
มงคล เตชะกำพุ*  ยันต์  สุขวงศ์ **  มาลี  อภิเมธีธำรง**
ศิริวัฒน์  อินทรมงคล***  และจินตนา  อินทรมงคล***

ภายหลังการกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่

*      Department of Obstetrics Gynaecology and Reproduction, Faculty of Veterinary Science,
        Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand
**   Animal Husbandry Division
*** Al Division, Department of Livestock Development, Ministry of Agriculture and Cooperatives

            Six-day embryos were recovered from 25 swamp buffalo cows treated with pregnant mare serum
gonadotropin (2,500 iu PMSG, n=9) and follicle stimulating hormone (280 mg, n=12 and 400 mg FSH, n=4).
Two techniques, non surgical collection from live animals and direct flushing after slaughter were compared.
The oocytes were collected from ovaries immediately after slaughter by aspiration with or without ovarian
chopping. The studies showed that 0.44+0.59 embryos were collected from PMSG group, while 1.38+1.31
embryos were collected in FSH group. Fifty percent to 60% of recovered embryos were transferable. The
non surgical technique gave a low recovery rate (14.40%) and a low number of recovered embryos
(0.38+0.56) and of transferable embryos (0.13+0.22) per donor. The average number of oocytes collected
were 14.78+13.7 per ovary after aspiration and 34.33+13.7 per ovary after aspiration and chopping which
presented the average of 18.23+15.45  per ovary. About 48% of recovered oocytes were surrounded by
cumulus mass with one or more layers and they can be matured in vitro after 12 hr of  preservation and
transportation at room temperature (25oC) at the rate of 5.8%. From this experiment, we showed that the
embryos can be recovered  from superstimulated buffalo cows treated with PMSG or FSH and the oocytes

can be collected, preserved and matured in vitro .
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EMBRYO AND OOCYTE COLLECTION IN THAI SWAMP
BUFFALO (Bubalus bubalis) AFTER SUPEROVULATION
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การเก็บตัวอ่อนและโอโอไซต์จากแม่กระบือปลักไทย
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การเก็บตัวอ่อนและโอโอไซต์จากแม่กระบือปลักไทยภายหลังการกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่

          ทำการเก็บตัวอ่อนอายุ 6 วัน จากแม่กระบือปลักจำนวน 25 ตัว หลังกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่ด้วยฮอร์โมน
แพรกแนน แมร์ ซีรัม โกนาโดโทรปิน (พีเอ็มเอสจี) ขนาด 2500 ไอยู (n=9) และฟอลลิเคิล สตีมูเลทติง
ฮอร์โมน (เอฟเอสเอช) 2 ขนาด คือ 280 มิลลิกรัม (n= 12)  และ 400 มิลลิกรัม (n=4)โดยใช้เทคนิคการ
ชะล้างมดลูกแบบไม่ผ่าตัดและชะล้างท่อนำไข่และมดลูกโดยตรง หลังกระบือถูกฆ่า (17 ตัว) และทำการเก็บ
โอโอไซต์จากรังไข่ด้วยวิธีการเจาะดูด หรือ/และวิธีการตัดย่อยรังไข่ จากการศึกษาพบว่าเก็บตัวอ่อนได้เท่ากับ
0.44+0.59 ใบในกลุ ่มพีเอ็มเอสจี และ 1.38+1.31 ใบในกลุ ่มเอฟเอสเอช  โดยประมาณ 50-60%
เป็นตัวอ่อนที่คุณภาพดีและนำไปย้ายฝากได้   การเก็บแบบไม่ผ่าตัดได้จำนวนตัวอ่อนน้อยกว่า คือได้เพียง
0.38+0.56 ใบต่อตัว และตัวอ่อนดีเท่ากับ 0.13+0.22 ใบต่อตัวเท่าน้ัน  การเก็บโอโอไซต์ด้วยการเจาะดูดได้เท่ากับ
14.78+13.7 ใบต่อรังไข่  ส่วนการเจาะดูดร่วมกับการตัดย่อยรังไข่ได้เท่ากับ 34.33+13.7 ใบต่อตัว เฉล่ียเท่ากับ
18.23+15.45 ใบต่อตัว  โดยประมาณ 48% เป็นโอโอไซต์ชนิดที่มีเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบหนึ่งหรือหลายชั้น
และเมื่อนำไปเลี้ยงให้เจริญพร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลองหลังขนส่งและเก็บไว้นานที่อุณหภูมิห้องประมาณ
12 ชั่วโมง พบว่าอัตราการเจริญดังกล่าวเท่ากับ 5.8% จากการทดลองนี้พบว่าสามารถเก็บตัวอ่อนและโอโอ
ไซต์    จากแม่กระบือหลังกระตุ้นเพิ่มการตกไข่ได้    และโอโอไซต์ที่เจาะได้จากรังไข่สามารถเจริญพร้อม
ปฏิสนธิได้
คำสำคัญ  :  ตัวอ่อน โอโอไซต์ การกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่ กระบือปลัก

                             บทนำ
              การผลิตตัวอ่อนจากกระบือหลังการกระตุ้น
รังไข่ด้วยฮอร์โมนโกนาโดโทรปินเป็นวิธีท่ีใช้เพ่ือเพ่ิม
จำนวนสัตว์พันธ์ุดี ได้มีการใช้ฮอร์โมนโกนาโดโทร
ปินชนิดแพรกแนน แมร์ ซีรั่ม โกนาโดโทรปิน
(พีเอ็มเอสจี) และชนิดฟอลลิเคิล สติมูเลทติงฮอร์โมน
(เอฟเอสเอช) โดยท้ังสองชนิดมีความแตกต่างกันใน
ด้านเภสัชจนลศาสตร์และวิธีใช้       ทำให้ผลการตอบ
สนองท่ีได้แตกต่างกัน ในประเทศไทยได้มีรายงาน
หลายฉบับเก่ียวกับการเก็บตัวอ่อนในแม่กระบือหลัง
กระตุ้นรังไข่เพื ่อเพิ ่มการตกไข่โดยใช้ฮอร์โมน

อย่างใดอย่างหน่ึงแต่ส่วนมากมักสรุปในแนวเดียวกันคือ
จำนวนตัวอ่อนต่อตัวเก็บได้น้อย  (Chantaraprateep et al.,
1989,  Tanomthong, 1992,  1994;  Kobayashi  et  al.,
1993, Bunjonrat   et al., 1995, )  งานวิจัยข้างต้นใช้วิธี
การเก็บตัวอ่อนด้วยการชะล้างมดลูกแบบไม่ผ่าตัด
ซึ ่งรายงานความสำเร็จในการเก็บเพียง 50%
หรือน้อยกว่าจนถึงเก็บไม่ได้เลย  แม้ว่าจะตรวจพบว่ามี
การตกไข่     การดูดเก็บโอโอไซต์จากรังไข่หลังกระตุ้น
เพ ิ ่ มการตกไข ่ ย ั ง ไม ่ ม ี ร ายง านแต ่ อย ่ า ง ใด
จะมีเพียงการเก็บโอโอไซต์จากรังไข่ของกระบือจาก
โรงฆ่าสัตว์เท่านั ้น   (Apimeteetumrong  et  al.,
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1996)    ซ่ึงการเก็บโอโอไซต์เป็นวิธีท่ีมีประโยชน์ต่อการ
ปฏิสนธิในหลอดทดลองเพ่ือผลิตตัวอ่อนท่ีได้มีการใช้กัน
อย่างแพร่หลายในโค งานวิจัยน้ีมีจุดประสงค์ท่ีจะเก็บตัว
อ่อนให้มากท่ีสุดจากฝูงแม่กระบือพันธ์ุดีก่อนถูกคัดท้ิงจาก
ฝูง    ภายหลังจากการกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่ด้วยฮอร์โมน
พีเอ็มเอสจีและเอฟเอสเอช   และศึกษาถึงจำนวนของโอ
โอไซต์ท่ีได้จากรังไข่ท่ีได้รับการกระตุ้นแล้วนำมาเล้ียงให้
พร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลองเพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการ
นำไปปฏิสนธิในหลอดทดลองต่อไป

                            อุปกรณ์และวิธีการ
แม่กระบือ
              คัดเลือกแม่กระบือปลักท่ีถูกคัดออกจากฝูงท้ังหมด
25 ตัว จากสถานีบำรุงพันธุ ์สัตว์  จังหวัดสุรินทร์
เป็นกระบือท่ีมีสภาพร่างกายสมบูรณ์และเคยให้ลูกมาแล้ว
เฉล่ีย 5.5 ตัว (2-11 ตัว) โดยมีอายุเฉล่ียประมาณ 10.3  ปี
(5-15 ปี)  ล้วงตรวจสอบรังไข่และมดลูกผ่านทางทวารหนัก
เฉพาะแม่กระบือท่ีมีรังไข่และมดลูกปกติเท่าน้ันท่ีใช้ในการ
ทดลอง  กระบือดังกล่าวเล้ียงแบบปล่อยทุ่งในเวลากลางวัน
(8.00-18.00 น.) และนำกลับเข้าคอก ในเวลากลางคืนหลัง
18.00 น. โดยให้หญ้าสด อาหารข้น และ  น้ำเต็มท่ี

โปรแกรมการกระตุ้นเพิ่มการตกไข่ด้วยฮอร์โมน
              กระตุ้นเพ่ิมการตกไข่เพ่ือผลิตตัวอ่อนจำนวนหลาย
ใบด้วยฮอร์โมนโกนาโดโทรปินชนิดแพรกแนน แมร์
ซีรัม โกนาโดโทรปิน (พีเอ็มเอสจี,   Folligon

R , Intervet,
Holland)  ขนาด 2,500 ไอยู หรือฟอลลิเคิล สตีมูเลทติง
ฮอร์โมน (เอฟเอสเอช,  Follotropin R, Vetrapharm,
Canada) ขนาด 280 มิลลิกรัม และ 400 มก.

ดังแสดงในตารางท่ี 1    สำหรับฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีน้ัน
ทำการฉีดเข้ากล้ามเน้ือคร้ังเดียวในวันท่ี 12  ของโปรแกรม
การกระตุ้น หลังให้สารพรอสตาแกลนดิน  เอฟ  ทู  อัลฟา
(PGF2α , Prostavet  , Virbac, France)  จำนวน 15  มิลลิกรัม
เข็มแรก (วันท่ี 1 ของโปรแกรม)  ในแม่กระบือท่ีตรวจพบ
คอร์ปัส ลูเทียม (corpus luteum) บนรังไข่ ส่วน
ฮอร์โมนเอฟเอสเอช ทำการฉีดวันละ 2 คร้ัง (เช้า 8.00 น./
เย็น 18.00 น.)  ห่างกัน 10  ช่ัวโมง ในระหว่างวันท่ี 10-13
ของโปรแกรม รวมท้ังหมด 4 วัน  ใช้ฮอร์โมนเอฟเอสเอช
2 ขนาด คือ 280 มิลลิกรัม (50/50, 40/40, 30/30, 2020) จำนวน
12 ตัว และ 400 มิลลิกรัม (80/80, 60/60,40/40,20/20) จำนวน
4 ตัว  ในแม่กระบือท่ีควบคุมวงจรการเป็นสัดด้วยฮอร์โมน
โปรเจสเตอโรนชนิดสอดเข้าช่องคลอด (CIDR-B , RAB,
Australia) ในการศึกษาน้ีแบ่งแม่กระบือออกตามโปรแกรม
ของการกระตุ้นการเพ่ิมการตกไข่เป็น 3 กลุ่ม คือ
    กลุ ่มที ่ 1  แม่กระบือจำนวน 9 ตัวกระตุ ้นด้วย
ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน ชนิดแพรกแนนแมร์ ซีรัม
โกนาโดโทรปิน (พีเอ็มเอสจี) ขนาด 2500 ไอยู
        กลุ ่มที ่ 2  แม่กระบือจำนวน 8 ตัวกระตุ ้น ด้วย
ฟอลลิเคิล สตีมูเลทติง ฮอร์โมน (เอฟเอสเอช) 2 ขนาด คือ
280  มิลลิกรัม  และ  400  มิลลิกรัม จำนวนอย่างละ 4  ตัว
          แม่กระบือในกลุ่มท่ี 1 และ 2 ตรวจนับจำนวนคอร์ปอ
ร่า ลูเทีย และฟอลลิเคิลที่ไม่ตก (unovulated folllicles)
ขนาดต้ังแต่ 10 มิลลิเมตรข้ึนไป  บนผิวของรังไข่โดยตรง
หลังฆ่ากระบือและทำการเก็บตัวอ่อนจากการชะล้างท่อนำไข่และ
มดลูกโดยตรง  (Direct flushing collection, DF)
        กลุ ่มที ่ 3 แม่กระบือจำนวน 8 ตัวกระตุ ้น  ด้วย
ฟอลลิเคิล สตีมูเลทติง ฮอร์โมน (เอฟเอสเอช)  ขนาด  280
มิลลิกรัม     ตรวจสอบการตอบสนองของรังไข่ด้วยวิธีการ
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ตารางท่ี 1   โปรแกรมการกระตุ้นการเพ่ิมการตกไข่ในกระบือปลักด้วยฮอร์โมน PMSG หรือ FSH

วันของโปรแกรม             PMSG (n= 9)             FSH (n= 16)

             1               ล้วงตรวจรังไข่            ล้วงตรวจรังไข่
               PGF2α(เช้า)       สอด CIDR-B (เช้า)

           2-8        -         -
            10        -          FSH (เช้า/เย็น)
            11        -          FSH (เช้า/เย็น)
            12    PMSG 2,500 ไอยู (เช้า)          FSH (เช้า/เย็น)

               PGF2α (เช้า)                     ดึง CIDR-B ออก (เช้า)
       PGF2 a (เช้า/เย็น)

            13           FSH (เช้า/เย็น)
               สังเกตการเป็นสัด (เช้า/เย็น)                   สังเกตการเป็นสัด (เช้า/เย็น)

         14-15            ผสมเม่ือเป็นสัด         ผสมเม่ือเป็นสัด

          20-21 เก็บตัวอ่อนหลังผสม 6 วัน                  เก็บตัวอ่อนหลังผสม 6 วัน

ล้วงผ่านทางทวารหนัก และเก็บตัวอ่อนแบบไม่ผ่าตัด
(Non surgical collection, NS) ดังวิธีท่ีรายงานโดย
Lohachit  และคณะ (1987)
        รายละเอียดในการเก็บตัวอ่อน  เร่ิมจากตรวจการ
เป็นสัดในแม่กระบือด้วยการนำกระบือเข้าไปในฝูงหลัง
ฉีด PGF2α หรือหลังถอด CIDR-B ออก ในวันท่ี 13
ของโปรแกรม  และทำการผสมแม่กระบือที่เป็นสัด
สองครั ้ง   ครั ้งแรกผสมธรรมชาติด้วยพ่อพันธุ ์
และครั ้งสองด้วยการผสมเทียมน้ำเชื ้อแช่แข็ง
กระบือปลักประมาณ วันท่ี 14-15 ของโปรแกรม
หลังจากนั้นทำการเก็บตัวอ่อนในวันที่ 6  หลังผสม
คร้ังแรก (วันท่ี 20-21 ของโปรแกรม)  ด้วยวิธี NS
ในกลุ่ม  3  และเก็บตัวอ่อนแบบ DF  ในกลุ่มท่ี 1 และ

2  รวมทั ้งตรวจนับจำนวนการตกไข่ (คอร์ปอร์
ลูเทียม)และฟอลลิเคิลขนาดใหญ่กว่า  10  มิลลิเมตร
บนรังไข่ในแต่ละข้าง
            วิธีการเก็บตัวอ่อนด้วยวิธี DF นั้นโดยทำการ
ตัดอวัยวะสืบพันธ์ุท้ังหมดจากตัวแแม่กระบือทันทีหลัง
กระบือถูกฆ่าใช้กรรไกรตัดแยกเอาท่อนำไข่และมดลูก
ออกจากพังผืดใกล้เคียงแยกรังไข่ออกมาแล้ว    ตัดปีก
มดลูก (uterine horn) เหนือตัวมดลูก (body) ประมาณ
1 เซนติเมตร  ทำท้ังปีกมดลูกด้านซ้ายและด้านขวาเช่น
เดียวกัน หลังจากนั้นใช้น้ำยาล้างตัวอ่อน (Vigro
media , RAB, Australia)   ดูดใส่ไซริงค์ 10 มิลลิลิตร
ต่อกับเข็มเบอร์ 18  ท่ีตัดปลาย  สอดปลายเข็มเข้าไปใน
ปากแตรของท่อนำไข่ จับยึดปลายท่อกับเข็มแล้วทำ
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การไล่น้ำยาลงจากปลายท่อนำไข่ไปยังปลายมดลูกที่
ตัดออกอย่างช้า ๆ    รองรับน้ำยาที่ชะล้างออกลงในจาน
ทดลองขนาด 100x20 มิลลิเมตร ที ่ปลอดเชื ้อ
ชะล้างซ้ำอย่างน้อย 4 คร้ัง แต่ละคร้ัง  ใช้น้ำยาประมาณ
10 มิลลิลิตร นำน้ำยาชะล้างมา  ตรวจหาตัวอ่อนภายใต้
กล้องสเตริโอ กำลังขยาย  10 - 20  เท่า   บันทึกจำนวน
ระยะและคุณภาพตัวอ่อนท่ีเก็บได้
การเก็บโอโอไซต์จากรังไข่
            ทำการเก็บโอโอไซต์ในแม่กระบือกลุ่มที่ 1 และ
2  จำนวน 17 ตัว โดยนำรังไข่ใส่ในกระติกควบคุมอุณหภูมิ
เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง  (25OC)   ขนส่งจากสถานีบำรุงพันธ์ุ
จังหวัดสุรินทร์ มาท่ีห้องปฏิบัติการย้ายฝากตัวอ่อนของกอง
ผสมเทียม จังหวัดปทุมธานีใช้เวลาประมาณ  12  ช่ัวโมง
ต้ังแต่กระบือถูกฆ่าถึงการเก็บโอโอไซต์    ทำการเก็บโอโอ
ไซต์จากรังไข่  28  อัน   ด้วยวิธีการเจาะดูดอย่างเดียวจากแม่
กระบือ  จำนวน 14   ตัว  และด้วยวิธีเจาะดูดร่วมกับการตัด
ย่อยรังไข่เป็นชิ้นเล็ก  ๆ  จำนวนรังไข่  6 อัน  จากแม่
กระบือจำนวน  3  ตัว    การเก็บโอโอไซต์ท่ีอยู่ในฟอลลิเคิล
ทำโดยใช้วิธีการเจาะดูดของเหลวจากฟอลลิเคิลขนาดต้ัง
แต่ 2 มิลลิเมตรขึ้นไป ด้วยการใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 18
ต่อกับไซริงค์ขนาด 5 มิลลิเมตร ที่มีน้ำยาสำหรับเก็บ
ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร   เจาะบริเวณใกล้ ๆ  ฟอลลิเคิลท่ีมอง
เห็นได้ที่ผิวของรังไข่และเจาะผ่านเข้าไปในฟอลลิเคิล
แล้วดูดเอาของเหลวออกมา     ส่วนการตัดย่อยรังไข่เป็น
ช้ินเล็ก ๆ   น้ันทำโดยยึดรังไข่ด้วยปากคีบในจานทดลอง
ขนาด 100 x 20 มิลลิเมตร  ท่ีมีน้ำยาชะล้างตัวอ่อนอยู่ประ
มาณ  5  มิลลิลิตร     ใช้ใบมีดผ่าตัดปลอดเช้ือ กรีดบนผิวของ
รังไข่เป็นรอยถี่ ๆ ตามขวางและตามยาวจนทั่วรังไข่
แล้วแกว่งรังไข่ไปมาหลาย ๆ ครั ้งในจานทดลอง
แล้วตรวจหาและเก็บโอโอไซต์ใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด
สเตอริโอกำลังขยาย 10  เท่า จึงนำโอโอไซต์ไปใส่ใน
จานทดลองขนาด  10x35  มิลลิเมตร ท่ีมีน้ำยา  TCM 199

Hepes จำนวน 1 มิลลิลิตร บรรจุอยู่   นำโอโอไซต์มา
ประเมินคุณภาพโดยแบ่งเป็น 5 ชนิด ตามที ่
Apimeteetumrong (1996) และ Techakumphu และคณะ
(2000) ได้รายงานไว้ คือ
            1.     โอโอไซต์ชนิด  CCO  (Complex  cumulus   oocyte)
เป็นชนิดท่ีมีเซลล์คิวมูลัสจำนวนหลายช้ันหุ้มล้อมรอบเปลือก
โซนา เพลลูซิด้า
          2. โอโอไซต์ชนิด P (Partial cumulus oocyte)
เป็นชนิดที่มีเซลล์คิวมูลัสหุ้มหนึ่งถึงสองชั้นรอบเปลือก
โซนา เพลลูซิด้า
          3. โอโอไซต์ชนิด D (Denude oocyte) เป็นชนิดไม่
มีเซลล์คิวมูลัสหุ้มเลยรอบเปลือกโซนา เพลลูซิด้า
          4. โอโอไซต์ชนิด EXP (Expanded cumulus oocyte)
เป็นชนิดที่มีเซลล์คิวมูลัสหุ้มกระจายรอบเปลือกโซนา
เพลลูซิด้า
          5. โอโอไซต์ชนิด Deg (Degenerated oocyte)
เป็นโอโอไซต์ท่ีมีไซโตพลาซึมภายในเส่ือมสลาย
       นำโอโอไซต์มาเล้ียงในน้ำยา TCM199+10% fetal calf
serum  ในตู้อบ 5%CO2 ที่มีความชื้นสัมพัทธ์เต็มที่
หลังเล้ียง 24 ช่ัวโมง นำโอโอไซต์ย้อมสีด้วยวิธี Rapid stain-
ing  method (Apimeteetumrong, 1996)  ตรวจการเกิดสภาวะ
พร้อมปฏิสนธิโดยดูจากการปรากฎตัวของโครโมโซมระยะ
เมทาเฟส ทู ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 200-
1000 เท่า
                                    ผลการศึกษา
ผลการเก็บตัวอ่อนและการกระตุ้นเพิ่มการตกไข่
           พบว่าการฉีดฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี ได้จำนวนตัวอ่อน
เท่ากับ 0.44+0.59   (0-1)  ใบต่อตัวจากจำนวนของการตกไข่
เท่ากับ 1.44+0.81(0-4) ใบต่อตัว  คิดเป็น   30.6%  และมี
ฟอลลิเคิลบนรังไข่ที่เหลืออยู่เท่ากับ 15.57+6.49(4-34)
ใบต่อตัว  ได้จำนวนตัวอ่อนคุณภาพดีเท่ากับ 0.22+0.35(0-
1)   ใบต่อตัว คิดเป็น  50%   (ตารางท่ี 2)   และในส่วนของ
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ฮอร์โมนเอฟเอสเอช  ท้ังสองขนาด  เฉล่ียได้จำนวนตัวอ่อน
เท่ากับ 1.38+ 1.31 (0-3)  ใบต่อตัว จากจำนวนของการ
ตกไข่เฉล่ียเท่ากับ 3.75+2.69(1-11) ใบต่อตัว คิดเป็น
36.8%   และพบฟอลลิเคิลบนรังไข่เท่ากับ  9.63+2.72 (2-14)
ใบต่อตัว และไม่พบความแตกต่างของขนาดของฮอร์
โมนเอฟเอสเอชท่ีใช้ระหว่าง 280 และ 400 มิลลิกรัม
โดยเก็บตัวอ่อนได้ 1.25+1.39(0-4)  ใบต่อตัว (33.3%)
และ 2.00+1.33(0-4)  ใบต่อตัว (53.3%) ตามลำดับ

ส่วนการเก็บตัวอ่อนแบบไม่ผ่าตัดได้จำนวนตัวอ่อน
เท่ากับ 0.38+0.56(0-2) ใบต่อตัว  จากจำนวนการตกไข
เท่ากับ 2.63+1.28(1-5) ใบต่อตัว คิดเป็น 14.4%
โดยมีฟอลลิเคิลบนรังไข่เท่ากับ 2.63+2.63(0-8)
ใบต่อตัว จำนวนตัวอ่อนปกติในแต่ละกลุ่มเท่ากับ
1.25+1.38(0-4),   0.5+0.75(0-2)  และ 0.13+0.22(0-
1) ใบต่อตัว คิดเป็นอัตราของตัวอ่อนปกติเท่ากับ 100,
25 และ 34.2% ตามลำดับ (ตารางท่ี 2)

ผลการเก็บโอโอไซต์
              พบว่าจำนวนโอโอไซต์ท่ีใช้วิธีเจาะดูดจากรังไข่ท่ี
ถูกกระตุ้นจากแม่กระบือ 17 ตัว เท่ากับ 14.78+13.7(6-
52) ใบต่อตัว จากรังไข่ 28 อัน  และหากใช้วิธีการดูด
เก็บร่วมกับการสับย่อยรังไข่    จะได้โอโอไซต์ท่ีเพ่ิม

ข้ึนเป็น 34.33+17.56(2-51) ใบต่อตัว  จากรังไข่ 6 อัน
เฉล่ียเท่ากับ 18.23+15.45 ใบต่อตัว โดยแยกเป็นโอโอ
ไซต์ชนิด CCO+P เท่ากับ 8.82+10.55(48.38%) ชนิด
denude  เท่ากับ 3.70+5.16(20.29%)  ชนิด EXP เท่ากับ
2.29+0.9(12.56%)  และชนิด  Deg  เท่ากับ  3.29+6.23
(18.04%) (ตารางท่ี 3)

ตารางท่ี  2  ผลการกระตุ้นรังไข่และการเก็บตัวอ่อนหลังกระตุ้นด้วยฮอร์โมน PMSG และ FSH

วิธีการเก็บตัวอ่อน Direct Flushing after Slaughter                                           Non
                                                                                          surgical

ขนาดของฮอร์โมนท่ีใช้                      PMSG          FSH(280)              FSH(400)             Total          FSH(280)
จำนวนแม่กระบือทดลอง                          9                       4                        4                       8                    8
จำนวนแม่กระบือท่ีตอบสนอง (%)         3(33.30)                  2(50)                        3(75)                 5(62.50)             6(75)
จำนวนการตกไข่                                1.44+0.81        3.75+3.62              3.75+1.75        3.75+2.69     2.63+1.28
                                                                 [0-4]               [1-11]                     [1-6]                [1-11]            [1-5]
จำนวนฟอลลิเคิลท่ีไม่ตกไข่             15.57+6.49        8.25+3.75           11.00+1.5          9.63+2.72     2.63+2.63
                                                                 [4-34]             [2-12]                   [9-14]                [2-14]            [0-8]
จำนวนตัวอ่อนท่ีเก็บได้(%)                 0.44+0.59        1.25+1.39            2.00+1.33         1.38+1.31      0.38+0.56
                                                               (33.60)             (33.30)                (53.30)               (36.80)          (14.40)
                                                                 [0-1]                [0-4]                    [0-4]                   [0-3]             [0-2]
จำนวนตัวอ่อนท่ีย้ายฝากได้(%)          0.22+0.35         1.25+1.38             0.5+0.75          0.88+1.0       0.13+0.22
                                                                  (50)                 (100)                     (25)                 (63.8)            (34.2)
                                                                 [0-1]                 [0-4]                     [0-2]                 [0-4]              [0-1]
FSH(280) = FSH 280 mg, FSH(400) = FSH 400 mg
[   ] ค่าพิสัย
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ตารางท่ี   3    ผลการเก็บโอโอไซต์จากรังไข่ท่ีได้รับการกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่ในกระบือ 17 ตัว   ท่ีส่งโรงฆ่าสัตว์

วิธีการเก็บ   จำนวน    จำนวน                                            ชนิดของโอโอไซต์
โอโอไซต์     รังไข่ ฟอลลิเคิล*

    จำนวนรวม          CCO+                 D            EXP             Deg
การเจาะดูด        28     15.21          14.78             8.64             2.57            2.43            0.86

 +11.39       +13.7               +11.37             +4.54         +4.31         +1.99
การเจาะดูด         6       7.00          34.33             9.00                9.00                1.67               14.67
และการตัด    +5.00                 +17.56                +7.06              +5.29              +0.58               +7.02
ย่อยรังไข่
รวม        34    13.76          18.23            8.82           3.70           2.29            3.29

+10.91       +15.45        +10.55         +5.16           +.90          +6.23
     (48.38%)      (20.29%)      (12.56%)       (18.04%)

ผลการเกิดสภาวะพร้อมปฏิสนธ ิ
                   ผลการเลี้ยงโอโอไซต์เพื่อให้เกิดสภาวะพร้อม
ปฏิสนธิ  (in vitro maturation)   พบว่าได้อัตราความสำเร็จ
เท่ากับ 5.8%  จากโอโอไซต์ท้ังหมด 51 ใบ  โอโอไซต์ชนิด
CCO  เป็นชนิดที่ให้อัตราความสำเร็จมากที่สุดเท่ากับ
14.3% รองลงมาคือชนิด P เท่ากับ 5% และน้อยท่ีสุดคือ
denude เท่ากับ 4.2% (ตารางท่ี  4)

                                        วิจารณ์
              การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าสามารถเก็บตัวอ่อน
จากแม่กระบือปลักหลังกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่โดยใช้โปร
แกรมที ่ใช้ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีหรือเอฟเอสเอชได้
รวมท้ังเก็บโอโอไซต์จากรังไข่และนำมาเล้ียงให้เกิดความ
พร้อมปฏิสนธิได้   โดยประสิทธิผลของการเก็บตัวอ่อนจะ
เกี ่ยวข้องกับโปรแกรมการกระตุ ้นเพิ ่มการตกไข่
ขนาดของฮอร์โมนและวิธีการเก็บตัวอ่อน  การกระตุ้น

ีเพ่ิมการตกไข่พบว่ามีความผันแปรของการตอบสนองค่อน
ข้างสูงและมีจำนวนฟอลลิเคิลท่ีไม่เกิดการตกไข่เป็นจำนวน
มากด้วย ซ่ึงเป็นสาเหตุสำคัญของการได้จำนวนตัวอ่อนต่ำ
ในการทดลองน้ี
            จากการใช้โปรแกรมแรกด้วยฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีได้
ได้จำนวนตัวอ่อนเพียง 0.44 ใบต่อตัว และตัวอ่อนที่มี
คุณภาพดีที่อาจนำไปย้ายฝากได้เท่ากับ 0.22 ใบต่อตัว
เท่าน้ัน ซ่ึงต่ำกว่าโปรแกรมท่ีสองท่ีใช้ฮอร์โมนเอฟเอสเอช
ท่ีได้ประมาณหน่ึงถึงสองตัวอ่อนต่อตัวโดยไม่พบความแตก
ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติในขนาดของฮอร์โมนระ
หว่าง 280 มิลลิกรัม และ  400 มิลลิกรัม  ท่ีใช้ฉีดกระตุ้น
ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีมักเป็นฮอร์โมนท่ีใช้กันอย่างแพร่หลาย
ในอดีตเพ่ือกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่แต่จากงานวิจัยส่วนมาก
พบว่าฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีไม่เหมาะสมในการกระตุ้นการ
เพิ่มการตกไข่ในกระบือปลักนัก Tanomtong (1992)
ทดลองใช้ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีอย่างเดียวหรือร่วมกับฮิวแมน

* จำนวนฟอลลิเคิลท่ีปรากฎบนรังไข่ขนาดต้ังแต่ 10 มิลลิเมตรข้ึนไป
(%) = อัตราส่วนของชนิดของโอโอไซต์เปรียบเทียบกับโอโอไซต์ท้ังหมดท่ีเก็บได้
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ตารางท่ี 4   ผลการเล้ียงโอโอไซต์เพ่ือให้พร้อมปฏิสนธิในกระบือ 17 ตัวท่ีส่งโรงฆ่าสัตว์
ชนิดของโอโอไซต์               จำนวนโอโอไซต์             โครโมโซม

   ระยะเมทาเฟส ทู(%)
CCO+P                            27                2(7.40)
-  CCO                             7              1(14.30)
-  P                            20                  1(5)
Denude                            24               1(4.20)
รวม                            51               3(5.80)

โครีโอนิก โกนาโดโทรปิน (HCG) หรือร่วมกับแอนต้ี
พีเอ็มเอสจี (anti-PMSG) พบจำนวนการตกไข่เท่ากับ
4, 2.6 และ 1.12  ใบต่อตัว ตามลำดับ และเก็บตัวอ่อน
ได้เพียง 5 ใบจากแม่กระบือ 24 ตัว   เช่นเดียวกับ
Bunjongrat และคณะ (1995)  ได้จำนวนการตกไข่
ประมาณ 3 ใบต่อตัว เม่ือฉีดฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีขนาด
2,000 และ 2,500 ไอยู  และได้จำนวนตัวอ่อนเพียง 4
ใบจากแม่กระบือ 18   ตัว     Techakumphu และคณะ
(2000)   ได้พบว่าฤทธ์ิของฮอร์โมนเอฟเอสเอชดีกว่า
พีเอ็มเอสจีในการกระตุ้นการสร้างฟอลลิเคิลในลูก
กระบือปลักก่อนวัยเจริญพันธ์ุ     ฮอร์โมนเอฟเอสเอช
ให้ผลในการกระตุ้นฟอลลิเคิลมากกว่าฮอร์โมนพีเอ็ม
เอสจีถึงเท่าตัว
             วิธีการเก็บตัวอ่อนมีผลอย่างมากโดยการเก็บ
แบบไม่ผ่าตัดซึ่งเป็นวิธีที่นิยม ได้จำนวนตัวอ่อน
เพียง 14% เท่านั้น ซึ่งต่ำกว่าการชะล้างท่อนำไข่
และมดลูกโดยตรงหลังฆ่ากระบือ    แต่อย่างไรก็ตาม
เป็นที่น่าสังเกตว่าแม้การเก็บตัวอ่อนด้วยวิธีหลังนี้
ก็ไม่จำเป็นต้องได้ตัวอ่อนเสมอไปเพราะมีถึง 70%
ท่ีหายไป    เหตุผลของปัญหาน้ีเป็นเร่ืองท่ีอธิบายได้
ยาก โดยอาจเกี่ยวเนื่องจากปัญหาสภาวะแวดล้อม
ของมดลูกหลังถูกกระตุ้นด้วยฮอร์โมนหรือการเกิด
การเสื่อมสลาย    ทั้งนี้เพราะในแม่กระบือบางตัว

พบเพียงเปลือกตัวอ่อนโดยไม่มีไซโตพลาซึมภายใน
หรือถูกกระบวนการทำลายของเม็ดเลือดขาวภายใน
มดลูก (phagocytosis) ซึ่งเป็นกระบวนการปกติที่มี
ในมดลูกและท่อนำไข่    นอกจากนี้พบว่าการตรวจ
สอบการตกไข่ด้วยวิธีการล้วงตรวจทางทวารหนักให้
ผลท่ีไม่แม่นยำและต่ำกว่าท่ีเป็นจริงในกลุ่มท่ีฉีดด้วย
ฮอร์โมนเอฟเอสเอช 280 มิลลิกรัม     จำนวนของ
คอร์ปัส ลูเทียมต่างกันประมาณ 1 ใบ และที่แตกต่าง
กันมากคือจำนวนฟอลลิเคิลที่ไม่ตกไข่ ที่แตกต่าง
กันถึง  6   ใบต่อตัว   เป็นไปได้ว่าการล้วงตรวจไม่
สามารถตรวจพบฟอลลิเคิลขนาดต่าง   ๆ    เกิดขึ้น
มากมายยากแก่การสัมผัสด้วยมือ   การใช้วิธีการ
ตรวจอย่างอื่น ๆ  อาทิเช่น ใช้เครื่องมืออัลตราซาวน์ก็
อาจช่วยให้เกิดความแม่นยำของการตอบสนองมากข้ึน
          ในส่วนของคุณภาพของตัวอ่อนจะพิจารณาจาก
ลักษณะและระยะของตัวอ่อนท่ีเก็บได้     โดยตัวอ่อน
ควรอยู่ในระยะมอรูล่าหรือระยะบลาสโตซีสแรก
(morula or early blastocyst)  ตามผลงานวิจัยโดย
Chantaraprateep  และคณะ  (1988)  ท้ังน้ีพบว่ามีส่วน
เก่ียวข้องกับชนิดของฮอร์โมนท่ีใช้      เพราะหากเป็น
ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี   จะได้จำนวนตัวอ่อนปกติอยู่
เพียง 50% ในขณะที่ฮอร์โมนเอฟเอสเอช พบได้ถึง
100%  ในกลุ ่มที ่ฉ ีดด้วยขนาด  280   มิลลิกรัม
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แต่ก็พบว่าขนาดของฮอร์โมนท่ีเป็นชนิดเดียวกันก็มีผลเช่น
กัน โดยฮอร์โมนเอฟเอสเอช ขนาด 280 มิลลิกรัม
ให้จำนวนการตกไข่ไม่ต่างกับขนาด 400 มิลลิกรัม
แต่ให้จำนวนตัวอ่อนท่ีปกติได้มากกว่า   ดังน้ันในการทด
ลองน้ีโปรแกรมการฉีดฮอร์โมนเอฟเอสเอช ขนาด 280
มิลลิกรัม  น่าจะเหมาะสมท่ีสุดในการกระตุ้นเพ่ิมการตก
ไข่ในกระบือปลัก
             ในส่วนของโอโอไซต์ท่ีเก็บได้จากรังไข่หลังกระตุ้น
ด้วยฮอร์โมนในกระบือปลักพบว่าการใช้วิธีการเจาะดูดจาก
ฟอลลิเคิลได้โอโอไซต์จำนวนประมาณ   15  ใบต่อรังไข่
แต่หากใช้วิธีวิธีการเก็บแบบดูดร่วมกับการตัดย่อยรังไข่จะ
ได้โอโอไซต์มากกว่าถึงเท่าตัว      ตัวเลขดังกล่าวสูงกว่าจำ
นวนโอโอไซต์ที ่เก็บได้จากรังไข่ปกติที่มีรายงานไว้
Apimeteetumrong (1996)  รายงานการเก็บโอโอไซต์จากรัง
ไข่กระบือปลักได้เท่ากับ 3.6 ใบต่อรังไข่ โดยหากเป็นรัง
ไข่ท่ีตรวจพบคอร์ปัส ลูเทียมจะได้จำนวน    โอโอไซต์สูง
กว่าประมาณ 1 ใบ   ในงานวิจัยน้ีได้โอโอไซต์ประมาณ
50%    อยู่ในระยะท่ีเหมาะสมในการทำการปฏิสนธินอก
ร่างกาย      เพราะมีเซลล์คิวมูลัสหุ้มรอบท้ังหมดหรือบาง
บางส่วนซ่ึงหากนำไปปฏิสนธิจะได้อัตราสูงกว่ากลุ่มอ่ืน ๆ
อย่างไรก็ตามการทดลองน้ีไม่ได้แยกตัวเลขระหว่างโอโอไซต์
ชนิด CCO และ P ซึ ่งรวมกันได้ประมาณ 8
โอโอไซต์ต่อรังไข่  รองลงมาคือชนิด denude และชนิด
expand และมีประมาณ  18%  ท่ีเส่ือมสลาย โอโอไซต์ท้ัง
สามชนิดหลังไม่เหมาะสำหรับการนำไปปฏิสนธินอกร่าง
กายแต่อย่างใด   งานวิจัยในกระบือปลักช้ีให้เห็นว่าโอโอ
ไซต์ชนิดดี (CCO) ท่ีดูดเก็บจากรังไข่มีจำนวนน้อยมาก
Apimeteetumrong (1996) รายงานไว้  0.60 ใบต่อรังไข่
เช่นเดียวกับในกระบือแม่น้ำ  Das และคณะ (1996)
รายงานไว้  0.20 ใบต่อรังไข่ และ Madan และคณะ (1994)

ได้  0.42  ใบต่อตัว  ซ่ึงเป็นปัญหาเน่ืองจากประชากรของ
ฟอลลิเคิลในรังไข่มีปริมาณต่ำ (Ty et al., 1989) ดังน้ันการ
ใช้วิธีการเจาะดูดและตัดย่อยรังไข่ภายหลังการกระตุ้นรัง
ไข่ภายหลังการกระตุ้นรังไข่จะสามารถเพ่ิมจำนวนโอโอ
ไซต์ต่อรังไข่ได้
           ในการวิจัยน้ีพบว่ามีความเป็นไปได้ในการขนส่งรัง
ไข่จากสถานท่ีเก็บจังหวัดหน่ึงมายังห้องปฏิบัติการอีกจังหวัด
หน่ึงแล้วทำการดูดเอาโอโอไซต์มาเล้ียงในหลอดทดลองให้
อยู่ในสภาวะพร้อมปฏิสนธินอกร่างกาย  ซ่ึงจากการศึกษา
เบ้ืองต้นพบว่า   ได้อัตราความสำเร็จค่อนข้างต่ำโดยเป็นไป
ได้ว่าคุณภาพของโอโอไซต์อาจต่ำลง เน่ืองจากระยะเวลา
ต้ังแต่เก็บรังไข่จากกระบือจนถึงนำเข้าห้องปฏิบัติการใช้
เวลานาน ปัญหาดังกล่าวพบเช่นเดียวกับในการเล้ียงโอโอ
ไซต์ชนิดอ่ืน  ๆ   ท่ีผ่านการเก็บนอกร่างกายเป็นระยะเวลา
นาน   ซ่ึงต่างกับท่ีเล้ียงโดยตรงหลังเก็บทันทีโดยอัตราอยู่
ในระดับสูงถึง 70-80% Yang และคณะ (1990) ได้แนะนำ
ว่าในโคน้ันอุณหภูมิท่ีเลือกเก็บรังไข่ก่อนการนำไปเล้ียง
ให้พร้อมปฏิสนธิควรอยู่ท่ีอุณหภูมิ 25oC   ซ่ึงเป็นอุณหภูมิ
ท่ีดีกว่า  37 oC  และ   4 oC เน่ืองจากโอไซต์ไปปฏิสนธิใน
หลอดทดลองแล้วจะได้อัตราการแบ่งตัวและอัตราการเจริญ
เป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสสูงสุด    ท้ังน้ีไม่ว่าจะเก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิใดอุณหภูมิหน่ึงจะข้ึนกับระยะเวลาในการเก็บ
รักษารังไข่ไว้ โดยหากเก็บนานเกินกว่า 16 ช่ัวโมง จะมีผล
ต่อการปฏิสนธิของโอโอไซต์  ดังน้ันการพัฒนาระบบการ
ขนส่งรังไข่จึงเป็นส่ิงท่ีควรศึกษาต่อไปเพ่ือให้เกิดสภาวะ
ที ่ เหมาะสมในการเจริญของโอโอไซต์ของกระบือ
รวมท้ังการเก็บโอโอไซต์ซ้ำ ๆ   ในสัตว์ท่ีมีชีวิตอยู่ด้วยการใช้
ใช้เคร่ืองมือคล่ืนเสียงความถ่ีสูงสอดผ่านช่องคลอด (Ovum
Pick Up) ซ่ึงคณะผู้วิจัยได้พัฒนาข้ึนแล้วในลูกโคและลูก
กระบือปลัก (Lohachit et al., 1996; Promdireg et al., 2000)
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