
บทที่ 1 

บทนำ

การแบ่งครึ๋งเอมบริโอ เป็นเทคนิคที่เกี่ยวของกับการยายฝากเอมบริโออย่าง 

ใกลชิด เพราะจุดประสงคของการแบ่งครึ่งเอมบริโอในช่วงแรกคือ การพยายามที่จะ 

เพิ่มจำนวนการผลิต เอมบริโอที่ม ีค ุณสมบัต ิเป ็นเล ิศจำนวนมาก ๆ มาทำการย้ายฝากให้ 

ส ัตวต ัวร ับ นอกเหนือจากการกระตุนใหแมพันธุม ีการตกใช่มากกว่าปกติโดยการใช้

ฮอรโมนโกนาโดโทรป ีนแลว การยายฝากเอมบริโอ เป ็นวิธ ีการที่น ิยมทั้งในอดีตและ 

บัจชุบัน ทั้งนี้อาจเป็นเพราะว่าการย้ายฝากเอมบริโอนำผลประโยชนมาส่มนุษยจำนวน 

มหาศาล เช่น ปร ับปร ุงพ ันธ ุส ัตว ผลิตฝาแฝด เพิ่มผลผลิตสัตว รวมทั้งประหยัดค่าใช้ 

จ่ายในการขนส่งสัฅวเป็นตัว การผาแบ่งเอมบริโอที่เก ็บได้สามารถทำไค้ท ั้งแตระยะ 2 - 

4- 8- 16- เซล ระยะมอรูลา (morula) และระยะบลาสโตช ิส (blastocyst) โดยอาจแบง 

เป ็นสองส ่วน สามส ่วน หรือแบงเป ็นส ี่สวน การแบงครึ่งเอมบริโอได้เกิดขึ้นในครั้ง 

แรกเป็นเวลาเกือบ 50 ปีมาแล้ว Tarkowski (1959) ได้ชี้ให้เห็นว่าแตละเซล ของเอม 

บริโอที่แยกจากเอมบริโอระยะสองเซลของหนู มีความสามารถที่จะเจริญเป็น

เอมบร ิโอปกต ิ ซ ึ่งการเจริญนี้พบว่ามีความสัมพันธกับจำนวนเซล วิธ ีการและ

พื้นฐานดังกล่าวได้นำมาศึกษาในสัตวเศรษฐกิจ เช่น แกะ แพะและโค เพิ่อผลิตแฝด 

เหมือนเพศเดียวกัน (monozygotic twin) หรือ เพ ิ่มจำนวนลูกของสัตวที่ได ้จากพ่อแม่ 

พ ันธุท ี่ด ี จากการแยกเซลของเอมบริโอระยะ 2- 4- หรือ 8- เซล หรือระยะมอรูล ่าจนถึง 

บลาสโตช ิส (Willadsen, 1980 ; Willadsen and Polge, 1981; Willadsen et ฟ., 1981; Ozil 

et ฟ., 1982)

การแบ่งเอมบริโอเป ็นที่สนใจกันอยางกว้างขวางทั้งในอดีตและบัจจุบ ัน ซ่ึง 

ตองการเทคนิคที่ง ่ายเพิ่อการปฏิบัต ิได้จริงในฟารม นอกจากนี้ยังพบว่าการแบ่งครึ่ง
บ่ บ่ ง่ V บ่ 1 บ่บ่ บ่

เอมบร ิโอสามารถเพ ิมจำนวนการยายฝากไค เป ็นสองเทาของเอมบร ิโอท ีหามาไค
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เทคนิคน ีใชเป ็นผลสำเร็จในเอมบริโอระยะมอรูลาและบลาสโตชิสฃองโค (Ozil et ฝ., 
1982; Lambeth et ฝ ,1983 ) แพะ (Gatica et ฝ., 1984) การแบ ่งครึ่งเอมบริโอในระยะน ี้ 

ทำไคง่ายฃึนเนื่องจากไม่ตองใส่ครึ่งเอมบริโอกลับคืน ในโซนาเพลลูซิดา เพราะ โซนา 

เพลลูชิดา ไบ่ม ีความจำเป็นต่อการเจริญของเอมบริโอในระยะเหล่านี้แล้ว นอกจากนี้ 

การยายฝากครึ่งเอมบริโอด้วยการมี โซนาเพลลูชิดา หรือไม่ม ีโซนาเพลลูช ิดา ของโค 

ในเอมบริโอทั้ง 2 ระยะนี้ไมมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ (Warfield et ฝ.. 1987; 

Kippax et ฝ. 1991; Szell and Hudson, 1991) ส ่วนในด้านการเก็บเอมบริโอจากสัตว 

ตัวใหและการล้ายฝากให้สัตวตัวรับ ยังสามารถกระทำได้ง่าย เพราะไม่ต ้องผ่าตัดสัตว 

ตังนัน เอมบริโอท ัง 2 ระยะนีจ ึงเป ็นท ี่น ิยมนำมาปฏิบ ัต ิ Kippax และคณะ (1991)ได ้ 

ศึกษาวิธีการ ยายฝากครึ่งเอมบริโอหลังการแบ่งเอมบริโอระยะมอรูล ่าและบลาสโตชิส 

ควยเข็มแกวในโค โดยวิธีการผ่าและไม่ผ่าสัตวตัวรับ พบว่าได้อัตราการทั้งครรภ ไม่ม ี 

ความแตกต่างคันอย่างมีนัยสำคัญในทัง 2 วิธี (60 และ 57 % ตามลำดับ) นอกจากนี้ยัง 

ได้ศึกษาเปรียบเทียบการแบ่งเอมบริโอด้วยเข็มแล้ว (microneedle) ค ับใบมีดเล ็กๆ

(microblade) ควย รายงานว่า ใบมีคใชได ง่ายและทำไคเร็วกว่าเข็มแกว แต่ผลที่ไค 

ออกมาเป็นลูกจากการทคลองไมแตกต่างกัน (83 และ 85 %)

การด้นพบเทคนิค เพ ื่อการแบ่งเอมบริโอ ระยะมอรูลาและบลาสโตซ ิสในโค 

(Ozil and Heyman,1982; Williams et ฝ. 1982) ได้'ร ับการสนับสนุนอย่างกว้าง1ขวาง 

เนื่องจากทำได้ง่าย นอกจากน ี้พบว่าคร ึ่งเอมบริโอของท ั้งสองระยะน ี้ม ีโอกาสรอดช ีว ิต 

มากกว่าครึ่งเอมบริโอในระยะอ่อนกว่า เนื่องจากจำนวนของเซล ที่จะเปลี่ยน

(differentiate) เป็น trophectoderm และ inner cell mass ทระยะ blastulation มจำนวน 

มากเพียงพอ (Willadsen,1982) เซลของเอมบริโอ ของทั้ง 2 ระยะน ี้จะย ึดต ิดก ันแน ่น 

หนาตรงรอยต่อ (cell junction) เอมบริโอด้องถ ูกตัดให้เป ็น 2 ส่วนด้วยการใช้ใบมีด 

(Baker and Shea, 1985) หรือใช ้ เข ็มแล้วปลายแหลม (Voelkel et ฝ. 1984) มีการ

ทดลอง 2-3 การทคลองที่รายงานถึงความเป็นไปได้ในการผลิตแฝดจากบลาสโตชิส 

ระยะปลาย ๆ น ั่นคือหลังการหลุดออกจาก โซนาเพลลูชิดา (hatched blastocysts)
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Willadsen และ Godke(1984) ศึกษาในแกะ และ Tsunoda และคณะ (1985) ศึกษาใน 

แพะ ซ ึ่งแสคงให้เห ็นว่า ไห้แฝดจากการแบ่ง hatched blastocysts น ั้นม ีทางเป ็นไปไห ้

การแบ ่งเอมบริโอในระยะมอรูล ่าและบลาสโตซ ิสไห ้ผลผล ิตเป ็นท ี่น ่าพอใจ 

ในโคและสัตวเคี้ยวเอื้องเล็ก ๆ เชน แพะ แกะ(50-70% รอดชีวิต, 40-45%ไห้แฝค) แต่ 

อย่างไรก็ตามการศึกษาในสุกรยังมีน้อย Saito และคณะ (1991) ไห้ศึกษาการเจริญของ 

ครึ่งเอมบริโอส ุกรระยะ 8 เซล ระยะมอรูล ่าและระยะบลาสโตช ิสในหลอดทดลอง 

โดยแบงครึ่งเอมบริโอส ุกรระยะ 8 เซล ระยะมอรูล ่าและระยะบลาสโตช ิส

ควยใบมีด จากนันไดนำแต่ละครึ่งใส่กลับคืนเขาไปใน โซนาเพลลูชิคา เลี้ยงใน น้ายา 

เพาะเลยงชนิด modified Krebs-Riger bicarbonate solution (mKRB) +10% lamb serum 

นาน 24 ชม.จากการทดลองสรูปไดว่า เอมบริโอระยะมอรูล ่า และระยะบลาสโตช ิส จะ 

เป ็นระยะท ี่เหมาะสมสำหร ับการแบ ่งเพอผล ิตแฝดหร ือเพ ิ่มผลผล ิต เพราะอ ัตราการ 

เจริญเป ็นบลาสโตชิสหลังการแบงคีกวาระยะ 8 เซล (57.5, 64.9 และ 65.6% ตาม 

ลำดับ)

Nagashima และคณะ (1989) ไห้ศ ึกษาการแบ่งครึ่งเอมบริโอระยะมอรูล ่า 

และระยะบลาสโตชิสห ้วยเข ็มแห ้ว โดยล่อนการแบ่งเอมบริโอจะตองมีการทำให

โซนาเพลลูชิดานิ่มควยการ incubate ใน 0.3% pronasec และตามควยการแยกเซล
ร/ ร/

(decompaction) ควยการ incubate ในนำยา Hanks’ banlanced salt solution ( HBSS ) 

หลังจากการแบ ่งเอมบริโอระยะมอรูล ่าออกเป ็นสองส ่วน นำครึ่งเอมบริโอแต ่ละส ่วน 

ใส่คืน โซนา เพลลูชิคา ส ่วนเอมบร ิโอระยะบลาสโตช ิสจะแบ ่งเป ็นสองกล ุ่มค ือ กลุ่ม 

แรกเตรียมคล้ายเอมบริโอระยะมอรูล ่า ส ่วนกล ุ่มท ี่สองจะ incubate ใน 0.3% pronase 

เพียงอยางเคียว จากนั้นทำการแบงเอมบริโอเป็นสองส่วนห้วยเข็มแห้ว แต่ละครึ่งของ 

เอมบริโอไม่แยกกันโดยสมบูรณ (cell bridge) ในการทคลองจึงเลียงครึ่งเอมบริโอเป็นคู 

ครึ่งเอมบริโอนั้งหมดเลี้ยงในน้ายาเพาะเลี้ยงชนิด M-16 นาน 20 ชม. จากการทคลอง 

พบว่า ไดครึ่งเอมบริโอท ี่เจริญและรอดชีว ิตเป ็นบลาสโตชิสแบงตามเกรด I(excellent) 

Il(fair) และ m(degenerated) ในระยะมอรูลาเป ็น 33.8%, 47.5%, 18.8% ตามลำดับ 

ส ่วนบลาสโตชิสไห ้ครึ่งเอมบริโอท ี่เจร ิญและรอดชีว ิตเป ็นค ู่แฝดเป ็น 33.3% (เกรด 1,1),
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21.3% (เกรด I, II) และ25.3% (เกรด แ, II) ในกลุมแรก ส ่วนกล ุ่มท ี่สองพบว่า ไดครึ่ง 

เอมบริโอที่เจริญและรอดชีว ิตเป ็นแฝด 45.7% (เกรด 1,1), 23.9% (เกรด 1,แ) และ 

23.9% (เกรด 11,11) หลังการเลียงในหลอดทดลองนาน 20 ชม. ก่อนการย้ายฝาก และ 

สร ุปวาการแบงคร ึ่งเอมบร ิโอระยะบลาสโตช ิสเป ็นว ิธ ีการท ี่สามารถผล ิตแฝดเหม ือน 

สุกรไค้คี

Ash และคณะ (1989) ศึกษาการผลิตแฝดเหมือนสุกร จากการแบ่งเอมบริโอ
ไ '  . "  “  " Ï  J  V "  ^

ระยะ 8 เซล มอร ูลาและบลาสโตช ิส แบงเอมบริโอโดยใชใบมีดแทงจากคานขางถึง 

ตรงกลางเอมบริโอ จากนันเบ่าน่ายาเพาะเลี้ยงเอมบริโอเข้าไปไลเอมบริโอออกจาก

โชนาเพลลูชิดา จากนนใข้เข็มแย้วแบ่งเอมบริโอออกจากกัน หลังการแบ่งครึ่งแต่ละ 

ครึ่งของเอมบริโอจะใส่ค ืนใน โซนา เพลลูชิคา แย้วเลี้ยงในนํ้ายาเพาะเลี้ยงกระที่งทำ 

การย้ายฝาก จากการทดลองพบว่าครึ่งเอมบริโอจากเอมบริโอระยะบลาสโตช ิส หลัง 

การยายฝากจะใหอัตราการรอดชีวิตดีกว่าระยะ 8 เซล และระยะมอรูล ่า (32%, 7% และ 

9% ตามลำดับ)

นอกจากนี้ Reichelt และ Niemann (1994) ได ้ศ ึกษาการแบ่งเอมบริโอระยะ 

มอรูลาและระยะบลาสโตชิสโคยใข้ใบมีด หลังการแบงเอมบริโอ แต่ละครึ่งของ

เอมบริโอ จะเลี้ยง โดยไม่ใสคืนโซนา เพลรุ)ชิคา จากนี้นเลี้ยงครึ่งเอมบริโอในน่ายา 

เพาะเลี้ยงชนิด mKRB นาน 24 ชม. ในการทดลองนีไดเปอรเซ็นตการยายฝากเป็นคู่ของ 

ครึ่งเอมบริโอในระยะบลาสโตชิสมากกว่าระยะมอรูล ่า (71% และ 53%)

เอมบริโอและการพ ัฒนาของเอมบริโอ

ไขที่ผสมแย้วหรือเอมบริโอ (embryo) จะแบ่งต ัว (cleavage) ต่อไป ตลอด 

ระยะเวลาที่เคลื่อนผ่านท่อน่าไขลงสุ่มดลูก ขณะที่เอมบริโอแบ่งต ัวเพ ิ่มจำนวนเซลนี้น 

ขนาดของเอมบริโอเทาเดิม ตังนัน แต่ละครั้งของการแบ่งตัว เซล (blastomere) จะมี 

ขนาดเล็กลง ในไชโตพลาสสมของไขมีส ่วนประกอบสำค ัญ ท ี่จำเป ็นสำหรับกระบวน 

การแบ่งตัวจนถึงระยะ 2 เซลในหนูล ีบจักร และประมาณ 4-8 เซลในมนูษยและสัตว
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เลียงในฟารม ในระยะ 2 เซล ย ีนส (gene) เริ่มเขามามีบทบาทส่ง เสริมการทำงานและ 

การเจริญเติบโตของเอมบริโอ เม ื่อพนระยะ 8 เซลในหนูหรือหลัง 16 เซลในสุกร 

เอมบริโอจะมีการเปลี่ยนแปลง ต ่อไปเขาสู่ระยะมอรูล ่าและบลาสโตช ิส ตามลำดับ

ระยะมอรูล ่า หล ังระยะ 16 เซลในสุกรเอมบริโอ เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง 

โดยเกิดกระบวนการ “ compaction” เป ็นเอมบริโอระยะมอรูล ่า เพ่ิ มความสามารถใน 

การสังเคราะหสารชีวโมเลกุล (biosynthetic capacity) มีการสังเคราะห RNA และ 

โปรตีนเพ ิ่มขึ้น การส่งผ ่านกรดอะมิโน (amino acid) และน ิวคลีโอไทด (nucleotide) 

เขาสู่เซลเพิ่มขึ้น ม ีการเปลี่ยนเปลงรูปแบบการสังเคราะห ฟอสโฟไลปีด (phospholipid) 

และโคเลสเตอรอล (cholesterol)

ระหว่างกระบวนการ compaction นี เอมบริโอยังคงมีการแบ่งตัวเพ ิ่ม 

จำนวนเซลมากขึ้น เซลกลมจะเปลี่ยนแปลงเป็นเซลรูปลิ่ม (wedge-shaped) ผิวหน้าเซล 

จะอยูชิคติดกันอย่างเหมาะเจาะ เซลที่อยูติดกันจะยึดติดกันควย tight junction ซึ่งเกิด 

ขึนที่ผ ิวคานนอกของเยื่อทุมเซล (outer membranes) ของแต่ละเซล เซสจะมี5บัวและ 

นิวเคลียสของแต่ละเซลจะอยู่คานฐานของเซล (basal position) ต ่อมาจะมีการเปลี่ยน 

เปลงรูปร่างอีกครั้งหนึ๋ง จากระยะมอรูล ่าเป ็นระยะบลาสโตช ิส (blastocystX Johnson 

andEveritt, 1988)

ระยะบลาสโตซ ิส เอมบร ิโอระยะน ี้ จะมีเซล 2 ชนิดที่แตกต่างกันคือ ส ่วน 

รอบนอกเรียกว่า trophectoderm cells ซ ึ่งลอมรอบชองว่างภายในเอมบริโอ 

(blastocoelic cavity) ทมของเหลว (blastocoelic fluid) อยูภายใน โดยทเซลเหลานจะ 

เจริญเป็น chorionic ectoderm ซึ่งต่อมาจะพัฒนาเป็นเยื่อทุมทารก ชันนอก ( chorion)น *  y  • 4 " "  . T  V

และรก (placenta) อ ีกสวนหน ึงค ือ inner ceU mass ซึงเซลเหลานีจะรวมอยูบนขัวใคขัว 

หน ึ่งของเอมบริโอ (ร ูปท ี่ 1. ทเละ 1.2) เซลเหล่านี้จะเจริญเป็น extra-embryonic 

(extoderm mesoderm endoderm) และ embryonic(extoderm mesoderm endoderm) ซง 

ต่อมาจะพัฒนาเป็นเยื่อถุงน้าครํ่า (amnion) ถุงไข่แดง (yolk sac) เยื่อทุมทารก (allantois) 

และต ัวอ ่อน (fétuร)

m ส 3เดกถา* ส ฉ า ป น !b r it / i  1 

ท!■ทล■ไกรณมหฑทก’
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ในสัตวเลียงลูกควยนมชนิดต่างๆ เอมบริโอใช้เวลาเคลื่อนที่ผ่านท่อนำไข่

โดยเฉลี่ยประมาณ 3-4 วัน ภายหลังเกิดการปฏิสนธิ ส ่วนสุกรพบว่า เอมบริโอจะอยู่ใน 

ท่อนำไข ่ 3 วันจนถึงระยะ 4 เซล และจะเช ้าสู่มดลูกพ ัฒนาเป ็นเอมบริโอระยะมอรูล ่า 

และบลาสโตช ิส ช ึ๋งจะเกิดประมาณวันที่ 5-6 หลังการผสม ( รูปที่ 1.3 ) เอมบริโอท ี่ 

เค ล ื่อ น ท ี่ล งส ู่ม ด ล ูก โ ด ย ส ่ว น ใ ห ญ จ ะอ ย ู่ใ น ร ะย ะม อ ร ูล ่า ห ร ือ ร ะย ะบ ล า ส โ ต ช ิส  

(Blandau,1961) ส่วนระยะเวลาการฝังตัวของเอมบริโอ (implantation) จะไม่เท่ากันขึ้น 

ก ับชนิดของสัตว (Whittingham, 1979) Johnson และ Everitt (1988) แสดงการเจริญ 

ของเอมบริโอในแต่ละ species ไว้ตามตารางที่ 1.1

การเลี้ยงเอมบริโอนอกรางกาย

การนำเอมบริโอออกมาจากท่อนำไข่หรือมดลูก แลวนำมาเลี้ยงนอกร่างกาย 

ส ัตว เป็นวิธีการเพึ่อศึกษาถึงการเจริญเติบโตของเอมบริโอ ระยะต่าง ๆ ความต้องการ 

สารอาหาร การศึกษาผลต่าง ๆ ของสารเคมี ยา ที่ม ีผลกระทบต่อการเจริญเติบโต รวม 

ท ั้งเป ็นต ัวบงช ี้ถ ึงความสำค ัญสำเร ็จหรือความล ้มเหลวหลังการใช ้เทคโนโลย ีช ีวภาพ 

ล ื่นๆ ก ับเอมบริโออาทิ เช่น การแบ่งครึ่งเอมบริโอ การถ่ายฝากยีนส์ การปฏิสนธิภาย 

นอกร่างกายเป็นต้น นอกจากนี้ว ิธ ีการเลี้ยงเอมบริโอยังใช้ประโยชนในการขนส่ง

เอมบริโอจากสถานที่แห ่งหนึ่งไปยังสถานที่อ ีกแห ่งหนึ๋งได

การเจร ิญ เต ิบ โต ข องเอมบ ร ิโอใน ส ัต วแต ่ละช น ิดข ึน อย ู่ก ับ สารค ัด ห ล ั่ง  

(secretion) ของท่อนำไข่และมดลูกที่ประกอบดวยสารชีวเคมี,เกลือ,แร่ธาตุ และไออน 

(Restall and Wales, 1966; Waleร, 1973) สภาพแวดล้อมตังกล่าวสามารถสว้างให้เก ิด 

ขึ้นภายนอกร่างกาย ไต้มีต ้ทำการศึกษาและไต้รับความสำเร็จในการเพาะเลี้ยงเอมบริโอ 

ระยะล ่อนฝังต ัวในหลอดทดลอง ( in vitro) จากไข่ท ี่ไต ้ร ับการปฏิสนธิแล้ว ถึงระยะ 

บลาสโตช ิส เช่น ในหนูถ ีบจักร (Whittingham and Biggers,1967) กระต่าย (Maurer 

et al., 1969) มนูษย ( Steptoe et ฟ., 1971) แกะ ( Tervit et ฟ., 1972) โค ( Wright 

et ฟ .,1976 ) การเจริญเติบโตดังกล่าวถือว่าเหมือนกับการเจริญในโพรงมดลูก ท ั้งน ี้
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ตารางท ี่!.1 แสดงระยะเวลา (วัน) หลังการตกไข่ซึ่งแสดงพัฒนาการของ 

เอมบรโอในสัฅว species ตางๆ ( Johnson and Everitt, 1988)

ชนิดสัตว

การแบ่ง 

ตัวเป็น 

ระยะ 4 

เซล

เอมบริโอ 

เข้าสู่ 

มดลูก

ระยะ 

บลาสโต 

ช ิส

เวลาใน 

การเริ่ม 

พังตัว

การฝ่อของ 

เซลลูเตียล

ระยะ 

เวลาการ 

ล้มห้อง

การพังตัวแบบ 

Invasive

หน ูเมาส ์ 1.5-2 3 3 4.5 10-21 21

หนูแรท 2-3 3 4.5 4.5-5.5 10-12 22

กระต่าย 1-1.5 3.5 3.5 7-8 12 28-30

มนุษย 2 3.5 4 6(?) 12-14 270

การพังตัวแบบ 

Non-invasive

แกะ 4 2-4 6-7 16 16-18 145-150

สุกร 1-3 2-4 5-6 18 16-18 114

โค 2-3 3-4 7-8 30-45 18-20 282

ห้า 1.5-2 4-5 6 30-40 20-21 340

เพราะเม ื่อนำเอมบริโอ ที่เพาะเลี้ยงภายนอกร่างกาย ใส่กลับส ู่โพรงมดลูกของเพศเมียท ี่ 

ตงทองเทียม (pseudopregnancy) แล้ว สามารถพังตัวและเจริญเติบโตไล้ตามปกติ

ต ่อจากการศึกษาระยะแรก ๆ เหล ่าน ี้ ก็มีการพยายามเพาะเลี้ยงเอมบริโอ

;ยะล่อนการพังตัวของสัตวเลี้ยงลูกด้วยนมอื่นๆกันอีกมาก มีการคิดล้นนี้ายาเพาะเลี้ยง

เอมบริโอขึ้นมากมาย ทั้งนี้ายาเพาะเลี้ยงเอมบริโอที่เป ็นเกลือแร่ธรรมดา และท ี่ม ีองค 

ประกอบซ ับซ ้อน เพ ื่อให้ไm iายาเพาะเลี้ยงเอมบริโอที่เหมาะสมที่ส ุด จากการศึกษา
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ของ มงคล เตชะกำพุ และคณะ (2532) ในสุกรพบวา เอมบริโอของสุกร ระยะตั้งแต่ 2-4 

เซล สามารถเจริญตอจนถึงระยะบลาสโตชิส ในนายาเพาะเลี้ยงเอมบริโอชนิคที่ม ีองค 

ประกอบเกลือแรธรรมดา (simple salt medium,mKRB) ได้ดีกว่า,ใน‘ล้ี-ไยาเพาะเล้ียง 

เอมบริโอชน ิดท ี่ม ีองคประกอบซ ับซ ้อน (Complex Medium,HAM’ S F-10, Flow 

laboratory. USA)
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Compaction

*

รูปท ี่ 1.1 ก-ค. แสดงขบวนการ compaction ของเอมบริโอ

ง. บลาสโตช ิส (34-64 เซล) (Johnson and Everitt, 1988)
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รูปที่ 1.2 แสดงรูปรางลักษณะเอมบริโอในระยะตาง ๆ

ก .ร ะ ย ะ 4 เซล ง.ระยะมอร ูล ่า

ข. ระยะ 8 เซล จ. ระยะบลาสโตซ ิส

ฉ. ระยะเอ ีกซแพนบลาสโตช ิสค. ระยะ 16 เซล
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1-cell

2-cell

4-cell

Morula

Blastocyst

Hatching
blastocyst

Hatched
blastocyst

Hatched
blastocyst

Day No. of cells 

2 1

2 2

3 4

5 16-30

6 -  60

7 -  175

8 -  500 

10 -  6000

ร ูปท ี 1.3 แสดงการเจริญของเอมบร ิโอระยะตาง ๆ ในส ุกร (Davis,1985)
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Micromanipulation ของเอมบริโอสัตวเลียงสุกควยนม

Micromanipulation ใชอย่างกวางขวางมากใน embryology เซลวิทยา ทางการ 

สัตวแพทยและวงการแพทย และพ ันธุว ิศวกรรม โดยใช้กล้องจลทรรศนและเครื่องมือ
"  7 1 “  ' V Z

ขนาดเล็ก เพอการผาตัดเซลและโครงสรางของเซล วิธทาง micromanipulation ใชบอย 

มากร่วมกับการยายฝากเอมบริโอและความสนใจในวิธ ีการนี้ก ็ถ ูกกระตุ้นโดยการเจริญ 

เติบโตเป็นอย่างมากของอุตสาหกรรมการย้ายฝากเอมบริโอ Robl และFirst (1985) ไล ้ 

กล่าวถึงการวิธีการ manipulate ของแกมมีฑ (gametes) และเอมบริโอ ของสุกร Yang 

และAnderson (1992) ไดกล่าวถึงการวิธีการ manipulate ของแกมมีท (gametes) และ 

เอมบริโอในสัตวเลียงลูกดวยนมไวหลายวิธ ีเช ่น

1. Microsurgical fertilization by sperm transfer เป็นวิธการทีเกียวของกับ 

ขบวนการนำสเป ิรมหรือน ิวเคลียสของสเป ีรม (heads) เช ้าไปในโอโอพลาสสมหรือ 

ชองวาง perivitelline space ของ ovum ควยการใช microscope ชงประกอบควยการฉค 

สเปีรมเช ้าไปในโอโอพลาสสมโดยตรง การใสสเปิรมเช้าไปในช่องวาง perivitelline 

space การฉีดสเปีรมเช้าไปในช้น subzona และวิธีการเปิดโซนาด้วยวิธีการ ตาง ๆ เพื่อ 

ให ้สเป ีรมเจาะ ovum ไล้ง่ายขึ้น

2. Micromanipulation ของโซนา เพลลูชิคา โอโอไชดหรือเอมบริโอของ 

สัตวเล ี้ยงลูกด ้วยห้านมทั้งหมดจะถูกล้อมรอบโดยชั้นโซนา เพลลูชิคา ซึ่งมีหน้าที่หลาย 

อยาง ในบางรpedes ชักนำใหเกิด acrosome reaction หลังจากสเป ิรมจับท zona 

receptors ห้องกันการเกิด polyspermie fertilization»ละการห้องกันเอมบริโอถูกทำลาย 

วิธีการ manipulate โซนา เพลลูซิคาจะนำมาใช้เพราะ โซนา เพลลูชิดามีความเหนียว 

ใน ก าร เล ีย งโอโอไช ค ห ร ือ เอมบ ร ิโอภ ายน อก ร ่างก ายม ัก จะเป ็น ส าเห ต ุให ้โซ น า 

เพลลูชิคาแข็งขึ้น ตังห้นการ manipulate โซนา เพลลูช ิคาเพื่อแล้ไขสาเหตุนี้จ ึงมีความ 

สำคัญ ยกตัวอย่างเช่น การเปิดโซนา เพลลูซ ิคาของเอมบริโอที่เล ี้ยงในหลอดทดลอง 

ของห'ถูและของมนุษย สามารถเพิ่มอัตราการ hatching และการฝ'งตัวของเอมบริโอไล้ 

อย่างมีนัยสำคัญ (Maker and Cohen, 1989)
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3. การปลูกถ่ายนิวเคลียส (nuclear transplantation) เป ็นการผลิตสัตวเหมือน 

กัน โดยเริ่มตองมี nuclear d o n o ^ รือเรืยกว่า karyoplast ซึ่งไดจากเซลของเอมบ ร โิอ 

ระยะ 4 8 16 เซล ระยะมอรูล ่าหรือเซล inner cell ทพรรจากเอมบ ร โิอระยะบลาสโตช ิส 

โดยการแยกเซลออกเป็นเซลเคี่ยว (single cell) เซลที่แยกออกมานี้จะนำไปฝากใน 

ไชโฅพลาสสมของ recipient egg ซึ่งเป ็นระยะ,ไชโกต โดยล่อนยายฝากตองนำ 

pronucleus ทังชนิดเพศผูและเพศเมียออก เรียกไข่ที่ได้จากการกระทัานี้ว่า cytoplast 

การทำไหนิวเคลียสของตัวให้รวมก ับ ไชโตพลาสสมของไข อาศัย fusogenic agent 

เชน sendai vims ชึ๋งม ีค ุณสมบัต ิทำใหเชลรวมตัวกัน จากนั้นนำเอมบ ร โิอมาเลี้ยงในนี้า 

ยาเพาะเลียงสักระยะ และนำเอมบ ร โิอที่พัฒนาไปด้ายฝาก

4. การผลิตสัตว chimaera แบ่งได้เป ็น 2 ประเภท

1. intraspecies chimaerism

2. interspecies chimaerism sperm injection

โดยวิธีแยกเอาเซลของเอมบริโอระยะล่อนฝ'งตัวเชน 2- 4- 16- 32- เซล

หรือ ระยะมอรูล ่า แยกออกเป็นกลุม ๆ แล้วนำมารวมกันกับเซลอีกกลุมหนึ่งของ

เอมบริโออ ีกพวกหนึ่ง เซลที่ได้นำมารวมกันในโซนา เพลลูชิคา โดยอาจใช้
• โ  "  "  1 " ห ้*

fusogenic agent เชน sendai vims ชวยในการรวมตัว แลวนำเอมบริโอทีไคจากรวม 

ต ัวไปฝากในสัตวตัวรับ ส่วนอีกวิธ ีการหนึ่งทำโดยการฉีดเซลที่แยกได้จากเอม

บริโอระยะกอนระยะบลาสโฅช ิสหร ือ เซล inner cell mass ของบลาสโตช ิส ใส่ใน 

blastocel ของเอมบริโอระยะบลาสโตช ิส ซ ึ่งว ิธ ีการเหล่านี้สามารถผลิตสัตวที่ม ี 

ล ักษณะของสัตว 2 ชนิดในตัวเดียวกันได เช่น ม ีห ัวและหนาเป ็นแพะ แต่ม ีขนแบบ 

แกะ เร ียกสัตวผสมนี้ว ่า Geep ซึ่งจากคำว่า sheep และ goat นั้นเอง

5. Cloning by embryo splitting or embryo bisection มความเป็นไปไคทการ 

แบ่งเอมบริโอของสัตวเล ี้ยงลูกด ้วยนมในระยะด้น ๆ ออกเป ็นสองส ่วน หรือมากกว่า 

สองส ่วน ซ ึ่งแต่ละส่วนสามารถเจริญได้อย่างอิสระ (Willadsen, 1982) ซึ่งสามารถทำ 

ใหเพ ิ่มผลผลิตและผลิตแฝดเหมือนของสัตวพ ันธุด ีได ้ โดยใช้วงแรก ๆ นิยมที่จะศึกษา 

ในสัตวทดลองชนิดเล ็กเช ่นหนู และต่อมาได้ขยายมาสู่ส ัตวเศรษฐกิจเชนโค การพบว่า
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การแบ ่งเอมบร ิโอระยะมอร ูล ่าและบลาสโตช ิสสามารถ เพ ิ่มผลผล ิตและผล ิตแฝ ด  

เหมือนสัตวได ้จำนวนมากไค้กระจายไปอย่างรวดเร็ว เพราะสามารถทำได้ง่าย

เอมบริโอ จะถูกแบงออกเป็นส่วนด้วยการใช้ใบมีด หรือเข็มแค้วปลายแหลม นำ 

เอมบริโอที่ไดไปเลียงในนายาเพาะเลี้ยง จากนั้นนำเอมบริโอที่พัฒนาไปย้ายฝาก

จากรายงานช้างด้นจะเห็นว่าการแบ่งครึ่งเอมบริโอ เป็นวิธ ีการหนึ๋งในหลาย 

วิธีของการ micromanipulate ของเอมบริโอ ได ้ มีการรายงานความสำเร็จในการตัดแบ่ง 

เอมบริโอตังแต่ ครังแรณ มึ่อประมาณ 40-50 ปี ในสัตวชนิดต่าง ๆ อาทิ เช่น หน ูล ีบ 

จักร (Nicholas and Hall, 1942; Tarkowski, 1959; Tsunoda and Mclaren, 1983; 

Lawitts and Graves ,1988 ; Nagashima et al.,1984; Zhouji et ฟ .,1990) จนถึงส ัตว 

เศรษฐกิจ เชนโค ( Willadsenet ฟ., 1982; Williams and Moore, 1988; Seike et ฟ., 

1989; Kippax et ฟ., 1991; ) แกะ (Chesne et ฟ., 1987) แพะ ( willadsen,1980; Szell and 

Hudson, 1991; Shelton, 1992 ) สุกร ( Ash et al., 1989; Reichelt and Niemann, 1994 )

การแบงเอมบูรโอ (Bisection o f embryo)

เอมบริโอสามารถแบ่งได ้เป ็นผลสำเร็จ ต ั้งแต่ระยะด้น ๆ (cleavage stage) 

จนถ ึงระยะมอรูล ่าหร ือระยะบลาสโตช ิส ซึ่ง Willadsen(1982) ได้เคยอธิบายวิธีการ 

แบ ่งเอมบริโอ ในเอมบริโอระยะ ด้น ๆ ใว้อย่างละเอียด การตัดแบ่งเอมบริโอท ี่ระยะ 

มอร ูล ่าหร ือระยะบลาสโตช ิส จะทำได้ยากกว่าระยะอ่อนกวา เพราะว่าเซลของ

เอมบริโอจะเกาะติดกันอยางแน่นตรงรอยต่อของแต่ละเซล เอมบริโอจะถูกแบงครึ่ง

โดยใชสวนของมดโกนขนาดเลกๆ (fracture microblade; Baker and Shea, 1985) หรอ 

ใช้เข็มแก้วปลายแหลม (drown glass needle; Voelkel et ฟ, 1984) จากนั้นครึ่งของ 

เอมบริโอแต่ละส่วนสามารถเจริญเติบโตไคดวยตัวเอง แต่อย่างไรก็ตาม จะเห็นว่า การ 

แบ่งครึ่งเอมบริโอในปัจจ ุบ ัน น ิยมที่จะทำในระยะมอรูลาและ บลาสโตช ิส (Reichelt 

and Niemann,1994; Seike et ฟ,1989; Chesne et ฟ,1987; Nagashima et ฟ,1984; 

Ozil,1983; Szell and Hudson,1991; Heyman,1985; Kippax et ฟ, 1991) ซงจะเหนวา 

การแบ่งเอมบริโอนั้ง 2 ระยะน ี้ ไม่ด้องการโซนา เพลลูซิคา ในการป้องกันอันตรายจาก
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สิ่งแวดลอมอีกตอไป (Polge, 1985) ดังนั้นจึงเป็นวิธีท ี่ง่ายและไม่เสียเวลาในการเตรียม 

เพลลูชิคาสำรองและนำกลับเข้าโซนาเพลลูซิดา อีกทั้งความสำเร็จของผลผลิตก็มาก

กวาเอมบริโอในระยะอ่อนกว่าน ี้ เน ื่องจากเป ็นเอมบริโอระยะปลายๆ อ่อนการฟังตัว 

เม ื่อแบงออกมาแลว จำนวนเซลเอมบริโอในแต่ละครึ่งก ็ม ีจำนวนมาก ดังนั้น โอกาสที่ 

จะรอดชีวิตจึงมากกว่า นอกจากนี้ เอมบริโอทั้ง 2 ระยะ ยังเก็บจากสัฅวตัวให้และย้าย 

ฝากให สัฅวตัวรับไห้โดยไม่ห้องทำการผาดัด ซึ่งจะเห็นว่า การแบ่งเอมบริโอทั้ง 2 

ระยะ มีฃอดีและทำไดง่ายกว่าระยะอื่นมาก

Lewis (1995) ไห ้เสนอแนะการแบ่งเอมบริโอเพ ื่อเพ ิ่มผลผลิตลูกหลานและ 

เพ ื่อผลิตฝาแฝดเหมือนของสัตวเศรษฐกิจพันธุด ี เช่น โค แพะ และแกะ ไห้เพื่อให้เกิด 

ประโยชนสูงส ุดหลังการแบ ่ง โดยไดเสนอแนะเอมบริโอที่จะนำมาแบ่งห ้องคำนึงถ ึง

1. ระยะของเอมบริโอ เอมบริโอห้องอยู่ในระยะตั้งแต่ compact morula ฃึ้ น 

ไป โดยเฉพาะระยะบลาสโฅช ิสหรือระยะบลาสโตช ิสปลาย ๆ เพราะวามีจำนวนเซลที่ 

ม ีความสามารถจะมีช ีว ิตอยู่ตอไปหลังการแบงในเอมบริโอระยะะเหลาน ี้ม ี มาก ทำให้ 

ครึ่งเอมบริโอมีจำนวนเซลมาก และหลังการย้ายฝากอัตราการตั้งครรภก็ดีกว่าระยะอื่น

2. คุณภาพของเอมบริโอ เอมบริโอที่ม ีค ุณภาพดีเท ่านั้นจะนำมาแบ่ง การที่มี 

เซลหลุดออกมาไมรวมกลุ่มทำให้ค ุณภาพของเอมบริโอเสิ่อมลงซึ่งบ ่งช ี้วามีเซลตายเกิด 

ขึน ถานำมาแบงจะมีผลทำให้จำนวนเซลในครึ่งเอมบริโอลดลง ควย

Ogawa และคณะ(1983) ไดอธิบายการแบ่งเอมบริโอไว 2 วิธี

1.การแบ่งจากทางห้านข้าง (Lateral ๒ผ่ร๒ท)คนั้ยการใข้มีดแห้วปลายแหลม 

หรือม ีดโลหะปลายแหลม (fine glass blade or fine metallic blade) กระทำโดยการจับ 

เอมบรโอควย holding pipette ไวทแขนอกขางของ micromanipulator สวนแขนอกดาน 

หน ึ่งจะเป ็นม ีดแห ้วหรือม ีดโลหะ โดยที่เอมบริโอและมีดห้องอยู่ห ้านตรงข้ามกัน จาก 

น ั้นก ็เล ื่อนม ีดแบ ่งเอมบร ิโอออกเป ็นสองส ่วนโดยการแทงจากทางห ้านข ้างเอมบร ิโอ 

ครึ่งเอมบริโอท ี่ไห ้ท ั้งสองส ่วนย ังอย ู่ในโซนา เพลลูชิดา (เป 'ท ี่!.'4)
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2. การแบ่งเอมบริโอโดยใช้เข ็มโลหะ (metallic microneedle) โดยก่อนการ 

แบ่งตองมีการทำให้ โซนา เพลลูซิดานิ่มด้วยการ incubate เอมบริโอใน pronase ทำ 

การแบ่งเอมบริโอโดย ตำแหน่งของเข็มจะอยูเหนือเอมบริโอ เอมบร ิโอจะถ ูกจ ับไว ้

ควย holding pipette จากนันเข็มจะถูกเลื่อนลงมาตัดตรงกลางเอมบริโอไปที่พ ื้นของ 

petri dish (รูปท 1.5)

นอกจากวิธ ีการแบ่งครึ่งเอมบริโอ ที่ Ogawa และคณะได้รายงานไว้นี้แล้วก็ 

ยังมีวิธีการลื่น ๆ อีก เช่น การแบ่งโดยใช้ใบมีดโดยที่ทำการยึดเอมบริโอไว้ก ับ pétri 

dish ควยการทำรอยรูเคที่กน petri dish จากนันก็ทำการแบ่งเอมบริโอจากบนลงล่าง 

(Reichelt and Niemann, 1994) นอกจากนีการแบ่งเอมบริโอควยเข็มแล้วสองอันที่อย ู 

ดานตรงขามกัน วางเข็มแกวขนานกันแลวกดเข็มแล้วลงที่เอมบริโอจากนั้นแยกเข็ม

แกวออกจาก (Nagashima at ฟ .,1989) จะได้ครึ่งเอมบริโอสองส่วนก็เคยรายงานไว้เช ่น 

กัน

ปัจจัยที่เก ี่ยวช้องกับการแบ่งเอมบริโอ

การเจริญของเอมบริโอหลังถูกแบ่งแล้วขึ้นอยูก ับ

1.จำนวนเซล พบว่า การเจริญของเอมบริโอเป ็นระยะบลาสโตซิส หรือเจริญ 

เป็นตัวเต็มวัย ด ้องประกอบไปด้วยเซลจำนวนหนิ่ง หากเซลตังกล่าวแบ่งออกมาแล้ว 

จำนวนไม่พอ เอมบริโอจะไม่เจร ิญเป ็นบลาสโตช ิส จะเป็นเพียง trophoblastic vesicle ท่ี 

มีเฉพาะเซล trophoblast เท่านั้น ไบ่มี inner cell mass เลย ตังน ั้นการแบ่งเอมบริโอจึง 

ไมสามารถทำได้อย่างไมมีขอบเขต เชน เอมบริโอในระยะมอรูล ่า ไม่สามารถแบ่ง

เป ็นส่วนย่อย ๆ ได้แล้วเจริญเป็นตัวเต ็มวัยตามจำนวนเซลที่แบ ่งได้ และท ี่ระยะ

บลาสโตซ ิส (blastulation) ส ัตวแต ่ละ species จะมีจำนวนเซล ไม่เท่ากัน เช่น ของหนู 

ถีบจักร ระยะบลาสโตซ ิส จะเกิดหลังจากมีการการแบ่งเซลที่ระยะ cleavage (cleavage 

division) 5 ครง ในกระต่ายจะผ่านถึง 7 ครั้ง ส ่วนแพะและโคจะผ ่าน 6 ครั้ง ด ังน ั้นที่
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เวลาของระยะบลาสโตซิส จำนวนเซลของหนูถีบจักร กระต่าย แพะและโค ประมาณ 

32, 128 และ 64 เซลตามลำดับ (Willadsen, 1982)

2. แนวการแบ่ง การแบงเอมบริโอจะเป ็นแนวไหนก็ได ้จนถึงระยะ มอรูล่าถ้า 

จะแบ ่งในระยะบลาสโฅซ ิสแด ้ว การแบ่งถ ้องมีส ่วนของ inner cell mass เท่า ๆ กัน การ 

แบ่งท ี่ไม ่สมด ุลย (asymmetry) สามารถทำให้เก ิดความผิดปกติของลูกอ่อนไถ้ Ozil 

(1983) พบสภาพของ fetal monster (Acerdiacus amorphus) มลักษณะเป็น 

embryonic mass มีขนอยู่รอบ ๆ กอนเนือ โดยไมมีลักษณะของอวัยวะร่างกายเลย ออก 

มาพร้อม ๆ ก ับลูกโคที่สมนูรณ ด ังน ั้นการแบ ่งเอมบริโอระยะบลาสโตซ ิส (Blastocyst) 

จงตองคำนงกง inner cell mass และ trophoblast cell ในแตละครงควย

3. โชนาเพลลูซิคา โซนาเพลลูซ ิคาของเอมบริโอมีความสำคัญตอ การเจริญ 

เต ิบโตของเอมบริโอ โดยเฉพาะกอน compact morula ดังนั้น หากมีการย้ายฝากครึ่ง 

เอมบริโอท ี่ไม ่ม ีช ัน โซนาเพลลูซิคา ท ุมในระยะล ่อนหน ั้าน ี้ ท ิ้งไวในโพรงมดลูก 3 วัน 

จะเก ิดการเสื่อมของเอมบริโอ และไมสามารถเก ็บไถ ้ หลังชะถ้างออกมา ความสำคัญ 

ของชั้น โซนาเพลลูซิคา จะลดลงเม ื่อเอมบริโอเข ้าส ู่ระยะ compact monxla โดยเมื่อ 

แบ่งครึ่งแลว ไม่จำเป ็นตองใส่เปลือก โซนาเพลลูซิคา หรือนักวิจัยบางท่านทำการแบ่ง
:  . V ■ ไ ร ่ . 7  ' I  ร ้

ครืงผานชัน โซนาเพลลูซิคา เลยกได อยางไรกตาม โซนาเพลลูซิคา ในทางธรรมชาติ 

มีหน้าที่ 2 อยางคือ ( Johnson and Everitt, 1988) ป้องกันเซลของเอมบริโอถูกทำลาย 

ออกเป็นชิ้น ๆ ระหว่างท ี่เอมบริโอยังอ ่อน (early cleavage) ก่อนที่เซลจะมีการเกาะแน่น 

และป้องกันสิ่งแปลกปลอมเข้ามาทำลายเซล อาทิเช่น เชิ้อโรค ต่างๆ สารพิษ เป็นตน

4. คุณภาพของครึ่งเอมบริโอ คุณภาพของครึ่งเอมบริโอหลังการแบ่งแล้วมี

ส ่วนสำคัญต่ออัตราการรอดชีว ิตเพราะพบว่าม ีส ่วนส้มพ ันธกับจำนวนเซล โดยล้าหาก 

มีการสูญเสียเซลมากคุณภาพของครึ่งเอมบริโอจะลดตํ่าลง อัตราการรอดชีวิตจะลด

น้อยลง (Taoet ฟ., 1995)

คุณภาพของเอมบริโอ มีส ่วนสำคัญตออัตราการรอดชีว ิตของเอมบริโอหลัง 

การย้ายฝาก เอมบริโอท ี่ม ีล ักษณะรูปร่างท ี่ค ี จะให้อัตราความสำเร็จที่ส ูง ในขณะที่

เอมบริโอผ ิดปกติ จะให้ผลต่ออัตราการทิ้งห้องฅํ่าหรือไม่ติดเลย (Elsden et ฟ; 1978)
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ดังนันในอุตสาหกรรมการย้ายฝากเอมบริโอ จึงนิยมใช้เอมบริโอ ที่ม ีคุณภาพคีขึ้นไป 

เท่านัน นอกจากนิการแบ่งครึ่งเอมบริโอ เพื่อเพิ่มผลผลิต หรือผลิตแฝดเหมือน ก็นิยม 

ใชเอมบริโอที่ม ีคุณภาพดีเช่นกัน การประเมินคุณภาพเอมบริโอเป็นขั้นตอนที่สำคัญ

ขันตอนหนึ่ง ชึ๋งการประเมินโดยดูจากรูปร่างของเอมบริโอเป็นอีกวิธ ีการหนึ่งท ี่ใช ้ก ัน 

เป็นประจำ มงคล (2534) ได ้แบงเกรดเอมบ ร โิอไว ้ด ังน ี้

เอมบริโออาจแบ่งเป ็น 4 เกรด ตามลักษณะ gross morphology ด ังน ี้ 

ดีมาก (Excellent) = ideal embryo กลม มีการแบ่งเซลอย่างสมํ่าเสมอ ม ีส ี 

กลมกลืนเป ็นสีเด ียวกัน

ดี (Good) = มีตำหนิเล็กนอย เชน อาจมีบางเซลหลุดมาที่ผ ิว

หรือร ูปร ่างไม ่สม ํ่าเสมอ (irregular shape) หรือม ี vesiculisation จำนวนเล็กนี้อยอยู 

รอบๆ

พอใช ้(Fair) = มีตำหนิมากยิ่งขึ้น แตไม่รุนแรง โดยมีเซลหลุด

(extruded blastomeres) ออกมาก และพบเซลเสื่อมสลาย

เลว (Poor) = มีตำหนิมาก โดยพบเซลที่หลุดออกมา (extruded

blastomeres) มาก มีเซลเสื่อมสลายและเซลมี่ฃนาคตาง ๆ กัน มี vesiculisation จำนวน 

มาก
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รูปที่ 1.4 การแบงครึ่งเอมบริโอด้วยมีคแก้ว โดยการแทงมีดเด้าทางด้านข้าง 

ของเอมบริโอ

ก.ใด้มีดแทงเอมบริโอจากทางด้านด้าง 

ข แทงมีดไปด้างหน้าผ่าน โชนา เพลลูซิคา ใบม ีคแบงเอมบริโอ 

เป ึนสองส ่วน

ค. เอมบริโอจะยึดได้โดยแรงดูดจาก holding pipette

ง. หลังจากเอามีดออก ครึ่งเอมบริโอยังอยู่ใน โซนา เพล?)ชิคา
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รูปที่ 1.5 แสดงการแบงครึ่งเอมบริโอโคยใชเข ็มโลหะ โดยการใชเข็ม่แบง 

ครึ่งเอมบริโอจากแนวบนมาล่าง (มองจาก คานบน )

ก. เอมบริโอถูกจับควย holdind pipette 

ข. ส ่วนปลายของเข ็มแตะกับ petri dish 

ค. ชองว่างระหว่างครึ่งเอมบริโอจะกระทำโคยใชเข็มถูไปมา 

ตำแหน่งลูกศรชีเป็นเงาของ holding pipette และเข็มหลังจากถอน 

ออกไป
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การแบ่งเกรดครึ่งเอมบูรโอ

Nagashima และคณะ (1989) ไคศึกษาการเจริญของครึ่งเอมบริโอระยะ 

มอร ูล ่าและระยะบลาสโตช ิส ภายหลังการเลี้ยงไว้ 24 ชม. ไค้แบ่งเกรดกรงเอมบริโดย 

หลังการเลียงโดยดูจากรูปร่าง (morphological criteria) แบงเป็น 3 กล ุมด ังน ี้

กลุ่ม 1. excellent เป ็นเอมบริโอระยะบลาสโตซ ิส ที่ม ีการเสื่อมสลายของ

เซลเล็กนอย (10%) และเห ็น inner cell mass อย่างชัดเจน

กลุ่ม 2. Fair เป ็นเอมบริโอระยะ บลาสโตช ิส ที่ม ีเค้นผ่าศูยนกลางเล็กกว่า 

กลุ่มที่ 1 มีการเสื่อมสลายของเซลมากกว่า(10-20%) และเห ็น inner cell mass ไม่ชัดเจน

กลุ่ม 3. degenerated เป ็นเอมบริโอระยะบลาสโตซ ิส เล็กๆ มีการเสื่อม 

สลายของเซลมาก ( >20%) หรอ blastomere แตกกระจาย (non integrated blastomere ) 

และ ไมมี inner cell mass

แมว ่าการผล ิตแฝดเหม ือนหร ือการเพ ิ่มผลผล ิตของส ัฅวเศรษฐก ิจจากการ 

แบงครึ่งเอมบริโอจะทำกันอย่างกว้างขวางในตางประเทศ แต่อย่างไรก็ตามในประเทศ 

ไทยยังมีการศึกษานอย วิทยานิพนธนีไคศึกษาการแบ่งเอมบริโอในระยะมอรูล ่า และ 

บลาสโตช ิสฌ ึ๋องจากวาม ีความสะดวกและทำไค ้ง ่ายกว่าระยะอ ่อนกว่าด ังท ี่ไค ้กลาวมา 

แค้ว โดยใช้เข็มแก้วและใบมีดเพิ่อศึกษาและพัฒนาวิธีการแบ่ง ตลอดจนระยะของ 

เอมบริโอท ี่เหมาะสมในการแบ ่ง ท ั้งน ี้เพ ิ่อการนำเทคนิคที่เหมาะสมไปใช้ประโยชน ทั้ง 

ในค้านวิชาการและค้านเศรษฐกิจตอไป โดยไค้เล ือกสุกรเป ็นส ัตวทดลอง ชึ๋งผู้วิจัย

หวังว ่าน่าจะเป็นตัวแทนของสัตวเศรษฐกิจชนิดอื่นไค้ค ี เน ื่องจากสุกรเป ็นส ัตว

เศรษฐกิจที่ม ีการตกไขในแต่ละครงจำนวนมากเนื่อเทียบกับชนิดอื่น ดังนี้นจึงผลิต

เอมบริโอไค้พอเพียงในการทดลองแฅละครั้ง เอมบริโอยังมีขนาดใกล้เคียงกับสัตว

เศรษซกิจชนิดอื่น นอกจากนี้การแบงครึ่งเอมบริโอสุกรในประเทศไทยยังไมเคยมี
*  V I • โก้ โล ้ . ล ้ ■ . " " โ ล ้ ,  1 .

รายงานไว ซึงอาจกลาวไควาวิธ ีการเหลานิเหมาะสมตอการนำไปปฏิบ ัต ิจริงในฟารม 

และสามารถนำไปพัฒนาเพิ่อการแบ่งครึ่งและถ่ายฝากเอมบริโอ ในสัฅวเศรษฐกิจชนิด 

อื่น เช ่นโคและกระมือ เป ็นค้น



วัตถ ุประสงค

1. เพื่อเปรียบเทียบความสำเร็จในการแบ่งครึ่งเอมบริโอ จากเอมบริโอระย 

มอรูลาแสะบลาสโตซ ิส

2. เพ ื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของใบมีดและเข็มแกวในการแบ่งครื่ง

เอมบริโอ

ประโยชนทคาดว่าจะไครับ

1. ไต่เทคนิควิธ ีการแบ่งเอมบริโอ

2. ไดฐานข้อมูลในการแบ่งเอมบริโอในระยะต่าง ๆ กัน

3. ไต่,ว ิธ ีการและระยะของเอมบรีโอท ี่เหมาะสมท ี่จะนำมาแบ่งครึ่ง

4. เพิ่มจำนวนผลผลิตจากเอมบริโอใบเดียวกันเพื่อประโยชนทางวิชาการ 

และทางเศรษฐกิจ

5. นำไปปรับใช ้ก ับเอมบริโอของสัตวชนิดอื่น ๆ
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