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อ ัต ราก ารป ฏ ิสน ธ ิและพ ัฒ น าการข องต ัวอ ่อน ภ ายน อกร ่างกายซ ึ่งไค ้ร ับ จากไข ่ท ี่ท ำใน ํพ ร ้อม ป ฏ ิส น ธ ิภ ายน อกร ่าง  
กายต ํ่ากว ่าไข ่ท ี่ท ำใน ํพ ร ้อม ปฏ ิสน ธ ิภายไน ร ่างกาย ข ้อม ูลต ังกล ่าวน ี้ข ี้แน ะว ่าไข ่ และ/ห ร ือกระบวน การต ่างๆสำห ร ับ เตร ียม  
ความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิภายนอกร ่างกายย ังไม ่เห มาะสม การศ ึกบาคร ั้งน ี้ม ีว ัตธ ุประสงค ้เพ ื่อพ ัฒ นากระบวนการต ่างๆสำหร ับ
เตร ียมความพ ร้อมปฏ ิสนธ ิ การปฏ ิสน ธ ิ และพ ัฒ นาการของต ัวอ ่อนภายนอกร ่างกายของไข,ห ม ูเม าส ์ โดยบ ุ่งศ ึกษาผลของ  
สารเห น ี่ยวน ำความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิ (PMSG และ hCG) ช ่วงเวลาความพร ้อมปฏ ิสนธ ิ (3-24 ช ั่ว โม ง) และระต ับ ของไชคล ิก เอ  
เอ ็มพ ีภายใน ไข ่ต ่อความ พ ร ้อม ป ฏ ิสน ธ ิและการป ฏ ิสน ธ ิภ ายน อกร ่างกายของไข ่ห ม ูเม าส ์ และพ ัฒ น าการของต ัวอ ่อน ก ่อน flง 
ตัว การศ ึกษาไนส ่วนท ี่หน ี่งบ ุ่งศ ึกษาผลของสารเห น ี่ยวนำความพ ร ้อมป ฏ ิสนธ ิ โด ยน ำไข ่ซ ึ่งไม ่พ ร ้อม ป ฏ ิส น ธ ิไน ระยะโป ร  
เฟส I 1 หล ังจากกระค ้น หม ูเมาส ์เพ ศเม ียนาน 48 ช ั่วโมงค ้วยสารเหน ี่ยวนำความพ ร้อมปฏ ิสน ธ ิ (PMSG หรือ hCG) ความ 
เข ้มข ้น 5, 7.5 หรือ 10 เข, ม าเล ี้ยงภายนอกร ่างกายในน ี้ายาเพ าะเล ี้ยงภายใค ้เง ึ๋อน ไขท ี่ 5% C 0 2 ใน อากาศ  อ ุณหภ ูม ิ 37°c  
นาน 24 ช ั่ว โม ง จากน ั้นด ูผลการพ ัฒนาเป ็นไข,ท ี่พ ร ้อม ปฏ ิสน ธ ิใน ระยะเม ทาเฟ ส II การปฏ ิสนธ ิตลอดจนพ ัฒ นาการของต ัว  
อ ่อน ภ ายน อกร ่างกายถ ึงระยะบ ลาส โตช ิสใน น ั้ายาเพ าะเล ี้ยง T6 การศ ึกษาในส ่วนท ี่สองบ ุ่งศ ึกษาผลของช ่วงเวลาความ  
พ ร้อมปฏ ิสนธ ิ โคขน ำไข ่ซ ึ่งไม ่พ ร ้อมปฏ ิสนธ ิหล ังจากการกระต ุ้นหม ูเมาส ์เพ ศเม ียนาน 48 ช ั่วโมงค ้วยสารเหน ี่ยวนำความ  
พ ร้อมปฏ ิสนธ ิ (PMSG หรือ hCG) ความเข ้มข้น 7.5 IU มาเล ี้ยงภายนอกร ่างกายในนายาเพ าะเล ี้ยงนาน 3-24 ช ั่วโมง จากนั้น 
แต ่ละช ่วงเวลาด ูผลการพ ัฒ น าเป ็น ไข ่ท ี่พ ร ้อมป ฏ ิสน ธ ิใน ระยะเม ท าเฟ ส II การปฏ ิสนธ ิ และพ ัฒ นาการของต ัวอ ่อนภายนอก  
ร ่างกายเห ม ือน การศ ึกษ าใน ส ่วน ท ี่ห น ึ่ง  ระต ับของไซ คล ิก เอเอ ีม พ ีภายใน ไข ่ ความห นาและความแข ็งของเปล ือกห ุ้มไข ่ถ ูก  
ศ ึกษาในคร ั้งน ี้เพ ื่ออธ ิบายผลของช ่วงเวลาความพ ร้อมปฏ ิสนธ ิภายนอกร ่างกายต ่อความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิ การปฏ ิสนธ ิ และ 
การพ ัฒ นาการของต ัวอ ่อนก ่อนป ็งต ัว

ผลการศ ึกษ าคร ั้งน ั้พ บ ว ่าความ เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม าะส ม ข องส ารเห น ี่ยวน ำความ พ ร ้อม ป ฏ ิส น ธ ิใน การกระต ุ้น ห ม ูเม าส  ์
เพศเม ียเพ ื่อนำไข ่มาศ ึกษาการเตร ียมความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิ และการป ฏ ิสนธ ิภายนอกร ่างกายค ือ 7.5 IU อย ่างไรก ็ตามสาร  
เห น ี่ยวนำความพร ้อมปฏ ิสนธ ิ hCG ม ีประส ิทธ ิภาพ ด ีกว ่า PMSG ต ่อการเตร ียมความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิของไข ่ (87.6 ±  3.4% 
อับ 76.4 ±  3.2%, PC 0.05) การปฏ ิสน ธ ิภายนอกร ่างกาย (65.5 ±  3.4% อับ 51.0 ±  4.7%, p < 0 .0 5 ) ลดระต ับ ของไชคล ิก เอ  
เอ ีมพ ีภายในไข, (0.03 เฟ ม โต โม ล/ไข ่ 1 ใบ  อับ 0.08 เฟ ม โตโม ล/ไข, 1 ใบ , p < 0 .0 5 ) ลด เวลาการย ่อยเป ล ือกห ุ้มไข ่ (1,882 ±  
147 ว ิน า ท ีอ ับ  1 ,6 6 8 +  1 0 3 ว ิน าท ี, p < 0 .0 5 ) และเพ ื่ม การพ ัฒ น าการของต ัวอ ่อน ภ ายน อกร ่างกายถ ึงระยะบ ลาสโตช ิส (64.4 
+  2.5% อ ับ 57.6 +  3.1%, p < 0 .0 5 ) ตามลำต ับ โดยช ่วงเวลาความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิท ี่เห มาะสมต ่อการนำมาใข ้ศ ึกษาการ  
เตร ียมความพ ร้อมปฏ ิสนธ ิ และการป ฏ ิสน ธ ิภ ายน อกร ่างกายของห ม ูเมาส ์ค ือ  15 ช ั่ว โม ง การศ ึกษาคร ังน ีสร ุปไค ้ว ่า สาร 
เห น ี่ยวนำความพร ้อมปฏ ิสนธ ิ hCG เห มาะสมต ่อการกระต ุ้น ห ม ูเม าส ์ม ากกว ่า PMSG และช ่วงเวลาความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิท ี่ 
เหมาะสมต ่อการนำมาศ ึกษาการเตร ียมความพ ร ้อมปฏ ิสนธ ิ การปฏ ิสน ธ ิ และพ ัฒ น าการของต ัวอ ่อน ถ ึงระยะบลาสโตซ ิส  
ภายนอกร ่างกายของห ม ูเมาส ์ค ือ  15 ช ั่วโม ง น อกรากน ี้การลดระต ับ ของไชคล ิก เอเอ ีม พ ีภายใน ไข ่จะเพ ื่ม เป อร ์เซ ็น ต ์ความ  
พ ร้อมปฏ ิสนธ ิ การปฏ ิสน ธ ิ และการพ ัฒ นาการของต ัวอ ่อน  และลดการแข ็งต ัวของเป ล ือกห ุ้ม ไข ่ค ้วย

ป ฏ ิส น ธ ิภ ายน อกร ่างกายของไข ่ห ม ูเม าส ์ และพ ัฒ นาการของต ัวอ ่อนก ่อนร ัเงต ัว อาจารย ์ท ี่ป ร ึกษา : รศ. ดร. วิทยา
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In  v i t r o  fertilization and development o f embryos from oocytes matured in  v i t r o  are 
still by far much lower than those matured in  v iv o , suggesting that oocytes and/or procedures 
for the oocyte maturation being used are o f suboptimum. This study was carried out on the 
purpose o f developing improved procedures for IVM, IVF, and cultivation o f embryos in  
v i t r o ,  concentrating on the effects o f oocyte maturation inducers (PMSG and hCG), oocyte 
maturation durations in  v i tr o  (3-24 hours), and intraoocyte cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP), on in v i t r o  oocyte maturation, fertilization, and preimplantation embryo 
development. In the first experiment, the effect o f oocyte maturation inducers was explored. 
Oocytes at germinal vesicle (GV) stage obtained from various groups o f immature female 
mice 48 hours after injection of various concentrations (5, 7.5, 10 IU) of either PMSG or 
hCG were cultured in a maturation medium for 24 hours under an atmosphere o f 5% CO2 in 
air at 37°c. Oocytes developed to metaphase II (Mil) stage were subsequently tested for their 
efficiencies for fertilization and development to blastocysts in T6 medium. In the second 
experiment, the effect of in v i tr o  maturation durations was explored. GV stage oocytes 
obtained 48 hours after 7.5 IU PMSG or hCG injection were cultured in maturation medium 
for 3-24 hours. At various intervals, oocytes developed to Mil stage were subsequently tested 
for their efficiencies for fertilization and development to blastocysts as in experiment I. The 
level o f intraoocyte cAMP, zona thickness, and zona hardness, were also measured to 
elucidate the effect o f oocyte maturation duration in  v i tr o  on these factors, which accordingly 
affect their fertilization and development.

Results from this study suggested that the suitable concentration o f gonadotropins for 
the stimulation o f immature female mice to obtain immature oocytes for IVM/IVF studies in 
the mouse model is 7.5 IU/mouse. However, hCG, more effective than PMSG, plays a major 
role in nuclear maturation (increase oocyte maturation : 87.6 ± 3.4% versus 76.4 ± 3.2%, p< 
0.05), cytoplasmic maturation (increase the fertilization rate : 65.5 ± 3.4% versus 51.0 ± 
4.7%, p<0.05 ; decrease the level o f intraoocyte cAMP ะ 0.03 fmol/oocyte versus 0.08 
fmol/oocyte, p<0.05 ; and decrease the zona digestion time : 1,882 ± 147 seconds versus 
1,668 ± 103 seconds, p<0.05), and preimplantation embryo development (increase blastocyst 
development : 64.4 ± 2.5% versus 57.6 ± 3.1%, p<0.05) respectively. The optimum 
maturation duration o f the GV stage oocytes for the highest rate o f IVM/IVF studies in this 
mouse model is 15 hours. In conclusion, hCG is superior to PMSG, and 15 hours is the 
optimum duration for in  v i tr o  oocyte maturation yielding the highest rate o f fertilization and 
preimplantation development o f embryo in  v i t r o .  In addition, decreasing the level of 
intraoocyte cAMP increase the percentage o f oocyte maturation, fertilization, and 
preimplantation embryo development, and decrease the zona hardness.
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