaku, 
Tokyo, Japan) และ 1 µg/mL 17ß-estradiol (Sigma) โดยเลี้ยงไข่ไว้ในตู้อบเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 38.5°C 
ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air เป็นเวลานาน 23 ชั่วโมง  
 3.2.2 กำรเตรียมเซลล์บุท่อน ำไข่   
  เก็บท่อน าไข่จากโรงฆ่าสัตว์ ท่อน าไข่ที่ เก็บได้ต้องผ่านการชะล้างท าความสะอาดใน
สารละลาย 0.9% NaCl โดยแช่ในน้ าแข็งขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ จากนั้นท าการตัดแยกเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
ออก แล้วน ามาล้างท าความสะอาดภายนอกท่อน าไข่ด้วย 70% ethanol  2 ครั้ง เก็บรวบรวมเซลล์บุท่อน าไข่
โดยใช้ปากคีบขูดเซลล์จากภายในท่อน าไข่ออกมาล้างด้วยน้ ายา mDPBS  3 ครั้ง เพื่อก าจัดเศษตะกอนที่ไม่ใช่
เซลล์บุท่อน าไข่ออก จากนั้นล้างในน้ ายา TCM 199 ที่มี 10% FBS 2 ครั้ง จากนั้นท าการเลี้ยงโดยย้ายใส่ใน 
100 µL หยดน้ ายา TCM 199 ที่มี 10% FBS ในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 60 mm แล้วปิดคลุมด้วย mineral oil 
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เพาะเลี้ยงภายในตู้อบเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air เซลล์บุท่อน าไข่ที่
เลี้ยงไว้นี้มีไว้ส าหรับท า co-culture กับตัวอ่อน  
 3.2.3 กำรเตรียมอสุจิส ำหรับปฏิสนธิในหลอดแก้ว  
  น าน้ าเชื้อโคนมไม่แยกเพศ และแยกเพศเฉพาะเพศเมียครั้งละ 1 หลอด มาท าละลาย โดยน า
ขึ้นมาจากถังไนโตรเจนเหลว ทิ้งไว้ในอากาศเป็นเวลา 10 วินาที หลังจากนั้นจุ่มลงใน water bath ที่อุณหภูมิ 
37°C  30 วินาที  แล้วท าความสะอาดด้านนอกหลอดด้วย 70 % ethanol จากนั้นตัดหลอดเพ่ือให้น้ าเชื้อที่
ละลายแล้วไหลลงหลอด eppendorf  แล้วปิเปตน้ าเชื้อไปไว้ก้นหลอด conical tube ที่มีน้ ายา BO medium 
ที่เติมด้วย 2.5 mM caffeine และ 100 µg/mL heparin (Suteevun และคณะ, 2006) ปริมาตร 1.5 mL 
แล้วน าไปวางเอียง 45 องศาในตู้อบอุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2  in air นาน 30 นาที 
เพ่ือให้อสุจิที่มีชีวิตว่ายขึ้นด้านบนของผิวน้ ายา (sperm swim-up)  หลังจากนั้นดูดน้ ายาส่วนบน 1 mL ไปไว้
ในหลอด conical tube ที่มีน้ ายา BO 5 mL แล้วน าไปปั่นที่ 500x g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาส่วน
ใสทิ้งเหลือไว้เฉพาะอสุจิที่ก้นหลอด เจือจางอสุจิที่ได้ด้วยน้ ายาส าหรับปฏิสนธิ (BO medium ที่เติมด้วย 4 
mg/mL BSA) ให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้านตัว/ซีซี แล้วน าไปหยดลงบนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 60 mm 
(100 µL/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% 
CO2 in air เพ่ือรอปฏิสนธิกับไข่ 
 3.2.4 กำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว  
  น าไข่ที่ผ่านการเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว มาล้างด้วยน้ ายาส าหรับปฎิสนธิใน
หลอดแก้ว 3 ครั้ง หลังจากนั้นน าไข่ที่เตรียมไว้ 20-25 ใบ มาใส่ในหยดน้ ายาที่มีอสุจิที่เตรียมไว้ในข้อ 3.2.3 
แล้วน าไปบ่มไว้ในตู้อบเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air นาน 10 ชั่วโมง 
 3.2.5 กำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว  
  เมื่อบ่มไข่และอสุจิร่วมกันครบ 10 ชั่วโมง น าไข่ไปล้างด้วยน้ ายาเลี้ยงตัวอ่อน (modified 
synthetic oviduct fluid, mSOFaa ที่เติมด้วย 3 mg/mL BSA, mSOFaa-BSA)   แล้วปิเปตขึ้นลงหลายๆ
ครั้ง เพ่ือให้อสุจิและเซลล์คิวมูลัสที่อยู่รอบๆไข่ออกให้มากที่สุด แล้วน าไปเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงตัวอ่อนในสัดส่วน 
20 ใบ/100 µL ในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% O2 5% CO2 และ 90% N2 เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง หลังจากนั้นน าตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ เลี้ยงในน้ ายา mSOFaa-BSA ที่มีเซลล์บุท่อน าไข่ co-culture  
โดยเลี้ยงตัวอ่อนในสัดส่วน 10 ใบ/50 µL ในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air ต่อ
อีกเป็นเวลา 5 วัน แล้วเก็บข้อมูลตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีส 
 3.2.6 กำรย้ำยฝำกตัวอ่อนให้โคตัวรับ 
  ท าการเหนี่ยวน าให้โคนมสาวเป็นสัดและตกไข่ด้วยการสอด CIDR (DEC International NZ 
Limited, Hamilton, New Zealand) ไว้ในช่องคลอดโค และฉีดฮอร์โมน E2 หลังจากนั้น 8 วันจะดึง CIDR 

ออ ก  แ ล้ ว ฉี ด ฮ อ ร์ โม น  Prostaglandin F2α (PGF2α, Estrumate®, Vet Phama Friesoythe GmbH, 

Friesoyth, Germany) หลังจากฉีด PGF2α 60 ชั่วโมงจะฉีดฮอร์โมน Gonadotropin Releasing Hormone 
(GnRH, Fertagyl®, Intervet International GmbH, Unterschleissheim, Germany) หลังจากนั้น 7-8 วัน 
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จะน าตัวอ่อนสดย้ายฝากให้โคตัวรับ 1 ตัวอ่อน/ตัว หลังจากย้ายฝากตัวอ่อน 42 วัน จะตรวจการตั้งท้องด้วย 
อัลตราซาวด์และล้วงตรวจการตั้งท้องอีกครั้งที่ 80 วันหลังย้ายฝากตัวอ่อน และเก็บข้อมูลเพศของลูกโคที่เกิด 
 
3.3. กำรทดลองที่ 2 กำรแยกบลำสโตเมียร์ของตัวอ่อนโคระยะ 2 และ 8 เซลล์ ที่ได้จำกกำรปฎิสนธิใน 
                        หลอดแก้วกับไข่ที่ได้จำก OPU และวิธีกำรเลี้ยงตัวอ่อนแยกบลำสโตเมียร์จนถึงระยะ  
                      บลำสโตซีส 
 3.3.1 กำรเจำะเก็บไข่โคโดยวิธี OPU และกำรเตรียมไข่โคจำกโรงฆ่ำสัตว์  

เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตว์ไว้ในน้ าเกลือ (0.9% NaCl) ขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ ใช้เข็มเบอร์ 

19G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 5 ml ดูดไข่ที่มีชั้นเซลล์คิวมูลัสหุ้มจากฟอลลิเคิลที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 2-6 

มิลลิเมตร 

ส าหรับการเจาะเก็บไข่โดยวิธี OPU แม่โคที่มีวงรอบปกติอยู่ระหว่างรีดนม และไม่ได้ถูกกระตุ้น
ด้วยฮอร์โมน จะถูกเจาะเก็บไข่จากฟอลลิเคิลที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 2-6 mm ด้วยเข็ม OPU ขนาด 17G x 500 
mm (Cova needle; Misawa Medical, Tokyo, Japan) โดยใช้ เครื่องอัลตราซาวด์ (HS-2000, Honda 
Electronics Co. Ltd, Toyohashi, Japan) ที่ มีหั ว อ่าน 7.5 MHz convex vaginal transducer ต่อกับ
เครื่องดูดสุญญากาศ 120 mmHg ไข่โคที่เก็บได้จะอยู่ในหลอดทดลองขนาด 50 ml ที่มีสารละลาย Lactate 
Ringer’s เติมด้วย 1% calf serum (CS, Gibco-BRL) และ 10 IU/ml Novo-Heparin injection 1000 
(Aventis Pharma Ltd, Tokyo, Japan) 

น าไข่ โคที่ เก็บได้จากโรงฆ่าสัตว์และวิธี  OPU มาล้าง 3-4 ครั้ง ในน้ ายา Dulbecco’s 
phosphate buffer (DPBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)  เติมด้วย 1% CS น าไข่ที่ ได้ล้าง 3-4 
ครั้ง ในน้ ายาเลี้ยงไข่ที่ประกอบด้วย TCM-199 (Gibco-BRL) ที่เติมด้วย 5% CS, 0.02 AU/ml FSH (Antrin-
R 10; Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan) จากนั้นน าไข่ย้ายลงในน้ ายาเลี้ยงบนจานเลี้ยงเซลล์ซึ่งปิดคลุม
น้ ายาด้วย paraffin oil (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) เลี้ยงในสัดส่วน 20 ใบ/100 µl น าไปเลี้ยงในตู้อบ
ที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 รn air นาน 20 ชั่วโมง 
 3.3.2 กำรปฏิสนธิในหลอดแก้วและกำรเลี้ยงตัวอ่อนโค  

การเตรียมน้ าเชื้อส าหรับปฏิสนธิในหลอดแก้ว ท าตามข้ันตอนของ Imai และคณะ (2006) โดย

น าหลอดน้ าเชื้อโคนมแช่แข็งพันธุ์ Holstein มาละลายในน้ าอุณหภูมิ 37C นาน 30 วินาที ตัดหลอดน้ าเชื้อ
หยดลงบนผิวของน้ ายา 45-90% Percoll gradient (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 4 ml  น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 670 x gนาน 20 นาที จากนั้นน าตะกอนใส่ลงในน้ ายา BO (Brackett and Oliphant, 1975) ที่เติม
ด้วย 10 mM Hypotaurine (Sigma), 4 ul/ml Heparin ปั่นเหวี่ยงที่ 543 x gนาน 5 นาที น าตะกอนอสุจิที่
ได้ไปปรับความเข้มเป็น 3 ล้านตัว/ml ด้วยน้ ายา BO ที่เติมด้วย 5 mM Hypotaurine, 4 ul/ml Heparin 
และ 10 mg/ml BSA (Sigma) จากนั้นน าไปใช้ปฏิสนธิในหลอดแก้วกับไข่ที่สุกแล้ว ในสัดส่วน 20 ใบ/100 µl 
น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air นาน 6 ชั่วโมง 
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เมื่อครบ 6 ชั่วโมง น าตัวอ่อนโคท่ีผ่านการปฏิสนธิแล้วมาย่อยเซลล์คิวมูลัสออกโดยใช้ปิเปตแก้ว 
น าไปล้าง 3-4 ครั้ง ในน้ ายาเลี้ยงตัวอ่อน CR1aa ที่เติมด้วย 5% CS (Rosenkrans และคณะ 1993) จากนั้น
น าตัวอ่อนโคย้ายลงในน้ ายาเลี้ยงบนจานเลี้ยงเซลล์ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย paraffin oil เลี้ยงในสัดส่วน 20 
ใบ/100 µl น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2, 5% O2 , 90% N2 นาน 7-8 
วัน หลังปฏิสนธินาน 31 และ 51 ชั่วโมง ตัวอ่อนโคระยะ 2 เซลล์ และ 8 เซลล์ ตามล าดับ น าไปเป็นกลุ่ม
ควบคุมในการทดลองต่อไป 
 3.3.3 กำรฝังตัวอ่อนโคลงในแท่งเจล 
  3.3.3.1 แท่งเจล 1% Agarose  
 การเตรียมเจล 1% Agarose ท าตามขั้นตอนของ Senatore และคณะ (2010) โดยน าผง 
Agarose ชนิด low gelling และ low melting point (Takara Korea Biomedical Inc. Seoul, Korea) 
ละลายในสารละลาย PBS ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยวิธี autoclave จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25-28
C) ในรูปแบบของแข็ง เมื่อต้องการน าตัวอ่อนโคฝังลงเจล น าเจลที่อุณหภูมิห้องมาท าให้ละลายเป็นของเหลว
ด้วยไมโครเวฟ 600 วัตต์ นาน 90 วินาที จากนั้นรอจนอุณหภูมิลดลงเหลือ 39C น าตัวอ่อนโค 5 ตัวอ่อน
ระยะ zygote ย้ายลงในน้ ายา 1% Agarose และดูดกลับด้วยปิเปตแก้ว จากนั้นน าตัวอ่อนโคที่อยู่ในแท่ง
เจลมาเลี้ยงต่อในน้ ายาเลี้ยงตัวอ่อน CR1aa ที่เติมด้วย 5% CS น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้
บรรยากาศที่มี 5% CO2, 5% O2 , 90% N2 นาน 7-8 วัน 

3.3.3.2 แท่งเจล 1% Calcium alginate 
 การเตรียมเจล 1% Calcium alginate ท าตามขั้นตอนของ Kobayashi และคณะ (2006) 

เตรียมสารละลาย 1% Sodium alginate โดยน าผง Calcium alginate (Gibco-BRL) 1 g ละลายใน
สารละลาย 0.9% NaCl 100 ml และเตรียมสารละลาย 0.1% Calcium chloride โดยน าผง Calcium 
chloride dehydrate (Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Japan) 0.1 g ล ะล าย ใน ส ารละล าย 
Lactate Ringer’s 100 ml เมื่อต้องการน าตัวอ่อนโคฝังลงเจล น าตัวอ่อนโค 5 ตัวอ่อนระยะ zygote ย้ายลง
ในสารละลาย 1% Sodium alginate จากนั้นย้ายตัวอ่อนโคลงใน สารละลาย 0.1% Calcium chloride เพ่ือ
สร้างเป็นแท่งเจล น าตัวอ่อนโคที่อยู่ในแท่งเจลมาเลี้ยงต่อในน้ ายาเลี้ยงตัวอ่อน CR1aa ที่เติมด้วย 5% CS 
น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO2, 5% O2 , 90% N2 นาน 7-8 วัน 

3.3.4 กำรเตรียมตัวอ่อนโคแยกบลำสโตเมียร์ 
 การเตรียมตัวอ่อนโคแยกบลาสโตเมียร์ ท าตามขั้นตอนของ Nagai และคณะ (2013) โดยน า

ตัวอ่อนโคระยะ 2 เซลล์ และ 8 เซลล์ (หลังปฏิสนธิในหลอดแก้ว 31 และ 51 ชั่วโมง ตามล าดับ ) ใส่ลงใน
สารละลาย 0.25% Protease (Kaken Pharmaceutical Co. Ltd, Tokyo, Japan) เป็นเวลา 2-3 นาที เพ่ือ
ก าจัดเปลือกของตัวอ่อน จากนั้นแยกบลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนโคด้วยปิเปตแก้ว โดยแยกตัวอ่อนโคระยะ 2 
เซลล์ แยกเป็น 1 บลาสโตเมียร์ 2 กลุ่ม และ ตัวอ่อนโคระยะ 8 เซลล์ เป็น 4 บลาสโตเมียร์ 2 กลุ่ม ที่
อุณหภูมิห้อง น าตัวอ่อนโคแยกบลาสโตเมียร์และตัวอ่อนปกติไปเลี้ยงในจานเลี้ยงพิเศษ WOW (กลุ่มควบคุม) 
หรือน าไปฝังในแท่งเจล 1% Calcium alginate (กลุ่มทดลอง) จากนั้นน าตัวอ่อนโคย้ายลงในน้ ายาเลี้ยงบน
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จานเลี้ยงเซลล์ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย paraffin oil เลี้ยงในสัดส่วน 5 ใบ/50 µl น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 
38.5C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2 , 90% N2 นาน 6 วัน ส าหรับตัวอ่อนโคระยะ 2 เซลล์ และ 5 
วัน ส าหรับตัวอ่อนโคระยะ 8 เซลล์ ตามล าดับ 

3.3.5 กำรประเมินคุณภำพตัวอ่อนโคระยะบลำสโตซีส 
 การประเมินคุณภาพตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีส ท าตามขั้นตอนของ Thouas และคณะ 
(2001) โดยน าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสมาล้างในสารละลาย DPBS ที่เติมด้วย 0.1 mg/ml Propidium 
iodide (PI), 0.2% v/v Triton X-100 นาน 1 นาที จากนั้นย้อมสีตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีส เป็นเวลา 5 
นาที ด้วย 25 ug/ml Bisbenzimide (Hoechst 33342) ที่ละลายอยู่ใน 99.5% ethanol น าตัวอ่อนโค
ระยะบลาสโตซีสที่ย้อมสีแล้วไปล้างในน้ ายา glycerol จากนั้นน าไปวางบนกระจกสไลด์และปิดด้วย coverslip 
จากนั้นน าไปส่องใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ (Olympus, Tokyo, Japan) เพ่ือนับจ านวนเซลล์ โดยที่เซลล์ 
trophectroderm จะเห็นเป็นสีแดง และ inner cell mass จะเห็นเป็นสีน้ าเงิน 

3.3.6 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

 วิเคราะห์ข้อมูลด้วย one way ANOVA โดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 for windows (SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA) ท าการเปลี่ยนข้อมูลเปอร์เซ็นต์เป็น arcsine ก่อนท าการวิเคราะห์ความแตกต่างทาง
สถิติเมื่อค่า P น้อยกว่า 0.05 
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บทท่ี 4 
ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ 

 
4.1 ผลกำรทดลอง 
4.1.1 ผลกำรทดลองท่ี 1 
  จากตารางที่ 1 การเจาะเก็บไข่โดยวิธี OPU ในโคนม 10 ตัว ที่ก าลังรีดนม โดยไม่มีการฉีดฮอร์โมน
ใดๆโดยท าทุก 7 วันติดต่อกัน 8 ครั้ง จากฟอลลิเคิลเส้นผ่าศูนย์กลาง 3-8 mm. ที่ตรวจพบทั้งหมด 932 ใบ 
สามารถเจาะเก็บไข่ได้ไข่ทั้งหมด 657 ใบ (70.49%)  ในการท า OPU มีปัจจัยหลายอย่างที่เกี่ยวข้องกับการ
เก็บไข่ได้มากหรือน้อย ได้แก่พันธุ์โค ซึ่งมีรายงานว่าโคพันธุ์เนลลอร์ ซึ่งเป็นโคเนื้อเมืองร้อนจะมีฟอลลิเคิลในรัง
ไข่มากกว่าโคพันธุ์อ่ืน ท าให้เก็บไข่โดยวิธี OPU ได้มากกว่าโคพันธุ์อ่ืน (Monteiro และคณะ, 2017) นอกจากนี้
โคนมที่ก าลังรีดนมจะได้ไข่น้อยกว่าโคนมที่ไม่ได้รีดนม (Vieira และคณะ, 2014) การฉีด GnRH ก่อนท า OPU 
48 ชั่วโมง ท าให้เก็บไข่ได้มากกว่ากลุ่มที่ไม่ฉีด GnRH (Ogata และคณะ, 2016) มีรายงานว่าการฉีด FSH ก่อน
การท า OPU ในโคนมท าให้เก็บไข่ได้มากกว่ากลุ่มที่ไม่ได้ฉีด (Vieira และคณะ, 2014, 2016) แต่รายงานของ 
Barboza da Silva และคณะ (2017) ซึ่งท า OPU ในโคนมที่ไม่รีดนม พบว่าการฉีด FSH วันละ 2 ครั้ง 2 หรือ 
4 วัน ก่อนการท า OPU จ านวนไข่ที่เก็บได้ไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไม่ได้ฉีด FSH 
  จากตารางที่ 1 ในกลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศ ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากการท าปฏิสนธิใน
หลอดแก้ว 23.5% ซึ่งสูงกว่ากลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อแยกเพศ (13.1%) สาเหตุที่น้ าเชื้อแยกเพศให้ตัวอ่อนเจริญถึง
ระยะบลาสโตซีสต่ าอาจจะเนื่องมาจากในกระบวนการแยกเพศน้ าเชื้อด้วยเครื่อง Flow cytometer น้ าเชื้อจะ
อยู่ในน้ ายาที่มีสี Hoecst 33342 อย่างน้อย 6 ชั่วโมง ซึ่งจะไปมีผลท าให้อัตราการปฏิสนธิและอัตราการเจริญ
ของตัวอ่อนลดลงเมื่อเทียบกับน้ าเชื้อที่ ไม่แยกเพศ มีรายงานอ่ืนที่ท า OPU และน าไข่ไปท าปฏิสนธิใน
หลอดแก้วได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส 33.9-34.2% (Monteiro และคณะ, 2017) ส่วนการใช้น้ าเชื้อแยกเพศ
ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสระหว่าง 23-26% (Barboza da Silva และคณะ, 2017) ซึ่งสูงกว่าการทดลองนี้   
 จากตารางที่ 1 ผลการน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไปย้ายฝากให้โคตัวรับ กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศมี
อัตราการตั้งท้อง 41.6% (25/60) ซึ่งสูงกว่ากลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศเพียงเล็กน้อย (38.7%, 12/31) โดย
กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศมีลูกคลอด 24/25 (96.0%) โดยมีตัวรับแท้งลูก 1 ตัว และเป็นลูกเพศผู้ 45.8% 
(11/24)  และเพศเมีย 54.1% (13/24) กลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อแยกเพศโคตัวรับทุกตัวคลอดลูกครบไม่มีการแท้ง ได้
ลูกเพศผู้ 8.3% (1/12) และเพศเมีย 91.6% (11/12) Ogata และคณะ (2016) รายงานการย้ายฝากตัวอ่อนโค
ที่ได้จากการท า OPU และท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว ได้อัตราตั้งท้อง 42-57% ส่วนรายงานของ Vieira และ
คณะ (2016) ได้อัตราการตั้งท้อง 33-60% ในรายงานนี้การได้ลูกโคเพศเมียเกิดจากการใช้น้ าเชื้อแยกเพศ 
91.6% อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน ซึ่งน้ าเชื้อแยกเพศจะให้ลูกโคเพศเมีย 90-95% หลังการท าผสมเทียม  
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ตำรำงท่ี 1 ผลการท า OPU เก็บไข่โค การท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว และการย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับ 

Type of 
semen 

Donor ID Follicle 
3-8 mm. 

No. 
oocytes 

collecteda 

No. IVF No. (%) 

IVCb 

No. (%) 

Cleavedc 

No. (%) 

8-celld 

No. (%) 

BL Day 7e 

No. ET Pregnancy Calving Male 
calves 

Female 
calves 

 
 
 
Non-sexed 

1 88 66 (75.0) 58 57 (98.2) 35 (61.4) 14 (24.5) 6 (10.5) 5 2 (40.0) 2 (100) 1 1 
2 109 63 (57.7) 52 52 (100) 30 (57.6) 10 (19.2) 9 (17.3) 9 4 (44.4) 4 (100) 2 2 
3 90 70 (77.7) 66 66 (100) 34 (51.5) 25 (37.8) 11 (16.6) 9   3 (33.3) 3 (100) 1 2 
4 117 86 (73.5) 77 76 (98.7) 46 (60.5) 40 (52.6) 29 (38.1) 27 12 (44.4) 11 91.6) 5 6 
5 76 30 (39.4) 30 29 (96.6) 17 (58.6) 15 (51.7) 11 (37.9) 10 4 (40.0) 4 (100) 2 2 

Total 480 315 (65.6) 283 280 (98.9) 162 (57.8) 104 (37.1) 66 (23.5) 60 25 (41.6) 24 (96.0) 11 13 
 
 

Sexed 

6 74 60 (81.0) 56 54 (96.4) 23 (42.5) 12 (22.2) 6 (11.1) 5 2 (40.0) 2 (100) 0 2 
7 89 74 (83.1) 61 60 (98.3) 31 (51.6) 21 (35.0) 9 (15.0) 7 3 (42.8) 3 (100) 0 3 
8 104 81 (77.8) 77 77 (100) 34 (44.1) 29 (37.6) 8 (10.3) 6 2 (33.3) 2 (100) 0 2 
9 98 79 (80.6) 75 73 (97.3) 35 (47.9) 30 (41.0) 10 (13.6) 8 3 (37.5) 3 (100) 1 2 
10 87 48 (55.1) 42 40 (95.2) 22 (52.3) 18 (45.0) 7 (17.5) 5 2 (40.0) 2 (100) 0 2 

Total 452 342 (75.6) 311 304 (97.7) 145 (47.6) 110 (36.1) 40 (13.1) 31 12 (38.7) 12 (100) 1 11 

a % of total number of follicle diameter 3-8 mm. 
b  % of No. IVF 
c  % of No. IVC  
d  % of No. IVC 

e % of No. IVC 
ผลการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
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4.1.2 ผลกำรทดลองท่ี 2 
4.1.2.1 ผลของแท่งเจล (1% Agarose และ 1% Calicium alginate) ต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อน 

          ระยะ zygote 

จากการทดลองพบว่าอัตราการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส  ในกลุ่ม

ทดลองที่ฝังตัวอ่อนระยะ 1-เซลล์ ลงในแท่งเจล 1% Agarose และแท่งเจล 1% Calicium alginate กับกลุ่ม

ควบคุมที่ไม่ได้ฝังตัวอ่อนระยะ 1-เซลล์ ลงในแท่งเจล ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2) และ

ยังพบอีกว่าคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากทั้ง 3 กลุ่ม เมื่อพิจารณาจากจ านวนเซลล์ทั้งหมดแล้ว 

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 3) โดยที่อัตราเฉลี่ยของการเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบ

ลาสโตซีส ของทั้ง 3 กลุ่ม อยู่ที่ประมาณร้อยละ 30 จากการทดลองนี้พบว่าแท่งเจลจากวัสดุทั้ง 2 ชนิด ไม่

ส่งผลเสียต่ออัตราการแบ่งตัวและคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ 

Kobayashi และคณะ (2006) แต่จากการศึกษาครั้งนี้ พบว่าหากต้องการน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จาก

กลุ่มที่ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Agarose จะส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเป็น

อย่างมาก ในการทดลองถัดไปจึงเลือกใช้แท่งเจล 1% Calicium alginate มาใช้ในการทดลอง  

4.1.2.2 ผลของแท่งเจลต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนแยกบลำสโตเมียร ์ 

จากตารางที่ 3 พบว่าตัวอ่อนระยะ 8-เซลล์ ที่เลี้ยงในจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW มีอัตราการ

เจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส สูงกว่าตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ที่เลี้ยงโดยการฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 

1% Calicium alginate อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตดังกล่าวกับกลุ่ม

อ่ืนๆพบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบอีกว่าจ านวนเซลล์ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส

ที่ได้จากการเลี้ยงตัวอ่อนระยะ 8-เซลล์ ในจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW มีจ านวนเซลล์ทั้งหมดมากกว่าตัวอ่อน

ระยะบลาสโตซีสที่ได้จากเลี้ยงตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ โดยการฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate 

อีกด้วย 

จากการทดลองพบว่าความสามารถในการผลิตตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสของตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์ 

สูงกว่าตัวอ่อนปกติที่ไมได้ท าการแยกบลาสโตเมียร์ แต่ในทางกลับกันจ านวนเซลล์ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้

จากตัวอ่อนปกติที่ไม่ได้แยกบลาสโตเมียร์ สูงกว่ากลุ่มที่แยกบลาสโตเมียร์ (ตารางที่ 5) เมื่อพิจารณาเฉพาะกลุ่ม

ตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์ พบว่าอัตราการเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากตัวอ่อนแยก บลาสโต

เมียร์ของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ที่เลี้ยงโดยการฝังลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate ต่ ากว่ากลุ่มของตัว

อ่อนแยกบลาสโตเมียร์กลุ่มอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ อย่างไรก็ตามยังพบอีกว่า อัตราการเจริญเติบโตเป็น

ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสของตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์จากตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ โดยเลี้ยงในจานเลี้ยงตัวอ่อน

แบบ WOW สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกลับกลุ่มอ่ืนๆ 
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วิธีการแยกบลาสโตเมียร์ในตัวอ่อนสามารถเพ่ิมอัตราการผลิตตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสได้สูงกว่าการ

เลี้ยงตัวอ่อนแบบปกติ แต่จ านวนเซลล์ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จะลดน้อยลง เนื่องจากการแยก 

บลาสโตเมียร์ในตัวอ่อนออกมาเลี้ยงนั้น ท าให้ปริมาณเซลล์ตั้งต้นของตัวอ่อนลดลงเช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับผล

การทดลองของ Tang และคณะ (2012) ที่ท าการทดลองในตัวอ่อนหนู และ Tagawa และคณะ (2008) ที่ท า

การทดลองในตัวอ่อนโค จากการทดลองนี้พบว่าอัตราการเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากตัว

อ่อนแยกบลาสโตเมียร์ของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ และ 8-เซลล์ เมื่อเลี้ยงด้วยจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW หรือ

เลี้ยงโดยการฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate ไม่มีความแตกต่างกัน ยกเว้นในกลุ่ม ของตัว

อ่อนแยกบลาสโตเมียร์ที่ได้จากตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ โดยเลี้ยงด้วยการฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium 

alginate ซึ่งพบว่าต่ ากว่ากลุ่มอ่ืนๆ ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการทดลองของ Tagawa และคณะ 

(2008) เช่นกัน 

โดยสรุปแล้วการฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate ตัวอ่อนที่ฝังอยู่ในแท่งเจลยัง

สามารถเจริญเติบโตตามปกติ เทคนิคนี้สามารถช่วยในเรื่องการเพ่ิมอัตราความหนาแน่นในการเลี้ยงตัวอ่อนโค

คุณภาพดีที่ได้จากการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี OPU แล้วน ามาปฏิสนธิในหลอดแก้วได้ ในบางครั้งจ านวนไข่ที่เจาะ

เก็บได้มีปริมาณน้อย ท าให้อัตราความหนาแน่นในการเลี้ยงตัวอ่อนลดลง ส่งผลให้ อัตราการเจริญเติบโตเป็น 

ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต่ าลงเช่นกัน กรณีนี้สามารถใช้ตัวอ่อนที่ได้จากโรงฆ่าสัตว์มาฝังลงในแท่งเจล 1% 

Calicium alginate เพ่ือเพ่ิมอัตราความหนาแน่นของตัวอ่อนที่เลี้ยงร่วมกับตัวอ่อนที่ได้จากการเจาะเก็บไข่ใน

หยดน้ ายาได้ ซึ่งวิธีนี้เป็นอีกทางเลือกเพ่ือเพ่ิมอัตราความหนาแน่นของการเลี้ยงตัวอ่อนให้อยู่ในระดับที่

เหมาะสม นอกจากการใช้จานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW ซึ่งมีราคาที่แพงกว่า แต่อย่างไรก็ตามยังพบปัญหาใน

ขั้นตอนการฝังตัวอ่อนแยกบลาสโตเมียร์ลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate เช่น การแยกตัวออกจากกัน 

ของบลาสโตเมียร์ที่แยกออกจากตัวอ่อนระยะ 8-เซลล์ ในช่วงที่ลงน้ ายา CaCl2 เพ่ือขึ้นรูปเป็นแท่งเจล ส่งผล

ให้จ านวนเซลล์ทั้งหมดของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้ต่ าลงอีก ในการทดลองลองเรื่องผลของระบบการเลี้ยง

ตัวอ่อนที่ได้จากการเจาะเก็บไข่โคคุณภาพดีด้วยวิธี OPU จึงเลือกใช้ตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ และการเลี้ยงตัว

อ่อนด้วยจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW ในการศึกษา 

4.1.2.3 ผลของรูปแบบกำรเลี้ยงตัวอ่อนต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ที่ได้จำกกำรเจำะเก็บ 

          ไข่โคคุณภำพดีด้วยวิธี OPU 

จากการเจาะเก็บไข่แม่โคสายพันธุ์ Holstein คุณภาพดีด้วยวิธี OPU โดยไม่ได้ใช้ฮอร์โมนในการ

กระตุ้นการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข่ เป็นจ านวน 12 ครั้ง พบว่ามีไข่จ านวน 145 ใบถูกปฏิสนธิโดยน้ าเชื้อ

พ่อโคแช่แข็ง จากจ านวนไข่คุณภาพดีทั้งสิ้น 172 ใบ หลังจากปฏิสนธิเป็นเวลา 31 ชั่วโมง ได้ท าการแบ่ง     

ตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ออกเป็น 2 กลุ่ม โดยตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ จ านวน 46 ใบ ท าการแยกบลาสโตเมียร์ 
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และตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ จ านวน 45 ใบ เลี้ยงเป็นกลุ่มควบคุมปกติ โดยทั้ง 2 กลุ่มนี้ เลี้ยงในระบบการเลี้ยง

ตัวอ่อนเดียวกันในจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW พบว่ากลุ่มที่ท าการแยกบลาสโตเมียร์ มีอัตราการเจริญเติบโต

เป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 6) แต่อย่างไรก็ตาม

จ านวนเซลล์ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากกลุ่มควบคุมสูงกว่ากลุ่มที่ท าการแยกบลาสโตเมียร์อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 7) แต่เมื่อพิจารณาอัตราส่วนของจ านวนเซลล์ ICM ในตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่

ได้ พบว่าไม่แตกต่างกันระหว่าง 2 กลุ่มการทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Johnson และคณะ 

(1995) และ Tagawa และคณะ (2008) จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากตัว

อ่อนแยกบลาสโตเมียร์ แม้ว่าจะมีจ านวนเซลล์ทั้งหมดน้อยกว่าตัวอ่อนปกติร้อยละ 50 แต่ยังสามารถฝากตัว

อ่อนในแม่โคให้ลูกเกิดได้ตามปกติ 
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ตำรำงท่ี 2 แสดงความสามารถในการเจริญของตัวอ่อนโคระยะ 1-เซลล์ที่ได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

              หลังจากฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล และน าไปเลี้ยงต่อในหลอดแก้ว 

กลุ่มทดลอง 
จ ำนวนตัวอ่อน

ระยะ 1-เซลล ์

อัตรำกำรแบ่งตัวของตัว

อ่อน (% ค่ำเฉลี่ย ± 

SEM) 

กำรเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะ 

บลำสโตซีส วันที่ 7-8 

(% ค่ำเฉลี่ย ± SEM) 

กลุ่มควบคุม 100 
86 

(86.0 ± 5.6) 
48 

(48.0 ± 3.7) 

กลุ่มที่ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล  

1% Agarose 
100 

72 

(72.0 ± 5.8) 
44 

(44.0 ± 5.8)  

กลุ่มที่ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 

1% Calcium alginate 
100 

85 

(85.0 ± 1.6) 
49 

(49.0 ± 5.8)  

ข้อมูลข้างต้นแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± SEM และไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิต เมื่อทดสอบด้วย  one-way 

ANOVA 

ตำรำงท่ี 3 แสดงในจ านวนเซลล์ในตัวอ่อนระยะแอกซ์แพนบลาสโตซีสที่ได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

              หลังจากฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจลและน าไปเลี้ยงต่อในหลอดแก้ว 

กลุ่มทดลอง 

จ ำนวนตัวอ่อนระยะ 

บลำสโตซีส   

ที่น ำมำตรวจ 

จ ำนวนนิวเคลียส ± SEM 

เซลล์ 

ICM 
เซลล์ TE 

จ ำนวนเซลล์

ทั้งหมด 

กลุ่มควบคุม 48 
35.7 ± 

5.0 

87.8 ± 

4.9 
123.5 ± 3.2 

กลุ่มที่ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล  

1% Agarose 
44 

38.2 ± 

3.9 

115.5 ± 

15.3 
153.7 ± 13.9 

กลุ่มที่ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 

1% Calcium alginate 
49 

35.8 ± 

4.9 

92.6 ± 

11.4 
128.5 ± 15.2 

ข้อมูลข้างต้นแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± SEM และไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิต เมื่อทดสอบด้วย  one-way 

ANOVA 
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ตำรำงท่ี 4 แสดงความสามารถในการเจริญของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ และ 8-เซลล์ ทั้งที่ท าการแยก   
              บลาสโตเมียร์และไม่แยก จากนั้นน าไปเลี้ยงต่อในจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW หรือ เลี้ยงโดย 
              ฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate 

ระยะของ 
ตัวอ่อน 

รูปแบบของ 
ตัวอ่อน 

ลักษณะกำรเลี้ยง
ตัวอ่อน 

จ ำนวนตัว
อ่อนที่ใช้ใน
กำรศึกษำ  

กำรเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะ 
บลำสโตซีส วันที่ 7-8 (% ค่ำเฉลี่ย ± 

SEM) 

ตัวอ่อนระยะ  
2-เซลล์ 

ตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 
บลำสโตเมียร์ 

WOW 50 
28 

(56.0 ± 2.4)ab 

1%  Calcium  
Alginate 

50 23 
(46.0 ± 2.4)a 

ตัวอ่อนแยก 
บลำสโตเมียร์  

WOW 50 61 
(125.6 ± 4.2)d 

1% Calcium 
Alginate 

50 41 
(88.3 ± 9.6)c 

ตัวอ่อนระยะ  
8-เซลล์ 

ตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 
บลำสโตเมียร์ 

WOW 50 34 
(68.0 ± 2.0)b 

1%  Calcium 
Alginate 

50 30 
(60.0 ± 0.0)ab 

ตัวอ่อนแยก 
บลำสโตเมียร์  

WOW 50 56 
(115.0 ± 10.6)d 

1%  Calcium 
Alginate 

50 55 
(111.7 ± 5.6)d 

a ,b, c, d แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตเมื่อค่า P < 0.05 โดยทดสอบด้วย  one-way ANOVA และข้อมูล
ข้างต้นแสดงเป็นค่าเฉลีย่ ± SEM 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตำรำงท่ี 5 แสดงในจ านวนเซลล์ในตัวอ่อนระยะแอกซ์แพนบลาสโตซีสที่ได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้วของตัวอ่อน 

              ระยะ 2-เซลล์ และ 8-เซลล์ ทั้งท่ีท าการแยกบลาสโตเมียร์และไม่แยก จากนั้นน าไปเลี้ยงต่อในจานเลี้ยง 

              ตัวอ่อนแบบ WOW หรือ เลี้ยงโดยฝังตัวอ่อนลงในแท่งเจล 1% Calicium alginate 

ระยะของ 

ตัวอ่อน 

รูปแบบของ 

ตัวอ่อน 

ลักษณะกำร

เลี้ยงตัวอ่อน 

จ ำนวนตัวอ่อน 

ระยะบลำสโตซีส   

ที่น ำมำตรวจ 

จ ำนวนนิวเคลียส ± SEM 

เซลล์ ICM เซลล์ TE 
จ ำนวนเซลล์

ทั้งหมด 

ตัวอ่อนระยะ  

2-เซลล์ 

ตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 

บลำสโตเมียร์ 

WOW 28 22.1 ± 1.6b 80.1 ± 2.2c 102.2 ± 1.3c 

1%  Calcium 

Alginate 
23 29.3 ± 2.0c 106.7 ± 1.7d 136.0 ± 1.0d 

ตัวอ่อนแยก 

บลำสโตเมียร์  

WOW 34 16.0 ± 0.4a 53.7 ± 0.9b 69.7 ± 0.6b 

1%  Calcium 

Alginate 
13 17.7 ± 1.3a 49.4 ± 2.0ab 67.1 ± 1.0b 

ตัวอ่อนระยะ  

8-เซลล์ 

ตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 

บลำสโตเมียร์ 

WOW 34 33.0 ± 1.0d 115.2 ± 1.2e 148.2 ± 1.1e 

1%  Calcium 

Alginate 
30 35.5 ± 1.4d 123.2 ± 2.5f 158.7 ± 1.7f 

ตัวอ่อนแยก 

บลำสโตเมียร์  

WOW 27 16.0 ± 0.4a 51.0 ± 1.3b 67.1 ± 1.6b 

1%  Calcium 

Alginate 
20 15.5 ± 0.5a 45.5 ± 0.5a 61.0 ± 0.5a 

a, b, c, d แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตเมื่อค่า P < 0.05 โดยทดสอบด้วย  one-way ANOVA และข้อมูลขา้งต้น

แสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± SEM 
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ตำรำงท่ี 6 แสดงความสามารถในการเจริญของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ที่ได้จากการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี 

             OPU ทั้งท่ีท าการแยกบลาสโตเมียร์และไม่แยก จากนั้นน าไปเลี้ยงต่อ ในจานเลี้ยงตัวอ่อน 

             แบบ WOW  

ระยะของ 
ตัวอ่อน 

รูปแบบของ 
ตัวอ่อน 

จ ำนวนตัวอ่อนที่ใช ้
ในกำรศึกษำ 

กำรเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะ 
บลำสโตซีส วันที่ 7-8 (% ค่ำเฉลี่ย ± 

SEM) 
 

ตัวอ่อนระยะ  
2-เซลล ์

 

ตัวอ่อนท่ีไม่ได้แยก 
บลาสโตเมียร ์

45 
12 

(24.4 ± 5.1)a 
ตัวอ่อนแยก 
บลาสโตเมียร ์

46 
38 

(81.8 ±  16.5)b 
a, b, c, d แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อค่า P < 0.05 โดยทดสอบด้วย  one-way ANOVA และข้อมูล

ข้างต้นแสดงเป็นค่าเฉลีย่ ± SEM 

 
 

ตำรำงท่ี 7 แสดงในจ านวนเซลล์ในตัวอ่อนระยะแอกซ์แพนบลาสโตซีสที่ได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

             ของตัวอ่อนระยะ 2-เซลล์ ที่ได้จากการเจาะเก็บไข่ด้วยวิธี OPU ทั้งท่ีท าการแยกบลาสโตเมียร์ 

             และไม่แยกจากนั้นน าไปเลี้ยงต่อในจานเลี้ยงตัวอ่อนแบบ WOW 

 

 

 

 

ระยะของ 
ตัวอ่อน 

รูปแบบของ 
ตัวอ่อน 

จ ำนวนตัวอ่อน 

ระยะบลำสโตซีส   

ที่น ำมำตรวจ 

จ ำนวนนิวเคลียส ± SEM 

เซลล์ ICM เซลล์ TE 
จ ำนวนเซลล์

ทั้งหมด 

ตัวอ่อนระยะ  

2-เซลล์ 

ตัวอ่อนที่ไม่ได้แยก 

บลำสโตเมียร์  
12 31.5 ± 2.0a  88.5 ±  3.7a 120.0 ±  4.9a 

ตัวอ่อนแยก 

บลำสโตเมียร์ 
36 14.5 ± 0.4b 45.1 ± 0.5b 59.6 ± 0.8b 

a, b, c, d แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อค่า P < 0.05 โดยทดสอบด้วย  one-way ANOVA และข้อมูลข้างต้น

แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM 
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บทท่ี 5 
สรุปและขอ้เสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 5.1.1 สามารถเก็บไข่โคนมโดยวิธี OPU ได ้   
 5.1.2 สามารถผลิตตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากไข่ที่เก็บโดยวิธี OPU โดยกลุ่มที่ใช้น้ าเชื้อไม่แยกเพศให้
อัตราตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มท่ีใช้น้ าเชื้อแยกเพศ  
 5.1.3 สามารถผลิตลูกโคนมจากการย้ายฝากตัวอ่อนที่ได้จากการท า OPU และปฏิสนธิในหลอดแก้ว ทั้ง
จากน้ าเชื้อไม่แยกเพศและไม่แยกเพศ 
     5.1.4. น าการทดลองที่ 2 เขียน manuscript ส่งไปตีพิมพ์ในวารสาร Livestock Science และได้รับการ
ตี พิ ม พ์ ดั งนี้  Juanpanich, T., Suttirojpattana, T, Takayama, M., Liang, Y., Dochi, O., Parnpai, R.  
and and Imai, K.  2018. Effects of gel-embedded embryos on developmental competence of 
separated bovine blastomeres. Livestock Sci. 207: 25-29.   
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรมีการท าการทดลองฉีดฮอร์โมน FSH โคก่อนการท า OPU เพ่ือดูปริมาณฟอลลิเคิลก่อนเก็บไข่ 
จ านวนไข่ที่เก็บได้ และจ านวนตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากการท าปฏิสนธิในหลอดแก้วโดยใช้น้ าเชื้อแยก
เพศ   
 5.2.2. ควรมีการน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสที่ได้จากการแยกบลาสโตเมียร์ตัวอ่อนระยะ 2 และ 8 เซลล์ 
ไปย้ายฝากให้โคตัวรับเพ่ือดูอัตราการตั้งท้อง  
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10. ผลงำนวิจัยที่ประสบควำมส ำเร็จ  
 10.1. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมาเมื่อวันที่ 8 กันยายน 
2529   นับเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.2. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนแพะ  ได้ลูกแพะเกิดมาเมื่อปี  2532  นับเป็นรายแรก
ของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.3. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโค โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลน
นิ่งเกิดมาเมื่อวันที่ 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายที่ 6 ของโลก (ขณะท างาน ณ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.4. ประสบความส าเร็จการโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรายแรกของโลกที่ท าและตีพิมพ์ผลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  

 10.5. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคบราห์มันเพศผู้ชื่อ “ตูมตาม” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็น
เซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอ
แล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุกประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 
 10.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแมวพันธุ์โคราช โดยใช้ เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกแมวโคลนนิ่งเกิดมา 2 ตัว รายแรกของประเทศไทย เมื่อวันที่ 25 ธันวาคม 2549 

 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนนิ่งแมวบ้าน โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้
ลูกแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตัว ในวันที่ 25 ธันวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด 
ขณะนี้ยังคงท าโคลนนิ่งแมวบ้าน และแมวป่า อย่างต่อเนื่อง  
 10.8. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคพันธุ์ขาวล าพูนเพศผู้ชื่อ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วน
ใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันที่ 21 มี.ค. 2550 ได้รับการตั้ง
ชื่อว่า “ขาวมงคล” 
 10.9. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้  โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ 
ต้นแบบ ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันที่ 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันที่ 4 ก.ค. 
2550 1 ตัว 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้
ลูกกระทิงโคลนนิ่งเกิดมารายที่ 2 ของโลก   เมื่อวันที่ 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ชั่วโมง หลังคลอด 
 
 



33 
 

11. รำงวัลที่ได้รับ  
       11.1. จากผลงานวิจัยการย้ายฝากตัวอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ได้ลูกแฝดโคนมเกิดมาครั้งแรก
ของประเทศไทยเมื่อวันที่  8 กันยายน 2529 ท าให้งานวิจัยนี้ถูกยกย่องให้ เป็น 1 ใน 10 ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 11.2. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐกถา 
อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการ
ประชุมประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 
 11.3. รางวัลบุคลากรสายวิชาการที่มีผลงานดีเด่นด้านการวิจัย ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 
 11.4. รางวัลแทนคุณแผ่นดิน สาขาวิทยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนชั่น 
 11.5. รางวัลผลงานวิจัยดี (อันดับ 1 สาขาสัตว์)  ในการเสนอผลงานวิจัยเรื่อง  “การอนุรักษ์โคพันธุ์
ขาวล าพูนโดยการท าโคลนนิ่ง”  ในการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 46 พ.ศ. 2551  
 11.6. ศิษย์เก่าดีเด่น คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 
          11.7. รางวัลบุคลากรสายวิชาการที่มีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ ประจ าปี 2558 จาก
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
          11.8. ศิษย์เก่าดีเด่น มหาวิทยาลัยบูรพา พ.ศ. 2560 
 
12. กำรจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรชื่น   อุดมวิทย์  มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคลื่อนที่ก้าน
สูบของไมโครไซริงท์”  ยื่นค าขอเมื่อวันที่ 11 มิถุนายน 2547  ได้รับสิทธิบัติเมื่อเดือน เมษายน 2550 
 12.2. รังสรรค์ พาลพ่าย วิศิษฐิพร สุขสมบัติ อาวุธ อินทรชื่น อุดมวิทย์ มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ป้องภัยรี มีสมบัติ  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จันทร์เจ้า ล้อทองพานิช ย์  
วิชัย ศรีสุรักษ์  “เครื่องเชื่อมเซลล์ด้วยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยื่นค าขอเมื่อวันที่ 11 มิถุนายน 2547   

12.3. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อ
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A B S T R A C T

This study aimed to examine how gel embedding compared with the Well-of-Well (WOW) system when culturing
bovine separated blastomeres, in terms of developmental competence rates and blastocyst quality. We first
optimized the gel-embedding method via culturing intact zygotes in either 1% agarose or 1% calcium alginate
gel. Gel-embedded groups and control did not differ in development rates, but the 1% calcium alginate group
was selected for subsequent experiments due to higher blastocyst recovery. The separated embryo group had
higher potential for blastocyst production than the intact embryo group. Among separated blastomeres (2- and 8-
cell), WOW and 1% calcium alginate did not differ in blastocyst formation rate, except between the 2-cell
alginate and WOW groups, with the latter exhibiting the highest rate of blastocyst formation. Within the WOW
system, the separated 2-cell embryo resulted in significantly higher rates of OPU (ovum pick-up)-derived blas-
tocysts than the intact 2-cell embryo; however, the latter had more total cells than the former. In conclusion, the
1% calcium alginate gel can support cell growth of separated 2- and 8-cell bovine embryos during blastomere
aggregation. Moreover, the gel-embedded technique is a suitable replacement for WOW in producing blastocysts
from bovine separated blastomeres.

1. Introduction

The combination of in vitro production (IVP) and ultrasound-guided
ovum pick-up (OPU) are more effective at producing progeny in cattle
than multiple ovulation and embryo transfer (MOET) (Pontes et al.,
2009). In 2014, approximately 614,464 bovine embryos were produced
through in vivo-derived methods, while 630,202 embryos were pro-
duced through in vitro fertilization (IVF), with the number expected to
increase in the future (Perry, 2015). Oocytes for the commercial pro-
duction of bovine embryos are typically performed through OPU-IVF
because the procedure can be repeated on donor cattle (Boni, 2012).

Despite the widespread use of OPU-IVF, oocyte retrieval rates are
fairly low: 5–25 oocytes in Japanese black cattle,< 8 in non-stimulated
Holstein cattle (Merton et al., 2009; Sugimura et al., 2013) and 3–20 in
superstimulated Holstein cattle (Senatore et al., 2010). Furthermore,
embryos cultured individually or in small groups resulted in lower
blastocyst yield and quality than large-group cultures (Gopichandran
and Leese, 2006; Senatore et al., 2010).

However, considerable advantages exist for using small-group cul-
tures when producing separated blastomeres from intact embryos

(Vajta et al., 2000; Tagawa et al., 2008; Tang et al., 2012). Early em-
bryonic cells (zygote to morula stages) are totipotent stem cells
(Schramm and Paprocki, 2004) that can differentiate into any cell type
and even generate an entire organism. In cattle, separated embryos
have produced twin (Tagawa et al., 2008), triplet (Willadsen and Polge,
1981), and quadruplet (Johnson et al., 1995) monozygotic calves. In
humans, these methods involve generating separated blastomeres, a
technique that also contributes to studying epigenetic reprogramming
(Chavez et al., 2014) and generating embryonic stem cell lines for
preimplantation genetic diagnosis (Klimanskaya et al., 2006). The zona
pellucida must be removed for blastomere separation. Though tradi-
tionally achieved through micromanipulation (Willadsen and Polge,
1981), the expense of specialized equipment and the technical skill
required has increased preferences for the more recent technique of
removing zona pellucida through proteolytic-enzyme treatment
(Tagawa et al., 2008). However, zona pellucida removal can result in
the failure of separated blastomeres to aggregate properly (Tagawa
et al., 2008). The Well of Well (WOW) culture system mitigates this
problem through providing microenvironments with a very low volume
(approximately 0.1 µL) of culture medium around the embryo; this
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condition allows the establishment of autocrine and paracrine factors,
while creating more constant and suitable conditions for embryo de-
velopment than the original wells with 20 µL of medium (Vajta et al.,
2000). These studies indicate that separated blastomeres should be
grown in small cultures (Vajta et al., 2000; Tagawa et al., 2008; Tang
et al., 2012).

One technique that addresses the suboptimal performance of in-
dividual or small-group cultures is gel embedding. Inserting embryos
into materials such as calcium alginate gel (Kobayashi et al., 2006) or
low-melting-point agarose gel (Senatore et al., 2010; Deb et al., 2011)
appears to improve the developmental competence and quality of
small-group-cultured embryos, with embedded embryos capable of
becoming blastocysts (Tagawa et al., 2008; Nagai et al., 2013). We
hypothesized that the reason for this improved performance is because
the gel material functions as an artificial zona pellucida.

To the best of our knowledge, no reports are currently available on
the efficacy of embedding separated blastomeres in gel material. Thus,
our objective was to investigate the developmental rates and quality of
separated bovine embryos produced through blastomere separation and
gel embedding.

2. Materials and methods

2.1. Animal management

Non-lactating Holstein cows were used for OPU donors (n = 3;
parity = 5.0± 1.0; body condition score [BCS] at start of experiment
= 2.4±0.1). All cows were housed in a loose housing barn and fed a
basal diet according to the Japanese Feeding Standard for Dairy Cattle
(National Agricultural Research Organization, 2006). The BCS was as-
sessed on a 5-point scale (1: extremely thin and 5: extremely obese)
with 0.25 increments (Ferguson et al., 1994).

2.2. Oocyte collection and in vitro maturation (IVM)

Bovine ovaries were transported from a slaughterhouse in 0.9%
sodium chloride solution. Cumulus oocyte complexes (COCs) were as-
pirated from follicles (diameter: 2–6 mm) using a 5-mL syringe with a
19-G needle.

Ovum pick-up was performed on non-stimulated Holstein cows
using an ultrasound scanner (HS-2000, Honda Electronics Co. Ltd,
Toyohashi, Japan) connected to a 7.5 MHz convex vaginal transducer.
COCs were aspirated from follicles (2–6 mm) with a 17-G × 500 mm
disposable needle (COVA needle; Misawa Medical, Tokyo, Japan).
Oocyte collection was performed under high vacuum pressure (120 mm
of Hg). Follicular contents were aspirated into 50-mL conical tube
containing 5 mL of Lactate Ringer's solution, supplemented with 1%
calf serum (CS, Gibco-BRL) and 10 IU/mL of Novo-Heparin injection
1000 (Aventis Pharma Ltd, Tokyo, Japan).

Both slaughterhouse and OPU-derived COCs were washed three
times in Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS, Gibco-BRL, Grand
Island, NY, USA) supplemented with 3% CS. Next, COCs were washed
twice in IVM medium, comprising TCM 199 (Gibco-BRL) supplemented
with 5% CS and 0.02 armor units/mL follicular stimulating hormone
(FSH, ANTORIN-R 10; Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan). Twenty COCs
were cultured in 100 µL droplets of IVM medium covered with paraffin
oil (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan), placed in a 35-mm plastic dish.
Culture conditions were 38.5 °C under a humidified atmosphere of 5%
CO2 for 20 h.

2.3. In vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC)

Sperm preparation for IVF followed procedures from Imai et al.
(2006). Frozen semen from one Holstein bull was thawed at 37 °C,
placed in the top layer of 4 mL 45–90% Percoll gradient solution (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden), and centrifuged at 670×g for 20 min.

Sperm pellets were re-suspended in 6 mL BO medium (Brackett and
Oliphant, 1975) supplemented with 10 mM hypotaurine (Sigma Che-
mical, St. Louis, MO, USA) and 4 µL/mL heparin (Novo-Heparin injec-
tion 1000; Aventis Pharma Ltd, Tokyo, Japan), then centrifuged at
543×g for 5 min. The resultant precipitate was re-suspended in IVF
medium (BO medium supplemented with 5 mM hypotaurine, 4 U/mL
heparin, and 10 mg/mL bovine serum albumin [BSA]) and adjusted to a
final concentration of 3 × 106 spermatozoa/mL. Droplets (100 µL) of
sperm suspension were placed in a 35-mm plastic dish and covered with
paraffin oil to prepare the fertilization drops. Matured COCs were wa-
shed three times in IVF medium before 20 COCs were added to the
fertilization drop and cultured under a humidified atmosphere of 5%
CO2 at 38.5 °C for 6 h.

After IVF, presumptive zygotes were denuded through gentle pi-
petting using a fine glass pipette, and then washed three times in CR1aa
medium supplemented with 5% CS (Rosenkrans et al., 1993; Imai et al.,
2002). To act as controls for comparisons of developmental competence
with gel-embedded embryos, 20 presumptive zygotes were cultured in
100 µL droplets of CR1aa medium covered with paraffin oil; conditions
were a humidified atmosphere of 5% CO2, 5% O2, and 90% N2 at
38.5 °C for 7–8 days. After 31 h post-insemination (hpi), intact 2-cell
stage embryos and intact 8-cell stage embryos (51 hpi) were collected
as a control for subsequent comparison with separated blastomeres (see
Section 2.5).

2.4. Embedded bovine embryos

2.4.1. Agarose gel (1%) solution
Preparation of 1% agarose gel followed procedures from Senatore

et al. (2010) with modifications. Agarose powder with low gelling and
melting points (Takara Korea Biomedical Inc., Seoul, Korea) was pre-
pared in phosphate buffer saline (PBS), autoclaved, and stored at
25–28 °C as a solidified gel. To embed embryos, agarose gel was melted
in a 600-watt microwave oven for 90 s and then cooled to 39 °C. Using a
fine glass Pasteur pipette, five randomly selected presumptive zygotes
were transferred to the agarose solution and embedded as a sausage-
like structure. Embryo gel chips were transferred to CR1aa medium and
covered in paraffin oil, then cultured in a humidified atmosphere of 5%
CO2, 5% O2, and 90% N2 at 38.5 °C for 7–8 days.

2.4.2. Calcium alginate gel (1%) solution
Alginate encapsulation was performed following previously pub-

lished procedures (Kobayashi et al., 2006). First, 1 g of alginate powder
(Gibco-BRL) was dissolved into 100 mL 0.9% NaCl solution. Next, 0.1 g
calcium chloride dihydrate (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,
Japan) was dissolved into 100 mL Lactate Ringer's solution to generate
0.1% CaCl2 as a cross-link solution for gel formation. Embryo en-
capsulation was achieved through placing 1% sodium alginate solution
containing five randomly selected presumptive zygotes into the cross-
link solution. Alginate-encapsulated embryos were cultured in CR1aa
medium supplemented with 5% CS and covered with paraffin oil, under
the same conditions as the agarose-gel-embedded embryos.

2.5. Blastomere separation

The following procedure for blastomere separation was performed
as described by Nagai et al. (2013). Embryos at the 2-cell (31 hpi) or 8-
cell stages (51 hpi) were immersed in 0.25% protease solution (Kaken
Pharmaceutical Co. Ltd, Tokyo, Japan) for 2–3 min to remove zona
pellucida. Using a tapered Pasteur pipette, embryos were then gently
separated into two single blastomeres (from 2-cell stage) or two
quadruple blastomeres (from 8-cell stage) at 25–28 °C. Along with the
intact 2- and 8-cell embryos (Section 2.3), a pair of each blastomere
type was cultured in handmade WOW produced with a push pin
(control) or embedded in 1% calcium alginate gel (treatment). Control
and treatment intact embryos and separated blastomeres were placed in
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a 50 µL droplet CR1aa medium (5 embryos/drop) supplemented with
5% CS. Cultures were covered with paraffin oil and grown in a humi-
dified atmosphere of 5% CO2, 5% O2, and 90% N2 at 38.5 °C under
paraffin oil for 6 days (single blastomere) or 5 days (quadruple blas-
tomere).

2.6. Assessment of blastocyst quality and embryo developmental
competence

Blastocyst quality was evaluated following procedures from Thouas
et al. (2001). Expanded blastocysts were washed with 0.1 mg/mL
propidium iodide (PI) and 0.2% (v/v) Triton X-100 dissolved in DPBS
for 1 min. Blastocysts were then stained with 25 µg/mL bisbenzimide
(Hoechst 33342) dissolved in 99.5% ethanol for 5 min, washed in gly-
cerol, mounted on glass slides, and flattened with cover slips. The
trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM) were counted under
fluorescence microscopy with UV light from a high-pressure mercury
burner (Olympus, Tokyo, Japan). Respectively, ICM and TE appeared in
blue and red. Cell cleavage, blastocyst formation, and total cell number
were also determined to measure developmental competence.

2.7. Statistical analysis

Cleavage and blastocyst formation rates are shown as percentages.
Total cell number is represented as means± SEM. All data were ana-
lyzed with one-way ANOVA in SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Significance was set at P< 0.05.

3. Results

3.1. Effect of gel chips (1% agarose, 1% calcium alginate) on the
developmental competence of intact embryos

Cleavage and blastocyst formation rates did not significantly differ
between embryos embedded in 1% agarose, 1% calcium alginate, and
the control (Table 1). Total cell numbers also did not significantly differ
between embedded and control groups (Table 2). Although blastocyst
developmental competence and quality were not different between gel-
embedded groups, approximately 30% of the agarose-embedded blas-
tocysts were broken after removal from the gel chip. Therefore, 1%
calcium alginate gel was selected for the following experiments.

3.2. Effect of gel chips on the developmental competence of separated
blastomeres

Blastocyst formation rates (Table 3) of intact 8-cell embryos cul-
tured in WOW were significantly higher than intact 2-cell embryos
embedded in 1% calcium alginate, but did not differ between other
groups. Moreover, intact 8-cell embryos resulted in more blastocyst
cells than intact 2-cell embryos.

Blastocyst production potential was significantly higher in sepa-
rated embryos than in intact embryos. The total cell number in blas-
tocysts derived from intact embryos was higher than in those derived
from separated blastomeres (Table 4). Among separated blastomeres,
the single (2-cell) blastomere embedded in 1% calcium alginate had
significantly lower blastocyst formation rates than other groups.

However, single blastomeres (from 2-cell) cultured in WOW exhibited
the highest blastocyst percentage.

3.3. Effect of culture type on the developmental competence of 2-cell OPU-
derived embryos

After 12 OPU cycles, we collected 172 OPU-derived oocytes from
three non-stimulated Holstein cows and successfully fertilized 145 of
them with thawed semen.

At 31 hpi, 46 separated 2-cell embryos were cultured in handmade
WOW, and 45 intact 2-cell embryos were cultured in the same condi-
tions as a control. Separated 2-cell embryos had significantly higher
blastocyst formation potential than the intact 2-cell group (81.8± 16.5
versus 24.4± 5.1; Table 5). However, blastocysts derived from intact 2-
cell embryos had significantly more total cells than blastocysts derived
from separated 2-cell embryos (Table 6).

4. Discussion

Our results demonstrated that 1% calcium alginate gel could sup-
port cell growth during blastomere aggregation of separated bovine
embryos from 2- and 8-cell stages. Embryos are traditionally cultured in
an optimal embryo/volume ratio to maintain appropriate autocrine and
paracrine signaling, thereby maximizing embryo development rates
(Gopichandran and Leese, 2006). Recently, a co-culture system using
gel embedding was developed that could maintain this embryo/volume
ratio for even a small number of embryos (Senatore et al., 2010). In the
present study, embryos embedded in two gel types successfully devel-
oped to the blastocyst stage. Further, embedded and non-embedded
embryos did not differ in developmental rate or total cell number.
These results are in agreement with studies showing that encapsulation
with 1% calcium alginate gel was harmless to embryo development
(Kobayashi et al., 2006), and that agarose-embedded embryos had si-
milar developmental competence as normal intact embryos (Senatore
et al., 2010). Gel-embedded embryos are effective in separating in-
dividual embryos from each other; this has applications as helper co-
cultures in systems with limited numbers of OPU/IVF oocytes (Senatore
et al., 2010; Deb et al., 2011).

This study is the first to successfully generate blastocysts from gel-
embedded bovine blastomeres. Our blastomere-separated embryos
(from 2-cell and 8-cell stages) resulted in a higher proportion of blas-
tocysts than intact embryos, corroborating previous reports in mice
(Tang et al., 2012) and cattle (Tagawa et al., 2008). We found that

Table 1
Developmental competence of gel embedded IVF-derived intact bovine zygotes after culture in vitro.

Group No. oocytes inseminated No. (% Mean±SEM) cleaved embryos No. (% Mean±SEM) blastocyst on Day 7–8

Control 100 86 (86.0± 5.6) 48 (48.0± 3.7)
1% Agarose gel 100 72 (72.0± 5.8) 44 (44.0± 5.8)
1% Calcium alginate gel 100 85 (85.0± 1.6) 49 (49.0± 5.8)

Data in parentheses are presented as Mean± SEM. No significant difference was detected among treatment groups at P<0.05 using one-way ANOVA.

Table 2
Cell numbers in expanded blastocysts of IVF-derived intact bovine blastocysts after cul-
ture in vitro.

Group No. blastocyst
examined

No. nuclei± SEM

ICM TE Total cell

Control 48 35.7±5.0 87.8± 4.9 123.5± 3.2
1% Agarose gel 44 38.2±3.9 115.5±15.3 153.7± 13.9
1% Calcium

alginate gel
49 35.8±4.9 92.6± 11.4 128.5± 15.2

Data in parentheses are presented as Mean± SEM. No significant difference was detected
among treatment groups at P< 0.05 using one-way ANOVA.
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blastocyst percentage did not significantly differ between 2-cell and 8-
cell separated blastomeres in either culture system, except the 2-cell
separated blastomere in 1% calcium alginate. These results are gen-
erally in agreement with research showing that blastocyst formation
rates are similar between WOW-cultured 2- and 8-cell-separated em-
bryos (Tagawa et al., 2008). Our data also support studies indicating
that the total cell number in blastocysts derived from separated blas-
tomeres is only half that of normal embryos (Tang et al., 2012; Nagai
et al., 2013). Moreover, the total cell number in blastocysts derived
from 8-cell alginate-embedded blastomeres was lower than other
groups. This outcome can be explained by our observation that quad-
ruple blastomeres disaggregated from each other when transferred to
the CaCl2 cross-link solution (this phenomenon was not observed in the
2-cell group). Despite this decrease in cell number, we believe our re-
sults clearly demonstrate the effectiveness of 1% calcium alginate as a
gel-embedding alternative to the WOW culture system.

Factors such as donor identity and hormonal treatment influence
total oocyte number during OPU retrieval (Presicce et al., 2011). For
instance, OPU-IVP in Holstein cattle (Bos taurus) results in lower em-
bryo yields than in Nelore cattle (Bos indicus) because the former breed
has a smaller number of viable follicles suitable for OPU (Segerson
et al., 1984) and a negative energy balance (O’Doherty et al., 2014).
Our results revealed that the number of oocytes retrieved differed
across three Holstein donor cattle (data not shown). This finding cor-
roborated a previous study indicating a donor effect on OPU-collected
oocyte number (Su et al., 2009). However, cleavage, 2-cell formation,
and blastocyst formation rates did not differ among the three OPU
donors (data not shown). In addition, the formation rate of OPU-de-
rived blastocysts from separated 2-cell embryos was higher than the
rates of intact 2-cell embryos. Interestingly, the ICM proportion in
blastocysts did not differ between intact and separated 2-cell groups,
even though separated 2-cell embryos had a cell count that was ap-
proximately two times lower than intact 2-cell embryos. This result
corresponds to previous reports demonstrating that blastocysts pro-
duced from blastomere separation had only 50% of the total cell
number in blastocysts from intact embryos (Tagawa et al., 2008; Nagai
et al., 2013). Thus, blastomere separation techniques generate a half
embryo that can develop into a full blastocyst after transfer, exhibiting
the same developmental competence as an intact embryo (Willadsen
and Polge, 1981; Johnson et al., 1995; Tagawa et al., 2008). Taken
together, our findings and previous studies all confirm that blastocysts
generated through blastomere separation can successfully produce
offspring despite a lower cell number in the resultant blastocysts, a
standard indicator of embryo quality.

Table 3
Developmental competence of intact and separated 2-cell and 8-cell embryos when culturing in WOW and 1% calcium alginate embedded culture method.

Stage of embryo Type of embryo Culture type No. of embryos cultured No. (% Mean±SEM) blastocyst on Day 7–8

2-Cell Intact embryo WOW 50 28 (56.0± 2.4)ab

1%alginate 50 23 (46.0± 2.4)a

2 single blastomere WOW 50 61 (125.6± 4.2)d

1%alginate 50 41 (88.3± 9.6)c

8-Cell Intact embryo WOW 50 34 (68.0± 2.0)b

1%alginate 50 30 (60.0± 0.0)ab

2 quadruple blastomere WOW 50 56 (115.0± 10.6)d

1%alginate 50 55 (111.7± 5.6)d

a,b,c,d Different superscripts in the same column indicate significant difference at P< 0.05 using one-way ANOVA. Data in parentheses are presented as Mean± SEM.

Table 4
Cell numbers in expanded blastocysts of IVF-derived intact and separated bovine blastocysts after culture in WOW and 1%calcium alginate.

Stage of embryo Type of embryo Culture type No. blastocyst examined No. nuclei± SEM

ICM TE Total cell

2-Cell Intact embryo WOW 28 22.1± 1.6b 80.1±2.2c 102.2±1.3c

1%alginate 23 29.3± 2.0c 106.7± 1.7d 136.0±1.0d

2 single blastomere WOW 34 16.0± 0.4a 53.7±0.9b 69.7± 0.6b

1%alginate 13 17.7± 1.3a 49.4±2.0ab 67.1± 1.0b

8-Cell Intact embryo WOW 34 33.0± 1.0d 115.2± 1.2e 148.2±1.1e

1%alginate 30 35.5± 1.4d 123.2± 2.5f 158.7±1.7f

2 quadruple blastomere WOW 27 16.0± 0.4a 51.0±1.3b 67.1± 1.6b

1%alginate 20 15.5± 0.5a 45.5±0.5a 61.0± 0.5a

a,b,c,d,e,f Different superscripts in the same column indicate significant difference at P< 0.05 using one-way ANOVA. Data in parentheses are presented as Mean± SEM.

Table 5
Developmental competence of OPU-derived 2-cell intact and separated bovine embryos after culture in WOW.

Stage of embryo Culture type No. of embryos cultured No. (% Mean±SEM) blastocyst on Day 7–8

2-cell Intact 45 12 (24.4± 5.1)a

2 single blastomere 46 38 (81.8± 16.5)b

a,b Different superscripts in the same column indicate significant difference at P< 0.05 using one-way ANOVA. Data in parentheses are presented as Mean±SEM.

Table 6
Cell numbers in expanded blastocysts of OPU-derived 2-cell intact and separated bovine
embryos after culture in WOW.

Stage of
embryo

Culture
method

No.
blastocyst
examined

No. nuclei± SEM

ICM TE Total cell

2-Cell Intact 12 31.5± 2.0a 88.5± 3.7a 120.0±4.9a

2 single
blastomere

36 14.5± 0.4b 45.1± 0.5b 59.6± 0.8b

a,b Different superscripts in the same column indicate significant difference at P<0.05
using one-way ANOVA. Data in parentheses are presented as Mean± SEM.
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5. Conclusions

Our findings indicate that 1% calcium alginate gel could support
cell division during blastomere aggregation of separated bovine em-
bryos. Despite the fact that embedded separated-embryos had slightly
lower developmental competence than WOW separated-embryos. In
addition, gel embedding culture system could be an alternative method
to apply when getting low number of IVF-derived embryos from single
OPU session.
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