
วิธดำเนินการวิจัย

สิตวิฑดลอง

ใสิหนูเฮมสํเตอร์สืฑอง (M esocricetus auratus) เนฮเมีย อายุ 6-8 สิปดาห 
น้ําหนัก 60-100 กรัม สิงได้น่อพันธุและแม่พันธุจากภาควิชาสิววิทยา คณะวิทยาฮาฮตร์
จุฟ้าลงกรณมหาวิทยาลัย นำมาเลยงในห้องปรับอากาฮของฮูนรสิตวิทดลอง คณะแนฑยฮาฮตร์จุฟ้า 
ลงกรณมหาวิทยาลัย โดยควบคุมอุณหภูมิห้องประมาณ 70-75 องฮาฟ้าIรนไฮสิ แฮงฮว่างวัน 
ละ 14 สิวโมง (0 6 :00-20:00  น .) และความมีด 10 สิวโมง (20:00-06:00 น .) ให้ด่ืม 
นํ้าและกินอาหารสิตวิทดลองส่าเร็จรูป (CP.082) ได้โดยไม'จำกัดตลอดเวลา ก่อ1ณำมาใสิทำ
การทดลองจะตรวจวงจรการเป็นลัด (Oestrous cy c le ) ให้อยู่ในเกณฑปกติ (4 วัน) ติดต่อ 
กันอย่างน้อย 2 วงจร

Ovarian c y c le  o f hamster

แฮมฮเตอรสิทองเป็นลัตวิประเภทเดียวกับ,หนูเรท, หนูเมาสิ และหนูตะเภา
(P o lyo estru s sp e c ie s )  สิง ovarian c y c le  ซองลัตวินวกนิจะไม่เปนิยนแปลง นอกจาก 
เกิดการตังท้อง (Pregnancy) หรือการตังท้องเทียม (Pseudopregnancy) นบว่าแฮมฮเตอร 
นิทองมี ovarian  c y c le  ทีส์มำเฮมอมีการตกไซ (ovu lation ) ท ุก ๆ  4 วัน แต่อาจจะ 
เปล่ียนแปลงได้เล็กน้อยขนอยู่กับฮภานแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลงไป สิงได้แก่ แฮงฮว่าง, อุณหภูมิ, 
อาหาร และความลัมพันธุทางลังคมของสิตวิ การเจริณเติบโตของ f o l l i c l e s  และการตกไข,ถูก 
ควบคุมโดยฮอร์โมน gonadotropins (FSH และ LH) จากต่อมใต้ฮมองส่วนหน้า (A nterior  
p itu ita r y  gland)

วงจรลัด (O estrous c y c le ) ซองแฮมฮเตอร์นิทอง แบ่งออกเ ป็น 4 
แฮดงในตารางที่ 2 .1  การตกไข่จะเกิดปีนระหว่าง 24:00-01:00 น. ในตอนกลางคืนของวัน 
ที่เกิด h eat จำนวนไข่ที่ตกจากรังไข่ทั้งฮองข้างเฉลี่ยครั้งละประมาณ 10 ใบ (3-17 ใบ)
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ตารางที่ 2 .1

Day of 
c y c le

1

2

3

แลัดงระยะเวลาของ Reproductive c y c le  ของแฮมสํเตอรสีทองเพ(เมีย 
(จาก Kent, 1968)

Stage o f Time of
c y c le  day

C onditions

Late d io e s tr u s  A.M. 
P roestru s P.M.

O estrus

O estrus A.M.
M etaoestrus

Early d io e s tr u s  P.M.

Middle d io e s tr u s

Late d io e s tr u s  A.M.
P.M.

มี leu co cy tes เล็กน้อย 
เป็นระ ยะก่อนเกิด heat ไ?งเป็นÏ! า ง ลัน ๆ 
ภายใ.นรังไข่จะมี mature f o l l i c l e s  
จำนวนมาก
ตัวเมียจะเกิด heat ในตอนกลางคืน และ 
มักจะมีการตกไข่หลังเท่ียงคืน vaginal
smear จะนบ n u clea ted  e p ith e l ia l  
c e l l s  จำนวนมาก.
นบเย่ือมูกท่ีมีลักษณะเหนียวสีขาวขุ่น ตัวเมีย 
จะยินยอมผสํมพันธุกับตัวผู้ ถ้าทำ vaginal 
smear จะนบ oval e p i t h e l ia l  c e l l s  
ยังคงนบเย่ือมูกปากมดลูก แต่ตัวเมียจะไม ่
ยอมผสํมพันธุตับตัวผู้ v ag in a l smear จะ 
นบ leu co cy tes และ oval 
e p ith e l ia l  c e l l s .
ข่วงนีถ้าทำ v ag in a l smear จะนบ 
leu cocy tes เป็นส่วนใหญ่ และมี
equamous e p i t h e l ia l  c e l l s  เล็กน้อย 
ลักษณะเชลล็ท่ีนบจะเหมีอนวันท่ี 3 
จำนวนของ leu co cy tes เริมลดลง ตัว 
เมียจะไม่ยินยอมผส่มพันธุ
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(A ustin , 1956) ไข่จะเช้าไปอยู่ในส่วนของ ampulla ของท่อนำไข่ภารหลังการตกไข่ประ
มาณ 3 ช้ว-โมง (S tra u ss, 1956)และมี f e r t i  1 iza i)le  l i f e  ประมาณ 6 ช้วโมง (สุง 
สุด 13 ช ้ว-โมง) (Yanagimachi and Chang, 1961) การตรวจ ovarian c y c le  จาก 
ลักษณะภายนอก โดยทำการตรวจดูข่องคลอดของแฮมลเตอรีเนสํเมียทุกเช้า (08 .00  น .) ถ้า 
'นบว่ามีเยือมูก (mucous d isch arge) ท่ีมีลักษณะเหนียว สืปีาวขุ่นและมีกล่ิน ออกมาจาก 
vagin a  ขณะท่ีใช้มือบีบข่องคลอดเบา ๆ ให้นับเบีน'วันท่ี 1 ของวงจรลัด ช้งตรงกับระยะ
la t e  e s tr u s  ท่ีงในข่วงนยังยินยอมให้มีการผสํมพันธุได้

การกระตุ้นการตกไข่ (Superovulation) ในหนูแฮมสํเตอรน ใช้วิธีของ
Yanagimachi และคณะ(1976) ริ?ง'ให้ผลการตอบสนองสุงมาก โดยการฉีด PMSG 30 ยูนิต 
ในนำกลั่น 0 .3  มล. เข้าข่องท้อง (In tra p er ito n ea l in je c tio n ) ในวันฑนบ p ost  
ovu la tory  d isch arge  ที่เวลา 8.00-10.00 น. 56-58 ช้วโมง ต่อมาคือในวันท่ี 3 ท่ี 
เวลา 16.00-18.00 น. ฉีด HCG 30 ยูนิต'ใน'นากล่ัน 0.3 มล. เข้าข่องท้องเข่นกัน การใช้ 
ข่วงเวลาระหว่างการฉีด PMSG และ HCG ท่ียาวนานน Wolf และ Sokolosk i (1982) 
นบว่าลัตวทดลองมีการตอบลันองสุงและได้จำนวนไข่ที่เจวิณูเต็มที่มากกว่าการใช้ข่วงเวลาลัน

ห้องป?เบัติการ

ใช้ห้องปฏิบัติการ Human In v it r o  F e r t i l iz a t io n  ของหน่วฮช้ว'วิทยาการสืบ- 
พันธุ ภาควิชาลัติลัาลัตรี-นรีเวชวิทยา คณะแนทยลัาลัตรี จุฟ้าลงกรณหมาวิทยาลัย

อุปกรณ

1. T r i-g a s  p rocessor  incubator ะ Model 3192, Forma S c ie n t i f i c ,
M arietta, Ohio, บ .s . A.

2. Laminar Flow hood ะ P rav it Engineering Ltd. P art.
Bangkok, Thailand.
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3. Stereom icroscope

4. In verted  m icroscope

5. Osmometer

6 . PH meter

7. เครือง c e n tr ifu g e

8. เครื่องร่งไ'vJv)'าละเอียด

9. Sperm counting chamber

10. เคร่ืองกรอง'นา M illi-R 04  และ 
M illi-Q

11. S t e r i l e  p la s t i c  f i l t e r

12. Laboratory counter

13. Em bryological w atchglass

ะ Wild M.3Z Heerbrugg 
Sw itzerland .

ะ Diaphot-TMD, Nikon, Tokyo 
Japan.

ะ Model 3WZ, Advanced instrum ents 
in c . M assachusetts, บ .S.A.

ะ Model SA 520, Orion Research 
incorporated Laboratory 
products, Boston, U.S.A.

ะ Model EBA 3S, H ettich -Z entrifu gen  
T u tt i ingen, Germany.

ะ Model 2004 MP, S arto r iu s, West 
Germany.

ะ Makler, S efi-M ed ica l Instrument, 
H aifa, I s r a e l .

ะ M illip o re  corp oration , Bedford, 
M assashusetts, U.S.A.

ะ s t e r iv e  G .S ., M illip ore  
Corp. Bedrord, M assashusetts, 
U.S.A.

ะ Clay Adams, Div. Becton, 
D ickinson, N .J ., U.S.A.

ะ 4 cm-square g la s s  b lock  w ith  
a 3 mm. diam eter ca v ity  
G r iff in  %L George Co, HJL.
-630-S .
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14. P la s t ic  t i s s u e  cu ltu re  d ish

15. P la s t ic  tu ssu e  cu ltu re  tube

16. P la s t ic  4 -w e ll m u ltid ish
17. P la s t ic  sy r in g e  1 ml

18. C onical c e n tr ifu g e  tube
19. eppendorf s t e r i l e  t ip s  (1-100 1
20. Mouth p ie c e s
21. Pasteur p ip e t te
22. g la s s  s l id e  และ cover s l i p .
23. ตะเกียงแอลกอฮอลั่
24. เคร่ืองมือผ่าตัดสืตวทดลอง ประกอบด้วย

-  กรรไกรปลายมน 1 อัน
-  กรรไกรปลายโค้ง 1 อัน
-  Tooth fo rcep s 1 อัน
-  A r ter ia l f in e  forceps

ะ 3001, Falcon D iv. Becton,
D ickinson and C o., C a lifo rn ia , 
U.S.A.

ะ 2063, Falcon D iv. Becton.
D ickinson and Co.,
C a lifo rn ia , U .S.A.

ะ NuncIon, R osk ild e, Denmark.
ะ Nipro Medical Instrument,

Japan.
ะ Kimax, Kemble, I l l e n o i s ,  U.S.A.
ะ Kimax, Kemble, I l le n o is  U.S.A.

2 อัน

หมายเหตุ เครื่องมือผ่าตัดและเครื่องแก้วทุกชนิด ทำความส่ะอาดโดยแส่ในส่ารละลาย 7X
2% นาน 24 ลั่วโมง ล้างด้วยนํ้ากลั่น 3 ครั้ง แส่ในน้ํากล่ัน 24 ล่ัว'โมง แล้วล้างด้วยน้ํากล่ันอก 
3 ครั้ง อบให้แห้ง และนงฆ่าเมือด้วย Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องส่าเชลเมืยส่ ความตัน 15 
ปอนด นาน 30 นาที รูปท่ี 2 .1  แสดงอุปกรณและเคร่ืองมือผ่าตัด ส่วนวิธีเตรียม ca p itta ry  
p ip e t te  ดังแส่ดงในรูปท่ี 2 .2
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รูปฑื 2 .1  แสํดงเครืองมือผ่าตัดและอุปกรญในทา!เตรีรมไข่แฮมสํเตอร



30

๏  0
■ รูปท่ี 2 .2  แสํดงวิธีการดิง p la steu r  p ip e tte  ให้ปลายเรียวเล็ก
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สำรเคมี

1. สำรเคมีที่ใ!/เตรียมนํ้าเนาะเลยง BWW และ TMPA
1.1  Sodium C hloride (N ad )
1 .2  Potassium  ch lo r id e  (KCl)
1 .3  Calcium ch lo r id e  2-hydrat k r is t  (CaCl22H O)
1 .4  Magnesium S u lfa te  7-hydrat r e in s t  (MgSoA7H2O)
1 .5  Potassium  dihydrogen phosphate (KH2POA)
1 .6  Sodium dihydrogen phosphate (NaH2POA)
1 .7  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPOA)
1 .8  Magnesium ch lo r id e  k r i s t .  r e in s t .  (MgCl2. 6H20)
1 .9  Sodium b icarbonate (NaHC03)
1.10 D-Glucose
1.11 Sodium la c ta te  (Na la c ta te  60% syrup)
1 .12  Sodium pyruvate (Na pyruvate)
1 .13  Calcium la c ta te  (Ca la c ta te )
1 .14 P e n ic i l l in  G. sodium
1.15 Streptom ycin su lphate
1.16 Phenol red

2. Bovine t e s t ic u la r  hyaluronidase
3. Bovine p a n crea tic  tryp sin
4. Lacmoid
5. G lycerol
6 . Mineral o i l
7 . Ham’s  F-10 powder ะ Flow la b o ra to r ie s , McLean, V erg in ia , บ .S.A.
8. A ce tic  a cid  (G ra c ia i): BDH chem ical L td ., P oole, England.
9. A lcohol 95% ะ E.Merck, Darmstadt, Germany.
10. ฮอรีโมน;ท่ีใ!/กระตุ้นการตกไข่ปีองสีตวทดลอง
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10.1  Gonadotropin (Pregnant mare’s  serum)
10.2  C horionic gonadotropin (Human pregnancy u r in e , HCG)

ะ Ayerst Laboratory, N.Y. บ .S.A.

หมายเหตุ 1-6 และ 10.1 เป็นชารเคมีจาก Sigma Chemical Company, S t . L ouis, 
Mo. U .S.A.

นำเนาะเล ียง (C ulture medium)

เนิ่อเปรียบเทียบความเหมาะชมของนํ้าเนาะเลยงต่อการทดชอบการเจาะทะลุไข'แฮมช- 
เตอร์ จงเล ือกใช้น ํ้าเนาะเล ียง 3 ชนิด ท่ีนักวิจัยหลายท่านใช้ในการสิกษาเก่ียวกับการทำ in  
v it r o  f e r t i l i z a t i o n  และ การเนาะเลียงเอมบริโอของสืตวเลียงลูกด้วยนํ้านม ดังน

1. Ham’s F -10 medium เป็น complex medium ที่เน่ิมโปรตีนและวิตามินต่างๆ 
เช้าไปจำนวนมาก ปัจจุบันเป็นท่ีนิยมใช้ในการสิกษา in v itr o  f e r t i l i z a t i o n  ชองคนกัน 
มาก (Lopata และคณะ, 1980; Sokoloski และ Wolf, 1984; B oldt และคณะ, 
1987; Wood และคณะ, 1985;Sher และคณะ, 1986) รวมทั้งใช้ในการเนาะเลยงเอมบริโอ 
ในสิตวิชนิดอ่ืน ๆ อีกหลายชนิดได้แก่ เอมบริ'โอของหนูเมา^ (S a ito  และคณะ, 1984; 
S h ir ley  และคณะ, 1985; Silverman และคณะ, 1987) เอมบริโอชองกระต่าย (Kane, 
1985) และเอมบริโฮของแกะ (Shea และคณะ, 1976; Newcomb และคณะ, 1978) นอก 
จากนยังใช้ Ham’s  F -10 ในการสิกษากระบวนการ C apacitation และ acrosome 
r ea c tio n  ชองตัวอลุจิในหลอดทดลอง (Sher และคณะ, 1984) และการผส์มเทียมในคน 
( A r t i f i c ia l  insem ination) (Goldfarb และคณะ 1984; Q u a g lia re llo  และ 
Arny, 1986; Hugches และคณะ, 1987) และใช้ในการทดชอบการเจาะทะลุไข่แฮมชเตอร 
(Berger และคณะ, 1983)

2. BWW medium (M odified Krebs-Ringer’ s b icarbonate b u ffer ,
B igger, W hitten and whittingham, 1971) ใช้ในการสิกษา in  v it r o
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f e r t i l i z a t i o n  ชองหนูเมาช (Fukuda และคณะ, 1987), แฮมสเตอริ (Hanada และ 
Chang, 1976 a; Niwa และคณะ, 1980), กระต่าย (B rack ett, 1970) และหนูแรท 
(Toyoda และ Chang, 1974) รวมท้ังใข้ตักษากระบวนการ c a p a c ita tio n  และ acro- 
some r ea c tio n  ชองตัวอสุจิคน (P erreau lt และ Rogers, 1982; Lambert และคณะ, 
1985; Nagae และคณะ, 1986; Lees และคณะ, 1987)

3. Tyrode’ s  m odified w ith  pyruvate and albumin (TMPA) 
Tyrode’ s  medium เป็นนำเหาะเลียงที่ตัดแปลงมาจาก kreb s-R in ger’ s  so lu tio n  เป็น'น้ํา 
เนาะเลยงที่1ใ.!fในการเนาะเลียงเนิอเยื่อหลายชนิด แด,มการเปล่ียนแปลงส่วนประกอบบางส่วนไป 
สำหรับ TMPA นี Barros และคณะ (1979) เป็นกลุ่มแรกท่ีนำมา'ใข้ตักษาการเจาะทะลุไช' 
แฮมสเดอริโดยตัวอสุจิชองคน

การเตรียมนํ้าเนาะเลยง

ส่วนประกอบชองนํ้าเนาะเลยงสำหรับใข้ในการตักษานั้ทั้ง 3 ชนิด แสดงในตารางที่
2 .1  BWW medium และ TMPA medium เป็น K rebs-Ringer’ s  b icarbonate-based  
media สามารถเตรียมขนเองได้ในห้องทดลอง ส่วน Ham’s  F-10 น้ันเป็น complex media 
ตังทางบริษัท Flow L a b o ra tir ie s  เตรียมไว้ลักษณะเป็นผง นำมาเดม Calcium la c ta te ,  
Sodium b ica rb on a te , P e n ic i l l in  และ streptom ycin  นำเนาะเลียงทัง 3 ชนิดนิ 
เตรียมด้วยนํ้ากรองจากเครื่องกรองนํ้าบริสุทธิ (co n d u ctiv ity  18 Mæ-cm) ปรับความเข้ม 
ฒ้ของสำรสลาย (o sm o la lity ) ให้ได้ประมาณ 280+5 mOsm/kg โดยการใข้นํ้ากรอง
บริสุทธ โดยคำนวนตามสูตร ท่ี so k o losk i และ w olf (1984) ให้ไว้ตังนั้

i n i t i a l  O sm olality-280 X  1,000 = ปริมาตรของสารละลายที่ต้องเอา 
i n i t i a l  O sm olality ออกและเติมด้วยนำกรองบริสํฑธ

ส่วนระตับชอง pH ประมาณ 7 .3 -7 .5  โดยนำไป e q u ilib r a te  ด้วยกาชผสมท่ีมคาริบอน 
ไดออกไชดร้อยละ 5 ก่อนนำไปใข้นำมาทำให้ปลอดเสือด้วยการกรองด้วย m illip o re
f i n t e r s .  ขนาดเล้นผ่าสูนอกลางของรูกรอง 0 .2  ไมครอน บรรจุลงในภาชนะท่ีสะอาดผ่าน 
การฆ่าเสือแล้วและเติม H ea t-in a c tiv a ted  human preovu latory  serum ร้อยละ 20
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ตารางที่ 2 .2  แฬดงส่วนประกอบของนำเนาะเลียงที่ไ?flนการฑดฬอบการเจาะทะลุไข่แฮมส่เตอร 
มิลลิกรัม/ลิตร (mM)

Component Ham’s  F-10 BWW TMPA

S a lt
N ad 7400 (126.63) 5540 (94 .78) 8000 (136.90)
KC1 285.0 (3 .82 ) 350.0 (4 .77 ) 200.0  (2 .68 )
CaCl2 . 2HzO 44.1  (0 .3 ) 189.0 (1 .29 ) 260.0  (1 .77 )
KH 2:POA 83.0  (0 .61 ) 162.0 (1 .19 ) -
Na2 HPOa . 7H20 290.0 (1 .08 ) - -
MgSOA 7H20 152.7 (0 .62 ) 294.0 (1 .19 ) -
MgCl2 . 6H20 - - 212.0 (1 .05)
FeSOA. 7H20 0 .8 3 46 (3 x l0 ~ 3 ) - -
CuSOi1. 5H20 0 .0025(10_5) - -
ZnSOA. 7H20 0 .0 2 8 8 (10~A) - -

B uffer
NaHC03 2106 (25 .06) 2106 (25 .06) 3000
Phenol red 12.0 50.0 -

Energy
Glucose 1100 (6 .10 ) 1000 (5 .55 ) 1008 (5 .59 )
Na la c ta te - 3 .7 (1 9 .6 5 ) -

(60% syrup)
Na Pyruvate 100.0 (1 .0 ) 2 8 .0 (0 .2 5 ) 36.0  (0 .33 )
Hypoxanthine 4 .08  (0 .03 ) - -
L ip o ic  a cid 0 .2 0 6 (0 .0 01 ) - -
Thymidine 0 .7 2 7 (0 .0 01 ) - -
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ตารางท่ี 2.2 (ต่อ)

Component Ham’s  F-10 BWW TMPA

Amino a c id s - -

L-A lanine 8 .91  (0 .1 ) - -
L -A rginine HCl 210.7 (1 .0 ) - -
L-A sparagine. Hz0 15.01 (0 .1 ) - -
L -A spartic a c id 13.31 (0 .1 ) - -
L -C ystein e HCl 31.53 (0 .2 ) - -
L-Glutamic a c id 14.71 (0 .2 ) - -
L-Glutamine 146.2 (1 .0 ) - -
G lycine 7 .51  (0 .1 ) - -
L -H istid in e  HCl H20 20.96 (0 .1 ) - -
L -Iso le u c in e 2 .62  (0 .02) - -
L-Leucine 13.12 (0 .1 ) - -
L-Lysine HCl 29.30 (0 .2 ) - -
L-M ethionine 4 .48  (0 .03) - -
L-Phenylalam ine 4 .96  (0 .03) - -
L -P ro lin e 11.51 (0 .1 ) - -
L -Serine 10.51 (0 .1 ) - -
L-Threonine 3.57 (0 .03) - -
L-Tryptophane 0.61 (0 .003) - -
L-Tyrosine 2.25 (0 .01) - -
L -V aline 3.51 (0 .03) - -

Vitamin
B io tin 0 .0 2 4(0 .0 01 ) - -

I■ ■ ท D û  b  ฯ \ ร
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ตารางที่ 2 .2  (ต่อ)

Component Ham’s F -10 B WW TMPA

D-Calcium Panto­ 0 .715 (0.002) - -

th en ate - -
C holine ch lo r id e 0.698 (0.005) - -
F o lic  a c id 1.32 (0.003) - -
i - I n o s i t o l 0.541 (0.003) - -

Niacinam ide 0.611 (0.005) - -
P yrid orin e HCl 0.206 (0.005) - -
R ib oflav in 0.376 (0.001) - -
Thiamine HCl 1.012 (0.003) - -
Vitamin B12 1.36 (0.001) - -
P e n ic i l l in 75.0 100,00 u n its . 50.0
Streptom ycin s u lf a t e 50.0 100,000 gm. 50.0
Human P reovulatory 20% 20% 20%
serum
Human serum albumin - 0.3% -
pH 7 .4 -7 .6 7 .4 -7 .5 7 .3 -7 .5
O sm olality  (mOsm/kg) 28015 28515 280+5
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และเก็บไวใ'นตู้อบ (incu bator) ทีอุกmภูมิ 37 องศาเชลเข้ยศ มีความเข้มข้นของกาชคาร
บอนไดออกไชดร้อยละ 5 นานประมาณ 12-24 ข้วโมง เก็บนํ้ายาที่เหลือจากการเตรียมไว้ในต ้
เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเชลเข้ยศนํ้าเใทะเลยงที่เตรียมขนนั๊จะเก็บไว้ใข้ภายใน 10-14 วันเท่าน้ัน 
ฑังนืเนืองจากขณะทีเก็บนำเนาะเลืยงไว้จะเกิด spontaneous d ecarb oxylation  ของชาร 
ไนรู เวท ทำใหันํ้ายาเลืย เร ็ว (Wales และ Whittingham, 1971)

การเตรียม H ea t-in a c tiv a te d  human preovulatory serum

เจาะเลือดจากหญิงที่มาเข้าโครงการ in  v itr o  f e r t i l i z a t i o n  ของ
รน.จุฟ้าลงกรณ และได้รับยากระตุ้นการตกไข่ด้วย hMG (human menopausal
gonadotropin) และ hCG โดยเจาะเลือดประมาณ 15-20 ม.ล. 36 ข้าโมงก่อนการเก็บไข่ 
ใส ่ใน c o n ica l c e n tr ifu g e  tube วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที นำไปซ่นท่ี 500 g. 
นาน 10 นาที ใข ้ p asteu r p ip e t te  ดูดส่วนท่ีเย็นน้ําเหลือง ใส่ขวด s t e r i l e  นำไปอุ่นใน 
water bath ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเชลเข้ยศ นาน 30-45 นาที (Quinn และคณะ, 1984)

การแน่งกลุ่มตัวอย่างใทอศุจํ แบ่งเย็น 3 กลุ่มคือ

กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างน้ําอศุจิท่ีได้จากชายท่ีมีศุธภานแข็งแรงส์มบูรณ อายุระหว่าง 20-40 
ปี'โดยกำหนด'ให้มีปริมาตรน้ําอศุจิ 2 .0 -6 0  ม .ล ., ความหนาแน่นของตัวอศุจิมากกว่า 50x10e 
ต ัว/ม.ล. เปอร็เข้นตการเคลื่อนไหวมากกว่าร้อยละ 50, เปอร็เข้นต์ตัวอศุจิเย็นมากกว่าร้อยละ 
55 และเปฮรเข้นตตัวอศุจิที่มีรูปร่างปกติมากกว่าร้อยละ 55 จำนวน 15 คน

กลุ่มท่ี__2 ตัวอย่างใทอศุจิที่ได้จากชายที่ภรรยากำลังตั้งครรภ และอายุครรภไม,เกิน
12 ลัปดาห จำนวน 15 คน

กลุ่มท่ี 3 ตัวอย่างใทอศุจิท่ีได้จากชายท่ีไม่มีบุตรหรือมีบุตรยาก โดยกำหนดให้มีความ 
เข้มข้นของตัวอศุจิน้อยกว่าหรีอเท่ากับ 40x10e ตัว/มล. จำนวน 15 คน
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การเก็บตัวอย่างนาอสุจิ

เก็บตัวอย่างนั้าอสุจิจากกลุ่มสืกษาโดยวิธีข่วยเหลือตนเอง (M asturbation) ภาย 
หลังงดเว้นการหลั่งนํ้าอสุจิอย่างน้อย 48 ล่ัว'โมง ใส่'ในปีวดท่ีสํะอาดผ่านการฆ่าเสือแล้ว วางฑ้ํง 
ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 30-60 นาที ธีงเป็นข่วงเวลาที่เหมาะสํมตอการเกิดการเหลวตัวของ,นาอสุจิ 
(L iq u if a c t io n ) นบว่าข่วงเ วลาท่ีลันหรือยาวกว่าน จะทำให้เปอรืเ^นตการเคลื่อนไหว
(m o ti l ity )  และเปอร็เป็นต่ตัวอสุจิเป็น ( v ia b i l i t y )  ลดลง (H all, 1981) รวมท้ังอัตรา 
การเจาะทะลุไข่แฮมลัเดอรืก็ลดลงด้วย (Rogers และคณะ, 1980, 1983; Sokoloski และ 
Wolf, 1983) การที่อัตราการเจาะทะลุไข่ลดลงด้วย อาจเนื่องจากมีการรบกวนการเกิด
กระบวนการ acrosome re a c tio n  ของตัวอสุจิ (Kanwar และคณะ, 1979)

การวิเคราะห้นํ้าอสุจิ (Semen a n a ly s is )

เทตัวอย่างนํ้าอสุจิที่เหลวตัวแล้ว ใส่ในหลอดทดลองวัดดูปริมาตร และนำไปตรวจวิ
เคราะห้ความหนาแน่นของตัวอสุจิ (sperm d e n s ity ) ,  เปอร็เป็นตการเคลื่อ!เที่ (m o tility )  
และ ระดับความเร็วของการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (grade o f forward progression) ด้วย 
Makler counting chamber (Makler, 1978, 1980) ภายใต้กล้องจุลฑรรศนํกำลังขยาย 
200 เท่า (รูป 2 .3 ) ดารางที่ 2 .3  แลัดงการให้คะแนนระดับความเคล่ือนไหว

ส่วนการวิเคราะ!พาเปอรืเป็นตตัวอสุจิเป็น (Sperm v ia b i l i t y )  และเปอรืเป็นต่ 
ตัวอสุจิรูปร่างปกติ (normal morphology) ใข้วิธีมาตรฐานของ WHO (1980) นบว่า ตัวอสุจิ 
ท่ีไม่มีการ เ คล่ือนไหวน้ันบางตัวก็มีธีวิต บางตัวก็ตาย ดังน้ันจิงจำ เ ป็นท่ีจะต้องทราบจำนวนของตัว 
อสุจิเป็น และจากคุณส์มบัติของสิ Eosin Y ท่ีสำมารถ’ธีมเข้าไป'ใน membrane ที่ถูกทำลายได้ 
จิงมีการนำสื Eosin Y มาใข้ในการแยกตัวอสุจิเป็นและตัวอสุจิตาย (Blom, 1950) โดยหยด 
น้ําอสุจิ 1 หยด ตามด้วย 1% Eosin Y 1 หยด ลงในถาดหลุม ฑงไว้ 30 วินาที แล้วหยด 10% 
N igrosin  2 หยด คนให้เข้ากันทาบนแผ่น s l id e  ฑงไว้ให้แห้ง นำไปตรวจดูภายใต้กล้อง 
จุลฑรรศ'นกำลังขยาย 1000 เท่า ตัวอสุจิเป็นจะไม่ติดสื ส่วนตัวอสุจิตายจะติดสิแดงของ Eosin



ตารางที่ 2 .3 แสํดงการให้คะแนนระดับความเคล่ือนไหวชองตัวอส์จิ

Score mean (In d ica tion )

0 in d ic a te s  absence o f forward p rogression
1 in d ic a te s  weak forward progression
2 in d ic a te s  moderate forward p rogression
3 in d ic a te s  very a c t iv e  forward p ro g ression .

จาก WHO, 1980.



รูปท่ี 2 .3  แสํดงการวิเคราะหน้ําอฬุจิด้วย Makler counting chamber



รังสำมารถใรัประเมินเปอรืเป็นดีตัวอสํจิY นอกจากทีการย้อมสีด้วย Eosin Y -N igrosin  
รูปร่างปกติได้ด้วย

การติกษานาเนาะเ f ยงที่เหมาะสํมต่อการเจาะทะลุไข่แฮมสํเตอรืโดยอสํจืที่ได้จากอาสำสํมัคร 
กลุ่มท่ี 1

วิธีการแยกตัวอสํจิออกจากนํ้าอสํจิ (Semen) เนื่อนำไปใร ใัน การติกษาความสำมารถ
ใน การป?)สนํธีของตัวอสํจื และการป?)สนํธีในหลอดทดลอง ท ีใ่ร ักันมากมี 2 วิธี คือ

1. Repeated ce n tr ifu g a tio n  and resuspension  in  medium ภายหลังที 
นํ้าฮสํจิเหลวตัวแล้ว นำไปเทใส่หลอดทดลองก้นรูปกรวย ผสํมด้วยนํ้าเนาะเลยง 3-9 เท่าของนํ้า 
อสํจินำไปซ่นท่ี 300-600 g นาน 5-10 นาที เฑส่ว!๓ เป็นน้ําฑง นำส่วนท่ีตกตะกอนมาเจือจาง 
ด้วยนํ้าเนาะเลยงใหมและซ่นอีก ทำเรันเดียวกันนํ้ 2-3 ครั้ง นำส่วนท่ีตกตะกอนคร้ังสํดท้ายมา 
เจือจางด้วยนํ้าเนาะเลยงที่ที Albumin ผสํมอยู่ด้วย ประมาณ 0 .5 -1 .0  มล. ริ?งวิธีนเป็นวิธีท่ี 
ทำได้ง่าย นักวิจัยหลายท่านจืงทียมใรัวิธีนกันมาก (Yanagimachi, 1978; Rogers และคณะ, 
1979; A itken และคณะ, 1982 ๖; Wolf และ S ok olosk i, 1982; Binor และคณะ
1980) แต่อย่างไรก็ตามวิธี c en tr ifu g a tio n  น ไม่สำมารถแยกตัวฮส์จิท่ีเคลื่อนไหวได้ออก 
จากตัวอสํจิท่ีเคลื่อนไหวไม่ได้หรือตัวอสํจืตาย (Quinn และคณะ, 1982; Cohen และคณะ, 
1982; T yler และคณะ, 1981)

2. Swim-up technique โดยแบ่งนํ้าอสํจืที่เหลวตัวแล้ว ใส่หลอดทดลองหลอดละ
0 .5  มล. ค่อย ๆ หยดนํ้าเนาะเลยง 2 มล. ลง'ใน'หลอดทดลองเหนือร้ันของ'น้ําอสํจืเนอ'ให้เกิด 
เป็นรั้นของนํ้าเนาะเลยงแยกออกมารัดเจน วางหลอดทดลองเอียง 30-45 องสำ ไว้ในตู้อบท่ี 
อุณหภูมิ 37 องสำเชลเสียสํ ในบรรยากาสํที่มิกาชคารืบอนไดออกไชดีร้อยละ 5 เป็นเวลานาน 1 
รัวโมง ตัวอสํจืที่สำมารถเคลื่อนที่ได้จะว่ายธนมาในนํ้าเนาะเสียงแล้วดูดเอานํ้าเนาะเสียงส่วนบน 
ในแต่ละหลอดใส่รวมกันในหลอดแก้วก้นรูปกรวย นำไปป่นท่ี 500 g  นาน 10 นาที นำส่วนท่ีตก 
ตะกอนมาเจือจางด้วยนํ้าเนาะเลยงและนำไปช่นอีกครั้ง นำส่วนท่ีตกตะกอนคร้ังสํดท้ายมาเจือจาง 
ด้วยนํ้าเนาะเสียงในปริมาณตามความหนาแน่นของตัวอสํจืที่ต้องการ (รูปท่ี 2 .4 ) วิธีทีสำมารถ 
แยกตัวอสํจืที่เคลื่อนไหวได้ออกจากตัวอสํจืที่เคลื่อนไหวไม่ได้ และเชลลลื่น ๆ ท่ีอยู่ใน!ทอสํจื
(D ebris) ถงแม้ว่า วิธี swim-up จะได้จำนวนของตัวอสํจิตากว่าวิธีแรกก็ตาม
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uu
.CULTURE MEDIUM SEMEN SAMPLE

รูปท่ี 2 .4  แสํดงการแยกตัวอสุจิออกจากนํ้าอสุจิโดยวิธี swim-up



(O verstreet, และคณะ1980) Wolf และ Sokoloski (1982) ??กษาเปรียบเทียบ
ความสำมารถในการปฏิสํนธิ (F e r t i l iz in g  a b i l i t y )  ของตัวอสํลืจากอาสำสํมัคร 4 คน 
โดยใขั ทัง 2 วิธ นบว่าตัวอสํจิท่ีเตรียมโดยวิธี swim-up มีอัตราการปฏิสํนธิสํงกว่าตัวอสํจิท่ี
เตรียมโดยวิธี c e n tr ifu g a tio n  อย่างมี'นัยส์าคัhrทางสํกิติ

ดังน้ันในการ??กษาคร้ังน จงใขัวิธีการตัดเลือกตัวอสํจิด้วยวิธี swim-up ตลอดการ
ทดลอง ในการ??กษาความเหมาะสํมธองนํ้าเนาะเลองต่อการเจาะทะลุไข่แฮมสํเตอรีจะแบ่ง
ตัวอย่างนํ้าอสํจิจากอาสำสํมัครคนเดียวกันเป็น 3 ส่วนคือ

ส่วนท่ี 1 ใข ัน ั้าเนาะเลยง Ham’s  F-10 ในการ swim-up 
ส่วนท่ี 2 ใข ัน ํ้าเนาะเลยง BWW ในการ swim-up 
ส่วนท่ี 3 ใข ัน ํ้าเนาะเลยง TMPA ในการ swim-up 

แล้วนำส่วนท่ีตกตะกอนชองแต่ละส่วน มา เลือจางด้วยนํ้าเนาะเลองแต่ละชนิด ให้ได้ความ เ ข้มขัน 
ของตัวอสํจิประมาณ 5 -1 0 x l0 e ตัว/มล. ใส่ในหลอดทดลองนลาสํติก นิดผาไว้หลวม ๆ อบเลยง 
ไว้ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องสำเชลเธียสํ ความเข้มขันชองกาชคารีบอนไดออกไชดีร้อยละ 5 เป็น 
เวลานาน 18-20 ข่ี'วโมง ก่อนนำไปใขั??กษาการเจาะทะลุไข'แฮมสํเตอรี

การเตรียม'ไข่และการทดสํอบการเจาะทะลุไข่แฮมสํเตอรี

ฆ่าแฮมสํเตอรีที่ได้รับการกระตุ้นให้มีการตกไข่ภายหลังจากฉีด hCG 15-17 ขี่วโมง 
โดยวิธีดงคอต่อ (C erv ica l d is lo c a t io n )  ผ่าตัดเนิดหน้าท้อง ตัดแอกท่อนำไข่ออกจากรังไข ่
โดยการตัดเยื่อหุ้มรังไข่ (Ovarian bursa) และตัดท่ีบริเวณข่วงต่อระหว่างท่อนำไข'กับมดลูก 
(U tero-tu b a l ju n ctio n ) (รูปท่ี 2 .5 ) นำท่อนำไข่ทัง 2 ข้างใส่ใน Embryological 
w atéh glass ทีมีนำเนาะเลืยง BWW + 0 . 3 %  Human Serum Albumin (HSA) นำมาดูภาย 
ใต้กล้องจุลฑรรสํนํแบบ d is s e c t in g  กำลังขยาย .15-20 เท่า ใขัปลายเข็มเบฮรี 27 ท่ีสํวมติด 
กับ p la s t i c  sy r in g e  1 ml กรีดผนังชองท่อนำไข'ให้ฉีกขาด cumulus masses ท่ีมีไข'อยู่ 
ข้างใน (รูปท่ี 2 .6  a) จะไหลทะลักออกมาจากท่อนำไข่ ใขัปลายเข็มเขี่ยให้แยกออกจากกัน
ดูด cumulus masses ใส ่ p la s t i c  p é tr i  d ish  ทีมี 0.1% Bovine t e s t ic u la r  
h yalu ron id ase ปล่อยท่ีงไว้นาน 10-15 นาทีเน่ือย่อยสํลาอ cumulus c e l l s  ออก ใขั
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รูปท่ี 2 .5  แสํดงการแยกท่อนำไข่ออกจากรังไข่และมดลูก



p asteu r p ip e t te  ที่ลนไปและดงปลายให้เรียวเล็ก ดูดไข่ท่ีมี zona p e llu c id a
(รูปท่ี 2 .6  b) มาล้าง'ใน'นํ้าเนาะเลยง BWW 2-3 ครั้ง แล้วนำไปใส่ใน p e tr i  d ish  ท่ีมี
0.1% Bovine p a n crea tic  try p sin  นาน 2-3 นาทีเน่ือย่อย zona p e llu c id a  แล้วดูด 
ไธ่ทีไม่ม zona p e llu c id a  (รูปท่ี 2 .6  C) มาล้าง'ใน'นํ้าเนาะเลยง BWW 2-3 ครั้ง นำตัว
อสุจิที่อบเลยงในนํ้าเนาะเลยงทั้ง 3 ชนิด หยดใส่ 4 -w e ll m u ltid ish  ชนิดละ 2 หลุม 
หลุมละ 0 .2  มล. (ความหนาแน่นธองตัวอสุจิ 0 .5 - 1 .0x10e ต ัว/มล.) คลุมด้วย m ineral 
o i l  ดูดไข่ใส่หลุม ๆละ 20-25 ใบ นำไปอบเลยง'ในตู้อบนาน 3-5 ช่วโมง จากน้ันดูด
ไข่มาล้างในนำเนาะเลียง BWW เนอล้างเอาตัวอสุจิที่เกาะอยู่รอบ ๆ ไข่ออก ดูดไข่ 5-10
ใบ หยดบแ g la s s  s l id e  (มีนํ้าเนาะเลยงประมาณ 10 ไมใครลิตร) นิดด้วย cover s l i p  
ท่ีมีขีผง (v a se lin e ;  p a ra ffin  15:1) ติดท่ีมุมท้ัง 4 เน่ือนิองกันไม่ให้มีแรงกดลงบนไข่มาก 
เกินไป (Wolf และ S ok olosk i, 1984) หรีอนำไป f ix e d  ใน E th y lo a ce tic  a cid  
(A cetic  a c id  ะ A lcohol 95% = 1:3) นาน 15-60 นาที นำไปลุ่มใน 95% Alcohol 
นาน 10-15 นาที แล้วนำมาย้อมด้วย 1% Acetolacmoid (M argalioth และคณะ, 1986) 
แล้วนำมาตรวจดูจำนวนของไข่ท่ีถูกตัวอลุลิ เจาะทะลุ เ ข้าไปใน ooplasm ด้วยกล้องจุลทรรศนํ
p h a se-con trast กำลังขยาย 400 เท่า ข่งจะลังเกตเห็นเนินลักษณะของ sw ollen  
sperm head หรือ male p ron u clei จำนวนตังแต่ 1 ตัวธนไป (รูปที 2 .7  a และ ๖) 
(Wolf และ S ok olosk i, 1984) บันฑกอัตราการเจาะทะลุไข่ของตัวอสุจิในนํ้าเนาะเลยงแต่ 
ละชนิด ว่ามีอัตราการเจาะทะลุไข่แฮมสํเตอรีใน,นาเนาะเลียงชนิดใดมากที่สุด นำนํ้าเนาะ
เลยงชนิดนั้นไปใข่ดีกษาความส่ามารถในการเจาะทะลุไข่แฮมส่เตอรี โดยตัวอสุจิที่ได้จากตัวอย่าง 
น้ําอสุจิกลุ่มท่ี 2 และ 3 ต่อไป โดยทำการทดลองเข่นเดียวกันกับกลุ่มท่ี 1 บันฑกอัตราการ
เจาะทะลุไข่แฮมสํ-เตอรีโดยตัวอสุจิที่ได้จากกลุ่มที่ 2 เปรียบเทียบกับอัตราการเจาะทะลุโดยตัว 
อสุจิท่ีได้จากกลุ่มท่ี 3

การดีกษาความลัมนันธุระหว่างอัตราการเจาะ'ทะลุไข่แฮมส่เตอรีกับลักษณะของตัวอสุจิ

โดยการนำข้อมูลที่ได้จากการดีกษาการ เ จาะทะลุไข่แฮมส่เ ตอรีและการวิ เ คราะห็ 
ลักษณะต่าง ๆ ของตัวอสุจิในน้ําอสุจิจากกลุ่มท่ี 2 และกลุ่มท่ี 3 มาวิเคราะห็ทางสํลิติ



ตนฉบบ หนาขาดหาย
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รูปท่ี 2 .6  แชดงลักษณะของไข่แฮมส์เตอรก่อนผลัมกับตัวอสุจิคน
A. cumulus masses ทืมีไข่อยู'ข้างใน
B. ไข่แฮมชเตอรท่ีมีโชนาเนลรุท}ดา ภายหลังย่อย cumulus 

c e l l s  ด้วย 0.1% hyaluronidase
C. ไข่แฮมชเตอรที่ไม่มีโชนาเหลลูใ?ดา ภายหลังย่อยชลาย 

zon a -p e llu e id a  ด้วย 0.1% Trypsin
(ภา'พกำลังขยาย X 200)





รูปท่ี 2 .7  แสดงลักษณะไข่แฮมสเตอรภายหลังผสมกับตัวอสุจิคน
A. Swallen sperm head และหางของตัวอสุจิที่เจาะ 

เข้าไปในไชโดนลาส?มของไข่แฮมสเตอร์ (สร?)
B. Male pronu clei ในไข่แฮมสเตอรภายหลังผสมแล้ว 

อบเลยงไว้นาน 5 ช่วโมง (สร?)
(ภานกำลังขยาย X 400)
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การวิ เคราะหข้อมูลทางสถิติ

การเปรียบเทียบผลของนํ้าเนาะเลยงแต่ละชนิด เนื่อหานํ้าเนาะเลยงที่เหมาะสมต่อ
การเจาะทะลุไข่แฮมสเตอรี ใ»  one-way a n a ly s is  of variance (F - te s t )  และ 
L east S ig n if ic a n t  D iffe r e n t (LSD) เป็นค่าสถิติ1ในภารทดสอบ และไข’ stu d en t’s  
unpair t - t e s t  ในการเปรียบเทียบความชามารถ'ในกาาเจาะทะลุไข่แฮมสเตอรีของตัวอสุจ ิ
จากตัวอย่างนํ้าฮลุจิกลุ่มท่ี 2 และ 3

ส่วนการหาความสมพันธระหว่างอัตราการ เ จาะทะลุไข่กับลักษณะของตัวอลุจิท่ีไดัจาก 
การตรวจวิะคราะหนำอสุจิใข้ C o rre la tio n -reg ressio n  a n a ly s is  เป็นค่าสถิติ ในการ 
ทดสอบความสมพันธ
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