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Abstract

Objective—The study was conducted to determine the effect of serum types on Interferon-Tau (IFN-t) 
and BCL-2 expression in bovine embryos production. 

Materials and Methods—Bovine ovaries (n=54) were obtained at a local slaughterhouse. Oocytes were 
cultured in TCM-199 supplemented with serum type as treatments (10% BSA, 10% FCS, and 10% ECS, 
respectively). Mature oocytes were placed in Fert-TALP media for fertilization. Total cellular RNA sam-
ples were extracted from frozen embryos.  RNA samples were used for cDNA synthesis using a reverse 
transcription.  A relative abundance mRNA of IFN-t and BCL-2 was determined by a quantitative real-
time RT-PCR.

Results—The recovery rates of oocytes and the percentages of healthy oocytes were significantly greater 
in 3-8 mm follicles than in <3 mm follicles (P<0.01).  Percentages of mature oocytes in TCM-199 supple-
mented with 10% FCS, ECS and BSA were not significantly different (P>0.05) compared to the control. 
Percentages of fertilized embryos supplemented with 10% FCS, ECS and BSA were also not significantly 
different (P>0.05) compared to the control. Cleavage rates of 4-8 cells and morula stage supplemented 
with 10% FCS, ECS and BSA were significantly greater than (P<0.01) that of the control. However, rela-
tive abundance mRNA of IFN-t and BCL-2 expression among treatments were not significantly different 
(P>0.05).  

Conclusion—Although serum types in this study did not affect IFN-t and BCL-2 mRNA expression, 
they affected the maturation of oocytes and in vitro embryos production.
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ผลของชนิดซีรัมต่อการแสดงออกของโปรตนีอนิเทอร์เฟียรอน
ทาว และบีเซลล์ลมิโฟมา 2 ในการผลติเอม็บริโอของโค
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วไิลวรรณ ขนัธุแสง1, สุทธิพงศ ์อุริยะพงศส์รรค์1, กนกวรรณ จารุก�ำจร3, พิสมยั ยนืยาว4

บทคัดย่อ

วตัถุประสงค์ เพื่อศึกษาผลของชนิดซีรัมต่อการแสดงออกของโปรตีนอินเทอร์เฟียรอนทาว และ B-

cell lymphoma 2 (BCL-2) ในการผลิตเอม็บริโอของโค 

วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการ เกบ็รังไข่จากโรงฆ่าสตัว ์(n=54) และน�ำเอาโอโอไซตท์�ำการเพาะเล้ียงใน 

TCM-199 แบ่งออกเป็น 4 ทรีทเมนต ์ดงัน้ี ทรีทเมนตท่ี์ 1 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงไม่มีการเสริมซีรัม ทรีท

เมนตท่ี์ 2 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย BSA 10% ทรีทเมนตท่ี์ 3 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย FCS 10% 

และทรีทเมนตท่ี์ 4 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย ECS 10% โอโอไซตท่ี์เจริญพร้อมปฏิสนธิเพาะเล้ียง

โดยใชน้�้ ำยา Fert-TALP ท�ำการแช่แขง็เอม็บริโอและสกดั RNA จากนั้นน�ำตวัอยา่ง RNA เพื่อท�ำ re-

verse transcription จนกระทัง่ได ้cDNA และเกบ็ไวท่ี้อุณหภมิู -20 ºC ศึกษาปริมาณของ mRNA ของ

โปรตีน IFN-t และ BCL-2 ในตวัอยา่งเอม็บริโอดว้ยวธีิ quantitative real-time RT-PCR 

ผลการศึกษา พบว่าความสามารถในการเก็บไดข้องโอโอไซตจ์ากฟอลลิเคิลขนาด 3-8 มิลลิเมตร         

สูงกวา่ฟอลลิเคิลขนาดนอ้ยกวา่ 3 มิลลิเมตร อยา่งมีนยัส�ำคญัยิง่ (P<0.01) เปอร์เซ็นตก์ารเจริญพร้อม

ปฏิสนธิของโอโอไซตใ์นกลุ่มท่ีเพาะเล้ียงดว้ย TCM-199 เสริมดว้ย FCS, ECS และ BSA 10 เปอร์เซ็นต ์

ไม่มีความแตกต่างกนักบักลุ่มควบคุม (P>0.05) และเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิของเอม็บริโอในกลุ่มท่ี

เสริมดว้ย FCS, ECS และ BSA 10 เปอร์เซ็นต ์ไม่มีความแตกต่างกนักบักลุ่มควบคุม (P>0.05) นอกจาก

น้ีเปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตของเอม็บริโอในระยะ 4-8 เซลลแ์ละมอรูล่า ท่ีเสริมดว้ย FCS, BSA และ 

ECS 10 เปอร์เซ็นต ์ สูงกวา่กลุ่มควบคุม (P<0.01) อยา่งไรกต็ามปริมาณ mRNA ของ IFN-t และ  

BCL-2 ในการผลิตเอม็บริโอของโคในแต่ละทรีทเมนตไ์ม่มีความแตกต่างกนั (P>0.05) 

ข้อสรุป ชนิดซีรัมท่ีเสริมไม่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน IFN-t และ BCL-2 อยา่งไรกต็ามชนิด

ซีรัมท่ีเสริมส่งผลต่อการพฒันาพร้อมปฏิสนธิของโอโอไซตแ์ละการผลิตเอม็บริโอของโคภายนอก

ร่างกาย
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บทนำ�

	 การผลิตโคเน้ือในปัจจุบนัไดมี้การน�ำเอาเทคโนโลยชีีวภาพ โดยมีการน�ำเทคโนโลยกีารยา้ย

ฝากเอม็บริโอ (embryo transfer) เขา้มาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุสตัวก์วา้งขวางข้ึน เน่ืองจากวธีิการดงั

กล่าวเป็นการกระจายพนัธุกรรมท่ีมีลกัษณะท่ีตอ้งการไดอ้ยา่งรวดเร็ว แต่พบวา่การยา้ยฝากเอม็บริโอ

มีขอ้จ�ำกดัอยู ่ส่งผลใหก้ารยา้ยฝากเอม็บริโอไม่ประสบความส�ำเร็จเท่าท่ีควร โดยในขั้นตอนของการ

ยา้ยฝากเอม็บริโอมีกระบวนการท่ีส�ำคญั คือการเพาะเล้ียงเอม็บริโอก่อนท่ีจะท�ำการยา้ยฝากเอม็บริโอ

เขา้ไปในตวัแม่ [1] โดยน�้ำยาท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงมีผลต่อการพฒันาของเอม็บริโอภายนอกร่างกาย

เป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมีส่วนประกอบของสารส�ำคญัต่างๆ เช่น โปรตีน ฮอร์โมน ยาปฎิชีวนะ เป็นตน้ 

ซ่ึงเป็นปัจจยัส�ำคญัท่ีน�ำไปใชใ้นการพฒันาระบบต่างๆ ของเซลล ์การสร้างสารต่างๆ ท่ีจ�ำเป็นต่อการ

ฝังตวั และการพฒันาการของเอม็บริโอ ซ่ึงปัจจุบนัพบวา่มีการเสริมแหล่งโปรตีนใหก้บัเอม็บริโอโดย

ท�ำการเสริมในน�้ำยาเพาะเล้ียงในแต่ละระยะของการพฒันาของเอม็บริโอ ยกตวัอยา่ง เช่น fetal calf 

(FCS), estrous cow (ECS) และ bovine serum albumin (BSA) เป็นตน้ โดยการท่ีเอม็บริโอจะเขา้ฝัง

ตวัในมดลกูของแม่ไดน้ั้นจะตอ้งเกิดกระบวนการท่ีเรียกวา่ การยอมรับการตั้งทอ้ง (maternal recogni-

tion of pregnancy) โดยพบว่าเอ็มบริโอโคและแกะในระยะ บลาสโตซีสมีการสร้างโปรตีน คือ            

อินเทอร์เฟียรอนทาวจากโทรโฟบลาส และส่งสญัญาณไปกระตุน้ผนงัมดลกูชั้นใน ซ่ึงมีตวัรับสญัญาณ

อยู ่ เช่น CXCL10, LGALS15 [2] โดยพบวา่ IFN-t จะไปยบัย ัง้การสงัเคราะห์ PGF
2
a และสนบัสนุนการ

คงสภาพของ corpus luteum (CL) ซ่ึงเป็นแหล่งในการสงัเคราะห์ฮอร์โมนโปรเจสเทอโรน เพื่อรักษา

สภาพภายในมดลูกใหเ้หมาะสมต่อการฝังตวัของเอม็บริโอ นอกจากนั้นโปรตีนตระกลู BCL-2 ยงั

แบ่งออกได ้ 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีท�ำหนา้ท่ีในการยบัย ั้งการตายของเซลล ์ (BCL-2, BCL-W, BCL-XL, 

MCl-1) และกลุ่มท่ีท�ำหนา้ท่ีเป็นตวักระตุน้การตายของเซลล ์(BAX, BAK, BAD, BCL-XS) จากการ

ทดลองของ Rizos et al. [1] พบวา่มีปริมาณของ BCL-2 โปรตีนสูงในกลุ่มโอโอไซตแ์ละเอม็บริโอท่ี

มีคุณภาพดี และมีการเกิดการตายของเอม็บริโอในปริมาณท่ีนอ้ย ในทางตรงกนัขา้มพบวา่ปริมาณของ 

BAX โปรตีนมีปริมาณสูงในกลุ่มโอโอไซต ์ และเอม็บริโอท่ีมีคุณภาพไม่ดี ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีมี

วตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของชนิดซีรัมต่อปริมาณของ mRNA ของ IFN-t และ BCL-2 ในการผลิต

เอม็บริโอของโคภายนอกร่างกาย
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ

	 วิธีการศึกษาคร้ังน้ีไดผ้า่นความเห็นชอบโดยคณะกรรมการจรรยาบรรณและมาตรฐานการ

เล้ียงและการใชส้ตัวเ์พือ่งานทางวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น (Reference No. 0514.1.12.2/48) 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) แบ่งชนิดของน�้ำยา

เพาะเล้ียงออกเป็น 4 ทรีทเมนต ์ดงัน้ี 	

	 ทรีทเมนต์ที ่1 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงไม่มีการเสริมซีรัม

	 ทรีทเมนต์ที ่2 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย BSA 10% 

	 ทรีทเมนต์ที ่3 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย FCS 10% 

	 ทรีทเมนต์ที ่4 ใชน้�้ ำยาเพาะเล้ียงเสริมดว้ย ECS 10% ซ่ึงเตรียมจากการเจาะเลือดโคตวัเมียท่ี

เป็นสดัในช่วง standing heat น�ำเลือดท่ีไดไ้ปป่ันแยกส่วนของซีรัม และน�ำไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 56 ºC 

เป็นเวลา 30 นาที น�ำไปเกบ็ท่ีอุณหภมิู -20 ºC

สัตว์ทดลอง

	 เกบ็รังไข่จ�ำนวน 54 รังไข่จากแม่โคลกูผสมพนัธ์ุพื้นเมืองไทย อาย ุ3-5 ปี น�้ำหนกัประมาณ 

200-400 กิโลกรัม จากโรงฆ่าสตัวใ์นเทศบาลนครขอนแก่น แลว้น�ำมายงัหอ้งปฏิบติัการภายในเวลา 

2 ชัว่โมง ระหวา่งการขนส่งรังไข่ถกูรักษาอุณหภมิูไวท่ี้ 37 ºC เกบ็โอโอไซตจ์ากฟอลลิเคิลท่ีมีขนาด

เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 2-8 มิลลิเมตร โดยใชก้ระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร และเขม็ฉีดยาเบอร์ 

18 จากนั้นน�ำของเหลวจากฟอลลิเคิลใส่ลงในจานพลาสติกกลมปลอดเช้ือขนาด 90 x15 มิลลิลิตร 

(Nuclon® Delta, Nalge Nunc International, Denmark) เติมสารละลาย dPBS (Gibco, N.Y., USA) 1 

มิลลิลิตร แลว้น�ำมาส่องหาโอโอไซตภ์ายใตก้ลอ้งสเตอริโอ (stereomicroscope, Olympus SZ-ST, 

Japan) ลา้งโอโอไซต ์ 3 คร้ังในน�้ ำยา dPBS ท�ำการประเมินคุณภาพของโอโอไซตต์ามวิธีการของ 

Gordon [3]

การเตรียมโอโอไซต์เพือ่พร้อมปฏิสนธินอกร่างกาย

	 น�ำโอโอไซตท์ั้งสองกลุ่มมาลา้งในน�้ำยาเพาะเล้ียง (TCM-199; Sigma, St. Louis, M.O., USA 

เสริมดว้ย 10% ซีรัมในกลุ่มทดลองและยาปฏิชีวนะ 1%) 3 คร้ัง เพาะเล้ียงในจานพลาสติกกลมปลอด

เช้ือขนาด 35 x 10  มิลลิลิตร แลว้ปิดทบัดว้ยน�้ำมนัแร่ (mineral oil) เพาะเล้ียงในตูบ่้มท่ีอุณหภมิู 38.5 ºC 

CO
2
 5% และความช้ืน 99% เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง โดยดดัแปลงจากวธีิของ Hochi et al. [4]

การเตรียมอสุจแิละการปฏิสนธินอกร่างกาย

	 น�ำโอโอไซตท่ี์พร้อมปฏิสนธิมาลา้งดว้ยสารละลาย dPBS ก่อนท�ำการปฏิสนธิ น�ำโอโอไซต์

ไปใส่ในจานท่ีมี fertilization medium 250 ไมโครลิตร (Tyrode medium กบั 25 ไมโครลิตร Na-lactate 

22 นาโนโมล Na-Py 1 นาโนโมล fatty acid-free BSA 6 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และ heparin-sodium salt 

(184 units/mg heparin; Calbiochem, San Diego, A, USA) น�ำอสุจิท่ีมีการเคล่ือนท่ีดีมาป่ันเหวีย่งดว้ยสาร 
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Percoll ท่ีมีความเขม้ขน้ 90% (Pharmacia, Uppsala, Sweden) เป็นเวลา 8 นาที ท่ีอุณหภมิูหอ้ง ในท่ีสุดจะ

ไดอ้สุจิท่ีมีชีวิตรอดและส่วนท่ีเป็นช้ินเลก็ๆประมาณ 90% น�ำไปท�ำความสะอาดดว้ยเคร่ือง Hepe-

buffered Tyrode แลว้ยา้ยเขา้ไปใส่ใน microdrops เพ่ือท�ำการปฏิสนธิ หลงัจากปฏิสนธิน�ำมาเพาะเล้ียง

ในตูบ่้มท่ีอุณหภมิู 38.5 ºC ความเขม้ขน้ CO
2
 5% และความช้ืน 99% เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมงโดย

ดดัแปลงจากวธีิของ Rizos et al. [1]

การเพาะเลีย้งเอ็มบริโอภายนอกร่างกายและการแช่เขง็เอ็มบริโอ

	 เพาะเล้ียงเอม็บริโอท่ีปฏิสนธิแบบนอกร่างกายสตัวโ์ดยท�ำการแยกส่วนของน�้ำยาเพาะเล้ียง

แต่ละกลุ่มโดยแยก microdrops และเพาะเล้ียงในตูบ่้มท่ีอุณหภมิู 38.5 ºC CO
2
 5% และความช้ืน 99% 

เป็นระยะเวลา 5-7 วนั เปล่ียนน�้ำยาเพาะเล้ียงทุกๆ 24 ชัว่โมง ศึกษาอตัราการแบ่งตวัของเอม็บริโอใน

แต่ละระยะ (ระยะ 4-8 เซลล ์ระยะมอรูล่า และระยะบลาสโตซีส) โดยประเมินสณัฐานวทิยาในวนัท่ี 

3 4 และ 5 ตามล�ำดบั ตามวธีิของ Gandhi et al. [5] เม่ือไดเ้อม็บริโอระยะบลาสโตซีสน�ำมาแช่ใน

สารละลายแช่แขง็ ซ่ึงประกอบดว้ย TCM-199 เสริมดว้ยกลีเซอรอล (Sigma, St. Louis, M.O., USA) 

20% เป็นเวลา 1 นาที แลว้บรรจุลงในหลอดขนาด 0.25 มิลลิลิตร ยาว 2 เซนติเมตร ท่ีมี TCM-199 

บรรจุอยูแ่ละกั้นดว้ยฟองอากาศ น�ำหลอดบรรจุเอม็บริโอมาท�ำใหส้มัผสักบัไอของไนโตรเจนเหลวท่ี

อุณหภมิู -170 ºC 3 นาที จากนั้นจึงจุ่มหลอดลงในไนโตรเจนเหลว แลว้เกบ็รักษาเพื่อรอการวเิคราะห์

การสกดัและการประเมินคณุภาพของ RNA

	 สุ่มตวัอยา่งเอม็บริโอมาท�ำละลายโดยการน�ำหลอดบรรจุเอม็บริโอสมัผสัอากาศ 10 วนิาที น�ำ

มาจุ่มในน�้ำอุ่น 36 ºC 3 นาที ตั้งหลอดข้ึนแลว้เขยา่ใหส้ารละลายทั้ง 2 เขา้กนั จากนั้นจึงน�ำเอม็บริโอ

ออกจากหลอดและลา้งดว้ยสารละลาย TCM-199 3 คร้ังๆ ละ 2 นาที ดดัแปลงตามวธีิการของ Van et 

al. [6] จากนั้นน�ำตวัอยา่งมาสกดั RNA โดยใชชุ้ดสกดัส�ำเร็จรูป High pure RNA tissue kitÒ (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ท�ำการตรวจสอบคุณภาพของ RNA ตามวธีิการของ Rizos 

et al. [1] แลว้น�ำตวัอยา่ง RNA ไปเกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภมิู -80 ºC เพื่อรอการวเิคราะห์ต่อไป

การท�ำ Reverse transcription

	 ท�ำ Reverse transcription (RT) โดยใชชุ้ดสกดั Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis KitÒ 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) โดยเตรียม หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร เพ่ือ

เตรียม RT reaction ปริมาตรรวม 11.4 ไมโครลิตร (ประกอบดว้ย 4 ไมโครกรัม total RNA ปริมาตร 

2 ไมโครลิตร 2.5 ไมโครโมล Anchoredoligo (dT) 18 Primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 60 ไมโครโมล 

Random Hexamer Primer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ ปรับปริมาตรดว้ยน�้ำ PCR grade ปริมาตร 6.4 

ไมโครลิตร) จากนั้นน�ำหลอด PCR น�ำมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 ºC เป็นเวลา 10 นาที และท�ำการหยดุ

ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 4-6 ºC จากนั้นน�ำหลอด PCR มาเตรียมส่วนผสมอ่ืนๆให้ไดป้ริมาตรรวม 20 

ไมโครลิตร ท�ำการป่ันเหวีย่งท่ี 2000 rpm เวลา 30 วนิาที น�ำหลอด PCR เขา้ไปในเคร่ือง PCR ตาม
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โปรแกรม Reverse Transcription ท่ีอุณหภมิู 50 ºC 30 นาที 1 รอบ และ หยดุปฏิกิริยา 10 นาที น�ำ

ตวัอยา่ง cDNA มาเกบ็รักษาท่ีอุณหภมิู -20 ºC

การวเิคราะห์ปริมาณ mRNA 

	 วเิคราะห์ปริมาณ mRNA โดย Quantitative real-time RT-PCR ตามวธีิการของบริษทัผูผ้ลิต

เคร่ืองมือ Chromo 4 TM Four-Color Real-Time Detector (Bio-Rad Laboratories Inc. California, 

USA) ประกอบดว้ย 96-well reaction และตั้งโปรแกรม ดงัน้ี Pre-Incubation 1 รอบ 95 ºC เป็นเวลา10 

นาที Amplification 50 รอบ ตามวธีิการของบริษทัผูผ้ลิตเคร่ืองมือ

การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

	 ขอ้มลูท่ีไดน้�ำมาทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยการวเิคราะห์ความแปรปรวน (Anal-

ysis of Variance, ANOVA) โดยใช ้PROC ANOVA [7] เปรียบเทียบขนาดของฟอลลิเคิลต่อความ

สามารถในการเกบ็โอโอไซต ์โดยการทดสอบไคสแควร์ (Chi-square test) [8] การพฒันาพร้อมปฏิสนธิ

ของโอโอไซต ์การปฏิสนธิและการเจริญเติบโตของเอม็บริโอภายนอกตวัสตัวข์องโค และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างค่าเฉล่ียของปริมาณ mRNA ของ IFN-t และ BCL-2 ดว้ยวธีิ Duncan’s New Multiple 

Range Test (DMRT)

ผลการศึกษา

ผลของขนาดฟอลลเิคลิต่อความสามารถในการเกบ็โอโอไซต์ 

	 จากการศึกษาพบว่าฟอลลิเคิลท่ีมีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 3-8 มิลลิเมตร มีเปอร์เซ็นตใ์นการเก็บ     

โอโอไซต ์ สูงกว่าฟอลลิเคิลท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางนอ้ยกว่า 3 มิลลิเมตร (57.2 และ 49.3%, 

(P<0.01)) ดงัแสดงใน Table 1

ผลของชนิดซีรัมทีเ่สริมในสูตรน�้ำยาการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอ TCM-199 ต่อการพฒันาความพร้อม

ปฏิสนธิของโอโอไซต์โคในการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอภายนอกตัวสัตว์

	 จากการศึกษาพบวา่เปอร์เซ็นตก์ารเจริญพร้อมปฏิสนธิของโอโอไซตใ์นกลุม่ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย 

Table 1. The Recovery Rate of Oocyte Obtained from Bovine Ovaries

Follicle size (mm) No. of follicle No. of oocyte % Recovery of healthy 
oocyte

3-8 1208 691 57.2a

< 3 827 408 49.3b

total 2035 1099
a, b Means in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.01).
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TCM-199 เสริมดว้ย 10% BSA สูงกวา่อยา่งมีนยัส�ำคญัยิง่ (P<0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเสริม

ดว้ย 10% FBS, 10% ECS และกลุ่มควบคุม (54.7, 50.0, 51.6 และ 43.2% ตามล�ำดบั) ดงัแสดงใน 

Table 2

ผลของชนิดซีรัมทีเ่สริมในสูตรน�้ำยาการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอต่อการปฏิสนธิและการเจริญเติบโต

ของเอ็มบริโอภายนอกตัวสัตว์

	 จากการศึกษาสูตรน�้ ำยาเพาะเล้ียงเอม็บริโอภายนอกตวัสัตว ์ โดยเสริมซีรัม 3 ชนิด พบวา่

เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิของเอม็บริโอในกลุ่มท่ีท�ำการเสริม 10% FCS และ 10% BSA สูงกวา่อยา่งมี

นยัส�ำคญั (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเสริมดว้ย 10% ECS และกลุ่มควบคุม (41.2, 41.1, 39.8 

และ 38.2% ตามล�ำดบั) 

Table 2. Effect of Serum Types on In Vitro Maturation of Bovine Cumulus-oocyte Complexes

Supplementation No. of collected oocyte No. of mature 
oocyte

% Mature oocyte

Control 256 110 43.2c

10% BSA 256 140 54.7a

10% FCS 256 128 50.0b

10% ECS 256 131 51.6b

a, b, c Means in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.01).

Table 3. Effect of Serum Types on In Vitro Fertilization and In Vitro Culture in Bovine 

Embryos Production

Supplementation
% Embryos 
fertilization

% Cleavage of embryos

4-8 cell morula blastocyst

Control 38.2b

(42/110)
100.0

(15/15)
24.6c

(4/15)
0.0c

(0/15)

10% BSA 41.2a

(58/140)
100.0

(57/57)
38.6a

(22/57)
8.8a

(5/57)

10% FCS 41.1a

(53/128)
100.0

(50/50)
26.0b

(13/50)
6.0b

(3/50)

10% ECS 39.8b

(54/131)
100.0

(54/54)
27.8b

(17/54)
7.4b

(4/54)
a, b, c Means in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.01).



KKU  Vet  J      Vol. 22  No. 1  January - June  201236

	 การเจริญและพฒันาของเอม็บริโอโคท่ีเสริมดว้ย BSA มีผลต่ออตัราการเจริญเติบโตของ

เอม็บริโอระยะมอรูล่าสูงกวา่อยา่งมีนยัส�ำคญั (P<0.05) ในกลุ่มท่ีเสริม FCS ECS และกลุ่มควบคุม 

(38.6, 26.0, 27.8 และ 24.6% ตามล�ำดบั) และระยะบลาสโตซีสสูงกวา่อยา่งมีนยัส�ำคญั (P<0.05) ใน

กลุ่มท่ีเสริม FCS ECS และกลุ่มควบคุม (8.8, 6.0, 7.4 และ 0.0 % ตามล�ำดบั) ดงัแสดงใน Table 3

ผลของซีรัมทีเ่สริมในสูตรน�้ำยาการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอต่อปริมาณของ mRNA ของIFN-t และ 

BCL-2 ในโค

	 จากการศึกษาผลของชนิดซีรัมท่ีเสริมในสูตรน�้ำยาเพาะเล้ียงเอม็บริโอต่อปริมาณ mRNA ของ 

IFN-t ในโค จากภาพการส่งสญัญาณของ mRNA เม่ือวเิคราะห์ดว้ยวธีิการ Quantitative Real-time 

RT-PCR ดงัแสดงใน Figure 1

	 การเปรียบเทียบผลของชนิดซีรัมท่ีเสริมต่อปริมาณ mRNA ของเอม็บริโอ พบวา่ ปริมาณ 

mRNA ของเอม็บริโอท่ีเสริมซีรัมทั้งสามชนิด คือ BSA FCS และ ECS ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงปริมาณ mRNA ของ IFN-t พบวา่ การเสริม ECS มีปริมาณของ 

mRNA ของ IFN-t ท่ีสูงสุด รองลงมาไดแ้ก่ FCS และ BSA ตามล�ำดบั (1.39, 0.43 และ 0.09 ตาม

ล�ำดบั) ดงัแสดงใน Figure 2 

	 ส่วนการศึกษาการเปรียบเทียบผลของชนิดซีรัมท่ีเสริมตอ่แสดงออกของ BCL-2 ในสูตรน�้ำยา

การเพาะเล้ียงเอม็บริโอท่ีผลิตแบบนอกตวัสตัว ์พบวา่ ปริมาณ mRNA ของ BCL-2 เม่ือท�ำการเสริม      

Figure 1. The Quantitative mRNA Expressiona

aUsing The Chromo 4 TM Four Color Read-Time Detector (Bio-Rad, California, USA)
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ซีรัมทั้งสามชนิด คือ BSA FCS และ ECS มีความแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส�ำคญั (P>0.05) แต่อยา่งไร

กต็ามเม่ือพจิารณาถึงปริมาณ mRNA พบวา่ การเสริม ECS มีการแสดงออกของ BCL-2 สูงสุด รองลง

มาคือ FCS และ BSA ตามล�ำดบั (4.22, 2.16 และ 0.70 ตามล�ำดบั) ดงัแสดงใน Figure 3

วิจารณ์

	 จากการทดสอบผลของขนาดฟอลลิเคิลต่อความสามารถในการเก็บโอโอไซต์ พบว่า              

ฟอลลิเคิลขนาดนอ้ยกวา่ 3 และ 3-8 มิลลิเมตร มีเปอร์เซ็นตค์วามสามารถในการเกบ็โอโอไซตแ์ตก

ต่างกนั (P<0.05) แสดงใหเ้ห็นวา่ขนาดของฟอลลิเคิลมีผลต่อความสามารถในการเกบ็โอโอไซต ์ซ่ึง

สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Lonergan et al. [9] พบวา่ขนาดของฟอลลิเคิลมีผลต่อความสามารถใน

Figure 2. Effect of Serum Types on Relative Abundance mRNA of IFN-t Expression in 

Bovine Embryos

Figure 3. Effect of Serum Types on Relative Abundance mRNA of BCL-2 Expression in 

Bovine Embryos
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การเกบ็โอโอไซตแ์ตกต่างกนั นอกจากน้ีฟอลลิเคิลท่ีมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางมากกวา่ 8 มิลลิเมตร จะ

ใชร้ะยะเวลาท่ีเพาะเล้ียงสั้นกวา่ เน่ืองจากมีการเจริญของโอโอไซตไ์ปแลว้บางส่วน [5]

	 การเสริม FCS ECS และ BSA ในสูตรน�้ำยาเพาะเล้ียงโอโอไซต ์ในการศึกษาคร้ังน้ี ใหผ้ลต่อ

การพฒันาการท่ีสมบูรณ์ของโอโอไซตโ์คไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ แสดงใหเ้ห็นวา่ FCS และ ECS 

มีองคป์ระกอบของสารต่างๆ ท่ีส่งผลใหมี้การพฒันาการท่ีสมบูรณ์ของโอโอไซตโ์คไดไ้ม่แตกต่าง

กนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Ocana et al. [10] พบวา่การเสริม 20% ECS เปรียบเทียบกบั 20% 

FCS ส่งผลใหก้ารพฒันาการท่ีสมบูรณ์ของโอโอไซตโ์ค และคุณภาพของโอโอไซตดี์ข้ึนเม่ือเปรียบ

เทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดเ้สริมซีรัม

	 จากการศึกษาของ Leibfried-Rutledge et al. [11] ท�ำการเสริม FCS ท่ีความเขม้ขน้10% ใน

สูตรน�้ำยาเพาะเล้ียงโอโอไซต ์TCM-199 พบวา่ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารพฒันาการท่ีสมบูรณ์ของ โอโอไซต์

โค เท่ากบั 73% นอกจากน้ีการเสริม FCS และ ECS ยงัส่งผลใหก้ารพฒันาของเอม็บริโอถึงระยะ         

บลาสโตซีสดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดเ้สริม [5] ในขณะท่ีการศึกษาของ Wang et al. [12] 

ท�ำการเสริม FCS ท่ีความเขม้ขน้ 5% ในสูตรน�้ ำยา TCM-199 ใหก้ารพฒันาของเอม็บริโอในระยะ      

บลาสโตซีส เท่ากบั 52% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในคร้ังน้ี ผลของชนิดซีรัมต่อการแบ่งตวัและ

พฒันาการของเอม็บริโอของโคระยะแรกไปจนถึงระยะพร้อมในการยา้ยฝากเอม็บริโอและสามารถ

ฝังตวัในมดลูกของแม่โค (cleavage rate of embryos) พบวา่การเจริญและการพฒันาของเอม็บริโอโค

ตั้งแต่ระยะการแบ่งเซลล ์ 4-8 เซลลไ์ปจนถึงระยะมอรูล่าและระยะบลาสโตซีสสูงกวา่กลุ่มควบคุม

อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ 

	 เอม็บริโอโคในระยะบลาสโตซีส มีการสร้างอินเทอร์เฟียรอนทาวจากโทรโฟบลาส และจะ

ส่งสญัญาณไปกระตุน้ผนงัมดลูกชั้นใน ซ่ึงในชั้นน้ีมีตวัรับสญัญาณอยู ่เช่น Chemokine (C-X-C motif) 

ligand 10 (CXCL10) Galectin-15 (LGALS15) เป็นตน้ [2] ในการทดลองคร้ังน้ี พบวา่ปริมาณ mRNA 

ของ IFN-t ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ อยา่งไรกต็ามเม่ือพิจารณาถึงปริมาณการแสดงออกของ

จีน พบวา่การเสริม ECS มีแนวโนม้ปริมาณ mRNA ของ IFN-t ท่ีสูง รองลงมาคือ FCS และ BSA 

ตามล�ำดบั (1.39, 0.43 และ 0.09 ตามล�ำดบั) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Rizos et al. [1] ไดศึ้กษาการ

เสริมซีรัมสองชนิด คือ FCS และ BSA ในน�้ำยาเพาะเล้ียงเอม็บริโอพบวา่ ปริมาณ mRNA ของ IFN-

t ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ แต่อยา่งไรกต็ามปริมาณ mRNA ของ IFN-t ในกลุ่มของเอม็บริโอ

ท่ีเพาะเล้ียงในน�้ำยาเพาะเล้ียงเอม็บริโอในการเสริมชนิดซีรัม มีปริมาณ mRNA ของ IFN-t ท่ีสูงกวา่

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดเ้สริมซีรัม

	 จากการทดลองของ Yang and Rajamahendran [13] พบวา่มีปริมาณ mRNA ของ BCL-2 สูง

ในกลุ่มโอโอไซตแ์ละเอม็บริโอท่ีมีคุณภาพดีและมีการเกิดการตายของเอม็บริโอในปริมาณท่ีนอ้ย ใน

ทางตรงกนัขา้มพบวา่ปริมาณของจีน BAX โปรตีนมีปริมาณสูงในกลุ่มโอโอไซตแ์ละเอม็บริโอท่ีมี
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คุณภาพไม่ดี [14] จากการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่ปริมาณ mRNA ของ BCL-2 ไม่มีความแตกต่างกนั อยา่งไร

กต็ามเม่ือพิจารณาถึงปริมาณการแสดงออกของจีนพบวา่ การเสริม ECS มีแนวโนม้ปริมาณ mRNA 

ของ BCL-2 ท่ีสูง รองลงมาคือ FCS และ BSA ตามล�ำดบั

	 จากการศึกษาผลของชนิดซีรัมต่อปริมาณของ mRNA ของ IFN-t และ BCL-2 ในการผลิต

เอม็บริโอของโค สรุปผลไดด้งัน้ี (1) ขนาดฟอลลิเคิลส่งผลต่อความสามารถในการเกบ็โอโอไซต ์(2) 

โอโอไซตท่ี์คุณภาพดีส่งผลต่ออตัราการเจริญและการพฒันาไปจนถึงระยะท่ีโอโอไซตพ์ร้อมปฏิสนธิ

ไดสู้งกวา่โอโอไซตคุ์ณภาพไม่ดีนอกจากน้ียงัส่งผลต่อการลดลงของอตัราการตายของโอโอไซต ์(3) 

การเสริม FCS, ECS และ BSA ในสูตรน�้ำยาเพาะเล้ียงโอโอไซตส่์งผลต่อการพฒันาการท่ีสมบูรณ์

ของโอโอไซตแ์ละการปฏิสนธิภายนอกร่างกายของโค และ (4) ชนิดซีรัมท่ีเสริมไม่ส่งผลต่อปริมาณ

ของ mRNA ของ IFN-t และ BCL-2 ดงันั้นชนิดซีร่ัมท่ีเสริมในน�้ำยาเพาะเล้ียงส่งผลต่อการพฒันา

พร้อมปฏิสนธิและคุณภาพของโอโอไซตต์ลอดจนการผลิตเอม็บริโอภายนอกร่างกาย
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