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ขันตอนและวิธีดำเนินการวิจัย

การเตรียมสัตวทดลอง

สุกรสาวผสมสามสายพ ันธุ (Large White + Landrace + Duroc) อายุ 

ประมาณ 28 ส ัปดาห หนักประมาณ 90 กิโลกรัม สำหรับเป ็นแม ่พ ันธ ุให ้เอมบริโอ

สุกรเพศผูพันธุแท Duroc สำหรับเป ็นพ ่อพ ันธ ุผสม ซึ่งผ่านการตรวจสอบ 

คุณภาพนำเชื้อแลว อาย ุประมาณ 1.5ปี

ค ัดสุกรสาวจากโรงเรือนสุกรขุนที่ทำการเลี้ยงรวมแบบคละเพศผู้และเพศเมีย 

มาตรฐานการคัดดูจากความสมบูรณพันธุ ส ุขภาพและนำหนัก นำสุกรสาวดังกล่าวเข้า 

โรงเรือนทดลองของภาควิชาสูต ิศาสตรเธนุเวชวิทยาและวิทยาการสืบพันธุ ศูนยฝัก

นิส ิตคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จ ังหวัดนครปฐม โดยให้อาหาร 

ว ันละ 2 ครั้ง ๆ ละ 1 ก ิโลกรัม ในระด ับโปรต ีน 16 % ข ังส ุกรสาวรวมคัน ครั้งละ 3-4 

ตัว โดยให้ไห้ใกล้ช ิดคับพ่อพันธุท ี่โตเต็มที่ตลอดเวลา เพ ึ่อเป ็นการกระตุนการเป็นสัด

ทำการกระตุ้นสุกรให ้เป ็นสัคในการทคลองห้วยฮอรโมนโกนาโคโทรปีน ซึ่ง 

ประกอบห้วย PMSG 400 IU. และ hCG 200 IU. ( PG 600R , Intervet,Holland) ฉีดเข้า 

กลามเน ือหลังใบห ูแก ่ส ุกรสาว หลังนำเข้าโรงเรือนประมาณ 3 วัน สังเกตุอาการเป็น 

สัดโดยดูจาก อวัยวะเพศจะบวมแดง ทดสอบการเป ็นสัคโดยกดหลังจะยืนน ิ่ง ทำการ 

ผสมอยางห ้อย2 ครั้ง เม ื่อส ุกรแสดงอาการเป็นสัคห ่างคันประมาณ 12ชม.

การเก็บเอมบุรีโอ

ทำการเก็บเอมบรีโอควยวิธีการผ่าดัด ณ. ภาควิชาสูติศาสตรเธนุเวชวิทยาฯ 

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตำบลบ่อพลับ อำเภอเมือง จังหวัด 

นครปฐม วิธ ีการเก็บเอมบรีโอทำโดยการผ่าดัด เป ิดช่องห้องและห้างมดลูกเพื่อเก็บ



24

เอมบริโอ 4-5 วัน หลังการผสมครั้งแรกซ ึ่งจะไคเอมบริโอระยะมอรูล ่า และร-6 วัน 

สำหร ับการเก ็บเอมบริโอระยะบลาสโตช ิส ดังวิธีที่ราายงานโดย มงคลและวิช ัย (2534) 

รายละเอ ียดสรุปได้ด ังน ี้

- อดอาหารและนี้าแล่ส ุกรเป ็นเวลา 24 ชม ล่อนทำการผ่าดัดเก็บเอมบริโอ
น้ี  . 1 1 "  น้ี' V

- ฉีดยากลอมประสาทชนิด Azaperone (StresnilR, Janssen, Belgium) เขา 

กลามเนือหลังใบทุจำนวน 200 มก ต่อตัว หลังจากนันประมาณ 15 นาทีทำการฉีดยาชา 

เขาไขสันหลังควย 2% xylocaine hydrochloride ( Astra,Sweden) จำนวน 6 มล. เพอให 

เกิดการชาบริเวณบั้นท้าย หลังจากบ ั้นให ้ thiopental ร๗ ium (Thiopental, Research 

Institute o f Antibiotics and Biotransformation, Szech Republic) เจอจาง 20% เป็น 

จำนวน 0.8 กรัมเข้าหลอดเลือดหลังใบห,แบบ knock down dose และต ่อท ่อพลาสต ิกให ้
V . V . 1

นำเกลือ 0.9% ปลอยใหประมาณ 15 หยดตอนาที ขณะทำการผาดัด

- นำสุกรขึ้นเตียงผาดัดและควบคุมโดยรัดบริเวณปลายขาบั้ง 4 ข้าง

-โกนขนบริเวณหน ้าท ้องในระด ับเด ้านม 4 ดูสุคท้ายและทำการฆาเขึ้อด้วย 

ท ิงเจอรั้ไอโอดีนและแอลกอฮอล 90%

- กรีดเป ิดช่องท้องบริเวณระหวางเด้านม 3 คู่สุดท้าย เป ิดข้นผิวหนัง เยื่อทุ้ม 

ไขมัน กด้ามเนื้อ และเยื่อบุช ่องท้อง

- หามดลูก ท่อนำไข่และรังไข่ ตรวจสอบการตกไข่โดยนับจำนวนคอรมัส

ลูเตียม

-ทำการเก ็บเอมบริโอระยะมอรูล ่าและบลาสโตชิส ซึ่งตามปกติจะอยู่ใน

มดลูกโดยการด้างมดลูกด้วยนี้ายา PBS + 2% Fetal Caft Serum (FCS) ข้างละประมาณ 

100 มล ลงในขวด (ร ูปท ี่2.1)

- เย ็บแผลปิคที่ป ีกมดลุกบั้งสองข้าง และเย็บแผลปิดหน้าท ้อง

- ส ุกรแต่ละตัวจะเก็บเอมบริโอเพ ียงครั้งเด ียวเท ่าบ ั้น
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วิธ ีการหาเอมบริโอและประเม ินคุณภาพ

นำนำยาที่ลางปีกมดลูกมาเทลงในจานทดลอง ส ่องหาเอมบริโอด้วยกล้อง

จุลทรรศนชนิดสเตอริโอ กำลังขยาย 40 เทาเพื่อหาเอมบริโอ ตลอดจนประเม ิน 

ค ุณภาพและระยะของเอมบริโอที่เก ็บไค เมื่อพบก็ใชปิเปฅดูค และเก็บไว้ในจานแล้ว 

ขนาดเล็ก เพ ื่อสะดวกในการแยกตัดแบ่งหรือเล ี้ยงเป ็นกลุมควบคุมต่อไป

การตรวจสอบคุณภาพของเอมบริโอมีความจำเป็นอย่างยิ่งโดยเฉพาะในช่วง 

4-5 วันหลังการผสม ควรจะตรวจก่อนว่าไข ่น ั้นไล้ร ับการผสมหรือไม่ และเป็นไข่ท ี่ 

เร ิ่มม ีการแบ่งตัวแล้วหรือยัง ถาามีการแบ่งตัวแลวเอมบริโอที่ไล้อยู่ในระยะไหน ตาม 

ปกติแล ้วเอมบริโอท ี่เก ็บไดระหว่างว ันท ี่ 4-5 จะอย ู่ในระยะมอเล ่า ส ่วนระยะ

บลาสโตช ิสจะอย ู่ระหว่างว ันท ี่ 5-6 หลังการผสม (รูปท ี่ 2.2)
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รูปที่ 2.1 แสดงการผ่าตัดเก็บเอมบริโอ 

ก. รังไข

ข.ฉ ีดนำยาชะลางเอมบร ิโอ เขาทางสายยางทีสอดเขาทาง ostium ถึง 

มดลูก

ค.รองรับนำยาชะลางมดลูก ผ่านสาย foley ดวยขวดแกว
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รูปที่2.2 แสดงเอมบริโอคุณภาพดีที่เก็บได้

ก. ระยะมอรูลา (วันที่ 4-5) ข. ระยะบลาสโตชิส (วันที่ 5-6)
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รูปที่ 2.3 ชุด micromanipulator พรอมกลอง (Olympus, Japan)

ก. Inverted microscope 

ค. Joy stride

ข. Microinjection

ง. ด้ามจับใบมีดหรือเข็มแกว
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วิธีแบงครึ่งเอมบริโอ

เอมบริโอที่จะทำการแบ่งจะถูกย้ายเข้าไปในหยดของ PBS+2 % FCS 

ปริมาณ 0.1-0.2 มล. ที่ปิดผิวดวยนามัน ( mineral oil:Sigma, USA) ซึ่งอยู่,ใน petridish 

การแบงใชชุด Micromanipulation (รูปที่2 . 3 ) ซึ่งประกอบด้วย inverted microscope 

และ mechanical micromanipulator ทำการแบงภายใดกลองจุลทรรศนกำลังขยาย 100 

เท่า โดยใช้วิธี 2 วิธี คือ

ก) การแบ่งด้วยใบมีด (microblade)

แบ่งครึ่งเอมบริโอดวยการใชใบมีด (มีความหนาของหน้าดัดใบมีดประมาณ 

20 ไมครอน) ที่เตรียมจากใบมีดโกนหนวด (Gillette) ชนิดบาง ใช้กรรไกรดัดเป็นชิ้น 

เล็ก ๆ ทำการตกแต่งใบมีดทังใบใหเรียบด้วยการนำใบมีดไป เจียนส่วนที่บ ิดเบี้ยวหรือ 

โคงงอออกดวยการใชเครื่องเจียน ใบมีดจะถูกยึดด้วยตัวจับที่ทำจาก micropipette ทำ 

มุมกับคมมีดประมาณ 45 ° (รูปที่ 2.4) จากนั้นนำมีดที่มีดัวจับไปยึดกับแขนด้านขวา 

ของเคร่ือง micromanipulator ซ่ึงต่อเขากับ joy stick ที่สามารถควบคุมให้แขนของ 

micromanipulator เคลื่อนที่ไดในสามทิศทางคือ ซาย-ขวา บน-ล่าง และขึน-ลง 

เอมบริโอที่จะแบ่งจะลูกยึดติดระหว่างการแบ่ง โดยการทำรอยขูดสองรอยขนานกันที่ 

กนของ plastic pétri dish ดวยใบมีดเล็ก ๆ ใบมีดจะอยู่เหนือเอมบริโอที่อยู่ระหวางรอย 

ข ูด 2 รอยที่ขนานกันกับใบมีด จากนั้นใบมีดจะถูกเลื่อนลงมาอย่างช้าๆ ด้วยการหมุน 

joystick จากนั้นเอมบริโอจะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วนเทาๆ กัน (รูปที่ 2.5)

ข) การแบงด้วยเข็มแก้ว

เอมบริโอจะถูกเอาออกมาจากจานเลี้ยง เพื่อทำให้โซนาเพลลูซิคานิ่ม โดย 

incubate เอมบริโอ ใน 0.3% pronase (sigma,USA) นาน 30 วินาทีที่อุณหภูมิห.อง ตาม 

ด้วยการล้างเอมบริโอด้วยนั้ายา เพาะเล้ียง 4 คร้ัง จากนั้นนำเอมบริโอมา incubate ใน 

หยดของน้ัายา Hanks’ balanced salt solution (HBSS) นาน 10 นาที เพ่ือทำให้เซลของ 

เอมบริโอหลุดจากกันหรือเกาะกันอยางหลวม ๆ (decompaction) ทำให้สะดวกต่อการ
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แบง (Nagashima et al., 1989; Ponzilius et al., 1987) จากนันจึงย้ายเอมบริโอเข้าไปใน 

หยด'PBS+2%FCS

แบ่งเอมบริโอภายใตเครื่อง micromampulator โดยใชเข็มแก้วซึ่งมีเส้น

ผาศูนยกลางภายนอก 10 ไมครอน 2 อัน ททำจาก micropipette (Narishige, Japan) คง

micropipette ใหเป็นเขมดวยการใชเครอง micropipette puller จากนันทำปลายเขมให

โคงงอประมาณ 30° ด้วย microforge ซึ่งเป็นกลอง microscope ต่ออับเครื่องหลอมแก้ว

ซ่ึงปลายเป็นขดลวดทองคำขาว (platinum) เมื่อผานกระแสไฟฟ้าไปที่ขดลวด จะทำให้

ลวดรอนแดงและสามารถที่จะดึง งอ หรือตัดเข็มแกวได นำเข็มที่เตรียมไวไปยึดกับ

แขนทังสองขางของใตเคร่ือง micromanipulator ซ่ึงตอเขาอับ joy stick!หส่วนโคงงอ

ของเข็มขนานอับพื้น เข็มจะถูกเล่ือนลงมาอย่างชา ๆ ทังสองข้าง วางเข็มขนานอันกด

ลงที่เอมบริโอแก้วแยกเข็มทั้งสองอันออกจากอัน (รูปที่ 2 .6)

หลังแบ่งครื่ง นำเอมบริโอทั้งหมดไปเลี้ยง โดยปราศจากโซนาเพลลูชิคา

เอมบริโอที่ถูกตัดแบ่งเป็น 2 สวน จะเล้ียงในห้ายาเพาะเลียงหยดเดียวอัน
• "  . "  . .

หมายเหตุ ในการแบงเอมบริโอจำเป็นตองแบงแบบใหสองสวนเทาอัน

(symmetry) โดยหากเป็นเอมบริโอระยะมอรูล่าจะแบงในแนวไหนก็ได แต่ถาเป็นระยะ

บลาสโตซิสจะตองใหแต่ละครึ่งประกอบดวยปริมาณของ inner cell mass และ

trophoblast cell ครึ่งละเทา ๆ กัน (รูปที่ 2.7)
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รูปที่ 2.4 แสดงใบมีดและเข็มแกวที่ใชแบ่งเอมบริโอ 

ก. ใบมีด ข. เข็มแกว

ค. Micropipette (Narishige,Japan)
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รูปที่2.6 แสดงการแบงครึ่งเอมบริโอโดยใชเข็มแกว
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การเลียงครึ่งเอมบริโอและเอมบริโอในหลอดทดลอง

เอมบริโอจากสุกรแต่ละตัวที่เก็บไคในแต่ละครังจะเลี้ยงไว้เป็นกลุ่มควบคุม 

โดยไม่ถูกแบ่งครึ่ง จะสุ่มมาประมาณ 20% ของเอมบริโอที่เก็บได้ เอมบริโอที่เหลือ 

อีก 80 % ซึ่งอยู่ในระยะเดียวกันและคุณภาพที่เหมือนกันจะนำมาแบ่งครึ่ง เอมบริโอ 

และครึ่งเอมบริโอจะถูกเลียงในหยด mKRB ภายใดนำมันที่มีไอนำอิ่มตัว อุณหภูมิ 39 

องศาเซลเซียส และมีความเขมขนของ 5% C02 สังเกตการเจริญเติบโตของ

เอมบริโอแเละครึ่งเอมบริโอหลังการเลี้ยง 24 ชม.ด้วย Inverted microscope กำลังขยาย 

ถึง 100 เทา โดยใชเกณฑทาง morphological เชน การรวมตัวกันเป็นก้อนกลมของครึ่ง 

เอมบริโอ การก่อรูปของ blastocoel และขอบเขตของการเสื่อมสลายของเซล ซ่ึงการ 

เจริญของครึ่งเอมบริโอหลังเลี้ยง ถูกจัดเป็น 3 กลุ่มตามวิธีการของ Nagashima และ 

คณะ (1989)คือ

1 . เป็นบลาสโตซิสและมีเซลเสื่อมสลายเล็กน้อย (<10%) และมองเห็น inner 

cell mass ชัดเจน ( grade A)

2 . เป็นบลาสโฅชิสที่มีเส้นผาสูนยกลางมากกว่ากลุม 1 โดยมีจำนวนเซลเสื่อม 

สลายมากขึน (10-20 %) และมองเห็น inner cell mass ไมชัดเจน ( grade B)

3. บลาสโตซิสเล็กๆ โดยปราศจากการมองเห็น inner cell mass และมีจำนวน 

การเสื่อมสลายของเซลมาก (>20%) หรือมีเซลกอนใหญ่บางอันไม่รวมกลุ่มกัน หรือมี 

การเสื่อมสลายของครึ่งเอมบริโออย่างสมบูรณ ( grade C)

เครื่องมือและอุปกรณ

y

1. ตูอบ C02 (Water-jacketed incubater): Model 3192,Forma scientific,

บ.ร.A.

2 . Microscope

- Dissecting microscope :01ympus,Japan

- Inverted microscope : Olympus, Japan



3.Lam inar flo w

4. pH meter

5. เคร่ืองชั่งไฟฟาละเอียด 

ô.Millipore filter (disposable)

7. Plastic syringe (disposable)

- 1 ml

- 5 และ 10 ml

8. Plastic tissue culture dish : Nonclonx, Denmark

9. Plastic tube

10. อุปกรณสำหรับเตรียมนำยา

1 1 . ชุดสายดูด

12 . เครื่องมือสำหรับผ่าตัดชุดใหญ่

13. ใบมีด (รูปที่ 2.4)

14. เข็มแก้ว (รูปที่ 2.4)

15. ชุด Micromanipulation

สารเคมี

1. นำยาสำหรับลางเครื่องแกว ใชนำยา 7X ( non-toxic neutral tissue 

culture detergents, ICN Biomedicals, USA)

2 . แอลกอฮอล์70%

3. Hanks’ balanced salt solution (HBSS) (Gibco, USA)

4. สารเคมีสำหรับไชเพาะเลียงเอมบริโอและครื่งเอมบริโอ

4.1 Crystallized Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma,USA)

4.2 Fetal Caft Serum (FCS)

4.3 สารเคมีสำหรับเตรียม mKRB และ PBS

- Sodium chloride (NaCl)
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- Potassium chloride (KC1)

- Calcium chloride (CaCl2)

- Potassium dihydrogen phosphate( KH2PO4)

- Magnesium sulfate hydrate (MgS0 4 .7H2 0 )

- Magnesium chloride ( MgCl2.6H20)

- Sodium bicarbonate (NaHC0 3 )

- di-Sodium hydrogen phosphate (Na2HP04)

- Sodium pyruvate (Na pyruvate)

- Glucose

- Penicillin G

- Streptomycin Sulfate 

5.. ฮอรโมนใช้กระตุนการเป็นสัด

- PG 600®-: Intervet,Holland

6 . ยาใช้ผาตัด

- StresnilR

- 2% xylocaine hydrochloride

- Thiopental sodium

นํ้ายาที่ใช้สำหรับเพาะเลียงเอมบ?โอ

mKRB เป็น simple salt medium ( ตารางท่ี 2.1) ซึ่งใช้เลี้ยงเอมบริโอของสุกร 

เป็นผลสำเร็จมาแล้ว เช่นใช้เพาะเลียงเอมบริโอระยะสองเซลถึงบลาสโฅชิส (มงคล 

และคณะ, 2532; Davis and Day, 1978; Saito et al., 1991; Reichelt and Niemann, 1994)

]  1 ‘พ พ
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รูปที่ 2.7 ไดอะแกรมแนวการแบ่งเอมบริโอ

ก. ระยะมอรูล่า ข. ระยะบลาสโตชิส

รูปที่ 2.8 แสดงเอมบริโอระยะมอรูล่าและบลาสโตชิสหลังจาก incubate ด้วย

0.3% pronase และHanks balanced salt solution กอนการแบง 

ก. ระยะมอรูล่า ข. ระยะบลาสโตซิส
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รูปที่ 2.9 แสดงครึ่งเอมบริโอหลังการแบ่งด้วยใบมีด (ก่อนเลียง)



ผสม เก็บเอมบริโอระยะมอรูลา

0 1 2 Î
PG 600r

3 4 5 6 7 8 ? 10 11 12 13L1J
เก็บเอมบริโอระยะบลาสโตชีส

รูปที่ 2.10 โปรแกรมการตกไข่ การผสม และการเก็บเอมบริโอ (วัน)

มอรูลา บลาสโตชิส

แบงควยใบมีด

1 1

บลาสโตซิส บลาสโตชิส

รูปที่ 2.11 ไดอะแกรมการแบงเอมบริโอ

บลาสโตซิส



ตารางท่ี 2.1 ส่วนประกอบของนํ้ายาเพาะเลี้ยงเอมบริโอชนิด mKRB ( Davis 

Day, 1978)

ส่วนประกอบ gm/1

NaCl 7.021

KC1 0.10

Na2HP04 1.15

CaC12.2H20 0.1325

Na-pyruvate 0.036

glucose 1.0

Penicillin G 0.06

Streptomycin 0.05

ตารางที่2.2 ส่วนประกอบของน,ายาล้างเอมบริโอชนิด PBS

ส่วนประกอบ gm/1

NaCl 8.0

KC1 0.2

KH2P04 0.2

MgCl2 0.1

Na2HP04 1.15

CaC12.2H20 0.1325

Na-pyruvate 0.036

glucose 1.0

Pemcillin G 0.06

Streptomycin 0.05
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การทำความสะอาคเครื่องแกว

1. แช่ในนำยา 2% 7X เป็นเวลาไม่ตํ่ากวา 24 ชม.

2 . เขาเตาอบแหง แลวนำไปอบฆาเชึ้อจุลินทรียที่อุณหภูมิ 180 ° c  นาน

2 ชม.

การเตรียมน้ํายาเพาะเลี้ยงเอมบุรีโอ

นำกลั่นสำหรับใชเตรียมนำยาเพาะเลียง เป็นนากลั่นที่ปราศจากไอออน มี 

ความบรีฤ[ทธิกง 18 เมกะโอหม และตองปราศจากไพโรเจน โดยเตรียมนำยานีจากนำ 

ประปาผานเครื่องกรอง ระบบนํ้ามิลลิอารโอ (Milli-ROr 4 water purification system) 

แลวเก็บในภาชนะที่ทำจากพลาสติกนอนทอกซิค โพลีเอทธีลิน สตอเรจแทงค แล้วผ่าน 

เครื่องกรองระบบนา มิลลิคิว ( Milli-Q Reagent Grade Water System)

การเตรยมนำยาเพาะเลยง modified Kreb-Ringer Bicarbonate Solution! mKRB)

นายาเพาะเลี้ยงชนิดนี้ เตรียมโ คยช่งสารตามนาหนักที่ล้องการ (ตารางท่ี

2 .1) แยกโซเดียมไบคารบอเนต แคลเซียมคลอไรคและ phenol red ละลายในนากลั่น 

ไล้ต่างหาก อย่างละ 10 มล ละลายสารอึ๋นในห้ากลั่น 120 มล คนให้ละลายเช่ากันจึง 

เติมสารละลาย 3 ชนิดที่แยกละลายไวก่อน แลวเติมนำกลั่นใหครบ 200 มล. จากนัน 

จึงกรองด้วยแผ่นกรองที่มีขนาครูกรอง 0.22 ไมครอน จะไล้ stock solution เก็บไล้ที่ 

อุณหภูมิ 4 °c  ก่อนใช่ห้ายาเพาะเลี้ยงปรับ pH ให้ไล้ 7.2-7 4 ห้วย 10% HC1 และ 10% 

NaOH ก่อนใช่อยางห้อย 6 ชม จึงเติม fetal caft serum ลงไป

การเตรยมนำยา phosphate - buffered saline (PBS)

เตรียมโคยช่งสารตามนำหนักที่ล้องการ (ตารางท่ี 2 .2) แยกโซเดียม

ไบคารบอเนต แคลเซียมคลอไรดและ phenol red ละลายในห้ากลั่นไล้ต่างหากอย่างละ
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10 มล ละลายสารอื่นในนำกลั่น 120 มล คนใหเขากันแลวเติมสารละลาย 3 ชนิดท่ีแยก 

ละลายไว เติมนำกลั่นใหครบ 1000 มล กรองด้วยแผนกรอง ขนาดรูกรอง 0.22

ไมครอน จะได้ stock solution เก็บได้ที่อุณหภูมิ 4°c ปรับ pH ได ้ได ้7.2-7 4 ด้วย 

10% HC1 และ 10% NaOH กอนใชอยางนอย 6 ชม จงเติม fetal caft serum ลงไป

สถิติวิเคราะห

การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการเจริญของครึ่งเอมบริโอในทั้งสองระยะและ 

วิธีการทั้งสองวิธี กับกลุ่มควบคุม โดยใช้ chi-square เป็นคาสถิติในการทดสอบเปรียบ 

เทียบกำหนดให้ระดับความเชึ่อลั่นมีนัยสำคัญที่ P < 0.05
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