
 
ผลของการเก็บซํ้าและระดับความดันที่มีตออัตราการเก็บและคุณภาพของโอโอไซตใน

การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในกระบือปลัก 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

เอกชาติ   พรหมดิเรก 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
  สาขาวิชาวิทยาการสืบพันธุสัตว ภาควิชาสูติศาสตร เธนุเวชวิทยาและวิทยาการสืบพันธุ 

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ปการศึกษา 2544 

ISBN 974 –03 –0640 -3 
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
 



    

 
The Effect of Repeated Collections and Vacuum Pressure levels on Rate of Collection and       

Oocyte Quality by OPU method in Swamp Buffalo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mr. Akachart  Promdireg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Theriogenology 

Department of Obstetrics Gynaecology and Repoduction 
Faculty of Veterinary Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2001 

ISBN 974 –03 –0640 –3 
  



    

   
หัวขอวิทยานิพนธ                 ผลของการเก็บซ้ําและระดับความดันที่มีตออัตราการเก็บและคุณภาพ    
                                           ของโอโอไซตในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในกระบือปลัก 
โดย                               นาย เอกชาติ พรหมดิเรก 
สาขาวิชา                       วิทยาการสืบพันธุสัตว 
อาจารยที่ปรึกษา            รศ.น.สพ.ดร มงคล เตชะกําพุ 
อาจารยที่ปรึกษารวม      รศ.น.สพ.ดร. ชัยณรงค โลหชิต 
 
   คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปน
สวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 
                                                            ………………………คณบดีคณะสัตวแพทยศาสตร 
                                                              (ศาสตราจารย น.สพ.ดร.ณรงคศักดิ์ ชัยบุตร) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 

…………………………………….ประธานกรรมการ 
  (ศาสตราจารย น.สพ.ดร. อรรณพ คุณาวงษกฤต) 
 
…………………………………….อาจารยที่ปรึกษา 
  (รองศาสตราจารย น.สพ.ดร. มงคล เตชะกําพุ) 
 
………………………………….อาจารยที่ปรึกษารวม 
  (รองศาสตราจารย น.สพ.ดร. ชัยณรงค โลหชิต) 
 
…………………………………….กรรมการ 

 (ศาสตราจารย น.สพ. พีระศักดิ์ จันทรประทีป) 
 
 ………………………………….กรรมการ 

   (รองศาสตราจารย นพ.สมชาย สุวจนกรณ) 
 



    

 
เอกชาติ พรหมดิเรก : ผลของการเก็บซ้ําและระดับความดันที่มีตออัตราการเก็บและคุณภาพของ      
โอโอไซต ในการเก็บ โอโอไซตด วยวิธี โอพี ยู ในกระบือป ลัก  (THE EFFECT OF REPEATED 
COLLECTIONS AND VACUUM PRESSURE LEVELS ON RATE OF COLLECTION AND 
OOCYTE QUALITY BY OPU METHOD IN SWAMP BUFFALO)   
อาจารยที่ปรึกษา : รศ.น.สพ.ดร. มงคล เตชะกําพุ , อาจารยที่ปรึกษารวม :  รศ.น.สพ.ดร. ชัยณรงค 
โลหชิต,75 หนา. ISBN 974 –03 –0640 -3  

      
การศึกษาครั้งนี้มีจุดมุงหมาย เพื่อศึกษาผลของการเก็บโอโอไซตดวยการใชเข็มเจาะดูดรวมกับเครื่อง 

มือคลื่นเสียงความถี่สูงสอดผานทางชองคลอด (โอพียู)ซ้ําหลายครั้ง ในลูกกระบือปลัก (การทดลองที่1) และ
ศึกษาความดันสูญญากาศที่เหมาะสมในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู (การทดลองที่ 2) การทดลองที่ 1 ใช
กระบือเพศเมียกอนวัยเจริญพันธุ อายุ 8 – 10 เดือน จํานวน 9 ตัว ฝงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่ใบหู 7 วัน กอน
ทําการกระตุนดวย ฟอลลิเคลิ สติมูเลติงฮอรโมน (เอฟเอสเอช) ขนาด 180 มิลลิกรัม แบงฉีดเชาและเย็น 3 วัน 
(40x40,30x30,20x20) รวมกับโกนาโดโทรปน รีลิสซิงฮอรโมน(จีเอ็นอารเอช) ตรวจการตอบสนองของรังไขหลัง
กระตุนและทําการดูดเก็บโอโอไซตดวยแรงดูด 80 –100 mmHg หลังจากฉีดจีเอ็นอารเอช 24 ชั่วโมง โดยทําการ
เก็บหางกันทุก ๆ  2 สัปดาห ทั้งหมด 5 ซ้ํา รวม 42 คร้ัง ผลการศึกษาพบวา ลูกกระบือมีการตอบสนองตอการ
กระตุน 88.1%(37/42) คิดเปน 6.6 ±  3.6 ฟอลลิเคิลตอตัว (n=256)โดยขนาดของฟอลลิเคิลที่พบหลังกระตุน
เฉลี่ยเทากับ 5.0 ±  2.0 มิลลิเมตร ผลการเก็บโอโอไซตที่ไดในลูกกระบือเทากับ 5.4 ± 3.7 โอโอไซตตอตัว คิด
เปน 82.4%(212/256) จากผลการทดลองที่ 1 พบวาการเก็บซ้ําไมมีผลตออัตราการเก็บ โดยการเก็บโอโอไซตใน
ครั้งที่ 1,2,3,4 และ 5 ใหอัตราการเก็บเทากับ  83.2%(43/50), 82.5%(54/66), 81.3%(42/52), 68.8%(27/36), 
87.9%(46/52)ตามลําดับ และคุณภาพของโอโอไซตแตละชนิดในการกระตุนแตละครั้งไมแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญ(P>0.05) สวนการทดลองที่ 2 ศึกษาในกระบือสาวที่ไมเคยไดรับการผสมอายุ 2.5 ป จํานวน 6 ตัว โดย
ทําการกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช ขนาด 280 มิลลิกรัม แบงฉีดเชาและเย็น 3 วัน (60x60,50x50,30x30) 
ทําการศึกษาเปรียบเทียบแรงดันขนาด 60, 80  และ 100 mmHg จํานวน 2 รอบ หางกันรอบละ 1 เดือน ผลการ
ศึกษาพบวา กระบือสาวมีการตอบสนองตอการกระตุน 100% (36/36) คิดเปน 7.4 ± 3.6 ฟอลลิเคิลตอ
ตัว(n=36) ผลการเก็บพบวาระดับ 60 mmHg ใหผลอัตราการเก็บสูงสุดเทากับ 84.1%(93/108) เปรียบเทียบกับ
แรงดัน 80 และ 100 mmHg ซึ่งเทากับ 72.8%(53/70) , 72.6%(69/89) (P< 0.05) แตคุณภาพโอโอไซตที่ไดไม
แตกตางกัน จากการศึกษาทั้ง 2 การทดลองพบวาการเก็บโอโอไซตซ้ํา แบบโอพียูไมมีผลตออัตราการเก็บและ
คุณภาพของโอโอไซต และระดับแรงดันที่เหมาะสมสําหรับการเก็บอยูในระดับ 60 mmHg 
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## 4175552731 : MAJOR THERIOGENOLOGY 
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RATE OF COLLECTION / OOCYTE QUALITY 
                     AKACHART PROMDIREG : THE EFFECT OF REPEATED COLLECTIONS AND   
                     VACUUM PRESSURE LEVELS ON RATE OF COLLECTION AND OOCYTE  
                     QUALITY BY OPU METHOD IN SWAMP BUFFALO. THESIS ADVISOR : ASSOC.         
                     PROF. MONGKOL TECHAKUMPHU, Ph.D., THESIS ADVISOR : ASSOC. PROF.         
                     CHAINARONG LOHACHIT,Ph.D. 75 pp. ISBN 974-03-0640-3  
 
 The objectives of the studies were to investigate the effect of repeated oocyte collection by 
transvaginal ultrasound – guidance(OPU) in swamp buffalo calves (Experiment Ι ) and the appropriate 
aspiration vacuum pressure for OPU (Experiment ΙΙ ) . In Exp Ι.,nine buffaloes, aged 8 – 10 mo were 
stimulated with 180 mg. Follicle Stimulating Hormone(FSH) twice a day for 3 days consecutively 
(40x40,30x30,20x20) 7 days after an ear implant with and GnRH 24 h later. Oocytes were collected from 
each animal of 2 wk interval in five repeated collection.The ovarian response and the oocytes were 
collected after 24 h of GnRH injection.The results showed 88.1%(37/42) of animal responded to treatment 
with the average of 6.6 ±  3.6 follicles per animal(n=256) with an average dimeter of 5.0 ±  2.0 mm.. The 
oocyte recovery rate was 5.4 ± 3.7 oocytes per animal(212/256) which were 83.2%(43/50), 82.5%(54/66), 
81.3%(42/52), 68.8%(27/36) and 87.9%(46/52) in the 1st,2nd,3rd,4th and 5th collection ,respectively(P>0.05) 
.There were no differences in ovarian responses and recovery rates among the collections.In Exp ΙΙ . 
Three vacuum pressure (60,80 and100 mmHg) were compared in 6 superstimulated buffalos heifers aged 
2.5 yrs. The animals were treated with 280 mg.FSH (60x60,50x50,30x30) with the same protocol as 
mentioned above. Each animal was collected by any aspirated vacuum at 2 wk interval and one repeat 
collection was performed 2 mo later with all vacuum pressure.The results showed 100% (36/36) of buffalo 
responding to treatment with  7.4 ± 3.6 folllicles per animal(n=36).The recovery rate was highest in 60 
mmHg 84.1%(93/108)compairing to 80 mmHg(72.8%)(53/70) and 100 mmHg(82.6%)(69/89)(P< 0.05).From 
this experiment, it can be concluded that no effect of repeat OPU on oocyte  recovery rate and oocyte 
quality were concerned. The appropriate vacuum pressure to provide the highest collection rate was 60 
mmHg. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ในชวงระยะเวลา 10 กวาปที่ผานมา มีแนวโนมของการลดลงของประชากรกระบืออยางรวดเร็ว 
โดยสาเหตุที่สําคัญเนื่องจากการปลอยใหกระบือผสมพันธุกันแบบเลือดชิด การตอนกระบือเพศผู การฆา
กระบือเพื่อการบริโภคที่มากกวาการผลิต การฆากระบือเพศเมียและกระบืออุมทอง ซึ่งในปจจุบันปญหา   
ดังกลาวยังไมไดรับการแกไขอยางจริงจังและตอเนื่อง ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยางเรงดวนที่ทุกฝายจะตอง
ชวยกันพิจารณา และดําเนินการเพื่อใหสถานภาพกระบือเปนไปในทางที่ดขีึ้นไดมีการพัฒนานําเอา
เทคโนโลยี ชีวภาพทาง วิทยาการสืบพันธุ อาทิเชน เทคโนโลยีการผสมเทียม การยายฝากตัวออน และ
เทคโนโลยีที่เกี่ยวของอื่น ๆ เพื่อชวยในการอนุรักษและปรับปรุงพันธุกระบือปลักไทยมาตั้งแตป พ.ศ. 2521 
แตอยางไรก็ตามพบวายังมีการวิจัยนอยมากในประเทศไทยและทั่วโลก เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่มีใน 
โคนมและโคเนื้อ หนึ่งในเทคโนโลยีดังกลาวพบวา JIVET (Juvenile In Vitro Fertilization and Embryo 
Transfer) เปนวิธีการผลิตตัวออนจากโอโอไซตของลูกสัตวกอนวัยเจริญพันธุ แลวนํามาผลิตลูกดวยการยาย
ฝากตัวออนในแมที่สมบูรณจะไดลูกที่เกิดมาจากโอโอไซตของลูกสัตว ซึ่งการเก็บโอโอไซตที่จะนํามาใชใน
เทคโนโลยีดังกลาวนั้นมีการเก็บไดหลายวิธี การเก็บโอโอไซตดวยเทคนิคใชเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง
สอดเขาทางปากชองคลอด(Ovum pick up, OPU) เปนหนึ่งในเทคนิคที่ใชในการเก็บโอโอไซตที่ไดมีการ
พัฒนาเพื่อนํามาเก็บ   โอโอไซตจากสัตวที่รูคาทางพันธุกรรมและสามารถทํากับสัตวที่มีชีวิตซ้ําๆ กัน   
หลายๆ ครั้งโดยไมมีผลกระทบตอการสืบพันธุในอนาคตทําใหสัตวไมบอบช้ํามาก หลังเสร็จส้ินการเก็บดวย
วิธีโอพียูสามารถนําแมสัตวไปผสมพันธุและตั้งทองไดปกติ เปนเทคนิคใหมที่มีการพัฒนาใชในวงการ     
สัตวแพทย โดยเฉพาะไดมีการนํามาใชในโครวมกับการปฏิสนธินอกรางกายเพื่อผลิตตัวออน รวมทั้งไดมีการ
ศึกษาในลูกโคกอนวัยเจริญพันธุเพื่อจุดประสงคเดียวกัน วิธีดังกลาวนี้มีประโยชนอยางเห็นไดชัดในการนํา
ไปยายฝากในโคตัวรับและผลติลูกสัตวออกมา ซึ่งเปนการชวยลดชวงหางระหวางชีวิต (Generation 
Interval) ทําใหการปรับปรุงพันธุไดเร็วขึ้น การศึกษาในหัวขอเร่ืองการเก็บดวยเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง
นี้มีเพียง 2-3 รายงานในแมกระบือ โดยหนึ่งในสองรายงานทําในแมกระบือปลัก สวนการศึกษาใน ลูก
กระบือปลักกอนวัยเจริญพันธุยังไมมีรายงานแตอยางใดทั้งในประเทศและตางประเทศ  การพัฒนาเทคนิคนี้
รวมกับเทคนิคการปฏิสนธินอกรางกายจึงอาจเปนหนทางอีกหนทางหนึ่งในการนําไปเพื่อผลิตตัวออนใน
กระบือปลักทดแทนการผลิต       ตัวออนดวยการชะลางจากแมกระบือท่ีไดรับการกระตุนเพิ่มการตกไข ซึ่งมี
จํานวนตัวออนเฉลี่ยไมถึงหนึ่งตัวตอการเก็บจากแมกระบือหนึ่งตัวหรือการใชเพื่อเปนเซลลไขตัวรับ(Oocyte 
recipient) ในการโคลนนิ่งดวยการยายฝากนิวเคลียส (Nuclear transfer)  
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การปฏิสนธิในหลอดแกวเปนเทคโนโลยีการผลิตตัวออนภายนอกตัวสัตวโดยนําโอโอไซตมา       
ปฎิสนธิกับตัวอสุจิจนไดตัวออนแลวจึงนําไปยายฝากในสัตวเพศเมียตัวรับเพื่อไดลูกสัตว  ดังนั้นโอโอไซตจึง
เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอความสําเร็จในการผลิตตัวออนดังกลาว ลักษณะของโอโอไซตที่เก็บไดและ
ระยะการเจริญแบงตัวของโอโอไซตนั้นมีสวนสัมพันธกับอัตราความสําเร็จในการผลิตตัวออน    โดยหากเปน
โอโอไซตที่สมบูรณมีเซลลคิวมูลัสลอมรอบจํานวนมากมักจะใหผลที่ดี  ในขณะที่หากเปนโอโอไซตที่ไมมี
เซลลคิวมูลัสลอมรอบหรือเส่ือมสลายก็จะใหตัวออนที่ลดลง  ซึ่งระดับของแรงดันในการดูดเก็บโอโอไซตเปน
หนึ่งในปจจัยสําคัญที่มีผลตออัตราการเก็บโอโอไซตและคุณภาพของโอโอไซตที่ได สําหรับระยะการเจริญ
ของโอโอไซตนั้นตองทําการตรวจสอบดวยการยอมสีและอานผลใตกลองจุลทรรศน   งานวิจัยสวนใหญมัก
ทําในโคแตยังมีจํานวนจํากัดในกระบือ จากรายงานของ Kamonpatana และ Chuangsoongneon (1994) 
พบวาโอโอไซตที่ดูดจากรังไขของกระบือปลักจากโรงฆาสัตวจะอยูในระยะ Germinal Vesicle (GV) ทั้งหมด 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานในโคโอโอไซตของกระบือปลักดังกลาวตองนํามาเลี้ยงใหอยูในสภาวะพรอมปฏิสนธิ 
(maturation) นานอยางนอย 24 ชั่วโมง (มาลี, 2539) สําหรับงานวิจัยในการตรวจสอบโอโอไซตของกระบือ
ปลักภายหลังการกระตุนดวยฮอรโมนเพิ่มการตกไขชนิดโกนาโดโทรปนนั้น ยังไมมีรายงานแตอยางใด  

วัตถุประสงคการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาเทคนิคการเก็บโอโอไซตดวยวิธีเข็มดูดเจาะตอกับ
เครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูงสอดผานทางชองคลอด และผลของการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือ
ปลักกอนวัยเจริญพันธุและกระบือสาวดวยวิธีดังกลาว รวมทั้งศึกษาชนิดของโอโอไซตที่เก็บไดในลูก
กระบือปลักกอนวัยเจริญพันธุและกระบือสาว และระยะการเจริญของโอโอไซตของลูกกระบือปลัก
กอนวัยเจริญพันธุและกระบือสาวที่ไดจากการเจาะเก็บ ตลอดจนผลของแรงดูดสูญญากาศตออัตรา
การเก็บโอโอไซตและคุณภาพของโอโอไซตในกระบือสาวที่เก็บดวยวิธีโอพียู ซึ่งจะเปนประโยชนใน
งานวิจัยเกี่ยวกับการปฏิสนธินอกรางกายในการผลิตตัวออนที่จะนําไปยายฝากตัวออน หรือเพื่อใช
เปนเซลลไขตัวรับในการโคลนนิ่งดวยการยายฝากนิวเคลียสเพื่อใหไดลูกสัตวที่มีคุณคาทางพันธุกรรม
ตอไป 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาเทคนิคการเก็บโอโอไซตดวยวิธีเข็มดูดเจาะตอกับเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง 
2. เพื่อศึกษาผลของการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาวดวยวิธีโอพียู 
3. เพื่อศึกษาชนิดของโอโอไซตที่เก็บไดในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาว 
4. เพื่อศึกษาระยะการเจริญของโอโอไซตที่เก็บไดดวยวิธีโอพียู 
5. เพื่อศึกษาผลของแรงดันในการดูดระดับตางๆ ตออัตราการเก็บและคุณภาพของโอโอไซตที่ได   
    จากการเก็บดวยวิธีโอพียูในกระบือสาว 
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ขอบเขตของการวิจัย 
 

เปนการวิจัยภาคสนาม (field trial) ในลูกกระบือปลักไทยหลังหยานมและกระบือสาว กระบือเหลา
นี้ไดผานการเตรียมเปนสัตวทดลองโดยไดรับอาหารขน อาหารหยาบและน้ําเต็มที่ตลอดระยะเวลาที่ดําเนิน
การทดลองทําการเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธี โอพียูเปนจํานวน 5 คร้ังติดตอกัน แตละครั้ง หางกัน 2 สัปดาห 
และสิ้นสุดการทดลองเมื่อทําการเก็บโอโอไซตครบตามจํานวนครั้งที่กําหนดไว              

 
ขอตกลงเบื้องตน 

 
เปนการทดลองที่ทดลองในลูกกระบือปลักเพศเมียหลังหยานมอายุประมาณ 8 – 10 เดือน น้ําหนักประมาณ 
150 กิโลกรัม จํานวน 9 ตัว สวนกระบือสาว   อายุประมาณ 2.5 - 3 ป น้ําหนักประมาณ  250  กิโลกรัม 
จํานวน   6  ตัว กระบือทั้งหมดไดรับความอนุเคราะหจากกองบํารุงพันธุสัตว กรมปศุสัตว นํามาเลี้ยงที่ศูนย
ฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม 

 
ขอจํากัดของการวิจัย 
  

หัวตรวจ(probe) ของเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูงที่ใชมีขอจํากัดอยูบางประการ คือ ความถี่ของ
คลื่นเสียงที่ใชมีความถี่เพียง 5 เมกะเฮิรท ซึ่งจะใหความละเอียดของภาพไดไมชัดเจนเทาที่ควรในฟอลลิเคิล
ที่มีขนาดเล็ก ๆ และความยาวของหัวตรวจอาจจะสั้นไปในการทดลองเก็บโอโอไซตในกระบือปลักสาวทําให
การเก็บเปนไปดวยความลําบาก  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1. พัฒนาการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู  ในกระบือปลักไทย 
2. เปนวิธีหนึ่งในการทดแทนการเก็บโอโอไซตดวยวิธีการผาชองทอง 
3. สามารถเก็บโอโอไซตไดจากลูกกระบือและกระบือสาวไดหลายครั้ง 
4. เมื่อใชเทคนิคนี้รวมกับการปฏิสนธินอกรางกายและการยายฝากตัวออนจะเปนวิธีการผลิต 
      ตัวออน  และลูกกระบือที่มีคุณภาพ 
5. สามารถนําไปปรับใชกับลูกกระบือ กระบือสาวและแมกระบือพันธุดีที่เล้ียงในศูนยวิจัยระดับ      

ประเทศจะเปนการพัฒนาดานการปรับปรุงพันธุกรรม 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 1.ประชากรและตัวอยาง 
 

1.1 การเตรียมตัวสัตวเพื่อใชในการทดลอง 
ลูกกระบือปลักน้ําหนักประมาณ  150  กิโลกรัม จํานวน  9  ตัว ที่ไดรับการอนุเคราะหจากกองบํารุงพันธุ     
กรมปศุสัตว ไดนํามาเลี้ยงที่ศูนยฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม 
กอนที่จะเริ่มดําเนินการทดลอง สวนกระบือสาวเปนกระบือของภาควิชาสูติศาสตร เธนุเวชวิทยา และ    
วิทยาการสืบพันธุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั โดยกระบือท้ังสองอายุไดมีการ
เตรียมตัวสัตวเพื่อใชในการทดลอง โดยไดมีการใหอาหารขนเสริม อาหารหยาบและน้ําเต็มที่ ตลอดระยะ
เวลาที่ทําการทดลองจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง 

1.2 การคัดเลือกกระบือเขาสูการทดลอง 
คัดเลือกลูกกระบือเพศเมียหลังอยานม และกระบือสาวที่มีมดลูกและรังไขที่ปกติ และสามารถที่จะกระตุน   
การเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขได       ตลอดจนไมมีความผิดปกติที่สงผลกระทบตอการเก็บโอโอไซตดวยวิธี 
โอพียู 
 
 2. วิธีการศึกษา 
 
  2.1 ลูกกระบือปลัก ทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในลูกกระบือท่ีผานการเตรียมตัวสัตว
เพื่อเขาสูการทดลอง โดยในลูกกระบือปลักจะทําการเก็บโอโอไซตซ้ํา จํานวน  5 คร้ัง หางกันทุก 2 สัปดาห      
โอโอไซตที่ได นํามาจําแนกชนิดและตรวจสอบระยะการเจริญของโอโอไซต  
  2.2 กระบือสาว จะศึกษาผลของความดันสูญญากาศในการดูด ในระดับท่ีตางกันตอผล
ของอัตราการเก็บและคุณภาพของโอโอไซตที่เก็บไดจากวิธีโอพียู โดยจะทําการเก็บดวยความดันขนาด     
60 ,80 และ 100 มิลลิเมตรปรอท โดยในกระบือแตละตัวจะทําการเก็บ ดวยความดันดังกลาวเปนจํานวน 2 
รอบ     ดังนั้นกระบือแตละตัวจะถูกเก็บโอโอไซต จํานวน 6 คร้ัง หางกันทุก 2 สัปดาห โอโอไซตที่ไดนํามา
จําแนกชนิดและตรวจสอบระยะการเจริญ 
 
การสังเกตและการวัด 
 
 1. ตัวแปรหลัก คือ การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูและระดับแรงดันสูญญากาศในการดูด 
 2. ตัวแปรตาม คือ อัตราการเก็บ (recovery rate) ชนิดของโอโอไซต (type of oocyte)   
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การรวบรวมและวิเคราะหขอมูล 
 
 1.รวบรวมคาการตอบสนองของรังไขตอการกระตุนดวยฮอรโมน ขนาดของฟอลลิเคิลที่พบ อัตรา
การเก็บโอโอไซต ชนิดของโอโอไซตที่ไดและระยะการเจริญ 
 2.เปรียบเทียบผลของการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลและอัตราการเก็บโอโอไซตในการเก็บ      
โอโอไซตดวยวิธีโอพียูซ้ําในการเก็บทั้ง 5 คร้ัง โดยใช ANOVA 
 3.เปรียบเทียบผลของระดับความดันในการดูดที่ 60, 80 และ 100 มิลลิเมตรปรอท ตออัตราการ
เก็บ และคุณภาพของโอโอไซตที่ไดจากการเก็บโดยใช ANOVA 
 
ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 

เดือนที่ 1 2 3  4  5  6   7   8   9   10   11   12   13 
พ.ศ.25……  43  43  43  43  43   43   43   43   43   44   44   44   44 

เดือน 4  5  6  7  8   9 10   11   12    1    2    3   4 
ทบทวนเอกสาร 
วางแผนงานวิจัย 
ดําเนินการทดลอง 
วิเคราะหและแปรผล 
เขียนรายงาน 

X  
 

X 
 X 

 
 X 
 

 
 

  X 

 
 

  X 

 
 

  X 

 
 

   X 

 
 

   X 

 
 

   X 
 

 
 

    X 
 

 
 

   X 
   X 

 
 
 

    X 
 

 
 
 
 

   X 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
แนวเหตุผลและทฤษฎีที่สําคัญ 

 
ในปจจุบันเทคโนโลยีทางชีวภาพทางวิทยาการสืบพันธุ เปนสาขาวิชาหนึ่งที่มีสวนชวยในการ    

ปรับปรุงพันธุสัตว ไมวาจะเปนเทคโนโลยีดานการผสมเทียม การยายฝากตัวออน และการปฏิสนธินอก   
รางกาย เปนตน โดยเฉพาะในการผลิตตัวออนดวยการปฏิสนธินอกรางกายนั้น เปนวิธีการหนึ่งที่สามารถจะ
ชวยลดชวงเวลาระหวางรุน (generation interval) ลง โดยการเก็บโอโอไซตนํามาทําการปฏิสนธินอกราง
กาย  แลวนําตัวออนที่ไดไปทําการยายฝากในโคตัวรับ และเกิดเปนลูกสัตวจนคลอดออกมาได ซึ่งจะทําให
ระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุโครวดเร็วขึ้น โดยเฉพาะโอโอไซตที่เก็บไดในลูกโค การเก็บโอโอไซตจากรังไข
ของโคสามารถทําไดหลายวิธี เชน จากการเจาะเก็บโดยตรงจากฟอลลิเคิลของรังไขที่มาจากโรงฆาสัตว โดย
อาจมาจากการแยกฟอลลิเคิลออกเปนแตละอัน (follicle dissection) หรือการดูดเจาะโดยตรง(follicle 
aspiration) ซึ่งมีขอดีในแงโอโอไซตที่เก็บไดมีจํานวนมาก แตมีขอเสีย คือ ไมรูคุณคาทางพันธุกรรมของสัตว 
ดังนั้นการผลิตตัวออนที่ไดจึงไมเกิดการปรับปรุงพันธุสัตวใหดีขึ้นในการนําไปยายฝาก เนื่องจากลูกโคที่เกิด
จะไมรูแหลงพันธุกรรม การเก็บโอโอไซตจากการตรวจผานชองทองดวยกลองลาปาโรสโคป (laparoscopy) 
โดยการสอดกลองลาปาโรสโคปรวมกับการจับรังไขดวยฟอรเซปอันหนึ่ง แลวเจาะดูดดวยปลายเข็มผานรูอีก
อันหนึ่ง ก็เปนวิธีเก็บโอโอไซตที่มีการนํามาใช แตผลที่ไดจากวิธีนี้ไมคอยแนนอน (Santl et al., 1998) นอก
จากนี้ยังมีการเก็บโอโอไซตจากการผาตัดเปดชองทอง(lapalotomy) และทําการดูดโอโอไซตโดยตรง วิธีนี้
สามารถทําไดกับสัตวขนาดเล็ก เชน แพะ แกะ สุกร ลูกโค หรือลูกกระบือ แตมีขอเสีย คือ ไมสามารถทําได
มากครั้ง เพราะจะมีการติดยึดของอวัยวะภายในกับอวัยวะสืบพันธุ จากขอจํากัดของวิธีการเก็บโอโอไซตวิธี
ตาง ๆ ขางตน จึงไดมีการนําเครื่องมือความถี่สูง หรือ อัลตราซาวดชนิดเรียลไทม บีโมด รวมกับการใชเข็ม
เจาะดูด  มาใช ในการเก็บ โอโอไซต  ซึ่ ง เรียกวิธีการนี้ ว า  “transvaginal ultrasound-guided follicle 
aspiration“ หรือที่ เรียกย อ  ๆ  ว า  “ovum pick up (OPU,โอพี ยู )“ ห รืออาจใชคํ าว า  “In vivo oocyte 
recovery” ซึ่งวิธีการนี้ไดมีการประยุกต และพัฒนามาจากการเก็บโอโอไซตในสตรี       วิธีโอพียูนี้สามารถที่
จะทําไดโดยไมตองมีการวางยาสลบสัตว สามารถทําไดทั้งในทานอนหรือทายืน โดยการใชเข็มขนาดยาว
สอดผานผนังชองคลอดดานบน แทงทะลุเขาไปในชองทอง ซึ่งตองใชมืออีกขางลวงผานทาง ทวารหนัก เพื่อ
ยึดรังไขที่จะเจาะไว ในการเจาะรังไขนั้นจะถูกควบคุมโดยการผานหนาจอมอนิตอร  
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ขอดีและขอจํากัดของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู 
 
ขอดี 
 

1. เทคนิคการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู รวมกับเทคนิคการปฏิสนธินอกรางกาย เปนวิธีการผลิตตัวออนที่อาจ
เปนการทดแทนการผลิตตัวออนจากการกระตุนเพิ่มการตกไข โดยอาจเก็บจากแมโคที่ผสมไมติดแลวได 

2. สามารถที่จะเก็บโอโอไซตจากแมโคที่รูคุณคาทางพันธุกรรมได ซึ่งเมื่อนําโอโอไซตนั้นมาทําการผลิตตัวออน
จะไดตัวออนที่มีคุณคาทางพันธุกรรมเอาไวยายฝากในโคตัวรับได 

3. สามารถทําไดหลายครั้ง โดยมีความถี่สัปดาหละครั้งหรือสองครั้ง ติดตอกัน 5 เดือน โดยไมมีผลกระทบของ
การทํางานของรังไขไมทําใหเกิดการยึดติดของรังไขกับอวัยวะภายในเชนที่พบในการเก็บจากการเปดชอง
ทอง  (Kruip et al.,1994) ทําใหสัตวไมบอบช้ํามาก 

4. การฟนตัวของสัตว สัตวสามารถที่จะฟนตัวไดหลังการเก็บโอโอไซตทันที และใชเวลาในการปฏิบัตินอยกวา
มาก โดยทั่วไปการเจาะดวยวิธีโอพียู ในรังไขทั้งสองขางจะใชเวลาประมาณ 30 นาทีตอตัว 

5. หลังจากเสร็จส้ินการเจาะเก็บโอโอไซตแบบโอพียูแลว แมพันธุมีการแสดงอาการเปนสัดปกติ (Stubbing and  
     Walton, 1995) สามารถนําไปผสมพันธุและตั้งทองไดปกติ 
6.  สามารถทําการเจาะเก็บโอโอไซตในแมโคที่ตั้งทองระยะแรกกอน  3  เดือนได ทําใหเปนการใชประโยชนจาก 
     แมโคอยางเต็มที่ 
7.  สามารถใชกับแมโคที่เคยมปีระวัติการใหตัวออนดี  แตหลังกระตุนหลาย ๆ  คร้ังแลวมีการตอบสนองที่ต่ํา ให 
     คุณภาพตัวออนที่ไมดี หรือเปนแมพันธุที่ผสมไมติด อันเนื่องจากสาเหตุอื่นที่ไมเกี่ยวกับการทํางานของรังไข 
8. ในกรณีของการเก็บโอโอไซตจากรังไขของลูกโค และนําเอาโอโอไซตมาทําไอวีเอฟ จะเปนการชวยลดชวงหาง

ระหวางรุนได และหลังจากทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูแลว ลูกโคก็ยังสามารถใชเปนแมพันธุไดตอไป 
 
ขอเสียเปรียบ 
 

1. ตองใชเงินลงทุนสูงเรื่องเครื่องมือและอุปกรณตาง ๆ ทั้งเครื่องมือการเก็บ และเครื่องอัลตราซาวด 
2. ในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีนี้ ตองอาศัยความชํานาญในการปฏิบัติเปนอยางดี จึงจะใหผลสําเร็จการปฏิบัติ   

 สูง 
3. เมื่อเทียบกับการเก็บโอโอไซตจากรังไขโดยตรง จะใหอัตราการเก็บโอโอไซตที่ต่ํากวา 
 

ดังนั้น เมื่อทราบถึงขอดีและขอเสียของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูนี้แลว     เมื่อนําขอดีและขอเสีย 
ดังกลาว มาเปรียบเทียบกับวิธีการเก็บโอโอไซตดวยวิธีอื่น ๆ เพื่อนํามาพิจารณา ประกอบการเลือกใชวิธีการ
เก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ซึ่งไดแสดงการเปรียบเทียบวิธีการเก็บโอโอไซตดวยวิธีการตาง ๆ   ไวในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 : แสดงการเปรียบเทียบวิธีการตาง ๆ ในการเก็บโอโอไซต 
 
รายละเอียดที่เปรียบเทียบ การเก็บจาก 

โรงฆาสัตว 
การตัดรังไข ลาปาโรสโคป เปดผา 

ชองทอง 
โอพียู 

วิธีการเก็บโอโอไซต A,D,S A,D,S A A A 
ระยะของโอโอไซต I(M) I(M) I/M I/M I/M 
ระยะในทอนําไข + + (+) (+) - 
โอกาสที่จะเกิด 
การผสมไมติด 

+ + สูง สูง ต่ํา 

ความยาก 
ของการปฏิบัติ 

งาย ตองทําเปน 
จํานวนมาก 

ยาก งาย งาย 

การสามารถทําซ้ํา - - ? (?) + 
 
A  = การเจาะดูด, D = การเลาะแยกเปนแตละฟอลลิเคิล, S = การตัดยอยเปนชิ้นเล็ก ๆ  
I   = โอโอไซตที่ยังไมพรอมปฏิสนธิ,    M = โอโอไซตที่พรอมปฏิสนธิ 
+  = ทําได,        (+)  = พอทําได,       -  = ทําไมได,        ?  = ยังเปนที่สงสัย 
ที่มา : Rath,1993 
 
การนําวิธีการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในโค 
 
 การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูสามารถนํามาทําไดในโค 4 ประเภท ดังนี้คือ 
 

1. ในแมโคที่มีวงจรการเปนสัดปกติ ไมไดรับการกระตุนดวยฮอรโมน สามารถที่จะทําการเก็บสัปดาหละครั้งหรือ         
สองครั้ง โดยอาจเปนแมโคที่เคยเปนแมโคที่ใหตัวออน (donor cow) และตอมามีการตอบสนองนอยลง หรือ
ใหตัวออนที่มีคุณภาพดวยลง รวมทั้งในกรณีที่แมโคมีปญหาผสมไมติด(problem cows) (Looney et al., 
1994) 

2. แมโคที่ไดรับการกระตุนดวยฮอรโมนโกนาโดโทรปน เพื่อเพิ่มจํานวนและขนาดของฟอลลิเคิล (Ali dinar et 
al.,1987 ; Bungartz et al.,1995) 

3.  แมโคอุมทองระยะแรก (Meintjes et al.,1995)  
4. ลูกโคที่ไดรับการกระตุนดวยฮอรโมนโกนาโดโทรปน เพื่อเพิ่มจํานวนและขนาดของฟอลลิเคิล  (Nibart and 

Marquant, 1995 ; Brogliattti and Adams, 1996 ; Brogliattti et al., 1997) 
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การเก็บโอโอไซตวิธีโอพียู มีขอดีคือ รวมกับเทคนิคการปฎิสนธินอกรางกาย เปนวิธีการผลิตตัวออน
ซึ่งอาจเปนการทดแทนการผลิตตัวออนจากการกระตุนเพิ่มการตกไข โดยอาจเก็บจากแมโคที่ผสมไมติดแลว
ไดและสามารถเก็บจากรังไขของแมโคที่รูทางพันธุกรรมได เมื่อนํามาผลิตตัวออนจะไดตัวออนที่มีคุณคาทาง   
พันธุกรรมเอาไวยายฝากในโคตัวรับได (Kruip et al., 1991;1994) โอกาสที่สามารถทําไดหลายๆครั้งจากโค
ตัวเดียวกัน ซึ่งจะแตกตางจากการเก็บดวยการเปดผาชองทอง โดยมีความถี่สัปดาหละครั้งหรือสองครั้ง    
ติดตอกัน 5 เดือน โดยไมมีผลกระทบของการทํางานของรังไข ไมทําใหเกิดการยึดติดของรังไขกับอวัยวะ 
ภายในเชนที่พบในการเก็บจากการเปดชองทอง (Kurip et al., 1994) ทําใหสัตวไมบอบช้ํามาก หลังเสร็จส้ิน
การเก็บแบบโอพียู สามารถนําแมโคไปผสมพันธุและตั้งทองไดปกติ นอกจากนี้กรณีของการเก็บโอโอไซต
จากรังไขของลูกโค และนําเอาโอโอไซตมาทํา ไอวีเอฟ จะเปนการชวยลดชวงหางระหวางรุนไดและหลังจาก
นั้นปลอยใหลูกโคเจริญเติบโตแลวกลายเปนแมพันธุไดตอไป 
 ปจจุบันประชากรกระบือในประเทศไทยมีการลดจํานวนลงเปนอยางมาก โดยสาเหตุที่สําคัญเนื่อง
จากการปลอยใหกระบือผสมพันธุกันแบบเลือดชิด การตอนกระบือเพศผู การฆากระบือเพื่อการบริโภคที่
มากกวาการผลิต การฆากระบือเพศเมียและกระบืออุมทอง ซึ่งในปจจุบันปญหาดังกลาวยังไมไดรับการ   
แกไขอยางจริงจังและตอเนื่อง โดยแนวทางในการแกไขประการหนึ่งคือ การนําเอาเทคโนโลยีชีวภาพทาง
วิทยาการสืบพันธุ  มาชวยในการแกไขปญหาดังกลาวนับวาเปนประโยชนอยางยิ่งในการอนุรักษและปรับ
ปรุงพันธุกระบือ โดยเฉพาะกระบือปลักไทย ซึ่งเทคนิคการเก็บโอโอไซตโดยใชเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง
สอดผานทางชองคลอดรวมกับการใชเข็มเจาะดูด เพื่อเก็บโอโอไซตจากสัตวที่ยังมีชีวิต แลวนําไปทําการ  
ปฎิสนธิในหลอดทดลอง  เมื่อไดตัวออนที่ทราบคุณคาทางพันธุกรรมนําไปยายฝากในแมกระบือตัวรับจะได
ลูกกระบือที่มีคุณคาทางพันธุกรรมตอไป เมื่อกระบือท่ีเสร็จส้ินจากการเก็บโอโอไซตดวยวิธีดังกลาวยัง
สามารถนําไปผสมพันธุและใหลูกตอไปได นอกจากนั้นการเก็บโอโอไซตจากลูกสัตวกอนวัยเจริญพันธุแลว
นําไปปฏิสนธิในหลอดทดลอง แลวนําตัวออนไปยายฝากจะไดลูกที่เกิดมาจากโอโอไซตของลูกสัตว ซึ่งการ
ใชเทคนิคการเก็บโอโอไซตโดยใชเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง รวมกับการใชเข็มเจาะดูดในลูกสัตวกอน    
วัยเจริญพันธุ ยังเปนการชวยลดชวงหางระหวางชีวิตทําใหการปรับปรุงพันธุไดเร็วขึ้น 
 การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการนําวิธีการเก็บโอโอไซตโดยการใช
เข็มเจาะดูดรวมกับเครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูงมาใชในลูกกระบือปลักและกระบือสาว การตอบสนองของ
รังไขตอการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลดวยฮอรโมนฟอลลิเคิล สติมูเลติ้งฮอรโมน ตลอดจนคุณภาพของ
โอโอไซตที่เก็บไดและผลของการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือปลัก นอกจากนั้นยังศึกษาถึงผลของระดับ
ความดูดสูญญากาศ ระดับตาง ๆ ที่มีผลตอคุณภาพของโอโอไซตที่เก็บได 
 
 
 
 
 



 10

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 
 
          การเพิ่มจํานวนการตกไขและการยายฝากตัวออน (Multiple Ovalation and Embryo Tranfer ; 
MOET)มีวัตถุประสงคในการผลิตตัวออนจากแมสัตวที่มีคุณคาพันธุกรรม แตอยางไรก็ตามผลของการ
กระตุนการตกไขจํานวนมากโดยฮอรโมนโกนาโดโทรปนยังใหผลไมเปนที่นาพอใจ เพราะมีรายงานถึงผล
กระทบจากการใชฮอรโมนกระตุนการทํางานของรังไขซึ่งทําใหมีการตอบสนองที่ต่ําและผันแปร ทําใหเกิดถุง
น้ําที่รังไข(Cystic ovarian follicle) นอกจากนั้นแมโคที่มีการตกไขหลายๆครั้งพบวาการเจริญของโอโอไซต
และฟอลลิเคิลมักเกิดความผิดปกติ   และมีแนวโนมการผลิตโอโอไซตที่ลดลง   ซึ่งทางหนึ่งที่อาจจะชวย   
แกไขปญหานี้ไดดวยการเก็บโอโอไซตโดยใชเข็มเจาะดูด รวมกับเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูงสอดผานทาง
ชองคลอด (Roelofsen-Vendrig et al., 1994) เปนวิธีการที่ทําใหสามารถเก็บโอโอไซตซ้ําไดหลายครั้งจาก
แมโคตัวใหเพียงตัวเดียว  แลวนํามาผลิตตัวออนในหลอดทดลองซึ่งจะทําใหไดผลผลิตลูกหลานจากแมพันธุ
ไดมากยิ่งขึ้น โอโอไซตที่เก็บมาไดจะนํามาผานขบวนการที่ทําใหโอโอไซตเจริญเติบโตเต็มที่จนพรอมปฎิสนธิ
ในหลอดทดลองและนําไปปฏิสนธิกับ  สเปรมในหลอดทดลอง หลังจากนั้นจึงนําตัวออนที่ไดไปฝากในมดลูก
แมโคตัวรับเพื่อเจริญเติบโตตอไป 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู  
 
 การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู มีปจจัยที่มีผลกระทบตออัตราการเก็บโอโอไซต ทั้งในดานของจํานวน 
โอโอไซตเฉลี่ยที่เก็บได และคุณภาพของโอโอไซตที่ไดจากการเก็บ โดยมีปจจัยที่เกี่ยวของ ดังนี้ 
 
ผลของหัวตรวจ(Transducer)และตัวนําเข็ม(Needle Guide) 
 
 หัวตรวจเปนอุปกรณหนึ่งของเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูง ปกติแลวคลื่นความถี่ของหัวตรวจควรอยู
ที่ 6.5 เมกกะเฮิตซ แตในระดับความถี่ที่ 7.5 เมกกะเฮิตซ จะมองเห็นฟอลลิเคิลขนาดเล็ก ๆ ประมาณ 2 
มิลลิเมตรได   หัวตรวจที่ดีควรมีคุณสมบัติทางดานรูปราง ขนาด และความถี่ที่เหมาะสม ซึ่งเปนหลักการ
สําคัญในการเลือก หัวตรวจมาใช (Pieterse et al.,1990) สวนตัวนําเข็มจะเปนตัวชวยใหเข็มผานไปไดงาย
และทําใหชองคลอดสะอาด โดยมักนาํถุงหุมหรือแผนฟลมบาง ๆ สวมปดกอนสอดหัวตรวจและตัวนําเข็ม
เขาปากชองคลอด 
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ผลของแรงดูดสูญญากาศ (aspiration vacuum) 
 

 ความแรงของการดูดแบบสูญญากาศ (negative pressure) จะมีความสัมพันธกับอัตราการไหลของ
ของเหลวในทอ (มิลลิลิตร/นาที) ( Bols et al., 1996) ป ค.ศ.1994 Looney และคณะ รายงานวา ความแรง
ของการดูดควรอยูในระดับที่เหมาะสมประมาณ 75-100 มิลลิเมตรปรอท โดยมีอัตราการไหลของน้ํายาที่
เก็บไดประมาณ 22 มิลลิลิตร /นาที ซึ่งใกลเคียงกับระดับของแรงดูดที่ Gerber และคณะ(2000)ใช โดยให
อัตราการเก็บ 51% ในโค และ 45.3% ในกระบือแอฟริกัน 
 Bols และคณะ(1996) ไดทดลองใชความแรงของการดูดที่แตกตางกัน จาก 50, >70, 90, 110 และ 
130 มิลลิเมตรปรอท ในการทดลองเจาะฟอลลิเคิลจากรังไขของโคจากโรงฆาสัตวโดยใชเข็มเจาะขนาด 
18G, 19G และ 21G  พบวาเมื่อแรงดูดสูงขึ้นจะไดจํานวนของโอโอไซตเพิ่มขึ้น  ไมวาจะใชเข็มขนาดใด  แต
เมื่อเพิ่มแรงดูดขึ้นจะทําใหสัดสวนของโอโอไซตคุณภาพดีที่มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้น (compact cumulus 
oocyte) ลดลง นอกจากนั้นความสามารถของโอโอไซตในการพัฒนาถึงระยะบลาสโตซีสยังลดลงเมื่อเพิ่ม
แรงดูดโดยเฉพาะแรงดูดในชวง 70-130 มิลลิเมตรปรอท ซึ่งขัดแยงกับการทดลองของ Looney และ
คณะ(1994) Lenz และคณะ(1987) อางถึงโดย Bols และคณะ(1996) รายงานวา เมื่อเพิ่มแรงดูดมากเกิน
ไปจะเปนสาเหตุเกิดความผิดปกติของรูปรางลักษณะของโอโอไซตได   
 ในป 1997 Fry และคณะ ไดทําการศึกษาผลของระดับแรงดูดที่ตางกัน ตั้งแต 25, 50, 75 และ 100 
mmHg ในการทดลองเจาะฟอลลิเคิลจากรังไขของโคจากโรงฆาสัตว พบวาอัตราการเก็บโอโอไซตจะเพิ่มขึ้น
จาก 46% เปน 51, 53 และ 59% เมื่อความแรงในการดูดเพิ่มขึ้น แตในทางตรงกันขามหากเพิ่มความดัน
จาก 50 mmHg เปน 100 mmHg   จะมีผลตอคุณภาพของโอโอไซตเกรด เอ (มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้น)        
และโอโอไซตปกติที่เหมาะจะนําไปทําการปฏิสนธินอกรางกาย ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Bols และ
คณะ(1996) โดยโอโอไซตเกรด เอ จะลดลงจาก 18% เปน 11, 6 และ 5% เทานั้น และโอโอไซตปกติ ลดลง
จาก 39% เปน 45, 39 % เมื่อเพิ่มความดันจาก 25 เปน 50, 75 และ 100 mmHg ตามลําดับ(ตารางที่ 2) 
ดังนั้นจากการศึกษาที่กลาวมาขางตน พบวาหากแรงดันในการดูดหรืออัตราไหลเร็วเกินไปจะมีผลตอคุณ
ภาพของโอโอไซต โดยจะพบโอโอไซตที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุม(denude oocyte)เพิ่มขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากแรงดูด
ที่มากเกินไปจะทําใหเซลลคิวมูลัสหลุดออก ซึ่งโอโอไซตชนิดนี้เปนโอโอไซตที่ใหอัตราการปฏิสนธิต่ําและยัง
สงผลใหไดตัวออนจํานวนนอยจากการปฏิสนธิ 
ตารางที่ 2 : ผลของความแรงในการเจาะดูดตออัตราการเก็บและคุณภาพโอโอไซต 

แรงดูด 
(mmHg) 

จํานวน 
ฟอลลิเคิล 

จํานวน 
โอโอไซต 

% การเก็บ 
โอโอไซต 

% โอโอไซต 
คุณภาพดีมาก 

% โอโอไซต 
ปกติ 

25 1650 755 46 18 39 
50 1762 905 51 11 45 
75 804 430 53 6 39 

100 1611 943 59 5 31 
(ดัดแปลงจาก Fry และคณะ, 1997) 
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ผลของการกระตุนรังไขดวยฮอรโมนโกนาโดโทรปน 
 
 การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู มีการนําฮอรโมนโกนาโดโทรปนมาใชในการกระตุน เพื่อเพิ่มจํานวน        
ฟอลลิเคิลและขนาดของฟอลลิเคิลก็เพิ่มขึ้นโดยมีผลไปกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล ทั้งนี้เนื่องจากสัตวที่
ไมไดรับการกระตุนจะมีจํานวนโอโอไซตนอย            ซึ่งฮอรโมนโกนาโดโทรปนที่มีการนํามาใชมีทั้ง ฮอรโมน
เอฟเอสเอช (Fricke et al., 1994)และฮอรโมน พีเอ็มเอสจี  โดยทําการกระตุนกอนการเจาะเก็บดวยวิธีโอพียู  
 ป  1991  Van der Schaans  และคณะ   อางถึงโดย   Fry  และคณะ (1994)   ไดทดลองใชฮอรโมน   
พีเอ็มเอสจี ขนาด 550 IU ทุกๆ สัปดาห พบวาสามารถเพิ่มจํานวนโอโอไซตสําหรับนําไปใชในการผลิต     
ตัวออนในหลอดทดลอง จากนั้นในป 1994 Fry และคณะ ทดลองใชฮอรโมนพีเอ็มเอสจี ขนาด 750 IU ฉีด
เขากลามเพียงครั้งเดียว ทุกสัปดาหกอนทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู โดยทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห 
พบวาการกระจายของขนาดฟอลลิเคิล จํานวนของฟอลลิเคิลที่ทําการเจาะและจํานวนโอโอไซตที่เก็บได ไม
มีความแตกตางจากกลุมควบคุมที่ฉีดดวยน้ํายาทําละลายฮอรโมน ความลมเหลวในการกระตุนการเจริญ
ของ   ฟอลลิเคิลอาจเกิดเนื่องจากใหฮอรโมนในขนาดที่ไมเพียงพอ 
 เอกชาติ และคณะ(2543) ไดทดลองใชฮอรโมน พีเอ็มเอสจี ขนาด 3000 IU ฉีดเขากลามเพียงครั้ง
เดียวในกระบือปลัก หลังจากนั้น 48 ชั่วโมง ทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู พบวามีจํานวนฟอลลิเคิล 
6.6±1.1ฟอลลิเคิลตอตัว(46/7) สวนจํานวนโอโอไซตที่เก็บไดเทากับ4.1±2.0โอโอไซตตอตัว(29/7) คิดเปน
อัตราการเก็บเทากับ  63.0%(29/46) 
 สําหรับการนําฮอรโมน เอฟเอสเอช มาใชในการกระตุนนั้น Bungartz และคณะ(1995) ไดทําการ
ทดลอง พบวาการใชฮอรโมน เอฟเอสเอช ในการกระตุนรังไข จะชวยเพิ่มจํานวนโอโอไซตตอตัวที่เก็บได โดย
สอดคลองกับการศึกษาของ Looney และคณะ(1994) ที่พบวาการใชฮอรโมน เอฟเอสเอช ขนาด 24-30 
มิลลิกรัม แบงใหเชาและเย็น ในวันที่ 3 ถึง 5 ของวงรอบการเปนสัด สามารถเพิ่มจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถ
ถูกเจาะไดจาก 8.9 เปน 12.3 ฟอลลิเคิลตอตัว และเพิ่มจํานวนโอโอไซตตอตัวจาก 6.3 โอโอไซต เปน 8.3  
โอโอไซต อยางไรก็ตามไมพบวามีความแตกตางของคุณภาพของโอโอไซต   อัตราการแบงตัวหรืออัตราการ
เจริญเปนตัวออนระยะมอรูลาหรือบลาสโตซีสระหวางโคกลุมที่ใหฮอรโมนกอนเก็บกับกลุมที่ไมไดใหฮอรโมน 
(ตารางที่ 3)  ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Looney และคณะ(1994) ที่พบเชนกันวาคุณภาพของตัวออน
ที่สามารถนําไปยายฝากไดในแมโคที่ไดรับการกระตุนนั้นสูงกวาในแมโคที่ไมไดรับการกระตุน (1.38 และ 
0.96 ใบ ตามลําดับ) ซึ่งสอดคลองกับ Ruigh และคณะ(2000) แตไมมีผลตอความแตกตางของอัตราการ  
ตั้งทอง (18.6 และ 16.3% ตามลําดับ)  
 นอกจากนั้นยังไดมีการนําฮอรโมนเอฟเอสเอชมาใชในการผลิตโอโอไซตในโคเนื้อระยะแรกหลังคลอด 
โดยใชฮอรโมนขนาด 32 มิลลิกรัม แบบลดขนาดลงเรื่อย ๆ โดยฉีดฮอรโมนในวันที่ 15 หลังคลอดแลวทําการ
เก็บโอโอไซตในวันที่ 25 และทําการเก็บซ้ําในวันที่ 35 หลังคลอด พบวาแมโคที่กระตุนรังไขดวยฮอรโมน       
เอฟเอสเอช ใหจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถเจาะได และจํานวนโอโอไซตที่เก็บไดสูงกวาแมโคที่ไมไดกระตุน 
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ตลอดจนคุณภาพของโอโอไซตที่เก็บไดก็ดีกวา ทั้งในการเก็บโอโอไซตในวันที่ 25 และ 35 หลังคลอด      
นอกจากนี้เมื่อนําโอโอไซตที่ไดไปผลิตตัวออน พบวาแมโคที่ฉีดกระตุนรังไขนั้น ใหอัตราการแบงตัวที่สูงกวา
ในแมโคที่ไมไดกระตุน ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่จะนําฮอรโมนนี้มาใชในการกระตุนรังไขในแมโคหลัง
คลอด เพื่อเปนแหลงในการผลิตโอโอไซต  สําหรับนําไปใชในการปฏิสนธินอกรางกายเพื่อผลิตตัวออนตอไป    
ซึ่งสามารถทําการเก็บโอโอไซตไดที่ 25 และ 35 วัน หลังคลอด 
 
ตารางที่ 3 : จํานวนฟอลลิเคิลที่เจาะ จํานวนโอโอไซตที่ได อัตราการแบงตัว และอัตราการ
เจริญของตัวออนระยะบลาสโตซีสจากการปฏิสนธิในหลอดทดลองของโอโอไซตท่ีมีเซลลคิว
มูลัสหุมหลายชั้นจากการเก็บดวยวิธีโอพียู ในแมโคที่ไดรับการกระตุนดวยฮอรโมน เอฟเอส
เอช และไมไดรับการกระตุน 
 
 กระตุนเอฟเอสเอช (n=4) ไมไดกระตุนเอฟเอสเอช (n=4) 
จํานวนครั้งของการเจาะ 48 48 
จํานวนฟอลลิเคิลที่เจาะ 509 428 
จํานวนฟอลลิเคิลที่เจาะเฉลี่ย/ครั้ง 10.6±0.7 8.9±0.5 
จํานวนโอโอไซตที่เก็บไดเฉลี่ย/ครั้ง 7.0±0.6 5.8±0.5 
อัตราการเก็บโอโอไซต*(%) 66.0 65.4% 
โอโอไซตปกติ* 169(52.1%) 175(56.8%) 
อัตราการแบงตัว(%) 96(60.4%) 100(57.1%) 
อัตราการเจริญเปนตัวออนระยะ 
มอรูลาและระยะบลาสโตซีส(%) 

6(3.8%) 5(2.9%) 

* โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้น 
ที่มา Bungartz et al., 1995 
 
 มีการนําฮอรโมนอื่นๆ มาใชรวมกับการใชฮอรโมนโกโนโดโทรปนในการกระตุนรังไข ดังเชนการ
ทดลองของ Irvine และคณะ(1994) ที่ไดมีการนําโปรเจสตาเจน และฮอรโมน จีเอ็นอารเอช มาใชรวมกับ
การฉีดกระตุนรังไขดวยฮอรโมน เอฟเอสเอช 25 มิลลิกรัม  เขาใตผิวหนังรวมกับการฉีดฮอรโมนพีเอ็มเอสจี   
400 IU  เขากลาม พบวาการฉีดหรือไมฉีดฮอรโมน จีเอ็นอารเอช ไมมีความแตกตางของจํานวนฟอลลิเคิลที่
มีขนาดใหญ แตการนําเอาโปรเจสตาเจนที่สอดผานทางชองคลอดออกจะมีผลเพิ่มจํานวนของฟอลลิเคิลที่
สามารถเจาะได มากกวาสองเทาของกลุมที่ไมเอาออก นอกจากนี้ Bousquet และคณะ (2000) ไดทดลอง
ใชลูติไนทซิ่งฮอรโมนรวมกับฮอรโมน เอฟเอสเอช โดยฉีดฮอรโมน เอฟเอสเอช ขนาด 50 มิลลิกรัม  โดยแบง
ฉีดเชาและเย็น เปนเวลา   2 วัน แลวจึงฉีดลูติไนทซิ่งฮอรโมน 25 มิลลิกรัม  เขาหลอดเลือดดํา 6 ชั่วโมง กอน
การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู พบวาการฉดีลูติไนทซิ่งฮอรโมนหรือไมฉีด ไมมีความแตกตางของจํานวน     



 14

โอโอไซตที่เก็บได อัตราการแบงตัว ตลอดจนการพัฒนาถึงระยะบลาสโตซีสแตอยางใด   แตจากการศึกษา
พบวาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเก็บโอโอไซตหลังจากการฉีดฮอรโมน เอฟเอสเอชเข็มสุดทาย 48 ชั่วโมง  
เพราะมีฟอลลิเคิลที่มีขนาดตั้งแต  5 มิลลิเมตร ขึ้นไป มากกวาฟอลลิเคิลที่มีขนาดเล็กๆ ไมวาฉีดลูติไนทซิ่ง
ฮอรโมนหรือไม ซึ่งฟอลลิเคิลขนาดดังกลาวจะงายตอการเจาะเก็บ 
 จากงานทดลองดังกลาวขางตนจะเห็นไดวามีโปรแกรมการกระตุนที่แตกตางกันออกไป อันจะมผีล
กระทบตอความสําเร็จของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ดังนั้นควรมีการเลือกใชโปรแกรมที่เหมาะสมใน
การกระตุน จะเปนการเพิ่มโอกาสของความสําเร็จในการทําโอพียู ซึ่งจากการศึกษาของ Brogliatti และ 
Adams(1996) รายงานวาการใหฮอรโมนโกนาโดโทรปนในการกระตุนรังไข เพื่อเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู 
ไมมีผลตอคุณภาพของโอโอไซตที่ได โดยสอดคลองกับการศึกษาของ Looney และคณะ(1994)  
 
ผลของสถานภาพทางระบบสืบพันธุสัตว 
 
 การเก็บโอโอไซตโดยวิธีโอพียู สามารถที่จะทําไดในแมสัตวที่อยูในสถานภาพทางระบบสืบพันธุตางๆ 
เชน แมโคกําลังใหนม หรือแมโคหยุดรีดนม หรือแมโคตองทองระยะแรก หรือโคสาวที่มีวงรอบการเปนสัด
ปกติ ดังนั้น สถานภาพทางระบบสืบพันธุจึงเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถเจาะไดและ
โอโอไซตที่ได 
 Bungartz และคณะ(1995) ไดทําการศึกษาผลของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในโคที่มีสภาพ
ทางระบบสืบพันธุที่ตางกัน ทั้งในแมโคใหนม แมโคหยุดรีดนม แมโคตั้งทอง และแมโคสาว พบวาในแมโครีด
นมหรือแมโคหยุดรีดนมจะมีจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถเจาะได และจํานวนโอโอไซตที่เจาะเก็บไดมากกวา
แมโคตั้งทองระยะแรก และโคสาว 10.6 ± 0.6 และ 9.3 ± 0.7 ฟอลลิเคิล เปรียบเทียบกับ 7.3 ± 0.5 และ 
8.7 ± 0.5 ฟอลลิเคิลตอตัว สวนโอโอไซตที่เก็บได เทากับ 7.2 ± 0.5 และ 6.9 ± 0.7 โอโอไซตตอตัว เปรียบ
เทียบกับ 5.0±0.4 และ 5.7 ± 0.5 โอโอไซตตอตัว  
   Eikelmann และคณะ(2000) ศึกษาถึงการทําโอพียูในโคทอง รายงานวาสาเหตุที่ทําใหอัตราความ
สําเร็จในการทําโอพียูในโคตั้งทองนอยนั้น มีผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคของรังไข และ
จํานวนฟอลลิเคิลที่มีแนวโนมลดลงหลัง 3-5 เดือนของการตั้งทอง โดยพบวา โอพียูสามารถทําไดจนกระทั่ง
ถึง 102 วัน  (66-131) ของการตั้งทอง  ในแมโคสาว และ142 วัน (117-189) ของการตั้งทองในแมโค         
จํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถเจาะไดและอัตราการเก็บโอโอไซตไมแตกตางกันในระหวางเดือนที่ 2, 3 และ 4 
ของการตั้งทองและระหวางแมโคสาวกับแมโคทอง แตอยางไรก็ตามจํานวนฟอลลิเคิลและจํานวนโอโอไซตที่
เจาะไดจะลดลงอยางมีนัยสําคัญในเดือนที่ 5 เมื่อเทียบกับเดือนที่ 2, 3 และ 4 ในแมโค ซึ่งจํานวนฟอลลิเคิล
ที่สามารถเจาะไดโดยรวมในโคทอง เทากับ 7.4 ฟอลลิเคิล และเก็บโอโอไซตได เทากับ 3.9 โอโอไซตตอตัว 
คิดเปนอัตราการเก็บ 52.2% และพบวาประมาณ 49.1% เหมาะที่จะนําไปผลิตตัวออน ซึ่งคาเฉลี่ยของตัว
ออนที่เหมาะสมที่จะยายฝากเทากับ  0.41 ตัวออนตอการทําโอพียูแตละครั้ง  และตัวออนที่ไดใกลเคียงกัน
ระหวางแมโคสาวทอง     และแมโคทอง ดังนั้นจึงสรุปไดวา การทําโอพีอยูในโคทองนั้นจะปลอดภัยและมี
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ประสิทธิภาพ ตลอดจนมีการมีชีวิตรอดของตัวออนในทอง หากทําในชวง 3 เดือนแรกของการตั้งทองใน    
โคสาว และชวงครึ่งแรกของการตั้งทองในแมโค   นอกจากนี้  Perez และคณะ (2000) ไดศึกษาความเปนไป
ไดในการนําวิธีโอพียูมาใชในการเก็บโอโอไซตจากรังไขของแมโคหลังคลอด พบวามีความเปนไปไดในการ
ทําการเก็บดวยวิธีดังกลาว ทําใหแมโคหลังคลอดนั้นเปนอีกแหลงหนึ่งที่จะไดมาซึ่งโอโอไซตที่ใชสําหรับการ
ผลิตตัวออนตอไป 
 สวนการทําโอพียูในลูกสัตวกอนวัยเจริญพันธุในประเทศไทยก็ไดมีการศึกษาทั้งในโคและกระบือ โดย
ในโคนั้น     ชัยณรงค และคณะ (2539)   ไดทําการศึกษาแลวพบวามีความเปนไปไดในการทําโอพียูในลูกโค
กอนวัยเจริญพันธุหลังกระตุนซ้ําหลายครั้ง โดยสามารถเก็บโอโอไซตไดเฉล่ีย เทากับ 9.92±5.2 โอโอไซตตอ
ตัว สวนในกระบือ Pavasuthaipaisit และคณะ(1995) ไดทําการศึกษา พบวาจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถ
เจาะไดเฉล่ีย เทากับ 10.6±4.0  ฟอลลิเคิลตอครั้งของการทําโอพียู และสามารถเก็บโอโอไซตเฉล่ียได  เทา
กับ 6.0±2.4 โอโอไซต นอกจากนี้ยังไดศึกษาการเก็บในกระบือทอง พบวามีจํานวนฟอลลิเคิลที่สามารถ
เจาะไดเฉล่ีย เทากับ 7.3±1.5 ฟอลลิเคิลตอครั้งของการทําโอพียู และสามารถเก็บโอโอไซตได เทากับ  
3.3±0.9 โอโอไซต ซึ่งเมื่อเทียบกับการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในลูกกระบือแลวพบวาจํานวนโอโอไซตที่
เก็บไดนอยกวาในแมกระบืออยางมีนัยสําคัญ จากขางตนที่กลาวมาจะสังเกตไดวา การเลือกสถานภาพของ
สัตวที่จะทําการเก็บโอโอไซตจึงเปนสิ่งสําคัญประการหนึ่ง 
 
ผลของระยะเวลานานของการเก็บและความถี่ในการเก็บ 
 
 Broadbent และคณะ(1997) ไดทําการศึกษาการเก็บโอโอไซตจากแมโคที่ไมไดรับการกระตุน พบวา
หากทําการเก็บโอโอไซตนาน 12 สัปดาห ๆ ละครั้ง จะมีผลตออัตราการเก็บโอโอไซต และจํานวนโอโอไซต
เฉลี่ยที่ไดเมื่อเทียบกับการเก็บนาน 4 และ 8 สัปดาห    Boni และคณะ(1996) ไดทําการศึกษาระยะเวลา  
ในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในกระบือ รายงานวาสามารถเก็บไดเปนเวลาอยางนอย 4 เดือนโดยไมมี
การเปลี่ยนแปลงของจํานวนและคุณภาพของฟอลลิเคิลและประชากรโอโอไซต อีกทั้งยังไมพบปญหาความ    
ลมเหลวทางระบบสืบพันธุ สวนความถี่ของการเก็บพบวาการเก็บโอโอไซตสัปดาหละครั้งหรือสัปดาหละสอง
ครั้งไมมีผลตอการเก็บแตอยางใด โดยในการเก็บโอโอไซตสัปดาหละครั้งไดโอโอไซตเทากับ 1.7±0.27      
โอโอไซตตอตัว สวนการเก็บสองครั้งตอสัปดาห ได 1.8±0.20 โอโอไซตตอตัว แตการเก็บสองครั้งตอสัปดาห
มีขอดี คือไดโอโอไซตมากขึ้นประมาณเทาตัวในชวงการเก็บนาน 12 สัปดาห  
 
ผลของขนาดของเข็ม 
 
 เข็มที่ใชในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูควรเปนเข็มสแตนเลส ซึ่งจะงายในการทําใหปราศจากเชื้อ 
ในปจจุบันมีการนําซิลิโคนมาเคลือบอีกครั้ง ซิลิโคนจะชวยลดการเสียดสีกับฟอลลิเคิลลง เข็มที่ใชเจาะใน
การทําโอพียูมีราคาคอนขางแพงดังนั้นจึงไดมีการพยายามที่จะพัฒนาการผลิตเข็มแบบใชคร้ังเดียวทิ้ง โดย
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วิธีในการประดิษฐเข็มที่ใชในการทําโอพียูแบบใชแลวทิ้งนี้ เข็มจะถูกตอเขากับหลอดซิลิโคนดวยขอตอ 
สแตนเลสและใสเขาไปในหลอดสแตนเลสอีกชั้นหนึ่งเพื่อเพิ่มความแข็งแรง โดยเข็มที่ใชจะมีขนาดสั้นลงกวา
เข็มที่ผลิตมาสําหรับการทําโอพียูโดยตรง(Bols et al.,1995) เข็มที่ประดิษฐขึ้นมานี้สามารถที่จะเก็บ         
โอโอไซต ที่มีลักษณะปกติเทากับ 42% 
 ขนาดของเข็มที่ใชควรมีขนาดเสนผานศูนยกลางไมต่ํากวา 1 มิลลิเมตร เพราะขนาดเข็มที่เล็กเกิน
ไปอาจทําใหโอโอไซตไมสามารถผานเข็มออกมาได สงผลใหจํานวนโอโอไซตที่ไดนอยลง แตจะมีเยื่อหุม   
คิวมูลัสที่สมบรูณ ในทางตรงกันขามเข็มที่มีขนาดใหญ จะทําใหไดโอโอไซตจํานวนมาก   แตโอโอไซตที่ได
สวนมากจะไมมีคิวมูลัสหุม และอาจสงผลใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อรอบ ๆ ฟอลลิเคิลหรือโอโอไซต 
โดยขนาดของรูเข็มจะแบงออกเปนเสนผาศูนยกลางภายใน (inner diameter)  และเสนผาศูนยกลาง     
ภายนอก (outer diameter) โดยในการเจาะรังไขที่มีขนาดตั้งแต 2-15 มิลลิเมตร จะใชเข็มที่มีขนาด        
เสนผาศูนยกลางภายในเทากับ 0.8 มิลลิเมตร และเสนผาศูนยกลางภายนอกเทากับ 1 มิลลิเมตร (Bols et 
al.,1996 ; Bols et al.,1997)  

เสนผาศูนยกลางภายในของเข็มมีผลตอการไหลผานของโอโอไซต โดยเฉพาะโอโอไซตชนิดที่เจริญ
พรอมปฏิสนธิที่มีเซลลคิวมูลัสกระจายรอบ ๆ จะเปนเมือกเหนียว การใชเข็มขนาด 20G นาจะเหมาะสมกวา 
Bols และคณะ  (1996)ไดทํ าการศึกษาขนาดของเข็ม  18, 19 และ  21G ที่ ระดับแรงดูดตาง  ๆ  กัน            
จาก      50, >70, 90, 110 และ 130 mmHg พบวาอัตราการเก็บโอโอไซตจะมากที่สุดในเข็ม ขนาด 18G ซึ่ง
สอดคลองกับขอเสนอแนะของ Fry และคณะ(1997) ที่เสนอแนะวาไมควรใชเข็มที่มีขนาดใหญกวา 17G ใน
การเก็บ  โอโอไซตจากฟอลลิเคิลที่มีขนาด 2-8 มิลลิเมตร และยังพบวาหากเปนเข็มที่มีปากฉลามมากเกินไป 
เมื่อแทงฟอลลิเคิคที่มีขนาดเล็กจะเกิดชองวางมีอากาศแทรก เวลาดูดโอโอไซตอาจหลุดลอดออกไปได    
การนําเข็มชนิดเดียวกันไปเจาะฟอลลิเคิลที่มีขนาดใหญ อาจไมเปนปญหา เพราะสามารถเขาไปในฟอลลิ
เคิลไดหมด นอกจากนี้เข็มที่เปนชนิด double lumen ยังใหอัตราการเก็บท่ีสูงกวาชนิด single lumen ถึง 9%    
(Fry et al., 1994)  

นอกจากนี้คุณสมบัติของเข็มที่ดีควรมีคุณสมบัติการสะทอนกลับที่ดี และจะตองสอดคลองกับ
เครื่องเพื่อสงผลใหการมองเห็นเข็มจากเครื่องอัลตราซาวดมีความชัดเจน  ทําใหการปฏิบัติงานมี             
ประสิทธิภาพมากขึ้น 

 
ผลของความคมและมุมหนาตัดของเข็ม 
 
 ความคมของเข็มเปนอีกปจจัยที่ควรคํานึงถึง ปลายของเข็มควรมีมุมที่มีความแหลมคมมากเพราะ
ความคมที่ลดลงจะเพิ่มโอกาศที่จะทําใหผนังของฟอลลิเคิลฉีกขาดได เข็มที่ใชคร้ังแรกจะใหความคมดี แต
ความคมจะลดลงในการใชครั้งตอ ๆ มา เนื่องจากราคาของเข็มที่ใชเจาะคอนขางสูง ดังนั้นในทางปฏิบัติจึงมี
การนําเข็มมาลับใหคม เพื่อใชซ้ําอีก อันจะเปนการประหยัด แตก็จะมีปญหาเพราะความคมจะไมเหมือน
เดิม (Gerber et al., 2000) โดยเฉพาะในกรณีที่เจาะมาแลวหลายครั้งจะลําบากมากขึ้น โดยเฉพาะเมื่อ
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เจาะผานผนังชองคลอดดานบนและเมื่อจะเจาะเขาไปในฟอลลิเคิล  ทั้งนี้อาจเปนเพราะการเกิดเปนพังผืด 
(fibrosis) ของผนังเนื้อเยื่อบริเวณดังกลาว จากเหตุผลดังกลาว Bols และคณะ(1995) จึงไดคิดคนเข็มเจาะ
ที่ใชครั้งเดียว โดยใชเข็มขนาด 19G ยาว 2 นิ้ว ที่ใชฉีดยาทั่วไป ตอเขากับทอเหล็กสแตนเลซที่ยาว 60 
เซนติเมตร และมีเสนผานศูนยกลาง   6มิลลิเมตร โดยใชแลวสามารถเปลี่ยนใหมไดซึ่งใหอัตราการเก็บสูงถึง 
42% ซึ่งใกลเคียงกับการเก็บดวยเข็มพิเศษ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Gerber และคณะ (2000) ที่ใช
เข็มขนาด 18G โดยมีอัตราการเก็บใกลเคียงกัน การใชเข็มแบบใชแลวทิ้งนี้จะชวยลดปญหาความคมของ
เข็มที่ลดลงในการเก็บครั้งตอๆ ไป ซึ่งจะทําใหอัตราของจํานวนโอโอไซตปกติสูงขึ้น  (Fry et al.,1994) และ
ในอนาคตนาจะมีราคาถูกลง  ในการเจาะเก็บโอโอไซตจากรังไขที่มีขนาดตั้งแต 2-15 มิลลิเมตร มักใชเข็มที่
มีมุมเทากับ 25 องศา  แตทั้งนี้ทั้งนั้นตองขึ้นอยูกบัการพิจารณาใชของผูปฏิบัติงาน 
 
ผลของประสบการณของผูปฏิบัติ 
 
 เปนปจจัยที่มีความสําคัญมากโดยเฉพาะเทคนิคการจับรังไขเปนสิ่งที่สําคัญมากที่ตองจับไมใหรังไข
มีการเคลื่อนไหว เพราะเปนการยากที่จะจับรังไขใหอยูกับที่ในขณะแทงเข็ม เพราะเมื่อแทงเข็มเขาไปรังไขมัก
เล่ือนหลุด Meintjes และคณะ(1995) เสนอวาอัตราการเก็บโอโอไซตในแมโคมีความแตกตางระหวางผูเก็บ
ประมาณ 10-15%  Brogliatti และคณะ(1995) ไดพยายามใชวิธีการปองกันไมใหรังไขเล่ือนหลุด โดยใช
เครื่องควบคุมผานทางทวารหนักหรือใช laparoscopy forceps สอดเขาทางหนาของชองคลอดไปจับขั้ว   
รังไข แตก็ไดผลไมดีและมักมีตอการเห็นภาพของรังไขจากจอ นอกจากนี้วิธีการแทงเข็มผานมุมบนของผนัง
ชองคลอดดานบนก็มีความสําคัญ เพราะอาจแทงทะลุเขาไปในทวารหนัก และทําใหเกิดการอักเสบของชอง
ทองจากมูลที่ติดปลายเข็มได นอกจากนี้เข็มที่ใชเจาะและทอโปลีเอทีลีนที่ตออยู ควรเคลือบดวยน้ํายา
ละลายดวยสารละลายเฮปปารินกอนทุกครั้ง เพื่อปองกันการอุดตันของเลือดที่ดูดเขามาจากรังไข 
 
ผลของการบังคับสัตว 
 
 การบังคับสัตวเปนสิ่งที่สําคัญมากในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู เพราะหากสัตวดิ้นรนรังไขที่จับไว
อาจหลุดมือ หรือทิศทางการเจาะเคลื่อน เสียเวลา นิยมใชยากลอมประสาทเพื่อควบคุมสัตว หรืออาจใช
เพียงการฉีดยาชา ชนิด 2% xylocaine HCl  เขาไขสันหลังก็อาจเพียงพอ (ชัยณรงค และคณะ, 2539) ทําให
ทํางานไดสะดวก โคไมดิ้นรน และเคลื่อนไหวบอย 
 
การตรวจสอบระยะการเจริญของโอโอไซตดวยวิธี Rapid staining 
 

การปฏิสนธิในหลอดแกวเปนเทคโนโลยีการผลิตตัวออนภายนอกตัวสัตว โดยนําโอโอไซตมา
ปฏิสนธิกับตัวอสุจิจนไดตัวออนแลวจึงนําไปยายฝากในสัตวเพศเมียตัวรับเพื่อไดลูกสัตว  ดังนั้นโอโอไซตจึง



 18

เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอความสําเร็จในการผลิตตัวออนดังกลาว ลักษณะของโอโอไซตที่เก็บไดและ
ระยะการเจริญแบงตัวของโอโอไซตนั้นมีสวนสัมพันธกับอัตราความสําเร็จในการผลิตตัวออน โดยหากเปน 
โอโอไซตที่สมบูรณมีเซลลคิวมูลัสลอมรอบจํานวนมากมักจะใหผลที่ดี  ในขณะที่หากเปนโอโอไซตที่ไมมี
เซลลคิวมูลัสลอมรอบหรือเสื่อมสลายก็จะใหตัวออนที่ลดลง  สําหรับระยะการเจริญของโอโอไซตนั้นตอง  
ทําการตรวจสอบดวยการยอมสีและอานผลใตกลองจุลทรรศน   งานวิจัยสวนใหญมักทําในโคแตยังมี
จํานวนจํากัดในกระบือ จากรายงานของ Kamonpatana และ Chuangsoongneon (1994) พบวาโอโอไซต
ที่ดูดจากรังไขของกระบือปลักที่ไมไดรับการกระตุนดวยฮอรโมนที่ไดจากโรงฆาสัตวจะอยูในระยะ Germinal 
Vesicle (GV) ทั้งหมด ซึ่งสอดคลองกับรายงานในโค     โอโอไซตดังกลาวตองนํามาเลี้ยงใหอยูในสภาวะ
พรอมปฏิสนธิ (maturation) นานอยางนอย 24 ชั่วโมง  (มาลี, 2539) สําหรับงานวิจัยในการตรวจสอบ      
โอโอไซตภายหลังการกระตุนดวยฮอรโมนเพิ่มการตกไขชนิดโกนาโดโทรปนนั้นยังไมมีรายงานแตอยางใด 
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาการเจริญของโอโอไซตของลูกกระบือปลักและกระบือสาวที่ไดจาก
การเจาะเก็บดวยวิธีโอพียู ซึ่งจะเปนประโยชนในงานวิจัยเกี่ยวกับการปฏิสนธินอกรางกายในการผลิตตัว
ออนที่จะนําไปยายฝากตัวออน เพื่อใหไดลูกสัตวที่มีคุณคาทางพันธุกรรมตอไป 
  
ผลกระทบของการเก็บโอโอไซตแบบโอพียูตอการทํางานของระบบสืบพันธุ 

 
 ฺ  ฺBroadbent และคณะ(1997) รายงานวาการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ในแมโคที่มีวงจรการเปนสัด
ปกติสามารถทําการเก็บโอโอไซตในโคไดหลายครั้ง โดยไมมีผลตอการผสมติด หรือผลที่เกิดจากการกระตุน
เพื่อเพิ่มการตกไข หลังจากที่ทิ้งชวงหางจากการเก็บโอโอไซตคร้ังสุดทายประมาณ 7 สัปดาห โดยพบวามี 
แมโคประมาณ 7% เทานั้นที่มีชวงการเปนสัดยาวนานกวาปกติ แตไมพบปญหาการเกิดถุงน้ําของรังไข และ
แมโคมีการสรางคอรปส ลูเตียมปกติ สวนผลของการเก็บโอโอไซตจากรังไขของแมโคที่สวนมากทําในชวง    
3 เดือนแรกของการตั้งทอง รวมกับการใชฮอรโมน เอฟเอสเอช ขนาด 40 มิลลิกรัม เพื่อกระตุนใหฟอลลิเคิล
เจริญ พบวา การเก็บโอโอไซตดวยวิธีการนี้ไมทําใหเกิดการแทงลูก และโอโอไซตที่เก็บไดมีลักษณะปกติ 
และสามารถนําไปใชปฏิสนธินอกรางกายได (Meintjes et al., 1995) และผลจากการเก็บโอโอไซตดวยวิธี
การโอพียู ซ้ําหลาย ๆ ครั้ง เมื่อตามไปดูผลหลังจากสงเขาโรงฆาสัตว พบวาอาจมีจดุเลือดออกบนรังไข และ
เนื้อของรังไขหนาตัวขึ้น แตไมพบปญหาการยึดติดของรังไขกับอวัยวะภายใน เหมือนอยางเชนที่สามารถพบ
ไดจากการเก็บโอโอไซตดวยวิธีการเปดผาชองทอง(Pieterse et al., 1991 ; Simon et al., 1993) นอกจากนี้
ยังเปนการลดการบอบช้ําจากการเก็บโอโอไซต ลดความเสี่ยงตอการตายและขอควรระวังที่เกิดจากการวาง
ยาสลบ(Gonen et al.,1990) ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงประโยชนและผลเสียที่มีตอการทํางานของระบบ       
สืบพันธุที่พบไดนอยแลว โอพียู จึงเปนอีกวิธีหนึ่งของการเก็บโอโอไซตที่นาสนใจและนาที่จะนํามาใชไดดี 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

คําถามการวิจัย 
 

คําถามหลัก : 
 

1. การเก็บโอโอไซตดวยเทคนิคการเก็บโอโอไซตดวยวิธีเข็มดูดเจาะตอกับเครื่องมือคลื่นความถี่
สูง  สามารถที่จะนํามาใชเก็บโอโอไซตในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาว  

2. สามารถที่จะทําการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาวดวยวิธีโอพียู ไดหรือไม 
3. คุณภาพของโอโอไซตจากลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาวที่ไดจากการเก็บดวยวิธีโอพียู 

มีคุณภาพเปนอยางไร 
 

คําถามรอง : 
 

1. โอโอไซตที่เก็บไดจากลูกกระบือปลักดวยวิธีโอพียูมีระยะการเจริญของโอโอไซตอยูในระยะใด 
2. แรงดันในการดูดเก็บโอโอไซตในระดับใดเปนระดับที่เหมาะสมที่จะใชในการเก็บโอโอไซตใน

กระบือปลักสาว และผลของแรงดันในระดับที่ตางกันมีผลตอคุณภาพ และความผิดปกติของ   
       โอโอไซตหรือไม 
 

วัตถุประสงคการวิจัย 
 

1.   เพื่อศึกษาเทคนิคการเก็บโอโอไซตดวยวิธีเข็มดูดเจาะตอกับเครื่องมือคล่ืนความถี่สูง 
2.   เพื่อศึกษาผลของการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาวดวยวิธีโอพียู 
3.   เพื่อศึกษาชนิดของโอโอไซตที่เก็บไดในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาว 

       4.    เพื่อศึกษาระยะการเจริญของโอโอไซตที่เก็บไดดวยวิธีโอพียู 
5.  เพื่อศึกษาผลของระดับของแรงดูดในระดับตางๆ ที่มีผลตอคุณภาพและอัตราการเก็บโอโอไซต    

ดวยวิธีโอพียู 
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สมมุติฐานของการวิจัย 
 
1. การเก็บโอโอไซตดวยวิธีการใชเข็มเจาะดูดรวมกับเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูงสามารถนํามา

ใชในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาวได 
2. คุณภาพของโอโอไซตที่เก็บไดจากวิธีการใชเข็มเจาะดูดรวมกับเครื่องมือคล่ืนเสียงความถี่สูงมี 

คุณภาพดีพอที่จะสามารถนํามาใชในการปฏิสนธิในหลอดทดลองได 
3. สามารถทําการเก็บโอโอไซตซ้ําในลูกกระบือปลักและกระบือปลักสาว 
4. โอโอไซตที่เก็บไดจากวิธีการใชเข็มเจาะดูดรวมกบัเครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูงสวนใหญอยูใน

ระยะ Mature  
5. แรงดันในการดูดในระดับท่ีตางกันมีผลตอคุณภาพ และอัตราการเก็บโอโอไซต 
 

การทดลองที่ 1  การศึกษาการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในลูกกระบือปลัก 
 

1.1  ลูกกระบือทดลอง 
เล้ียงลูกกระบือทดลองเพศเมีย หลังหยานม อายุประมาณ 8-10 เดือน น้ําหนักประมาณ 150 

กิโลกรัม จํานวน 9 ตัว ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก จากกองบํารุงพันธุสัตว กรมปศุสัตว  นํามาเลี้ยงที่ศูนย
ฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม โดยที่ใหอาหารขนวันละ          
2 กิโลกรัม อาหารหยาบและน้ําเต็มที่   
 

1.2  การกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 
 ทําการฝงฮอรโมนโปรเจสเตอโรน ชนิดฝงใบหู 7 วัน กอนเริ่มตนโปรแกรมการกระตุนดวย
ฮอรโมนฟอลลิเคิล สตีมูเลทติ้ง ฮอรโมน (Follicle Stimulating Hormone,เอฟเอสเอช) โดยเปลี่ยนฮอรโมน
อันใหม   ทุก ๆ 1 เดือน หลังจากนั้น ทําการกระตุนรังไข โดยใชฮอรโมน เอฟเอสเอช ขนาด 180 มิลลิกรัม 
ฉีดเขากลาม แบงฉีดวันละ 2 ครั้ง (เชาและเย็น) แบบลดขนาด (40/40, 30/30, 20/20) โดยเริ่มการกระตุน
หลังฝงฮอรโมน โปรเจสเตอโรนไปแลว 7 วัน กอนการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูฉีดฮอรโมนจีเอ็นอารเอช 
ขนาด 100 µg/ ตัว  เขากลามเนื้อ หลังฉีดฮอรโมน เอฟเอสเอช คร้ังสุดทาย 24 ชั่วโมง ซึ่งฮอรโมนที่ใชใน
โปรแกรมการกระตุนแสดงไวในรูปที่ 1 
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ตารางที่ 4  : แสดงโปรแกรมการฉีดกระตุนลูกกระบือดวยฮอรโมนโกนาโดโทรปน 
  
   วันที่     โปรแกรมฮอรโมน 
 

0 ฝงฮอรโมนโปรเจสเตอโรน(Progesterone)ใตผิวหนังดานหลังของใบหู 
สวนนอก 

   6   ตรวจสอบการเจริญของฟอลลิเคิล ดวยเครื่องมืออัลตราซาวด 
   7   ฉีด FSH 40/40 มิลลิกรัม  เชา/เย็น 
   8   ฉีด FSH 30/30 มิลลิกรัม  เชา/เย็น 
   9   ฉีด FSH 20/20 มิลลิกรัม  เชา/เย็น  
 10               ฉีดฮอรโมน จีเอ็นอารเอช 100 ไมโครกรัม 
 11   เจาะเก็บโอโอไซต 

 
หมายเหตุ : ระยะหางของการกระตุนแตละครั้ง 2 สัปดาห 
 
1.3  การตรวจรังไขกอนการกระตุน 
กอนเขาสูโปรแกรมการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล ตรวจสอบผลการตอบสนองของรังไขตอ

การกระตุนโดยทําการตรวจรังไขกอนฉีดฮอรโมนเอฟเอสเอช 48 ชั่วโมง ตรวจโดยการใชอัลตราซาวดชนิด 
เรียลไทม บี-โมด และโปรปชนิดสอดผานทางชองคลอด ความถี่ 5 เมกะเฮิรท ในการตรวจวัดระดับการตอบ
สนองของรังไขกอนการกระตุนใชเกณฑในการแบงระดับของการตอบสนองดังนี้ 
 ระดับ   0   คือ รังไขที่ไมพบฟอลลิเคิล 
 ระดับ +1  คือ  รังไขที่พบฟอลลิเคิลตั้งแต 1-5 ฟอลลิเคิล 
 ระดับ +2  คือ  รังไขที่พบฟอลลิเคิลมากกวา 5 ฟอลลิเคิล 
เกณฑในการจัดระดับการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข แสดงไวในรูปที่ 2 

 
1.4  การตรวจการตอบสนองของรังไขตอการกระตุน 

 หลังจากฉีดฮอรโมนกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลตามโปรแกรมขางตน ตรวจสอบผลการ      
ตอบสนองของรังไขตอการกระตุนโดยทําการตรวจรังไขหลังจากฉีดฮอรโมนจีเอ็นอารเอช 24 ชั่วโมง      
ตรวจโดยการใชอัลตราซาวนชนิด เรียลไทม บี-โมด และโปรปชนิดสอดผานทางชองคลอด ความถี่              
5 เมกะเฮิรท     (รูปที่ 5 ) 
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รูปที่ 1 ฮอรโมนที่ใชในโปรแกรมการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข 

ก. ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝงหู 
ข. ฮอรโมนเอฟเอสเอซเพื่อกระตุนรังไช 
ค. ฮอรโมนจีเอ็นอารเอช 

ก. 

ข. 

ค. 
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                            ระดับ 0 เทากับรังไขที่ตรวจไมพบฟอลลิเคิล 
 
 

ระดับ +1 เทากับรังไขที่ตรวจพบจํานวนของฟอลลิเคิล    ระดับ +2 เทากับรังไขที่ตรวจพบจํานวนของฟอลลิเคิล 
ตั้งแต 1-5 ฟอลลิเคิล                                               มากกวา 5 ฟอลลิเคิล 

 
รูปที่ 2 ภาพอัลตราซาวดแสดงระดับการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขกอนการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลดวย 

               ฮอรโมน เอฟเอสเอช  ; F (follicle) 
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1.5 การเตรียมตัวสัตวกอนเก็บโอโอไซตจากรังไข 
ทําการอดน้ําและอาหารลูกกระบือกอนเก็บโอโอไซตประมาณ 24 ชั่วโมง นําลูกกระบือเขาซอง

บังคับ กอนเริ่มการเก็บควบคุมสัตวดวยการใชยากลอมประสาท เชน Xylazine HCl (Rompun®) หรือ 
ขนาด 10 มิลลิกรัม ตอน้ําหนัก 100 กิโลกรัม รวมกับการใหยาชาเขาไขสันหลังดวย โดยฉีดยาชา 2% 
Xylocaine HCl จํานวน 1 มิลลิลิตร(รูปที่ 3) เพื่อลดการเคลื่อนไหวสวนบั้นทาย และความเจ็บปวดจากการ
เจาะรังไขดวย แลวทําความสะอาดบริเวณบั้นทายและปากชองคลอดดวยยาฆาเชื้อแลวเช็ดดวยแอลกอฮอล 
 

1.6  การเจาะเก็บโอโอไซตจากรังไข 
สอด tranvaginal probe ที่ทาปลายดวย acoustic gel โดยสวมหุมโปรปดวยถุงยางอนามัย แลว

ทําการสอดเข็มเขาไปในทอนําโลหะ ดันปลายโปรปเขาดานบนชองคลอด และใหสุดจนถึงคอมดลูก จากนั้น
ใชมืออีกมือหนึ่งลวงผานทางทวารหนัก(รูปที่  6) หารังไขแลวดึงมาใหอยูในแนวหนาตัดของโปรป              
ดังไดอะแกรมแสดงในรูปที่ 7 และ 8 (รูปที่ 5 ) ภาพของรังไขจะปรากฏอยูบนจอรับภาพ (รูปที่ 9) โดยปลาย
ของตัวโปรปสามารถเคลื่อนลงในแนวตาง ๆ ทั้งรอบแกนโปรป แนวตั้ง แนวดานหนา ดานหลัง และแนวนอน  
ติดตัวโปรปดวยเข็มเจาะโอโอไซต แทงเข็มทะลุมุมบนของชองคลอด เมื่อเข็มถูกแทงผานผนังชองคลอดจะ
เห็นปลายเข็มได โดยสามารถดูและควบคุมไดผานจอภาพของเครื่องอัลตราซาวด ปลายเข็มจะปรากฏเปน
แนวเสนประของเข็ม(รูปที่ 9 ) ดันเข็มทะลุฟอลลิเคิลอยางชา ๆ ขณะดูดตองกดทํา negative pressure อยู
ตลอด(รูปที่ 10) ดวยการควบคุมแรงดูดดวยการกดที่ปลายเทา (foot pedal lump) เมื่อปลายเข็มเขาไป
ในฟอลลิเคิล ดูดโอโอไซตพรอมของเหลวในฟอลลิเคิลดวยความแรง 80-100 มิลลิเมตรปรอท(ชัยณรงค และ
คณ ะ , 2539 ; Fry et al., 1997) กด  foot pedal pump เพื่ อ ให ดู ด ของเหลว เข าม าอย า งต อ เนื่ อ ง       
ผนังฟอลลิเคิลจะแฟบลงทันที ของเหลวที่ถูกดูดไหลเขาไปในทอโปลีเอทีลีนที่เคลือบดวยสารเฮปารีน ลงใน
หลอดพลาสติกปลอดเชื้อที่มีน้ําเกลือ 0.9% จํานวน 1 มิลลิลิตร บรรจุอยู ทําการดูดทีละฟอลลิเคิล โดยใช
มือที่ลวงในทวารหนักจับรังไขพลิกไปมาใหฟอลลิเคิลที่จะเจาะอยูในแนวปลายเข็ม เจาะฟอลลิเคิลใหครบ
ทุกฟอลลิเคิลที่สังเกตเห็น หลังจากทําการเจาะรังไขดานหนึ่งเสร็จใหทําการเจาะฟอลลิเคิลในรังไขอีกขาง
ดวยวิธีเดียวกัน หลังจากทําการดูดเก็บโอโอไซตจากรังไขทั้งสองขางแลว (รูปที่ 12) ฉีดยาปฏิชีวนะชนิด         
เพนนิซิลลินและสเรตปโตมัยซิน  100,000  IU  เพื่อปองกันการติดเชื้อ หลังจากนั้นพักลูกกระบือเปนเวลา       
7  วัน  แลวจึงเริ่มทําการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลและเก็บโอโอไซตซ้ําโดยลูกกระบือแตละตัวทําการ
เก็บโอโอไซตซ้ําติดตอกันจํานวน 5 ครั้ง 
 
 
 
 
 
 



 25

   รูปที่ 3 การทํา Cuadal epidural nerve block ในกระบือกอนทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู 
 

 
   รูปที่ 4 การตรวจการตอบสนองของรังไขตอการกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอชกอนทําการเก็บ 
               โอโอไซตดวยวิธีโอพียู อานผลจากหนาจอมอนิเตอร 
 

2
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รูปที่ 5 probe ของอัลตราซาวด ชนิดสอดผานชองคลอด ขนาดความถี่ 5 เมกกะเฮิตซ พรอมเข็มที่ใช 
            ในการเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู 
 
 

 
รูปที่ 6 แสดงการสอด probe ผานทางชองคลอดของกระบือ เพื่อเก็บโอโอไซต 
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รูปที่ 7 ไดอะแกรมแสดงการเจาะโอโอไซตจากรังไข (ดัดแปลงจาก Rath, 1995) 

 
 
 
 

รูปที่ 8  ตําแหนงรังไขขณะทําการเจาะ (Bols et al., 1995) 
 
 
 



 28

 

 
รูปที่ 9 ภาพของรังไขขณะเจาะ แนวประแสดงแนวของเข็ม 

 
 
 
 

 
รูปที่ 10 แสดงเครื่องควบคุมระดับความดันสูญญากาศและ test tube heater ที่ใชในการทําโอพียู 
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รูปที่ 11 ภาพของรังไขหลังเจาะแลว ไมเห็นฟอลลิเคิลเหลืออยู 

 
 

 
รูปที่ 12 แสดงของเหลวที่เก็บไดจากฟอลลิเคิล (follicular fluid) ดวยวิธีโอพียู 

2
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1.7  การตรวจหาและจําแนกชนิดของโอโอไซต 
 ในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูนี้ ตามปกติของเหลวที่ดูดออกมาจะมีเลือดปนดวย (รูปที่ 12) 

เพราะชวงที่เจาะผานผนังฟอลลิเคิลอาจไปทิ่งแทงในสวนของเนื้อรังไขได ดังนั้นจึงตองนําของเหลวที่เจาะได
เทใสในกรวยกรองตัวออนขนาด 4.5 ไมครอน เม็ดเลือดจะผานรูกรองได สวนโอโอไซตจะไมสามารถผานได 
ชะลางดวยน้ําเกลือ 0.9%  เทลงตามเพื่อลางเลือด โดยใหของเหลวไหลผานชา ๆ ทําเชนนี้หลาย ๆ ครั้ง   
ของเหลวที่เหลือจะใสงายตอการตรวจหา เหลือนํ้ายาไวประมาณ 50 มิลลิลิตร เทใสเพลทพลาสติก        
แลวตรวจหาภายใตกลองสเตอริโอ กําลังขยาย 40 เทา เก็บโอโอไซตไวในน้ํายา TCM 199 2.5 mMHepes 
และจัดชนิดของโอโอไซตเปน  6 ลักษณะ(รูปที่ 13-17) คือ  

 
1. โอโอไซตที่มีเซลลคิวมูลัสหลายชั้น (Complex cumulus oocyte ,CCO) 
2. โอโอไซตที่มีเซลลคิวมูลัส1-3 ชั้น (Single or Partial cumulus oocyte ,S+P) 
3. โอโอไซตที่ไมมีมีเซลลคิวมูลัสหุม (Denude oocyte,D) 
4. โอโอไซตที่มีเซลลคิวมูลัสกระะจาย ( Expand cumulus oocyte,EXP) 
5. โอโอไซตที่ไซโตพลาสซึมเสื่อมสลาย (Degenerate oocyte,DEG) 
6. โอโอไซตที่มีไมไซโตพลาสซึม (Free-zona oocyte,FZ) 
 
โดยโอโอไซตชนิดที่ 1-3 จัดเปนโอโอไซตที่ยังไมพรอมปฏิสนธิ โอโอไซตชนิดที่ 4 เปนโอโอไซตที่

พรอมปฏิสนธิ โอโอไซตชนิดที่ 5 เปนโอโอไซตที่มีการเสื่อมสลาย  (มงคล และคณะ 2537) สวนโอโอไซต
ชนิดที่ 6 เปน      โอโอไซตที่พบในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในลูกโคพื้นเมืองจากงานวิจัยของ ชัยณรงค 
และคณะ (2539) 
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รูปที่ 13 โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้น (Complex cumulus oocyte, CCO) (กําลังขยาย 200x) 

 

 
รูปที่ 14 โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมเพียงบางสวน (Partial cumulus oocyte, P) (กําลังขยาย 400x) 

3
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รูปที่ 15 โอโอไซตชนิดที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุม (Denude oocyte,D) (กําลังขยาย 400x) 

 

 
     รูปที่ 16 โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผกระจาย (Expand cumulus oocyte,EXP) (กําลังขยาย 200x) 
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รูปที่ 17 โอโอไซตชนิดที่มีการเสื่อมสลาย (Degenerate oocyte,DEG) (กําลังขยาย 400x) 
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1.8 การยอมสีโอโอไซตที่เก็บไดดวยวิธี Rapid staining  
 
วิธีการยอมสี 

วิธีการตรวจสอบระยะการแบงตัวของโอโอไซตใชวิธีตามที่ มาลี และคณะ(2542) ไดเคยรายงานไวโดย
มีรายละเอียดคราว ๆ ดังนี้ 
1. นําโอโอไซตที่ เก็บ รักษาไวในน้ํ ายา  TCM199 HEPES ใสลงในสารละลาย  1% Sodium citrate  

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในจานหลุมแกว ทิ้งไว 15 นาที  
2. ทําการเตรียมน้ํายา Fixative ประกอบดวย Glacial acetic acid : Absolute alcohol ในอัตราสวน 1:3 

แบงใสจานเพาะเชื้อชนิด 4 หลุม ปดฝากันระเหย และเตรียมน้ํายา destaining ประกอบดวย Gacial 
acetic acid : น้ํากลั่น : glycerol ในอัตราสวน 1 : 3 :1 ใสหลอดพักไว 

3. เมื่อใสโอโอไซตในสารละลาย 1% Sodium citrate ครบ 15 นาที ใหใชปเปตสําหรับ decoronization     
ทําการดูดโอโอไซตเขาและออกหลายครั้ง เพื่อกําจัดเซลลคิวมูลัสที่อยูรอบเปลือกโอโอไซตออกใหหมด 
จากนั้นเคลื่อนยายโอโอไซตไปใสในน้ํายา    Fixative    นานอยางนอย   10  นาที     เพื่อใหเม็ดไขมันที่
มีอยูในไซโทพลาสซึมของโอโอไซตสลายไป การเก็บโอโอไซตในน้ํายา Fixative สามารถเก็บไวไดนาน
ประมาณ 1   สัปดาห โดยใชสก็อตเทปปดรอยตอระหวางฝาและตัวจานหลุม เพื่อปองกันการระเหยของ
น้ํายาและเก็บรักษาไวในตูเย็นธรรมดาจนกวาจะนํามายอมสี 

4. เตรียมแผนสไลดและ coverslip โดยใชกระดาษชําระเช็ดใหสะอาด ใชวาสลีนแตมเปนจุดเล็กๆ 4 จุด
บนแผน สไลดโดยประมาณใหมีความกวาง-ยาวพอดีกับขอบของ coverslip 

5. ทําการยายโอโอไซตจากน้ํายา Fixative ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ และวางบนสไลดใหอยูกึ่ง
กลางจุดวาสลีนที่แตมไว พรอมกับหยดน้ํายา Fixative ลงไปอีก 2-3 หยด ปด coverslip โดยกดเบา ๆ  
ใหแผนสไลดแนบกับโอโอไซต   ใสสียอมผานเขาไประหวางแผนสไลดกับ coverslip ทิ้งไวประมาณ     
1 นาที  

6. หลังจากนั้นใช micropipette ดูดน้ํายา Destaining และหยดไวที่ขอบ coverslip และปลอยใหน้ํายา
ไหลผานเขาไปชะลางสีออก โดยใชกระดาษชําระคอยชวยซับสีออกที่ขอบ coverslip ดานตรงขามกับ
ดานที่ปลอยน้ํายาชะลางสีเขาไป ทําจนกวาจะชะลางสีจนหมด จะเห็นโอโอไซตเปนจุดติดสีชมพู จาก
นั้นใสน้ํากลั่นชะลางไลน้ํายา Destaining และสี ออกอีกครั้ง 

7. ใชน้ํายาทาเล็บทารอบๆ ขอบของ coverslip เพื่อปองกันการระเหยของของเหลวภายใน ทําใหสามารถ
เก็บสไลดไวไดนานขึ้น 

8. นําแผนสไลดไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางเพื่อดูลักษณะของโครโมโซมภายในโอโอไซต 
และจําแนกตามลักษณะโครโมโซมที่พบ 
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1.9  การตรวจสอบผล 
วิธีการอานผลลักษณะโครโมโซม 

 การจําแนกลักษณะของโครโมโซมที่พบ ใชหลักตามการศึกษาของมาลี (2539) คือ 
1. ระยะ Germinal vesicle (GV) โดยพบชั้นเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear membrane) และนิวคลีโอลัส 

(nucleolus) ชัดเจน สายโครมาตินยังไมเกิดการรวมตัว (condensation) ชัดเจน 
2. ระยะ Germinal vesicle breakdown (GVBD) โดยชั้นเยื่อหุมนิวเคลียสสลายไป สายโครมาติน 

กระจายออก อาจยังพบนิวคลีโอลัสเหลืออยูในชวงตนๆ แตในชวงทายจะสลายไปเชนกัน 
3.   ระยะ Interphase-Prophase (Ι-P) สายโครมาตินเริ่มรวมตัวกันเห็นชัดเจน แตยังไมรวมกันเปนกลุม 
4.   ระยะ Metaphase Ι (MΙ) สายโครมาตินรวมตัวกันแนนเห็นชัดเจนเปนแทงโครโมโซมรวมกลุมกันเพียง         
      กลุมเดียว 
5.   ระยะ Anaphase Ι - Telophase Ι (AΙ-TΙ) โครโมโซมเริ่มแยกตัวออกจากกันแตยังไมชัดเจน 
6.   ระยะ Metaphase ΙΙ (MΙΙ) โครโมโซมรวมตัวกันเปนสองกลุม แยกกันอยางชัดเจน 
7.   Unidentified (U) ไมสามารถระบุลักษณะของโครโมโซมไดชัดเจน 
8.   Degenerate (D) มีการเสื่อมสลายของโครโมโซมภายในไซโทพลาสซึม 
 
การทดลองที่ 2  การศึกษาผลของแรงดูดสูญญากาศตออัตราการเก็บโอโอไซตและคุณภาพ
ของ   โอโอไซตในกระบือปลักสาวที่เก็บดวยวิธีโอพียู 
 

2.1 กระบือสาวทดลอง 
เล้ียงกระบือสาวทดลองเพศเมียอายุประมาณ 3 ป น้ําหนักประมาณ 250 กิโลกรัม จํานวน 6 ตัว ที่

เล้ียงไวที่ศูนยฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม โดยที่ใหอาหารขน 
อาหารหยาบและน้ําเต็มที่ 

 
2.2  การกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 

 ทําการฝงฮอรโมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝงใบหู 7 วัน กอนเริ่มตนโปรแกรมการกระตุนดวย
ฮอรโมนฟอลลิเคิล สตีมูเลทติ้ง ฮอรโมน (Follicle Stimulating Hormone, FSH) โดยเปลี่ยนฮอรโมนอันใหม   
ทุก ๆ 1 เดือน หลังจากนั้น ทําการกระตุนรังไข โดยใชฮอรโมน เอฟเอสเอช ขนาด 280 มิลลิกรัม ฉีดเขา
กลาม แบงฉีดวันละ 2 ครั้ง (เชาและเย็น) แบบลดขนาด (60/60, 50/50, 30/30)  โดยเริ่มการกระตุนหลังฝง
ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนไปแลว 7 วัน กอนการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูฉีดฮอรโมน จีเอ็นอารเอช ขนาด  
100 µg/ ตัว เขากลามเนื้อ หลังฉีดฮอรโมน เอฟเอสเอช คร้ังสุดทาย 24 ชั่วโมง 
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2.3   การตรวจการตอบสนองของรังไขตอการกระตุน 
 ตรวจสอบผลการกระตุนตอการตอบสนองของรังไขโดยทําการตรวจรังไขกอนฉีดฮอรโมนเอฟเอสเอช 
24 ชั่วโมง และหลังจากฉีดฮอรโมน จีเอ็นอารเอช 24 ชั่วโมง ตรวจโดยการใชอัลตราซาวดชนิด เรียลไทม       
บี-โมด และโปรปชนิดสอดผานทางชองคลอดความถี่ 5 เมกะเฮิรท 
 

2.4   การเตรียมตัวสัตวกอนเก็บโอโอไซตจากรังไข 
เหมือนการเตรียมตัวสัตวในการทดลองที่ 1  

 
2.5   การเจาะเก็บโอโอไซตจากรังไข 
มีเทคนิคและวิธีการเหมือนในการทดลองที่ 1 แตทําการเก็บโอโอไซตโดยใชแรงดูดในระดับที่     

ตางกัน  คือ 100, 80 และ 60 mmHg โดยการสุมเปนจํานวน 2 รอบ รวมการเก็บท้ังส้ิน 6 คร้ัง โดยการเก็บ
แตละครั้ง หางกัน 2 สัปดาห 

 
2.6  การตรวจหาและจําแนกชนิดของโอโอไซต 
มีเทคนิคและวิธีการเหมือนในการทดลองที่ 1 แตใชสารละลาย Lactate ringer ‘ s  ในการชะลาง 

 
2.7  การยอมสีโอโอไซตที่เก็บไดดวยวิธี Rapid staining  
เหมือนการทดลองที่ 1.7 
 
2.8  การอานผลการยอมสี 
เหมือนการทดลองที่ 2.8 

  
การวิเคราะหผลทางสถิติ 
 
 ในการทดลองที่ 1 ทําการนับจํานวนโอโอไซตที่เก็บได นํามาหาคาเฉลี่ยบวกลบ คาเบี่ยงเบน 
มาตราฐาน (X ± SD) และทําการจําแนกออกเปนชนิดตาง ๆ ตามการจําแนกขางตน แลวทําการเปรียบ
เทียบผลของการกระตุนแตละครั้งตอคุณภาพของโอโอไซตแตละชนิดโดยใชวิธี  Analysis of Variance 
(ANOVA)  สวนในการทดลองที่  2   เปรียบเทียบผลของแรงดันแตละระดับตอจํานวนและคุณภาพ
ของโอโอไซตที่เก็บได โดยการวิเคราะหดวยวิธี Analysis of Variance(ANOVA) ชนิดทางเดียว 
 
ระยะเวลาในการศึกษา 
 
ระหวางเดือน เมษายน 2543 – เมษายน 2544  
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บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
การทดลองที่ 1 การศึกษาการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในลูกกระบือปลัก 
 
ผลการทดลองและการเปรียบเทียบขอมูล 
 
ผลการตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมน 
 

ผลการตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมน เอฟเอสเอช พบวา กอนการกระตุนการทํางานของ
รังไขแตละครั้ง   ในรังไขจะมีระดับของการเจริญของฟอลลิเคิลโดยเฉลี่ย 1.3 ±  0.7  ใบ     โดยจะมีการเจริญ
ของฟอลลิเคิลในระดับ +1 เปนจํานวนมากที่สุด 37 รังไข คิดเปน 44.0% รองลงมา ไดแกระดับ +2 และ 0 
เปนจํานวน 34(40.5%)  และ13(15.5%) ตามลําดับ ซึ่งการเก็บในครั้งที่ 4 จะมีความแตกตางจากครั้งอื่น
ตรงที่ระดับการเจริญของฟอลลิเคิลที่ระดับ +1 จะมีจํานวนมากกวาระดับ +2 ดังแสดงในตารางที่ 5 
ตารางที่ 5 : ผลการตรวจสอบรังไขกอนกระตุนดวยฮอรโมน เอฟเอสเอช ในลูกกระบือปลัก 
 

ครั้งของ จํานวนรังไข ระดับของการเจริญของฟอลลิเคิลกอนกระตุน 
การกระตุน (ขาง) 0 + 1 + 2 

1 18 5 7 6 
  (27.8%) (38.9%) (33.3%) 
2 18 2 6 10 
  (11.1%) (32.3%) (56.6%) 
3 16 2 7 7 
  (12.4%) (43.8%) (43.8%) 
4 16 2 11 3 
  (12.4%) (68.8%) (18.8%) 
5 16 2 6 8 
  (12.4%) (37.5%) (50.1%) 

รวม 84 13 37 34 
  (15.5%) (44.0%) (40.5%) 

X ± S.D.   1.3 ±  0.7  
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ผลการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข 
  

จากผลการทดลองกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขของลูกกระบือปลักจํานวน 9  ตัว   ดวย
ฮอรโมนเอฟเอสเอช พบวาลูกกระบือมีการตอบสนองของรังไขในการเจริญของฟอลลิเคิล คิดเปน 88.1% 
(37/42) และเมื่อทําการตรวจสอบการตอบสนองของการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขดวยเครื่องอัลตราซาวด 
พบวามีการตอบสนองของจํานวนฟอลลิเคิลที่ตรวจพบในรังไข เทากับ 6.6±3.6(n=39) ฟอลลิเคิล ตอตัว ตอ
ครั้งของการเก็บโอโอไซตดวยวิธี   โอพียู และฟอลลิเคิลที่เกิดขึ้นจากการกระตุนการทํางานของรังไขดวย
ฮอรโมนเอฟเอสเอช จะมีคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิล เทากับ 0.5±0.2 (n=256)เซนติเมตร 
โดยมีคาพิสัยของเสนผานศูนยกลางฟอลลิเคิลตั้งแต 0.3-1.0 เซนติเมตร ซึ่งสามารถจําแนกฟอลลิเคิลที่พบ
ออกตามขนาดไดดังแสดงไวในตารางที่ 6 หลังจากนั้นทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู พบวา ไดโอโอไซต
เฉล่ียเทากับ 5.4±3.7(n=212) โอโอไซต ตอตัว ตอครั้ง ของการเก็บ     โอโอไซตดวยวิธีโอพียู โดยคาพิสัย
ของจํานวนโอโอไซตที่เก็บไดอยูในชวง  0-20 โอโอไซต ตอตัว ตอคร้ัง ของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ซึ่ง
คิดเปนอัตราการเก็บโอโอไซตที่ไดเทากับ 82.4%(n=39) ดังแสดงผลไวในตารางที่ 6 

จากผลการทดลองที่แสดงไวในตารางที่ 7 พบวาเสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิลที่ตอบสนองตอ
การกระตุนในการกระตุนแตละครั้งสวนมากจะมีขนาดของฟอลลิเคิลประมาณ 4-<6 มิลลิเมตร คิดเปน 
40.6%(104/256) รองลงมาไดแก ฟอลลิเคิลที่มีขนาด 6-<8 มิลลิเมตร คิดเปน 27.0%(69/256) ฟอลลิเคิล
ขนาด 2-<4 มิลลิเมตร คิดเปน 21.9%(56/256) ฟอลลิเคิลขนาด 8-<10 มิลลิเมตร คิดเปน 9.0%(23/256) 
และฟอลลิเคิลขนาด >10 มิลลิเมตร คิดเปน 1.5%(4/256) รองลงมาตามลําดับ 
 
ตารางที่ 6 : ผลการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขหลังกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช 
 
จํานวนลูกกระบือปลักทดลอง(ตัว)               9 
จํานวนครั้งของการกระตุน(ครั้ง)             42 
จํานวนลูกกระบือที่ตอบสนอง (%)             37(88.1) 
จํานวนฟอลลิเคิลที่ตรวจพบจากเครื่องอัลตราซาวด           6.6±3.6 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิล(มิลลิเมตร)           5.0±2.0(2-10)* 
จํานวนโอโอไซตที่เก็บได              5.4±3.7(0-20)* 
อัตราการเก็บโอโอไซต(%)              82.4%(0-100)* 
 
( * ) = พิสัย 
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ตารางที่ 7 : แสดงขนาดของฟอลลิเคิลที่ไดรับการกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอชใน          
ลูกกระบือปลัก 
 
  ครั้งของ             เสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิล ( มิลลิเมตร ) 
การกระตุน   n       2 - <4       4 - <6       6 - <8        8 - <10            >10 

1         50            19*          18                         9             4               0 
     ( 38.0%) **        ( 36.0%)        ( 18.0%)         ( 8.0%)           ( 0%) 
        2       66          15           24                       20                         6               1 
                             ( 22.7%)        ( 36.4%)        ( 30.3%)         ( 9.1%)          ( 1.5%) 
        3      52              7                        20         18                         6                          1 
      ( 13.5%)         ( 38.5%)        ( 34.6%)         ( 11.5%)          ( 1.9%) 
        4      36             5            16          10                         4                           1 
      ( 13.9%)         ( 44.4%)        ( 27.8%)         ( 11.1%)          ( 2.8%) 
        5      52         10            26          12              3              1 
                  ( 19.2%)         ( 50.0%)        ( 23.1%)         ( 5.8%)          ( 1.9%) 
      รวม     256           56          104           69            23  4 
    (100%)     ( 21.9%)               ( 40.6%)       ( 27.0%)        ( 9.0%)           ( 1.5%) 
    X ± S.D.  
    (พิสัย)     5.0±2.0 ( 2 – 10 ) 
         
          n   จํานวนโอโอไซต 
          *     จํานวนฟอลลิเคิลในขนาดตางๆ 
         **     เปอรเซนตฟอลลิเคิลขนาดตางๆ ของแตละครั้งของการกระตุน 
 
ผลการเก็บโอโอไซต 
 
 จากผลการทดลองเก็บโอโอไซตจากรังไขลูกกระบือปลัก ที่ไดรับการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 
ดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช หลังจากนั้นทําการเจาะเก็บโอโอไซตซ้ําเปนจํานวน 5 คร้ัง โดยแตละครั้งจะทํา  
การเจาะเก็บทุก 2 สัปดาห ซึ่งจากผลการเจาะเก็บโอโอไซตพบวาการเก็บโอโอไซตในครั้งที่ 1 ในลูกกระบือ
ปลักจํานวน 8 ตัว โดยตรวจพบการตอบสนองของฟอลลิเคิลจํานวนทั้งหมด 50 ฟอลลิเคิล โดยกระบือแตละ
ตัวมีการตอบสนองเฉลี่ย 6.3 ± 6.0 ฟอลลิเคิล และสามารถเก็บโอโอไซตไดทั้งหมด 43 โอโอไซต คิดเปนคา
เฉลี่ย 5.4 ± 6.0 โอโอไซตตอตัว    โดยคิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 83.2% ในการเก็บโอโอไซตคร้ังที่ 2 มี 
การตอบสนองของฟอลลิเคิลทั้งหมด 66(8.3±2.8) ฟอลลิเคิล(n=8) โดยเก็บโอโอไซตได 54(6.8 ± 3.0)      
โอโอไซต คิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 82.4%   หลังจากนั้นไดทําการเก็บตอในครั้งที่ 3   โดยตรวจพบ     
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ฟอลลิเคิลจํานวน 52(7.4 ± 1.9) ฟอลลิเคิลในการเก็บคร้ังนี้ไดโอโอไซตจํานวน 42(6.0 ± 2.3) โอโอ
ไซต(n=7) โดยคิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 81.3% เมื่อทําการเก็บโอโอไซตในครั้งที่ 4 พบการตอบสนองของ   
รังไขเพียง 36(4.5± 1.2) ฟอลลิเคิล(n=8) ซึ่งสามารถเก็บโอโอไซตได 27(3.4 ± 2.1)โอโอไซต มีอัตราการเก็บ 
เทากับ 68.8% และในการเก็บครั้งสุดทายคือคร้ังที่ 5 พบการตอบสนองของรังไข 52 (6.5  ± 3.5)            
ฟอลลิเคิล (n=8) และในครั้งนี้สามารถเก็บโอโอไซตไดทั้งหมด 46(5.8 ± 3.6)  โอโอไซต คิดเปนอัตรา      
การเก็บ เทากับ 87.9% ซึ่งเมื่อนาํผลการเก็บโอโอไซตทั้ง 5 ซ้ํา มาคํานวนรวมกันพบวามีการตอบสนองของ
การเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขเปนจํานวน 256(6.6±3.6) ฟอลลิเคิล และสามารถเก็บโอโอไซตได          
212(5.4 ± 3.7)   โอโอไซต(n=39) คิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 82.4%(81.0±25.8)   ซึ่งเมื่อนําโอโอไซตที่
เก็บไดทั้งหมดมาจําแนกชนิดของโอโอไซต     ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอพบวา  ชนิดของโอโอไซต
ที่เก็บไดจากการเก็บโอโอไซตทั้ง 5 คร้ังสวนมากเปนชนิดโอโอไซตที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุม คิดเปนจํานวน      
เทากับ 76/212(35.9%) โอโอไซต หรือเฉลี่ยเทากับ 1.95 ± 2.2 โอโอไซตตอตัว สวนโอโอไซตที่พบมากรอง
ลงมาไดแก      โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมอยางนอย  1-3  ชั้น เทากับ   47 / 212 (22.2%)   หรือเฉลี่ย
เทากับ   1.2 ± 1.7   โอโอไซตตอตัว  โอโอไซตชนิดที่ไมมีโอโอพลาสซึม(Ooplasm) เทากับ 41/212(19.3%) 
เฉลี่ย 1.05 ± 1.6   โอโอไซตตอตัว โอโอไซตที่มีการเสื่อมสลายเทากับ 24/212(11.3%) คิดเปน 0.6 ± 0.7  
โอโอไซตตอตัว  สวนโอโอไซตชนิดที่พบนอยไดแก โอโอไซตชนิดที่มีเซลลควิมูลัสหุมมากกวา 3 ชั้น เทากับ 
14/212(6.6%) เฉลี่ย 0.35 ± 0.6 โอโอไซตตอตัว และโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผขยาย  เทากับ 
10/212(4.7%)  เฉลี่ย  0.3 ± 0.5  โอโอไซตตอตัว    รองลงมาตามลําดับ    ดังแสดงไวในตารางที่ 2 

นอกจากนี้จากการศึกษา ผลของจํานวนครั้งของการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลดวยฮอรโมน
เอฟเอสเอช และครั้งของการเก็บโอโอไซตซ้ํา พบวาไมมีความแตกตางของจํานวนฟอลลิเคิลที่เกิดขึ้นจาก
การกระตุนดวยฮอรโมนดังกลาว และจํานวนของโอโอไซตที่เก็บไดจากการทําโอพยีูซ้ํา(P>0.05) หรือ กลาว
อีกนัยหนึ่ง คือ การกระตุนการทํางานของรังไขดวยฮอรโมนเอฟเอสเอชซ้ํา และการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู
ซ้ําในลูกกระบือปลัก จํานวน 5 ครั้ง  แตละครั้งหางกัน 2 สัปดาห ไมมีผลกระทบตอการเจริญของฟอลลิเคิล
ในการกระตุนครั้งตอไป และไมมีผลกระทบตออัตราการเก็บโอโอไซตในแตละครั้งของการเก็บโอโอไซต
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ตารางที่ 8 : ผลการเก็บโอโอไซตจากรังไขลูกกระบือปลักที่ไดรับการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 
และทําการเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธีการใชเข็มเจาะดูดรวมกับเครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูง 

 
ครั้งของการ         จํานวน   จํานวน                     ชนิดของโอโอไซต                         อัตราการ 
เก็บโอโอไซต   ลูกกระบือปลัก  ฟอลลิเคิล*               เก็บโอโอไซต 

                                   จํานวน      COC  P+S   D EXP  Deg     FZ           (%) 
                            รวม 

 
ครั้งที่ 1  8      50           43        3               11  17    1     5     6        83.2
                            6.3±6.0   5.4±6.0                                           83.2±21.8 
ครั้งที่ 2  8      66          54        1              14  15    3     6         15        82.5 
               8.3±2.8  6.8±3.0                                           82.5±20.5 
ครั้งที่ 3  7      52          42       3               9  13    2     4         11        81.3 
              7.4±1.9   6.0±2.3                                           81.3±25.0 
ครั้งที่ 4   8      36          27       5               4    7    2     4    5        68.8 
              4.5±1.2   3.4±2.1                                           68.8±35.8 
ครั้งที่ 5   8      52          46       2              9  24    2     5    4        87.9 
             6.5±3.5   5.8±3.6                                           87.9±17.5 
 
รวม            39   256    212          14             47 76  10   24        41           212/256 
             6.6±3.6   5.4±3.7   0.35±0.6  1.2±1.7  1.95±2.2   0.3±0.5  0.6±0.7  1.05±1.6  81.0±25.8 
                    (6.6%)   (22.2%)   (35.9%)   (4.7%)   (11.3%)  (19.3%)      (82.4%) 
 

        *   จํานวนฟอลลิเคิลที่ปรากฎบนรังไขขนาดตั้งแต 2.0 มิลลิเมตรขึ้นไป 
( % ) = อัตราสวนของชนิดของโอโอไซตเปรียบเทียบกับโอโอไซตทั้งหมดที่เก็บได 

 
ผลการยอมสีโอโอไซตดวยวิธี Rapid staining 
 

จากผลการตรวจสอบระยะการเจริญของโอโอไซตที่ไดจากการเจาะเก็บโดยวิธีโอพียูในลูกกระบือปลักนั้น 
พบวาโอโอไซตสวนใหญมีการเจริญในระยะ Interphase-Prophase 26.9%(18/67) รองลงมาไดแกระยะ 
Metaphase Ι และระยะ GVBD 16.4%(11/67) และ11.9%(8/67) ตามลําดับ สวนโอโอไซตในระยะ   Anaphase Ι 
- Telophase Ι และ Metaphase ΙΙ พบนอย คือ 3%(2/67) และ 4.5%(3/67) ตามลําดับ     ดังแสดงไวในตารางที่ 9  
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ตารางที่ 9 : ผลการตรวจสอบลักษณะโครโมโซมของโอโอไซตลูกกระบือปลักที่เจาะเก็บดวยวิธี    
โอพียูโดยจําแนกตามชนิดของโอโอไซต 
 
    ระยะ  
  การเจริญ   

        COC 
         (%) 

S+P 
(%) 

         D 
        (%)  

       EXP  
        (%)    

รวม(%) 

       GV             - 3/13(23.0)    2/42(4.8)          - 5/67(7.4) 
     GVBD      1/9(11.1) -    7/42(16.7)          - 8/67(11.9) 
     Ι - P             - 4/13(30.8)  14/42(33.3)          - 18/67(26.9) 
       MΙ      5/9(55.6) 1/13(7.7)    5/42(11.9)          - 11/67(16.4) 
      AΙ-TΙ             - 1/13(7.7)    1/42(2.4)          - 2/67(3.0) 
       MΙΙ             - -          -   3/3(100%) 3/67(4.5) 

U      2/9(22.2) 4/13(30.8)  10/42(23.8)          - 16/67(23.9) 
D      1/9(11.1) -    3/42(7.1)          - 4/67(6.0) 

     รวม(%)            9 13         42          3 67/67(100.0) 
 

ในการทดลองนี้พบวาโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผกระจาย (EXP)  เมื่อนํามายอมสีพบวาเปน
โอโอไซตที่มีการแบงตัวอยูในระยะ Metaphase  ΙΙ ทั้งหมด (3/3)  ซึ่งสามารถนําไปปฏิสนธิไดทันที  สวน  
โอโอไซต ชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมเพียงชั้นเดียวหรือหุมเพียงบางสวน(S+P) และโอโอไซตชนิดที่ไมมีเซลล 
คิวมูลัสหุม(D) สวนใหญจะมีระยะการแบงตัวอยูในระยะ Interphase-Prophase คิดเปน 30.8%(4/13) และ 
33.3%(14/42) ตามลําดับ สวนโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้นจะมีระยะการแบงตัวอยูในระยะ 
Metaphase Ι มากถึง 55.6%(5/9) แตจากผลการยอมสีโอโอไซตก็พบวามีโอโอไซตบางสวนที่ไมสามารถ
จําแนกระยะการแบงตัวไดโดยคิดเปน 23.9%(16/67) สําหรับผลการยอมสีโอโอไซตแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่ 18  ภาพระยะตาง ๆ ของการเจริญของโอโอไซตจากการยอมสีดวยวิธี Rapid staining  
 

A  คือ  ลักษณะโครโมโซมในระยะ  Germinal  vesicle 
B  คือ  ลักษณะโครโมโซมในระยะ  Germinal vesicle breakdown 
C  คือ  ลักษณะโครโมโซมในระยะ  Interphase-Prophase 
D  คือ  ลักษณะโครโมโซมในระยะ  Metaphase  I 
E  คือ  ลักษณะโครโมโซมในระยะ  Metaphase  II 
F  คือ  ลักษณะที่ไมสามารถระบุระยะโครโมโซมได 

A D

B E

C F
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การทดลองที่ 2 การศึกษาผลของแรงดูดสูญญากาศตออัตราการเก็บโอโอไซตและคุณภา
ของโอโอไซตในกระบือปลักสาวที่เก็บดวยวิธีโอพียู 

 
ผลการตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมน 
 

ผลการตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมน เอฟเอสเอช ในกระบือสาวพบวากอนการกระตุนการ
ทํางานของรังไขแตละครั้ง   ในรังไขจะมีระดับของการเจริญของฟอลลิเคิลโดยเฉลี่ย 1.9 ±  0.8  ใบ  โดยจะมี
การเจริญของฟอลลิเคิลในระดับ +1 เปนจํานวนมากที่สุด 31 รังไข คิดเปน 43.1% รองลงมา ไดแกระดับ    
0 และ +2 เปนจํานวน 24(33.3%)  และ17(23.6%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10 ผลการตรวจสอบรังไขกอนกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอชในกระบือสาว 
 

ระดับของ 
แรงดัน(mmHg) 

จํานวนรังไข     
(ขาง) 

ระดับของการเจริญของฟอลลิเคิล 
           0                        +1                       +2 

60 24            5                        12                        7 
     (20.8%)               (50.0%)               (29.2%) 

80 24          11                        10                        3 
     (45.8%)               (41.7%)               (12.5%) 

100 24            8                         9                         7 
     (33.3%)               (37.5%)               (29.2%) 

รวม            72          24                       31                      17 
     (33.3%)              (43.1%)              (23.6%) 
 

      X ± S.D.                            1.9  ± 0.8 ใบ 

 
 
ผลการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข 
  

จากผลการทดลองกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขกระบือสาว จํานวน 6  ตัว   ดวยฮอรโมน
เอฟเอสเอช พบวากระบือสาวมีการตอบสนองของรังไขในการเจริญของฟอลลิเคิล คิดเปน 100.0% (36/36)  
และเมื่อทําการตรวจสอบการตอบสนองของการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขดวยเครื่องอัลตราซาวด พบวามี
การตอบสนองของจํานวนฟอลลิเคิลที่ตรวจพบในรังไข เทากับ 7.4±3.6(n=36) ฟอลลิเคิล ตอตัว ตอครั้งของ
การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูและฟอลลิเคิลท่ีเกิดขึ้นจากการกระตุนการทํางานของรังไขดวยฮอรโมน     
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เอฟเอสเอช จะมีคาเฉล่ียของเสนผาศูนยกลางของฟอลลิเคิล เทากับ 0.4±0.1 (n=267)เซนติเมตร โดยมีคา
พิสัยของเสนผานศูนยกลางฟอลลิเคิลตั้งแต 0.2-1.2 เซนติเมตร โดยพบวาการกระตุนการเจริญของ      
ฟอลลิเคิลในรังไขในการเก็บที่ใชระดับแรงดัน 60 ,80 และ 100 รังไขจะมีการตอบสนองตอการกระตุนโดยมี
ของขนาดเสนผาศูนยกลางของฟอลลิเคิลสวนมาก อยูในชวง     0.4-0.5 เซนติเมตร คิดเปน 63.0% ,52.9% 
และ 46.1% ตามลําดับ ซึ่งสามารถจําแนกฟอลลิเคิลท่ีพบออกตามขนาดไดดังแสดงไวในตารางที่ 12     
หลังจากนั้นทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูพบวาไดโอโอไซตเฉล่ียเทากับ 6.0±3.9(n=215) โอโอไซตตอตัว
ตอคร้ัง ของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู     โดยคาพิสัยของจํานวนโอโอไซตที่เก็บไดอยูในชวง 1 - 16      
โอโอไซต ตอตัวตอครั้งของการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ซึ่งคิดเปนอัตราการเก็บโอโอไซตที่ไดเทากับ 
76.5%(n=36)  ดังแสดงผลไวในตารางที่ 11 
 
ตารางที่ 11 ผลการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไขหลังกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช 
 
จํานวนกระบือสาวทดลอง (ตัว)              6 
จํานวนครั้งของการกระตุน(ครั้ง)             36 
จํานวนกระบือสาวที่ตอบสนอง (%)          36(100 ) 
จํานวนฟอลลิเคิลที่ตรวจพบจากเครื่องอัลตราซาวด        7.4±3.6 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิล(มิลลิเมตร)                                 0.4±0.1(0.2-1.2)* 
จํานวนโอโอไซตที่เก็บได           6.0±3.9(1-16)* 
อัตราการเก็บโอโอไซต(%)         76.5±523.4(20-100)* 
 
( * ) = พิสัย 
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ตารางที่ 12 แสดงขนาดของฟอลลิเคิลที่ไดรับการกระตุนดวยฮอรโมน เอฟเอสเอชใน 
กระบือสาว 
 
   ระดับ             เสนผานศูนยกลางของฟอลลิเคิล ( มิลลิเมตร ) 
ของแรงดัน   n       2 - <4       4 - <6       6 - <8        8 - <10            >10 
     60        180           16*                      68                       21               2               1 
     ( 14.8%) **     ( 63.0%)     ( 19.4%)        ( 1.9%)           ( 0.9%) 
     80      70         16           37                       14                           3    0 
                             ( 22.9%)     ( 52.9%)     ( 20.0%)        ( 4.2%)           ( 0%) 
   100         89             40                       41                        8                           0                           0 
    ( 44.9%)     ( 46.1%)      ( 9.0%)         ( 0%)           ( 0%) 
     รวม      267            72         146                     143                           5                           1             
  (100%)   ( 27.0%)     ( 54.7%)    ( 16.1%)        ( 1.9%)          ( 0.3%) 
 
X  ±  S.D.               4.0±1.0 ( 2 – 12 ) 
  (พิสัย)      
         
          n   จํานวนโอโอไซต 
          *     จํานวนฟอลลิเคิลในขนาดตางๆ 
         **     เปอรเซนตฟอลลิเคิลขนาดตางๆ ของแตละครั้งของการกระตุน 
 
ผลการเก็บโอโอไซต 
 
 จากผลการทดลอง เก็บโอโอไซตจากรังไขกระบือสาว  ที่ไดรับการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล
ดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช หลังจากนั้นทําการเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู โดยใชแรงดันในการเก็บในระดับ
ที่ตางกัน คือ 60 ,80 และ100 มิลลิเมตรปรอท แตละครั้งจะทําการเจาะเก็บทุก 2 สัปดาห ทําการเก็บเปน
จํานวน 2 รอบ ซึ่งจากผลการเจาะเก็บโอโอไซตพบวาการเก็บโอโอไซตดวยแรงดัน 100 มิลลิเมตรปรอท  ใน
กระบือสาวจํานวน 12 ตัว โดยตรวจพบการตอบสนองของฟอลลิเคิลจํานวนทั้งหมด 89 ฟอลลเิคิล โดย
กระบือแตละตัวมีการตอบสนองเฉลี่ย 7.4 ± 4.2 ฟอลลิเคิล และสามารถเก็บโอโอไซตไดทั้งหมด 69          
โอโอไซต คิดเปนคาเฉลี่ย 5.8 ± 4.0 โอโอไซตตอตัว     โดยคิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 72.6% สวนในการ
เก็บโอโอไซตดวยแรงดัน 80 มิลลิเมตรปรอท มีการตอบสนองของฟอลลิเคิลทั้งหมด 70(5.8±2.1) ฟอลลิ
เคิล(n=12) โดยเก็บโอโอไซตได 53(4.4 ± 2.6) โอโอไซต คิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 72.8% และในการเก็บ
ที่ระดับแรงดัน 60 มิลลิเมตรปรอท โดยตรวจพบฟอลลิเคิลจํานวน   108(9.0 ± 3.7) ฟอลลิเคิลในการเก็บ
ครั้งนี้ได    โอโอไซตจํานวน 93(7.8 ± 4.1) โอโอไซต(n=12) โดยคิดเปนอัตราการเก็บเทากับ 84.1% ซึ่งเมื่อ



 47

นําผลการเก็บโอโอไซตของแรงดันทั้ง 3 ระดับ มาคํานวนรวมกันพบวามีการตอบสนองของการเจริญของ    
ฟอลลิเคิลในรังไขเปนจํานวน 267(7.4±3.6) ฟอลลิเคิล และสามารถเก็บโอโอไซตได 215(6.0 ± 3.9)         
โอโอไซต(n=36) คิดเปนอัตราการเก็บ เทากับ 80.5%(76.5±23.4) ซึ่งเมื่อนําโอโอไซตที่เก็บไดทั้งหมดมา
จําแนกชนิดของโอโอไซตภายใตกลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอพบวา  ชนิดของโอโอไซตที่เก็บไดจากการเก็บ
โอโอไซตดวยแรงดันทั้ง 3 ระดับทั้งสวนมากเปนชนิดโอโอไซตที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุม คิดเปนจํานวนเทากบั 
77/215(35.8%) โอโอไซต หรือเฉลี่ยเทากับ 2.1 ± 2.3 โอโอไซตตอตัว สวนโอโอไซตที่พบมากรองลงมาไดแก
โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมอยางนอย 1-3 ชั้นเทากับ 51/215(23.7%) หรือเฉลี่ยเทากับ  1.4 ± 1.5    
โอโอไซตตอตัว  โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมมากกวา 3 ชั้น เทากับ 29/215 (13.5%) เฉลี่ย 0.8 ± 1.1   
โอโอไซตตอตัว โอโอไซตที่มีการเสื่อมสลายเทากับ 23/215(10.7%) คิดเปน 0.6 ± 0.7 โอโอไซตตอตัว และ
โอโอไซตชนิดที่มเีซลลคิวมูลัสแผขยายเทากับ 21/215(9.8%) เฉลี่ย 0.6 ± 1.2 โอโอไซตตอตัว รองลงมาตาม
ลําดับ สวนโอโอไซตชนิดที่พบนอยไดแก โอโอไซตชนิดที่ไมมีโอโอพลาสซึม(Ooplasm) เทากับ 
14/215(6.5%) เฉลี่ย 0.4 ± 0.8 โอโอไซตตอตัว ซึ่งเมื่อทําการจําแนกตามชนิดของ  โอโอไซตพบวา ที่ระดับ
แรงดันในการดูดเก็บ60, 80, 100 มิลลิเมตรปรอท จะพบโอโอไซตชนิดที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุมมากที่สุด คือ 
35/93(37.6%), 15/53(28.3%), 27/69(39.1%) ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเทียบเปนเปอรเซ็นตจะพบวาที่ระดับแรง
ดัน 100 มิลลิเมตรปรอท จะเก็บไดโอโอไซตชนิดที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุมไดมากที่สุด รองลงมาไดแกแรงดันที่ 
60 และ 80 มิลลิเมตรปรอท รองลงมาตามลําดับ  โอโอไซตชนิดที่พบรองลงมาไดแก โอโอไซตชนิดที่มีเซลล    
คิวมูลัสหุมอยางนอย 1-3 ชั้น เทากับ 21/93(22.6%), 15/53(28.3%), 15/69(21.7%) โอโอไซตชนิดที่มีเซลล
คิวมูลัสหุมมากกวา 3 ชั้นจะพบไดจากการเก็บท่ีระดับแรงดัน 60 และ100 มิลลิเมตรปรอท ใกลเคียงกัน คือ 
13/93(14.0%) และ 11/69(15.9%) ตามลําดับ สวนที่ระดับแรงดัน 80 มิลลิเมตรปรอท จะพบนอยกวาเพียง 
5/53(9.4%) โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผขยายจะพบมากที่สุดจากการเก็บดวยแรงดัน 60 มิลลิเมตร
ปรอทเทากับ 13/93(14.0%) สวนที่แรงดัน 80 และ100 มิลลิเมตรปรอท จะพบนอยกวาเพียง 3/53(5.7%) 
และ 5/69(7.3%) ที่แรงดัน 80 และ100  มิลลิเมตรปรอท ตามลําดับ สวนโอโอไซตที่มีการเสื่อมสลายจะพบ
ในการเก็บโอโอไซตที่ระดับแรงดัน 80 มลิลิเมตรปรอท มากที่สุดเทากับ 10/53(18.9%) ที่ระดับแรงดัน 60
และ100 มิลลิเมตรปรอท จะพบนอยเพียง 6/93(6.5%) และ 7/69(10.2%)ตามลําดับ โดยจะเหมือนกับ     
โอโอไซตที่ไมมีโอโอพลาสซึม ที่จะพบมากที่ระดับแรงดัน 80 มิลลิเมตรปรอท เทากับ 15/53(9.4%)สวนที่
แรงดัน 60และ100 มิลลิเมตรปรอท จะพบนอยเทากับ 5/93(5.3%) และ 4/69(6.8%)ตามลําดับ โอโอไซตที่
มีคุณภาพดีที่สามารถใชนํามาเลี้ยงและปฏิสนธิในหลอดทดลอง คือโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมมาก
กวาสามชั้น โอโอไซตที่มีเซลลคิวมูลัสหุม 1-3 ชั้นและโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผขยาย เมื่อเปรียบ
เทียบผลการเก็บโอโอไซตชนิดดังกลาว โดยใชความดันในการเก็บท้ังสามระดับพบวาที่ระดับแรงดัน         
60 มิลลิเมตรปรอท จะใหผลการเก็บที่ดีกวาแรงดัน 80และ100 มิลลิเมตรปรอท โดยใหผลการเก็บเทากับ
47/93(50.5%) สวนที่ระดับแรงดัน 80และ100 มิลลิเมตรปรอท จะใหผลการเก็บโอโอไซตชนิดดังกลาว   
นอยกวาเพียง 23/53(43.4%)และ31/69(45.0%) ตามลําดับ    ดังแสดงไวในตารางที่ 13 
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จากผลการทดลองดังกลาวจะพบวาที่ระดับแรงดัน 80 และ100 มิลลิเมตรปรอท จะใหอัตราการเก็บ
โอโอไซตที่ไมแตกตางกัน สวนที่ระดับแรงดันในการเก็บที่ 60 มิลลิเมตรปรอท จะใหอัตราการเก็บท่ีสูงกวา  
และแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) และเมื่อเปรียบเทียบคุณภาพของโอโอไซตที่เก็บไดพบวาโอโอไซต
ที่มีคุณภาพดีที่สามารถนําไปเลี้ยงและปฏิสนธิในหลอดทดลองไดจะเก็บไดมากในการเก็บที่ใชแรงดัน       
60 มิลลิเมตรปรอท สวนแรงดัน 80 และ100 มิลลิเมตรปรอท จะใหผลการเก็บที่ใกลเคียงกัน แตอยางไรก็ตาม
การเก็บทั้งสามระดับแรงดันพบวาคุณภาพของโอโอไซตที่สามารถนําไปเลี้ยงและปฏิสนธิในหลอดทดลองได
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
ตารางที่ 13   ผลการเก็บโอโอไซตจากรังไขกระบือสาวที่ไดรับการกระตุนการเจริญของ 
ฟอลลิเคิลและทําการเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธีการใชเข็มเจาะดูดรวมกับเครื่องมือคลื่นเสียง
ความถี่สูง 
 
 

ครั้งของ                จํานวน      จํานวน         ชนิดของโอโอไซต   อัตราการ 
แรงดูด                ครั้งของ        ฟอลลิเคิล*                      เก็บ(%) 
(mmHg)               การเก็บ                       จํานวน      COC S+P   D EXP  Deg     FZ 
             รวม 

 
   60  12          108           93 13  21   35   13    6     5    84.1a 
                                    9.0±3.7   7.8±4.1                                                           84.1±20.8 
   80  12            70          53  5  15   15    3  10     5    72.8b 

                      5.8±2.1   4.4±2.6                                                                                            72.8±28.3 
  100  12            89          69 11  15   27    5   7     4    72.6 b 
                      7.4±4.2   5.8±4.0                                                                                            72.6±17.9 
 
รวม  36          267         215 29 51 77 21  23    14  215/267 
                7.4±3.6  6.0±3.9     0.8±1.1  1.4±1.5  2.1±2.3  0.6±1.2  0.6±0.7  0.4±0.8   76.5±23.4 
                      (13.5%)  (23.7%)  (35.8%)  (9.8%)  (10.7%)   (6.5%)      (80.5%) 

 
        *   จํานวนฟอลลิเคิลที่ปรากฎบนรังไขขนาดตั้งแต 2.0 มิลลิเมตรขึ้นไป 
( % ) = อัตราสวนของชนิดของโอโอไซตเปรียบเทียบกับโอโอไซตทั้งหมดที่เก็บได 
 a,b ; P<0.05 
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ผลการยอมสีโอโอไซตดวยวิธี Rapid staining 
 

จากผลการตรวจสอบระยะการเจริญของโอโอไซตที่ไดจากการเจาะเก็บโดยวิธีโอพียูในกระบือสาว
นั้น พบวาโอโอไซตสวนใหญมีการเจริญในระยะ Interphase-Prophase 47%(70/149) รองลงมาไดแกระยะ 
Metaphase Ι ระยะGV ระยะ GVBDและ Metaphase ΙΙ 22.1%(33/149) ,6.0%(9/149) 5.4%(8/149) 
และ5.4%(8/149)ตามลําดับ สวนโอโอไซตในระยะAnaphase Ι - Telophase Ι นั้นไมพบ ดังแสดงไวใน   
ตารางที่ 14  

 
ตารางที่ 14 ผลการตรวจสอบลักษณะโครโมโซมของโอโอไซตกระบือสาวที่เจาะเก็บดวยวิธี
โอพียูโดยจําแนกตามชนิดของโอโอไซต 
 
    ระยะ  
  การเจริญ   

COC 
(%) 

S+P 
(%) 

D 
(%) 

EXP 
(%) 

รวม(%) 

GV - 4/42(9.5) 5/70(7.2) - 9/140(6.0) 
GVBD - 4/42(9.5) 4/70(5.7) - 8/149(5.4) 
Ι - P 11/22(50.0) 23/42(54.8) 35/70(50.0) 1/15(6.7) 70/149(47.0) 
MΙ 7/22(31.8) 8/42(19.0) 17/70(24.2) 1/15(6.7) 33/149(22.1) 

AΙ-TΙ - - - - 0/149(0) 
MΙΙ - - - 8/15(53.3) 8/149(5.4) 
U 4/22(18.2) 3/42(7.2) 4/70(5.7) 3/15(20.0) 14/149(9.4) 
D - - 5/70(7.2) 2/15(13.3) 7/149(4.7) 

รวม(%) 22 42 70 15 149/149(100.0) 
 

ในการทดลองนี้พบวาโอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสแผกระจาย (EXP)  เมื่อนํามายอมสีพบวาเปน
โอโอไซตที่มีการแบงตัวอยูในระยะ Metaphase  ΙΙ 53.3%(8/15)  ซึ่งสามารถนําไปปฏิสนธิไดทันที  สวน   
โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมหลายชั้น   โอโอไซตชนิดที่มีเซลลคิวมูลัสหุมเพียงชั้นเดียวหรือหุมเพียง 
บางสวน ( S+P ) และโอโอไซตชนิดที่ไมมีเซลลคิวมูลัสหุม ( D ) สวนใหญจะมีระยะการแบงตัวอยูในระยะ 
Interphase - Prophase คิดเปน 50.0%(11/22),54.8%(23/42) และ 50.0%(35/70) ตามลําดับ แตจาก  
ผลการยอมสีโอโอไซต ก็พบวามีโอโอไซตบางสวนที่ไมสามารถจําแนกระยะการแบงตัวไดโดยคิดเปน
9.4%(14/149) และมี โอโอไซตที่เส่ือมสลาย4.7%(7/149) 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 
การอภิปรายผลการทดลอง 
 
 การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวามีความเปนไปไดในการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล ตลอดจน
การเก็บ   โอโอไซตดวยวิธีโอพียูซ้ําในลูกกระบือปลัก และกระบือสาว นอกจากนี้ยังเปนการศึกษาเบื้องตนถึง
ระดับแรงดันที่เหมาะสมสําหรับนํามาใชในการเจาะดูดเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู 
 ในการศึกษาครั้งนี้ไดใชลูกกระบือปลักอายุตั้งแต 8 เดือนขึ้นไป ซึ่งเปนอายุที่ทําการหยานม สําหรับ         
ลูกกระบือปลักจะเปนชวงกอนวัยเจริญพันธุ และกระบือสาวอายุประมาณ 2.5 ป ตามปกติอายุที่ถึงวัยเจริญ
พันธุในกระบือใชเวลานานกวาในโค โดยปกติมีผูรายงานตั้งแตอายุอยางนอย 1.5 ถึง 2 ป ขึ้นไป กระบือ     
มูราห (Murrah type) จะมีวัยเจริญพันธุ เร็วกวากระบือปลัก(Swamp type) Salama และคณะ(1994)     
รายงานอายุของวัยเจริญพันธุของกระบือนมในประเทศอียีปต เทากับ 15.4 ± 0.8 เดือน และมีน้ําหนัก
ประมาณ 270 กิโลกรัม สวน Chaudhary และ Saga (1990) รายงานไวประมาณ 2 ป ในกระบือปลักมีผู
รายงานไววาอายุของการเจริญพันธุ เทากับ  2.5 ป  น้ํ าหนักประมาณ  300 กิโลกรัม  (McCool and 
Entwistle,1989)  ในประเทศไทย Bodhippaksha และคณะ (1978) รายงานอายุเฉล่ียของลูกกระบือเพศ
เมียที่ถึงวัยเจริญพันธุประมาณ 3-4 ป ทั้งนี้ขึ้นกับอาหาร อากาศและการเลี้ยงดู ดังนั้นหากตองการให      
ลูกกระบือเพศเมียตัวหนึ่งเจริญจนถึงวัยเจริญพันธุและผลิตลูกออกมาจะตองใชเวลาประมาณ  4-5 ป 
(Intaramongkol and Intaramongkol,1992) การศึกษานี้ไดแสดงถึงความเปนไปไดในการผลิตโอโอไซต
จากลูกกระบือปลักกอนวัยเจริญพันธุ และกระบือสาวโดยวิธีการใชเข็มเจาะดูดเก็บโอโอไซตรวมกับเครื่อง
มือคลื่นเสียงความถี่สูงสอดผานทางชองคลอด และเมื่อนําไปผลิตตัวออนและยายฝากในกระบือ ในอนาคต
จึงอาจเปนแนวทางในการลดชวงหางระหวางรุน (Interval of generation) 
 
การตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมน 
 
 จากการตรวจรังไขกอนการกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอชพบวา ระดับการเจริญของฟอลลิเคิลใน
รังไขของลูกกระบือปลักและกระบือสาวมีระดับใกลเคียงกัน แตการเจริญของฟอลลิเคิลในกระบือสาวกอน
การกระตุนจะมากกวาในลูกกระบือปลัก (Hashimoto et al.,1999a) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากอายุ สถานภาพ
ทางระบบสืบพันธุที่มีการพัฒนามามากกวาในลูกกระบือ ตลอดจนความพอมของรางกายทั้งทางกายวิภาค
และสรีรวิทยา 
 ในการทดลองครั้งนี้ทําการเจาะเก็บโอโอไซตโดยวิธีโอพียู หลังจากการทําการลวงตรวจทางทวาร
หนักและใชอัลตราซาวดตรวจการตอบสนองของรังไขกอนการเจาะเก็บซึ่งการลวงตรวจทางทวารหนัก
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กระทําเชนเดียวกันกับในแมกระบือ แตพบวาทวารหนักของลูกกระบือกอนวัยเจริญพันธุมีขนาดเล็กทําใหมี
พื้นที่ทํางานจํากัดจึงทําใหการจับ รังไขทําไดยากและอาจมีเลือดออกได และยังพบวาการประมาณการตอบ
สนองของรังไขไดผลไมแมนยํานัก การใชเครื่องอัลตราซาวดเสริมในการตรวจการตอบสนองของรังไขจะ
สามารถประมาณการตอบสนองของรังไขไดแมนยํากวาเห็นในรูปภาพชัดเจน (Garcia,1998)ตามปกติแลว
การตรวจดวยเครื่องอัลตราซาวดตองทํารวมกับการลวงตรวจทางทวารหนักเพื่อชวยจับรังไข แตไมเหมาะที่
จะทําในลูกกระบือดวยเหตุผลขางตน และพบวาการสอดเฉพาะ probe เขาไปอยางเดียว ก็สามารถตรวจรัง
ไขไดผลที่นาพอใจ ภาพที่ปรากฏบนจอภาพ จะเห็นฟอลิเคิลมีลักษณะเปนวงกลมสีดํากระจายอยูทั่วรังไข 
แตทั้งนี้ตองขึ้นอยูกับความชํานาญและประสบการณของผูปฎิบัติ การลวงตรวจทางทวารหนักและการใช 
อัลตราซาวดในการตรวจการตอบสนองของรังไข กอนที่จะทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู ทําใหสามารถ
หลีกเลี่ยงการทําโอพียูของลูกกระบือปลักที่ไมมีการตอบสนองหรือตอบสนองตอการกระตุนนอย เนื่องจาก
การเจาะเก็บโอโอไซตโดยที่มีการตอบสนองไมดีแลวฝนทําการเจาะไปจะเปนการทําใหสัตวบอบช้ํา และอาจ
ทําใหรังไขเสียหาย ซึ่งอาจสงผลตอการเก็บในครั้งตอไปโดยใชเหตุ   ดังนั้นจึงไมมีความจําเปนในการทํา    
โอพียูกระบือที่ไมมีการตอบสนองหรือตอบสนองตอการกระตุนนอย      การที่ใชอัลตราซาวดเพื่อตรวจสอบ
การตอบสนองของ รังไข จะใหผลดีกวาการใชการลวงตรวจเพียงอยางเดียว แตอยางไรก็ตามตองระวังการ
จับตองหรือการสัมผัสกับรังไขที่รุนแรงเกินไป ซึ่งอาจทําใหมีการแตกของฟอลลิเคิลได 
 
การกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข 
  
 ในการทดลองนี้ไดใชวิธีการกระตุนรังไขเพื่อใหมีการเพิ่มการเจริญของฟอลลิเคิล พบวากอนการ
กระตุนรังไขจะมีขนาดเล็ก พบฟอลลิเคิลประมาณ 2 ฟอลลิเคิลตอตัว หลังกระตุนขนาดจะใหญขึ้นพรอมกับ
มีฟอลลิเคิลในจํานวนมากขนพบถึง 7 ฟอลลิเคิลตอตัว ดังนั้นการเก็บโอโอไซตโดยไมตองกระตุนเปนไปได
ยากเพราะขนาดรังไขเล็กมากและมีฟอลลิเคิลนอย ตางกับในโคพันธุตางประเทศกอนวัยเจริญพันธุและ 
หลังวัยเจริญพันธุที่มีฟอลลิเคิลอยูถึง 3.6-6.8 ฟอลลิเคิลตอตัว และสามารถเก็บโอโอไซตโดยไมตองกระตุน
ถึง 1.9-3.1 โอโอไซตตอตัว (Majerus et al., 1999) การใหฮอรโมนโกนาโดโทรปนจะชวยใหฟอลลิเคิลมีการ
เจริญมากขึ้น และจํานวนของโอโอไซตที่ไดจะสูงกวาที่ไมไดให ในโค Bungartz และคณะ(1995) พบวาหาก
ใหฮอรโมน     เอฟเอสเอช จะเพิ่มโอโอไซตตอการเก็บโอพียูได 10.6 โอโอไซตเปรียบเทียบกับ 5.8 โอโอไซต 
อยางไรก็ตามผลของการกระตุนที่ตรวจต่ํากวาที่ Techakumphu et al., (2000a) ไดรายงานไวจากการเจาะ
รังไขหลังเปดผาชองทอง  (laparotomy) โดยใชโปรแกรมและวิธีการกระตุนอยางเดียวกันทั้งนี้ เพราะการ
ตรวจดูดวยโปรปขนาดความถี่ 5 MHz ติดกับอัลตราซาวดจะไมสามารถเห็นตัวรังไขไดชัดเจนโดย
เฉพาะฟอลลิเคิลขนาดเล็ก ในขณะที่เปรียบเทียบกับการเปดผาดูรังไขจะไดจํานวนที่แมนยํากวาอยาง      
แนนอน  Hashimoto และคณะ (1999b) เสนอวาการใชหัวโปรปขนาด 7.5 MHz ตรวจดูรังไขที่ตัดมาจาก 
ตัวโค จะทําใหเห็นฟอลลิเคิลขนาดเล็ก 3-5 มิลลิเมตร ไดชัดเจนดีกวา (visualization) หัวโปรปขนาด       
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5.0 MHz โดยพบจํานวน 9.0 ฟอลลิเคิล เปรียบเทียบกับ 3.2 ฟอลลิเคิล ดังนั้นอัตราการเก็บโอโอไซตจะ  
แตกตางกันจากหัวโปรปที่แตกตางกัน 
 การใชโกนาโดโทรปนฮอรโมนเพื่อกระตุนใหมีการเจริญฟอลลิเคิลมากขึ้นจะเปนประโยชนใน     
การเจาะเพราะเมื่อฟอลลิเคิลมีมากจะทําใหเจาะโอโอไซตไดมาก ในโคการใชฮอรโมนแพรกแนนท แมรซีร่ัม 
โกนาโดโทรปน    กระตุน พบวาจะไดอัตราการเก็บเพิ่มขึ้นประมาณ 22% จาก 18% เปน 40% (Pieterse et 
al.,  1988) อยางไรก็ตามการกระตุนมากเกินไปจะไดฟอลลิเคิลที่มีขนาดใหญ เสนผาศูนยกลางมากกวา 10 
มิลลิเมตร ซึ่งอาจจะเกิดการแตกขณะจับรังไขและกอนเจาะได ในการทดลองนี้ไดใชโปรแกรมที่ไดดําเนิน
การศึกษามากอนโดย  Tecchakumphu และคณะ (2000b)   โดยใชโกนาโดโทรปน รีลีสซิ่งฮอรโมน         
(จีเอ็นอารเอช) ในการควบคุมการเจริญแบบ down regulation ตอฤทธิ์ของฮอรโมนเอฟเอสเอช ดังนั้นจึงพบ
วาฟอลลิเคิลสวนมากที่พบมากกวา 90% จะอยูในขนาด 2-8 มิลลิเมตร 
 ผลจากการตอบสนองพบวาลูกกระบือปลักที่มีการตอบสนองตอการกระตุนได 88.1% สวนใน
กระบือสาวมีการตอบสนองตอการกระตุนที่มากกวาเทากับ 100% ซึ่งจะมีการตอบสนองมากกวาใน        
ลูกกระบือและเปนที่นาสังเกตวากระบือบางตัวที่มีการตอบสนองตอฮอรโมนนอยในแตละครั้งของการ
กระตุนเปนตัวเดียวกัน ซึ่งเปนลูกกระบือปลักที่มีขนาดเล็กและผอม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากพันธุกรรม หรือ
ความไมสมบรูณของลูกกระบือเอง การตอบสนองของรังไขของลูกกระบือปลักตอการกระตุนดวยฮอรโมน   
มีความผันแปรคอนขางสูง ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ มงคลและคณะ (2537) สําหรับรายงานอื่นๆ 
สวนใหญจะเปนการตรวจการตอบสนองของรังไขโดยการลวงตรวจผานทางทวารหนัก Chantaraprateep 
และคณะ (1988) รายงานการตอบสนองของกระบือปลักตอการกระตุนดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช ขนาด 32 
หรือ 50 มิลลิกรัม เทากับ 2-8 ใบตอตัว สวนฮอรโมน พีเอ็มเอสจี ไดเทากับ 3-7 ใบตอตัว เชนเดียวกับ 
Sophon และคณะ (1989) รายงานไวเทากับ 2-7 ใบตอตัว จากการกระตุนลูกกระบือปลักหรือกระบือมูราห
หรือกระบือลูกผสม ในขณะที่ Kobayashi และคณะ (1990) ทําการศึกษาในประเทศไทยและรายงานไวใน
กระบือมูราหเทากับ 11 ใบ การตอบสนองของรังไขของลูกกระบือปลักจากการทดลองในครั้งนี้ต่ํากวาผล
การตอบสนองของลูกโค (รังสี และคณะ, 2541 ;Jainudeen et al.,1966; Onuma et al.,1969 ; Irvine et 
al., 1994) และเชนเดียวกับรายงานการกระตุนลูกโคในประเทศไทย โดยมงคล และคณะ(2537) การตอบ
สนองของรังไขตอการกระตุนดวยฮอรโมนของลูกโคหรือลูกกระบือกอนวัยเจริญพันธุจะมีคานอยกวาการ
ตอบสนองของโคหรือกระบือวัยเจริญพันธุ ฮอรโมนโกนาโดโทรปนที่ใชกระตุนการสรางฟอลลิเคิล 
(Folliculogenesis) ในลูกกระบือปลักและกระบือสาว สําหรับการทดลองนี้ใชฮอรโมนเอฟเอสเอช ขนาด 
180 และ 280 มิลลิกรัม (NIH-FSH-P) ตามลําดับ ซึ่งมีขนาดเพียงครึ่งเดียวเมื่อเปรียบเทียบกับที่ใชในแม
กระบือเพื่อกระตุนใหมีการตกไขครั้งละมากๆ  ซี่งจะใช ฮอรโมนเอฟเอสเอช  ขนาด  400 มิลลิกรัม          
(NIH-FSH-P) (Garcia et al.,1994) ในการฉีดกระตุนแตละคร้ัง กลามเนื้อ  6 เข็ม  แบงฉีดหางกันทุก         
12 ชั่วโมง เปนเวลา 3 วัน ซี่งฮอรโมน      เอฟเอสเอช เปนสารประเภทกลัยโคโปรตีน ที่มี Half-life ประมาณ 
2 ชั่วโมง ซึ่งเปนเหตุผลที่ทําใหตองฉีดฮอรโมนโดยการแบงฉีดหลายเข็มและหางกันทุกๆ 12 ชั่วโมง และ
เนื่องจากฮอรโมนตัวนี้มีน้ําหนักของโมเลกุลเล็กประมาณ 32,000-37,000 ทําใหสามารถฉีดกระตุนซ้ําได
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โดยเกิดปฏิกริยาตอตานจากรางกายนอย (Carruthers.,1986) จากการศึกษาของ มงคลและคณะ(2537) 
พบวาการฉีดกระตุนรังไขของลูกกระบือ พื้นเมืองไทยดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช ใหผลการตอบสนองของรังไข
ดีกวาการใช ฮอรโมน พีเอ็มเอสจี จากเหตุผลท่ีกลาวมาขางตนในการวิจัยครั้งนี้จึงเลือกใชฮอรโมน          
เอฟเอสเอชในการฉีดกระตุนรังไขลูกกระบือปลักและกระบือสาว ถึงแมวาฮอรโมนเอฟเอสเอชจะมีราคาแพง 
(1,800บาท/ครั้ง/ตัว) หลังจากฉีดกระตุน  รังไขดวยฮอรโมนเอฟเอสเอช เข็มสุดทาย จากนั้นประมาณ       
24 ชั่วโมง จะฉีดฮอรโมนจีเอ็นอารเอชเพื่อ   ควบคุมขนาดของฟอลลิเคิลใหมีความสม่ําเสมอของการเจริญ 
โดยลดฟอลลิเคิลที่มีขนาดใหญและเพิ่ม  ฟอลลิเคิลขนาดกลางใหมากขึ้น(Bordignon et al., 1997 ;      
Fry et al., 1997) กระบือจะมีการตอบสนองภายนอกที่สามารถสังเกตได คือ แสดงอาการเปนสัดโดยมี
เมือกใสไหลออกมาบริเวณปากชองคลอดเชนเดียวกับการเปนสัดในโคหลังวัยเจริญพันธุ (Pieterse et al., 
1991) การแสดงการเปนสัดนี้ ไดผลเชน เดียวกับการทดลองของ  Onuma(1969) และSeidel และ
คณะ(1971) แสดงวาเปนผลของฮอรโมนเอสโตรเจน ที่หลั่งจากฟอลลิเคิลขนาดใหญที่เกิดขึ้น เปนเวลานาน
กวา 48 ชั่วโมง ซึ่งเพียงพอสําหรับที่ลูกโคจะแสดงอาการเปนสัด  
  
การเก็บโอโอไซต 
 
การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู เปนวิธีการหนึ่งที่ใชในการเจาะเก็บโอโอไซตจากรังไขของกระบือ ไมตองฆา
ลูกกระบือเหมือนกับการทดลองในลูกสัตวในระยะแรกที่มักสงโรงฆา (Onuma et al.,1969 ; Kajihara       
et al .,1991) ซึ่งสามารถกระตุนดวยฮอรโมนและเจาะเก็บโอโอไซตซ้ําไดหลายครั้ง โดยอาจจะทํา            
ทุกสัปดาห สัปดาหละ 2 ครั้ง หรือทุก ๆ 2 สัปดาห ไมตองใชเวลาในการพักฟนและกระตุนซ้ําไดจํานวนครั้ง
มากขึ้น การใชเครื่อง อัลตราซาวดเจาะผานเขาทางชองคลอด (transvaginal ultrasound guided follicular 
aspiration) ซึ่ งได มี การทดลองในแม โค  (Callesen et al., 1987;Bols et al .,1995) โดย  (Baltussen      
และคณะ(1992) ไดทดลองใชเข็มชนิดบางเจาะเก็บโอโอไซตพบวาใหอัตราการเก็บสูงเทากับ 76.4% โดย
ปราศจากเลือดปนเปอนจึงเปนวิธีที่ดีสําหรับการเจาะเก็บโอโอไซตซ้ํา สําหรับในลูกโคมีการศึกษาเบื้องตน 
พบวา นาจะมีความเปนไปไดในการนําวิธีนี้มาใชในการเจาะเก็บโอโอไซต 
 การผาตัดเปดชองทองเพื่อเก็บโอโอไซตหลังจากมีการกระตุนซ้ําในลูกโคพบวามีการเชื่อมติดกัน 
(Adhetion) ของผิวรังไขกับผนังมดลูกและทอนําไขหรือเยื่อหุมผิวของรังไขหนาขึ้น โดยเฉพาะการผาตัดครั้ง
ที่ 3 และครั้งที่ 4 ทําใหไมสะดวกตอการดึงมดลูกขึ้นจากชองทองเพื่อสะดวกตอการตอบสนองของรังไข และ
การเจาะโอโอไซตและอาจทําใหเกิดความผิดพลาดตอผลการนับจํานวนฟอลลิเคิลและ คอรปส ฮีโมราจิกัม 
ทําใหผลที่ไดมีคานอยกวาความเปนจริง จะมีการเชื่อมติดในกรณีของรังไขหลังจากที่การกระตุนครั้งกอนมี
การตอบสนองใหฟอลลิเคิลเปนจํานวนมากและมีเลือดออกมากในขณะเจาะฟอลลิเคิล ซึ่งเปนสาเหตุใหมี
การเชื่อมติดกันเกิดขึ้น (รังสี, 2541) จากผลการฉีดกระตุนรังไขแสดงใหเห็นวาสามารถฉีดกระตุนรังไขของ
ลูกกระบือและกระบือสาวไดโดยใชฮอรโมนเอฟเอสเอช ใหผลการตอบสนองของรังไขเทากับ 6.6± 3.6 และ 
7.4 ± 3.6  ฟอลลิเคิล/ครั้ง/ตัว ตามลําดับ ซึงพบวามีความแปรปรวนสูงในการตอบสนองของรังไขในกระบือ
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แตละตัว ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการศึกษาของ Jainudeen และคณะ(1966) เชนเดียวกับผลที่ไดในการ
กระตุนลูกกระบือปลักที่มีการตอบสนองของรังไข และมีความผันแปรตั้งแต 4-31 ใบ 
 ในการทดลองนี้จะทําการเก็บโอโอไซตจากฟอลลิเคิลตั้งแต 3 มิลลิเมตร ถึง >10 มิลลิเมตร  จาก
การกระตุนรังไขของกระบือปลักนี้ พบวาประชากรของฟอลลิเคิลที่ตรวจพบสวนมาก อยูในระยะกําลังเจริญ 
(growing follicle) การทดลองของ  Pieterse และ  Kappen และคณะ  (1988) ชี้ ให เห็นวาขนาดของ        
ฟอลลิเคิลมีสวนเกี่ยวของกับความสําเร็จในการเก็บโอโอไซตแบบโอพียู โดยหากเจาะจากฟอลลิเคิลขนาด 
3-5 มิลลิเมตร จะไดอัตราเทากับ 13% และเพิ่มเปน 35, 31  และ 66%  เมื่อเจาะจากฟอลลิเคิลขนาด        
5 - 10, 10 -15 และ 15 มิลลิเมตร 
 จากผลการกระตุนรังไขและเจาะเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูทั้ง 5 ซ้ําพบวาไมมีความแตกตางของ
จํานวน ฟอลลิเคิลที่พบและเจาะเก็บไดตลอดจนคุณภาพของโอโอไซตที่เก็บไดก็ไมมีความแตกตางกัน ทั้งนี้
เนื่องจากคุณสมบัติที่ไดกลาวไวขางตนของวิธีในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู วาสามารถที่จะทําซ้ําได
หลายครั้งในสัตวที่มีชีวิต รวมทั้งยังเปนวิธีที่สัตวไมบอบช้ํามากจากการเก็บ และไมตองใชระยะเวลาในการ
พักฟนนานเหมือนวิธีการเก็บวิธีอื่น ดังนั้นผลการทดลองที่ไดจึงแสดงใหเห็นวาการเก็บโอโอไซตซ้ําทั้ง 5 ครั้ง
จึงไมมีผลกระทบตอการเจริญของฟอลลิเคิลในครั้งถัดมา  ทําใหอัตราการเก็บโอโอไซตที่ไดใกลเคียงกันสวน
การเก็บโอโอไซตในครั้งที่ 4 ที่ลดลงนั้นอาจเปนผลเนื่องมาจากการเจริญของฟอลลิเคิลที่มีขนาดใหญซึ่งไป
กดการเจริญของฟอลลิเคิลที่มีขนาดเล็ก และขนาดกลางใหนอยลง(Ginther et al., 1989 ; Ko et al.,1991 
; Kohram et al., 1998 ; Hagemann, 1999)จึงสงผลใหจํานวน ฟอลลิเคิลที่สามารถเจาะเก็บไดลดลงทําให
อัตราการเก็บที่ไดลดลง นอกจากนี้ฟอลลิเคิลที่มีขนาดใหญเกินไปยังทําใหเกิดความยากลําบากในการเก็บ
เนื่องจากอาจแตกไดงายในชวงระหวางทําการเก็บ 
 จากการทดลองที่ 2 พบวาในสภาวะที่สัตวนิ่งไมดิ้นรน ระดับความดันที่ใหผลในการเก็บโอโอไซต  
ดีที่สุดคือ 60 มิลลิเมตรปรอท เปนอัตราการเก็บที่สูงอยูในเกณฑที่นาพอใจคือประมาณ 80% ซึ่งจะใหอัตรา
การเก็บที่ดีกวาแรงดันในระดับ 80 และ100 มิลลิเมตรปรอทและโอโอไซตที่ เสียหายทั้งเสื่อมสลาย 
(degenerated oocytes) และเปลือกเปลา ๆ ของ zona pellucida (free ZP) อยูในเกณฑตํ่า นอกจากนั้น
คุณภาพของโอโอไซตที่ดีที่สามารถนําไปเล้ียงและปฏิสนธิในหลอดทดลองไดมากกวาความดันในระดับ    
80 และ100 มิลลิเมตรปรอท ทั้งนี้อาจเนื่องจากความดันทั้งสองระดับดังกลาวอาจจะแรงไปในการนํามาใช
ในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในกระบือปลัก สาเหตุหนึ่งที่อาจเปนไดคือ ในฟอลลิเคิลที่มีขนาดเล็ก หาก
ใชความดันที่แรงเกินเมื่อทําการดูดเก็บโอโอไซตอาจทําใหผนังของ       ฟอลลิเคิลยุบลงเร็วไปอุดปลายเข็ม
ไดทําใหเก็บโอโอไซตไดลดลง ซึ่งแตกตางจากรายงานของ Fry และคณะในป(1997)ที่ไดรายงานวาความดัน
ที่เหมาะสมในการเก็บโอโอไซตในโคอยูที่ระดับ 80-100 มิลลิเมตรปรอท  สอดคลองกับรายงานของ Looney 
และคณะ(1994) ทั้งนี้อาจเนื่องจากขนาดของรังไขและฟอลลิเคิลในโคมีขนาดใหญกวาในกระบือจึงตองใช
ความดันในการดูดที่สูงกวา นอกจากนี้ยังพบวาอัตราการเก็บโอโอไซตจะเพิ่มขึ้น เมื่อความดันในการดูดเพิ่ม
ขึ้น แตในทางตรงกันขามหากเพิ่มความดันขึ้นจะมีผลตอคุณภาพของโอโอไซตคุณภาพดีใหลดลง ทําให
อัตราการปฎิสนธิต่ําลง และยังสงผลใหไดตัวออนจํานวนนอยจากการปฏิสนธิ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 



 55

Lenz และคณะ(1987) อางถึงโดย Bols และคณะ(1996) ที่รายงานวา การเพิ่มแรงดูดที่มากเกินไปจะเปน
สาเหตุในการกอใหเกิดความผิดปกติของรูปรางลักษณะชองโอโอไซตได จากรายงานขางตนจะเห็นไดวา
ระดับของความดันที่เหมาะสมในการดูดเก็บ  โอโอไซตจากรังไขโคอยูในชวง 75-100 มิลลิเมตรปรอท ซึ่ง
แตกตางกับผลที่ไดจากการทดลองนี้ ทั้งนี้เนื่องจากการทดลองของ Fry และคณะ(1997) และ Bols และ
คณะ(1996) เปนการทดลองที่ทําการเก็บ โอโอไซตนอกรางกายสัตวจากรังไขที่ไดจากโรงฆาสัตวที่ไมไดเก็บ
ดวยวิธีโอพียูเหมือนในการทดลองนี้ ทําใหอัตราการเก็บที่ไดสูงกวา ทั้งนี้เนื่องจากไมไดรับผลกระทบจาก
ปจจัยตางๆ ที่มีผลตออัตราการเก็บโอโอไซตในสัตวที่มีชีวิตเหมือนการเก็บดวยวิธีโอพียู เชน การควบคุม
บังคับสัตว ฮอรโมนที่ใชในโปรแกรมการกระตุน  เปนตน 
 อยางไรก็ตามการใชความดันในการดูดต่ําจําเปนตองอาศัยการควบคุมบังคับกระบือใหดี เนื่องจาก
ความเร็วในการดูดต่ําจะชากวาการใชแรงดันที่สูงหากสัตวขยับตัวหรือดิ้นรนจะทําใหเข็มหลุดจากฟอลลิเคิล
ได แสดงใหเห็นวาการบังคับสัตวที่ดีจะมีผลอยางมากตอการเก็บ การควบคุมกระบือดวย Xylacine HCl มี
ความสําคัญมาก เพราะกระบือบางตัวจะมีการตอบสนองมากเกินไป แมจะใหในขนาดที่นอยหรือขนาดตาม
น้ําหนักตัวก็ตามจะลมตัวลงและไมสามารถเจาะได เพราะการเจาะในสัตว (โคและกระบือ) จะทําในทายืน
เทานั้น รวมท้ังการใช Xylocaine HCl เปนยาชาเขาไขสันหลังก็ตองควรที่จะคํานึง เพราะหากใหมากเกินไป
จะเกิดโพรงอากาศในทวารหนัก ทําใหไมสามารถจับรังไขไดเพราะผนังลําไสใหญจะตึงมาก นอกจากการ
ควบคุมพฤติกรรมของกระบือภายนอกดวยยาทั้งสองชนิดแลว ยาทั้งสองชนิดยังชวยใหเกิดการหยอนตัวของ
อวัยวะภายในทั้งมดลูกและลําไส ทําใหการทํางานทําไดคอนขางสะดวกในชวงเวลาประมาณ 30-45 นาที
ของการทํางาน แรงดันสูญญากาศที่ใชในการดูดเก็บโอโอไซตจากฟอลลิเคิลที่ใชในการทดลองนี้อาจตํ่ากวา
ที่ใชในคน ซึ่งอาจใชสูงถึง 180 มิลลิเมตรปรอท  (Van Beek อางถึงโดย Pieterse et al., 1988) ทั้งนี้เพราะ
ในสตรีที่มีบุตรยากนั้น จะทําการเก็บโอโอไซตจากฟอลลิเคิลขนาดใหญที่ใกล mature ขนาดตั้งแต 10 
มิลลิเมตร และโอโอไซตจะเปนชนิด mature มีเซลลคิวมูลัสหุมกระจายตัวเปนเมือกลอมรอบ จะทําใหดูด
เก็บไดยากหากใชแรงดันในการดูดต่ํา แตในโคและกระบือที่ทดลองจะเจาะเก็บในฟอลลิเคิลที่กําลังเจริญ 
(growing follicles) ซึ่งมีขนาด 2-8 มิลลิเมตร และโอโอไซตที่ไดสวนมากจะเปนชนิด immature ที่ตองทํา
การเลี้ยงใหพรอม   ปฎิสนธิในหลอดทดลองกอน ( in vitro maturation)  
 
การยอมสีโอโอไซตดวยวิธี Rapid staining 
 

จากผลการยอมสีโอโอไซตดวยวิธี Rapid staining แสดงวาการกระตุนดวยฮอรโมนโกนาโดโทรปน
มีผลตอการเจริญของโอโอไซตไดตามปกติฮอรโมนเอฟเอสเอชมีผลตอการสรางและคัดเลือกฟอลลิเคิล 
(recruitment & selection) ระดับของฮอรโมนเอฟเอสเอชจะสูงในชวงเปนสัด โดยไปกระตุนใหเซลล       
กรานูโลซาผลิตฮอรโมน  เอสโตรเจนและสารอินฮีบินที่จําเปนสําหรับการเจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอไซต   
ระยะของการเจริญของโอโอไซตที่ไดจากการทดลองนี้แตกตางจากขอมูลที่ไดจากรังไขของแมกระบือปลักที่
ไมไดรับการกระตุนดวยฮอรโมน Kamonpatana และ Chuangsoongneon (1994) ไดรายงานวาโอโอไซตที่
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เจาะไดจากรังไขของแมกระบือปลักจะอยูในระยะ germinal vesicle (GV) ทั้งหมด  ซึ่งระยะเวลาในการ
เล้ียงในหลอดทดลองตองใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมงเปนอยางนอย (มาลี, 2539)  ดังนั้นเปนไปไดวาหาก
ตองการเลี้ยงโอโอไซตที่เก็บจากลูกกระบือปลักที่ไดรับการกระตุนจะตองใชเวลานอยกวาโอโอไซตที่เก็บจาก
รังไขโดยทั่วไปโดยอาจใชเวลาประมาณ  12 ชั่วโมงเทานั้นเพราะโอโอไซตของกระบือจะเริ่มเขาสูระยะ 
Metaphase I เมื่อผานการเลี้ยงนาน 12 ชั่วโมง (Kamonpatana and Chuangsoongneon, 1994) ขนาด
ของฟอลลิเคิลที่พบกอนการเจาะนาจะเปนตัวบงชี้ของระยะการเจริญของโอโอไซตได  จากผลการตรวจวัด
ขนาดของฟอลลิเคิลบนรังไขกอนทําการเจาะเก็บ พบวาเสนผาศูนยกลางของฟอลลิเคิลที่พบสวนมากอยู
ระหวาง 0.5 – 1.0 เซนติเมตร และจากผลการยอมสีเพื่อดูลักษณะของโครโมโซมของโอโอไซตที่เจาะเก็บมา
ได สวนมากมีระยะการแบงตัวอยูที่ระยะ Interphase-Prophase ซึ่งหมายความวาโอโอไซตไดเร่ิมมีการ
เจริญตอจากระยะหยุดพัก (Meiotic arrest) โดยผานขั้นตอนของ GVBD มาแลว แตยังไมเจริญจนถึงระยะ
พรอมปฏิสนธิได จึงมีความจําเปนตองทําการเพาะเลี้ยงโอโอไซตที่เจาะเก็บไดนอกรางกายตอไปอีกระยะ
หนึ่ง เพื่อใหโอโอไซตเจริญจนถึงระยะ Metaphase ΙΙ ซึ่งเปนระยะพรอมปฏิสนธิ 
 ในการศึกษาครั้งนี้พบวาความสําเร็จในการยอมสีเพื่อตรวจสอบลักษณะของโครโมโซมของ         
โอโอไซตขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการดวยกัน ไดแก การเตรียมและเก็บรักษาสียอมตองทําใหเกิดตะกอน
นอยที่สุด เพราะตะกอนสีอาจไปติดอยูที่โอโอไซต ทําใหความสับสนในการอานผลได ระยะเวลาที่ใชในการ
ยอมสี ถาใชระยะเวลาในการยอมสีนอยเกินไป การติดสีของโครโมโซมจะไมสมบูรณ ในทางตรงกันขามถา
ใชเวลานานเกินไปจะทําใหสีของ  ไซโทพลาสซึมของโอโอไซตเขมขึ้นและมองเห็นโครโมโซมไมชัด ปริมาณ
ของไขมันภายในไซโทพลาสซึมของโอโอไซตเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการอานผล ซึ่งโอโอไซตกระบือมีเม็ด
ไขมันอยูพอสมควร ถาทําการ fix โอโอไซตไมดีจะมีโอกาสที่เม็ดไขมันจะบังโครโมโซมทําใหมองเห็น
โครโมโซมไมชัดเจน นอกจากนี้เทคนิคและความชํานาญของผูปฏิบัติก็เปนส่ิงที่มีความสําคัญตอความ
สําเร็จในการยอมสี เชนในขั้นตอนของการยายโอโอไซตจากน้ํายา Fixative ลงสไลดเพื่อยอมสีตองอาศัย
ความรวดเร็วเพราะถาปลอยใหน้ํายา Fixative แหงกอนทําการยอมสีจะทําใหโอโอไซตแหงติดกับสไลดและ
ยอมไมติดสีและขั้นตอนการปด coverslip ใหแนบกับโอโอไซต ถาทําการกด coverslip แรงเกินไปจะทําให
โอโอไซตแตก แตถากดเบาเกินไปโอโอไซตจะไหลไปตามการไหลของสีทําใหเกิดการสูญหายได ซึ่งถา
สามารถที่จะควบคุมปจจัยดังกลาวขางตนไดจะเปนการเพิ่มโอกาสประสบผลสําเร็จในการยอมสีเพื่อตรวจ
สอบลักษณะโครโมโซมของโอโอไซตไดอยางดียิ่งขึ้น 
จากผลการยอมสีโอโอไซตที่ไดจากการเจาะเก็บโดยวิธีโอพียูในลูกกระบือปลักดวยวิธี Rapid staining พบ
วาโอโอไซตสวนใหญมีการแบงตัวอยูในระยะ Interphase-Prophase รองลงมาไดแกระยะ Metaphase Ι 
และระยะ GVBD  ตามลําดับ ซึ่งโอโอไซตในระยะดังกลาวเปนโอโอไซตที่ยังไมเจริญพรอมท่ีจะปฏิสนธิ จึงมี
ความจําเปนตองทําการเพาะเลี้ยงโอโอไซตที่เจาะเก็บไดนอกรางกายตอไปอีกระยะหนึ่ง เพื่อใหโอโอไซต
เจริญจนถึงระยะ Metaphase ΙΙ ซึ่งเปนระยะพรอมปฏิสนธิ 
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จากการวิจัยครั้งนี้สามารถสรุปไดวา 
1.  สามารถที่จะนําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูมาใชในลูกกระบือและกระบือสาวได 
2.  สามารถที่จะเก็บโอโอไซตซ้ําดวยวิธีโอพียูในลูกระบือและกระบือสาวได โดยไมมีความแตกตางของอัตรา 

การเก็บและคุณภาพของโอโอไซตที่ไดในแตละครั้งของการเก็บ 
3. ระดับของแรงดันสูญญากาศในการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูที่เหมาะสมในกระบือสาว คือ 60 มิลลิเมตร

ปรอท ซึ่งใหอัตราการเก็บและคุณภาพของโอโอไซตที่ดีที่สุด เมื่อเทียบกับที่ระดับแรงดัน  80 และ 100 
มิลลิเมตรปรอท 

 
ขอเสนอแนะ 
 
จากผลการวิจัยดังกลาวขางตนในสวนของปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูในกระบือนั้น
ยังมีอีกหลายปจจัยที่นาจะทําการศึกษาตอไป เชน ผลของสถานภาพทางระบบสืบพันธุในกระบือ ผลของ
ความถี่ในการทําการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียู เปนตน นอกจากนี้ที่นาจะมีการศึกษาตอไป คือ คลื่นการ
เจริญของฟอลลิเคิล (follicular wave) ในกระบือซึ่งจะเปนประโยชนอยางยิ่งในการเปนขอมูลพื้นฐานในการ
ศึกษาทางวิทยาการสืบพันธุในกระบือตอไป อีกทั้งยังสามารถนํามาประยุกตใชใหเกิดประโยชนในการทํา
การเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูโดยสามารถที่จะกําหนดชวงเวลาที่เหมาะสมในการทําโอพียู ซึ่งจะสามารถ
หลีกเลี่ยงผลของ dominant ที่จะสงผลกระทบตอผลการเก็บโอโอไซตได และที่นาสนใจอีกประการ คือ    
การปรับปรุง โปรแกรมที่เหมาะสมในการกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิลในกระบือปลัก เพื่อใหกระบือมีการ
ตอบสนองตอการกระตุนที่ดีขึ้นอันจะเปนประโยชนตอการพัฒนาการเก็บโอโอไซตดวยวิธีโอพียูใหมี       
ประสิทธิภาพและใหผลการเก็บที่ดียิ่งขึ้นตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

วัสดุและเครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
 
1.อุปกรณกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 

1.1 ฮอรโมนที่ใชสําหรับกระตุนการเจริญของฟอลลิเคิล 
1.1.2 ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝงใบหู (Crestar ®)  
1.1.3 ฮอรโมนฟอลลิเคิลสติมูเลติง หรือ เอฟเอสเอช (Folltropin-V ®) 
1.1.4 ฮอรโมน จีเอ็นอารเอช  (Cystorelin ®) 

1.2 อุปกรณในการฝงฮอรโมนที่ใบหู 
1.3 ไซริงค ขนาด 5 มิลลิลิตร 
1.4 แอลกอฮอล 
1.5 สําลี 
1.6 ใบมีดผาตัด  
1.7 ทิงเจอรไอโอดีน  

 
2.อุปกรณในการตรวจสอบการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข 

2.1 เครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูง (อัลตราซาวดชนิดเรียล ไทม บี-โมด) (Aloka,SSD-620,Japan) 
2.2 Convex array transvaginal probe ขนาดความถี่ 5 MHz. 
2.3 ถุงยางอนามัย 
2.4 หนังยาง 
2.5 เจลสําหรับเปนตัวนําคลื่นเสียงของเครื่องอัลตราซาวด 
2.6 ถุงมือลวงตรวจชนิดยาว 
2.7 ถังน้ํา 
2.8 ขันน้ํา 
2.9 กระดาษชําระ 

 
3. อุปกรณในการเจาะเก็บโอโอไซต 

3.1 สารเคมีในการควบคุมบังคับสัตว 
3.1.1 Xylazine HCL (Rompun®) 
3.1.2 Xylocaine HCL 

3.2 Ovum aspiration set (Cook,Australia) ประกอบดวย  
  3.2.1 เข็มเจาะเบอร 17 ยาว 34.5 มิลลิเมตร 
  3.2.2 Vacuum pump  
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  3.2.3 Test tube heater 
3.3 เครื่องมือคลื่นเสียงความถี่สูง (อัลตราซาวดชนิดเรียล ไทม บี-โมด)(Aloka,Japan) 
3.4 Convex array transvaginal probe ขนาดความถี่ 5 MHz. 
3.5 ตัวนําเข็มเจาะ 
3.6  ถุงยางอนามัย 

 3.7 ถุงมือลวงตรวจชนิดยาว 
  3.8 Heparin (Sigma,USA) 

3.9 Lactat Ringer’s solution 
3.10 หลอดสําหรับเก็บของเหลวที่เจาะไดจากฟอลลิเคิล 
3.11 ไซริงค ขนาด 5 และ10 มิลลิลิตร 
3.12 เข็ม เบอร 18 ความยาว 1 นิ้ว 
3.13 ย า ป ฏิ ชี ว น ะ  Penicillin - Streptomycin(Aescostrep forte® ,Farvet Laboratories 
B.V.,Bladel, Netherland) 

 
4.อุปกรณในการกรอง จําแนกชนิดและยอมสีโอโอไซต 
 4.1  กรวยกรองตัวออน (EM Con Filter,KRUUSE,Sweden.) 
 4.2  ไซริงค ขนาด 10 มิลลิลิตร 

4.3  Lactate Ringer’s solution 
4.4  petridish ขนาด 100x20 มิลลิเมตร และขนาด 10x35 มิลลิเมตร 
4.5  ปากกาเขียนแผนใส 
4.6  สียอม Rapid stain 
4.7  Acetic acid 
4.8 Ethyl alcohol 
4.9  Glycol 
4.10 น้ํากลั่น 
4.11 กระดาษทิชชู 
4.12 แผนสไลดแกว 
4.13 Cover slip 
4.14 Micropipett ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson,USA) 

             4.15 Micropipett tip ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
4.16 Holding pipett  
4.17 Deconinzing pipett 

 4.18 4-well multidish  
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 4.19 เข็มเบอร 18 ความยาว 1 นิ้ว 
 4.20 กลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอ 
 4.21 ฟลมถายภาพ 
 4.22 กระดาษกาว 
 4.23 ตูเย็น 
 4.24 กลองจุลทรรศนชนิด Light microscope 
 4.25 TCM-199 Hepes  
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ภาคผนวก ข 
 

ฮอรโมนที่ใชในโปรแกรมการกระตุนสรางฟอลลิเคิล 
 
1.Crester® (Norgestomet  and  Oestradiol  valerate) 
 ประกอบดวย 
  ย า ฝ ง ใ ต ผิ ว ห นั ง  (Implant) ที่ มี  Norgestomet (17α –acetoxy-11β  - methyl-19-
norpreg-4-en-3,20 dione)ประมาณ 3 มิลลิกรัม ฝงใตผิวหนังบริเวณดานนอกใบหู 
  ยาฉีด 2 มิลลิลิตร ฉีดเขากลามเนื้อ ที่มี Norgestomet ในรูปสารละลายในน้ํามันปริมาณ 
3 มิลลิกรัม และ Oestradiol valerate ปริมาณ 5 มิลลิกรัม 
บริษัทที่ผลิต : Intervet ,Netherlands  
 
2.Folltropin-V® 
 ประกอบดวย  ฮอรโมนเอฟเอสเอช  (Follicle stimulating hormone) ปริมาณ  400 มิลลิกรัม    
NIH*-FSH-P1 ทําละลายดวยน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร มีความเขมขน 20 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร  โทรปน เปน
ฮอรโมนเอฟเอสเอชที่มีความบริสุทธิ์สูงซึ่งสกัดจากตอมใตสมองของสุกรมีอัตราสวนฮอรโมนเอฟเอสเอช ตอ
ฮอรโมนแอลเอช (FSH  / LH)สูงทําใหมีประสิทธิภาพในการกระตุนการตอบสนองของรังไข 
บริษัทที่ผลิต : Veterpharm ,Ontario,Canada  
 
3.Cystorelin® 
 ประกอบดวยฮอรโมนจีเอ็นอารเอช (Gonadorelin diacetate tetrahydrate) 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  ฮอรโมน Gonadorelin ถูกหลั่งมาจากไฮโปธารามัสเพื่อกระตุนใหมีการหลั่งของโกนาโดโทรปน 
จากตอมใตสมองสวนหนา 
บริษัทที่ผลิต : RHÔNE MERIEUX,France 
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ภาคผนวก ค 
 

การเตรียมน้ํายาเพื่อใชในการทดลอง 
 
TCM 199 HEPES(Maintenance media) 
องคประกอบ 
 1. TCM-199(powder,Gibco BRL 071-01100A)  9.5 กรัม 
 2. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)  0.35 กรัม/ลิตร 
 3. Penicillin-G      0.06 กรัม/ลิตร 
 4. Streptomycin      0.05 กรัม/ลิตร 
 5. HEPES      4.766 กรัม/ลิตร 
วิธีเตรียม 
 สารละลายที่ 1 : ละลาย TCM-199 9.5 กรัม  พรอมกับ  Sodium hydrogen carbonate และ 
Penicillin –Streptomycin ในน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร 
 สารละลายที่ 2 : ละลาย Hepes จํานวน 4.677 กรัม/ลิตร ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นคอยๆ
รินสารละลายที่ 2  ลงในสารละลายที่ 1 อยางชาๆ แลวผสมสารละลายทั้ง 2 ใหเขากัน ปรับความเปน   
กรด-ดางpH เปน 7.35 กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส นํามาอุนที่    
39 องศาเซลเซียสกอนใช 
 
การเตรียมสียอม Rapid stain 
สารเคมี 

1. สารละลาย 1% Sodium citrate 
    เตรียมโดยชั่งสาร 1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
2. Fixative solution 

                 ประกอบดวยอัตราสวน acetic acid : ethanol เทากับ 1:3 โดยปริมาตร 
3. Destaining solution 
    ประกอบดวยอัตราสวน acetic acid : น้ํากลั่น : glycerol เทากับ 1:3:1 โดยปริมาตร 
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4. สียอม ประกอบดวย 
 

                                 สารละลาย               สวนประกอบ     จํานวน 
                                        ก   Basic fuchsin      3 กรัม 
                                   70% ethanol            100 มิลลิลิตร 
                                        ข    สารละลาย ก  10  มิลลิลิตร 
                                5% phenol  90  มิลลิลิตร 
                                    สียอม   สารละลาย ข             45  มิลลิลิตร 
                                      Glacial acetic acid  6 มิลลิลิตร 
                                      37% formaldehyde  6 มิลลิลิตร 
 

กรองสียอมที่เตรียมแลว จากนั้นปดฝาใหแนน เก็บไวในตูเย็น 
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ภาคผนวก ง 

 
ผลงานตีพิมพจากหัวขอวิทยานิพนธ 

 
เร่ือง                                                                                                                                            พ.ศ. 
 1.         การศึกษาเบื้องตนของการเก็บโอโอไซตโดยวิธีโอพียูในกระบือปลักสาวกอนวัยเจริญพันธุ     2543 
             ประมวลเรื่องการประชุมวิชาการทางสัตวแพทย และการเลี้ยงสัตว คร้ังที่ 26  
              โรงแรม มิราเคิล แกรนด คอนเวนชั่น หลักส่ี ดอนเมือง กรุงเทพฯ 
              15-17 พฤศจิกายน 2543 หนา 24-32 
 2.          การตรวจสอบระยะการเจริญของโอโอไซตที่เก็บจากรังไขของลูกกระบือปลัก                      2543 
              การประชุมวิชาการ ครั้งที่ 39 ของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร(กําลังรอตีพิมพ) 
 3.          การศึกษาเบื้องตนของการเก็บโอโอไซตโดยใชเครื่องตรวจอวัยวะภายในดวย                      2544 
              คลื่นเสียงความถี่สูงในกระบือปลักสาว 
              เวชชสารสัตวแพทย ปที่ 30 ฉบับท่ี 1 หนา  43-50 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาย  เอกชาติ   พรหมดิ เรก  เกิดเมื่ อวันที่  23 พฤษภาคม   พ .ศ . 2518  ที่ เขตบางกอกนอย 
กรุงเทพมหานคร จบการศึกษาชั้นประถมศึกษาจากโรงเรียนมหาไถศึกษา จังหวัดขอนแกน เมื่อป พ.ศ. 
2529  จบการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตมอดินแดง มหาวิทยาลัยขอนแกน  และสําเร็จการ
ศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ในป
การศึกษา 2541 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 
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