
รร ัดำเรนการสืกษา

ไนการสืกษานน จำเป็น!(องวางแผนการทดลองาพัรัดคุม เ ร ่องจาก!(องเตรัยมสัตรั

ทดลอง สารเคฝ ็ ตลอดจนคุบกร®1ก ง   ๆ ไพัเพียงพอ นอกจาก![ช ่วงเวลาไนการเตร ัยม

อสุสีและไข่ จะ!(องสัมพันธ์กัน เพ ื่อร่จะนำมาบฐสนรัไ!(ตรงตามเวลาร่&องการ ขั้นตอน

การทดลองาคยสืงเขบ แสดงไรัไนรูบพ ื่ 4 .1  และรายละเส ียดของช ่วงเวลาไนการทดลอง

๗ เละครง แสดง,ไนตารางพ ื่ 4 .1

บทf i  4
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f ix

&อมสี

ตรวจสอบใคร'[ม'เขม

ร ู! If! 4 .1  แผนภูฝ็แสดงขั้นตอนการสืกชา
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ต าราง fl 4 .1  แสดง วัน เวลา การบแปัสิงานในการทดลอง๗ ละครั้ง

วัน'ของาาร เวลา คจกรรม

บฐปัสิงาน

1 8 .0 0 -1 1 .0 0 ตรวจการเรนวัดของแฮมสเตอ? และรด PMSG

2 ตามความสะดวก ตรวจสอบความพรัอมของอุบกรé t ละสารเคฝ็

3 1 6 .0 0 -1 9 .0 0 รด HCG

ตามความสะดวก เต?ยมรฯยาเพาะเส ียง

4 8 .0 0 เต?ยมสารละลายเบอ?คอล และสารละลายเฮบา?น

1 0 .0 0 หยดรฯยาเพาะเส ียงลงในจานเพาะเส ียงอดท ับวัวย m in e r a l  

o i l  นฯเราเบ ่มป ั 5% C02 38 ° C

1 2 .0 0 ฟ้าแฮมสเตอ? และเต?ยม z o n a - f r e e  h am s te r egg นฯ

เราเบ ่มรอไว ั

1 2 .3 0 ละลายอสุรเฟแสิง และปันอสุร

1 3 .0 0 ทฯการดาพาสิเตหอสุรวัวยเ ฮบา?น

1 3 .2 0 -1 4 .2 0 ทฯการบฐสนรในหลอดแวัว

1 5 .2 0 -1 6 .2 0 วัางอสุรสวนเวันออก และว ัายไข ่ไบเส ียงในรฯยา Ham’ s F -1 0

2 3 .2 0 -2 4 .0 0 ตรวจคูใบรรวเคสียส และว ัายไข ่ไบเส ียงในรฯยา Ham’ s F -1 0

fis  p o d o p h y l lo to x in  และ V in b la s t in e  อบ่างละ 0 .0 6

ไมใครกร ัม /มล.

5 8 .0 0 เต?ยมสไลส์

1 0 .0 0 เต?ยม h y p o to n ie  s o lu t i o n  และ f i x a t i v e

1 1 .2 0 -1 2 .2 0 นฯไข ่ไบใสใน h y p o to n ic  s o lu t i o n  และทฯการ f i x  ไข่บน

สไลด

6 ตามความสะดวก นฯสไลส์ไบวัอมสี G iemsa ทฯการตรวจสอบใครใมใซม ปันปัก

รอยูลและสายรูบ
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4 . 1  ส ัตรทค ล อ ง

แฮมสเตอรสีทอง ( M e s o c r ic e tu s  a u ra tu s  W a te rh ou se ) เพสเปีย อายุ 6 -1 2  

สับดาปี รฯนวนครั้งละ 6 ตัว ชั่งนำฟ้อและแร)พัน^มาจากภาครขา!}ววัทยา คณะรทยาศาสต'3

จุฬาลงกร{พมหารทยาลัย และจากหน่วยเสียงสัตรทคลอง รทยาลัยแพทยศาสตรพระมงคุฎเกสัา 

มาแยงานฟ ้องบร ับอากาศของฟ ้องแยงส ัตรทดลอง ไครงการการาด้ใใวเคสียรเทคไนไสฮเสือ  

ส่งเสรมกัจการผสมเปียมไคนมและกระป็อบลัก คณะสัตวแพทยศาสต'เ จุฬาลงกรล่!มหารทยาลัย 

ควบดูมยุณ-หฎรฟ้องบระมาณ 7 0 -7 5  องศาฬาเรนาฟ  และไฟ้ได้ร ับแสงสว่างวันละ 14 ชั่วรมง 

( 0 6 .0 0 - 2 0 .0 0  น . )  ความฝืด 10 ช ั่วไมง (2 0 .0 0 -0 6 .0 0  น . )  ไฟ้กันด้ำและอาหาร

สัตรทคลองสำเรจรูบ (CP 08 2 ) ตลอดเวลา การาฟ้อาหารและใ)วงแสงด้งกสำวจะใ}วยาฟ้ 

หนูาฟ้บรมๆ ณาใ)มาก หลังจากปีทำการกระตันการตกไข่ด ้วยฮอรไมน ส่อนนำมาได้ทำการทดลอง 

จะตรวจวงรอบการ เ ป็นสัดไฟ้แน่นอน

แฮมสเตอรอยู่ไน o r d e r  R o d e n t ia  F a m ily  C r ic e t id a e  แน่งเป็น 3 ชน่ดด้วย 

กัน สือ เรเมฝึเตอรสีทอง ไซปีสแฮมสเตอร (C h in e se  h a m s te r ; C r ic e t u lu s  g r is e u s  

M .E .)  และ ย ูไรเป ียนแฮมสเตอร ( C r ic e tu s  c r i c e t u s  L . ) แฮมสเตอรสีทอง 

เป็นสัตรบระเภทเส ียวกับหนูขาว หนูสีบจักร และหนูตะเภา แฮมสเตอรสีทองฝ็วงรอบการเป็น  

สัด 4 วัน แน่งออกเป็น 4 ระยะ ต ังแสดงไนตาราง 4 .2  การตกไข่จะเก ัดร ้นระหว่าง

2 4 .0 0 - 0 1 .00น. ไนตอนกลางสีน ชั่งจัดเป็นวันปี 1 ของวงรอบการเป็นสัด แฮมสเตอรจะ

Iก ัด h e a t  และจะพบว่าปีบากข่องดลอดปีของแด้งสีขาวเหปียวด้นและปีกสินไนตอนเด้า เมึ๋ฮ 

เอาฝึอกดบรเวณฟ้องไนแส่ละด้างของบากข่องคลอด ไนวันปี 2 อาจจะพบของเหลวสีเหสิอง

ไนวันปี 3 และ 4 อาจพบของเหลวสีเหสืองใร้เสิกด้อย หรออาจไฝ่พบเลย ( M a r t in ,  1983 )  

จำนวน'ไข่ปีตกทง 2 ด ้าง เฉส์ยค'รั้งละบ'ระมาณ 10 ไบ ภายหลังจากการตกไข่บระมาณ  

3 ช ั่วไมง ไข่จะไบอยู่ไนส่วนของ a m p u lla  ของน่อนำไข่ ( S t r a u s s ,  1956)
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ตาราง fi 4 .2  แสดงวงรอบการIป็นสัดของแฮมสเตอ‘รสืทองเพศเมีย

วันร่ของวงรอบ  

การเป็นสัด

ระยะ ใh งเวลา ลักษณะร่พบ

1 o e s t r u s  

m eta  o e s t r u s

เ fh พบเฮ่อยูกร่มีลักษณะเหนียวสิขาว!โน ฝ็ 

กสิน ตัวเมียจะยินยอมผสมพัน^กับตัวกั 

กัาทำ v a g in a l smear จะพบ o v a l  

e p i t h e l i a l  c e l l s

e a r l y  d io e s t r u s บ่าย ยังพบ เ ฮ่อยูกบากมดลูก แตัตัวเ มียจะไม  ั

ยอมผสมหัน^กับตัว! เร ่อทำ v a g in a l  

จะพบ le u c o c y te s  และ o v a l  

e p i t h e l i a l  c e l l s

2 m id d le  d io e s t r u s เ ih บ่วงเแมีอท’า v a g in a l  sm ear จะพบ 

le u c o c y te s  เป็นสํวนาหแ! และ 

squamous e p i t h e l i a l  c e l l s  บาง 

เส์กนีอย

3 la t e  d io e s t r u s เ i h ลักษณะเชลส์ร่พบเหมีอนวันร่ 2

p r o e s t r u s บ่าย จ0านวนของ le u c o c y te s  เ?มลดลง 

ตัว เมียจะ'ฟยอมาพัตัวกัผสมพันธุ4

4 l a t e  d io e s t r u s เบ่า มี le u c o c y te s  เสิกนีอย

p r o e s t r u s

o e s t r u s

บ่าย เป็นระยะบ่อนเยิด h e a t บ่วงลัน  ๆ

ภายานรงไบ่ จะมี m a tu re  

f o l l i c l e s  จำนวนมาก 

ตัวเม ียจะเบ่ด h e a t านตอนกลางสิน 

และมักจะมีการตกไบ่หลัง เร ่ยงส ิน
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4 .1 .1  การผสิตแฮมสเตอร์

นฯพ่อแมีพัน^แฮมสเตอวัมีสมยูรฟ้ ผสมพัน(เครงละ 30 ยู่ ๆพัตัวผู้อผู่วัวมกับตัวเมีย 1 

กับดามี หลังจากนั้นจะแยกเอาตัวรูออก และนฯ!บผสมกับตัวเมียชุดๆหมีตัอ!บ ตัวเมียมีตงพัอง 

จะแยกไบแยงต ัางหาก ตัวเมียมีผสม!มีสืดจะตัดมีง แฮมสเตอวัรูม'พัองบระมาเน 19 วัน มีจะ 

คลอด กอนคลอดบระมาเ! 4 วัน จะรายตัวเมีย!บๆส์ๆนกรงมีไหญ่ เร่อแฮมสเตอวัคลอดสูกแกัว 

ามีควรรรก'วน เร่องจากแฮมสเตอวัชอบมีนลูก เร ่อแยงล ูกครบ 1 เสือน จะ1 # านม และ 

ตัดเพศ ต ัวเม ียจะนฯ!บเสัยงตัอจนสืงอายุ 6 กับคามี 3งนฯ!บทฯการทดลอง และตัดบางส่วน!ว ั 

เป็นแม่พั!ยุ ต ัว§ จะตัด!วัเม ีนพ่อพันยุบางส่วน ร่เหสือจะฆ่ามีง ใดยเฉส์ยจะ!ต ัแฮมสเตอวัเพศ

เมียนระราณ 1 -3  ตัว ตัอแมีพัน^ 1 ตัว

4 .2  การเฅวัยมอสุจิกระบอบลัก

4 .2 .1  การละลาย ( th a w ) อสุจิของกระป็อบลัก๗ แป็ง

อสุจิกระมีอบลักบรรจุอยู่ๆนหลอดพลาสตัคขนาด 0.25 มล. (F re n c h  M in is t r a w )  

มีไฆ ่แดง-ทวัส ( E g g - Y o lk - T r is )  มีมีกสืเชอรอล ( g ly c e r o l )  อยู่ 7% เป็นรฯยาละลาย 

เงแฆ่แป็'ะ!'ว ัๆ'นาน'โตรเจนเหลว มีอุธเหภูมี -1 9 6  องศาเชลเม ียส เวลานฯมาๆรเอามาๆสํๆน 

รฯยู่นยุณนฎมี 37 องศาเซลเม ียส ฮม ีางรวดเว ัว ๗ๆนรายู่นบระมาเน 30 รนามี ๆรกระดาษม ี

สะอาดแดรฯๆ พัแพังแลัวเป็ดตัวยแอลกอฮอสํ 70% มีกครงหฉ่ง ๆรกรรไกรมีคมตัดมีบลายของ 

หลอดรฯแ อ  เอารฯแอๆสํขวดมีสะอาด โดยตัดบลายมีกรางหใโงของหลอดๆพัน้ฯแอ!หลออก

จนหมดหล อด
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4 . 2 . 2  การแยกอส ุ^ออกจาก e g g -y o lk

นฯอสุ^ทไดจากขอ 4 .2 .1  มาใส่ c e n t r i f u g e  tu b e  f งรเชอวัคอล 45% และ 

30% $ แยกเป็นชน ใส่อสุ^ลงบนชนของ 30% เชอวัคอล 1 มล. เบา  ๆ แห้วนฯไชปันฟ้ 500 g 

เป ็นเวลา 10 นาป็ อสุา)จะอยู่ฟ้กันหลอด ฝ็ลักษเนะอัดเป็นftอน (spe rm  p e l l e t )  ส่วน egg  

y o lk  จะแยกอยู่ส่วนบน (ร ูฟ ! 4 .2 )  i f  p i p e t t  pump สูดเอา egg y o lk  ฟ้อยู่บ!เวเพ 

ผิวส่วนบนออก?!งไช ส่อย  ๆ คูดเวัยงลฯดับจากส่วนบนสุดลงมาจน!1!งบ!วแพฟ้ฝ็อสุ^ ส่อจาก?[ให ้

P a s te u r  p i p e t t e  ฟ ้ด ึงจนแกสวมกับส ่อยางให ้ชากดูดส่อยางเฟ ้อสูดเอาสารละลายเชอวั

คอลออกจนหมด ระวังไม ่ให้อสุ^ถ ูกดูดออกมากัวย หลังจากนนนฯอสุฟไกัมาละลายในใโฯยาเพาะ 

แยง BWW (0 .6%  BSA, 0 .5  mM h y p o ta u r in e )  ช!มาตร 5 มล. ฟ้ไห้สฯหรับการคาพา 

f เตทอสุ^ ไน c e n t r i f u g e  tu b e  ใดยค่อย  ๆ ผสมอสุ^อย่างเบา  ๆ แห้วนฯไชปันฟ้ 500 g 

เป ็นเวลา 10 นาfi เฟ ้อห ้างเอาเชอวัคอลออก สูดเอาของเหลวส่วนบนออกไห้หมด จะเหสือ 

อสุ3 อยู่ฟ้กันหลอด (รูชฟ้ 4 .3 )



I l fi 4 .2  แสดงการแยก egg y o lk  ออกจากอสุ?สัวย?ซีการบนแยก

'ไนเบอ-รดอส 45% แสะ 30%
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รูปศ 4 .3  แฝ็คง sperm  p e l l e t  ศftนฬลลด‘ปลงการ{โนนยก 

&วยเปล4คอล 45% และ 30% ศ่ 500 g เป็น 

เวลา 10 นาศ แฝ็ะปีนแยกสิกครงหร่งสัวย BWW 

ศ่ 500 g เป ็นเวลา 10 นาศ
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4 .2 .3  การคาพาชเตทอสุจิกระบือปลักไนหลอดแล้วตัวยเฮปา!น

การคาพาใแ ตทอสุจิกระบือปลัก!นครงนไข้จิสืกระตุ้นตัวย เ ฮบา!น ชั่ง เ คยไข้ไตัผลใน

ใค (H androw  และคณะ,1982 ; P a r is h  และคณะ,1986 ; F u k u i และดณะ,1990 ; Lu 

และคณะ,1987 ) ช ั่งฝ ็จ ิช ีการด ังร ้ นๆอสุจิบืไตัมาละลายไข้;บืดวามเข้มข้น 20 X 106 ต ัว / 

มล. ตัวย BWW ช ั่งเต!ยมไล ้ส ่วงหฟ ้าแล ้ว ( g lu c o s e - f r e e ,  0.6% BSA, 0 .5  mM 

h y p o t a u r in e , 10 mM C a fe in e )  นๆลารแใ)วนลอยอสุจิ (spe rm  s u s p e n s io n )  100

'เม!ครฝ ็ตร เต ัมลง!นฟ ้ๆยาเพาะแยง BWW 100 ไม!ครส ืตร บ ืบ ืเฮปา!นความเข ้มข ้น

ก HA ฯ ทท rn  ก r Of! ! !โไ O 5!08 î /‘ilsโ' '"ไ'? !7ไ ฯ! &s*^çriZ ü u r i ü ü ,  ข บ ,  ZD iibMoJ Zu b«N เท i l l  i w / ม ๙ ,  M i(NM mû ๚ร; kiHw I 4แบ iMniJciKJM ฯม

ความเข้มข้น 10 X 106 ต ัว /ม ล . อ ^ !น  BWW f is เฮบา!นเข ้มข ้น 100 , 50 , 25 , 1 2 .5  

และ 10 ไมไครกร ัม /มล . ตามลๆตับ นๆไปIเยง!นตุ้อบบืฝ ็ 5% ดา!บอนไดสิอกไซส์ 95%

ความ-เน อุณหณูไ 38 องศาเซลเ?เยฝ ี เป ็นเวลา 15 , 3 0 , 45 , 60 นาบื ทงนป!มาaเอฝ็จิบื 

ไข ้ และความเข้มข้นของ เ ฮปา!นร้นอยู่ก ับแผนการทคลอง!นแต่ละครั้ง ชั่งจะตัองดูจากบ!มาณ

ไข่แฮมสเตอ!?เไต ัต ัวย เพอด'วามเหมาะฝีมไนการวางแผนการทดลอง

เฝ็อ เ ฝ ี!จเนขบวนการคาพาf  เ ตทอสุจิกระบือตัวยเ ฮปา!นแล้ว ปรับอสุจิไข้ฝ็ความ

เข้มข้น 2 .5  X 10s ต ัว /ม ล . ด้วย BWW ทึ๋ไข ้สำหรับเตรียมไข่ แล้วดูดสารแขวนลอย

อส ุจ ิ!ส ์ลงไนหยดของฟ ้ๆยาศ ่ฝ ็ไข ่แฮมสเตอ!บ ืเต!ยมไล ้ ตามตารางบื 4 .1

4 . 3 . 4  การเต!ยมไข ่แฮมฝ ีเตอ!ร ่ไม ่บ ืธน !ชนาเพลลเดา

ไข ้จ ิ§การของ Y a n a g im a ch i (1 976 ) เร ่งการตกไข ่แฮมฝ ีเตอ! ไดยการรด

PMSG เขาซ ่องข ้อง ( i n t r a p e r i t o n e a l  i n je c t i o n )  ไนวันบื 1 ของวงรอบการเป็นสัด 

(วันบืพบเร่อมูก) เวลา 8 .0 0 -1 1 .0 0  น. ปีก 56 -58  ช ั่ว!มงต ่อมา สือวัแส่ 3 ของวงรอบ 

การเป็นสัด นด HCG 30 หน่วยฝีากล เข้าช่องข้อง เวลา 1 6 .0 0 -1 9 .0 0  น. 15 -17  ช ั่ว !ม ง  

ต่อมาซ่าแฮมสเตอ!ตัวยจิส ิต ังคอ ( c e r v ic a l  d i s lo c a t io n )  (รูป 4 .4 )  เบ ือแฮมฝีเตอ! 

ตายแล้ว ทๆการฝ่าข้อง (รูปด่ 4 .5 )  เบือเสิบต่อนๆไข่ ( o v id u c t )  ทง 2 ข้าง (รูปf l . 4 .6 }
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■2 —ะL î- i แฝ ึดร^ช?เาแร^เฝ ็เ(ๆฝ ็ย^รส ืร }f i0 ( c e r V ic a l  d i s l o c a t i o n )
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แสลงแฮมสเตอร' เ แอฝ่าffองแรใ'ว เสือแยกเอาม่อน'ๆๆใ!ออกมา
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ร'ฟ 4 .6  ก.

ข .

แสดงการตัดเอาฟ่อนฯไข่ออกจากรังไข่และ{เกมตลูก 

สวนขยายภาพ ก. {ศ ร ! สือ ฟ่อนฯไข่}
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^แฟิ 4 .7  แสดงการแยก cumulus mass ออกจากฟ่อนT lใ) ใด ย'ใ$ 
เสิมเบอ‘เ  27 ๙?คบ'! เวณ ampulla ของฟ่อนๆ ,ๆโ)



รูบfi 4 .8  บน แสดงบfn ffi ampulla ของฟ่อนฯ'ใใ] (ศร!)
(กฯลังขยาย 200 เฟ่า)

ฟ่าง แสดง cumulus mass ฝืไหลออกมาจากบ1รเวณ ampulla 
เฝือก'1 ดลัายเ?ร์มเบอ“3 27 ดู่งจะฝืไใ]อยู่ (กฯลังขยาย
200 เท ่า)
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'ใส่,ใน p e tr id is h  ร่งรหยด'รำยา B W  (0.3% BSA) นำมาส่องต้วยกส์'องจุลทรรศน่แบบ
d is s e c t in g  กฯลังบยาย 15-20 ๗ า ใ#บลายเป็มเบอ? 27 ร่สวมสิดกับ p la s t ic  
syr in ge  1 มล. ก?ดผน้งฟ่อนำไข่ใต้ขาดบ?เวทเร่เป็น ampulla (รูบร่ 4 .7 )  ส่วน 
cumulus masses ร่ฝ็ไข่อยู่ภายในจะไหลออกมาจากฟ่อนำไข่ (รูบร่ 4 .8 )  ใร ,'ปลายเป็ม
เร่ยใต้แยกจากกัน ดูด cumulus masses ใส่แกัวหลุมแฝ็ 0.15% hyaluronidase ใน
BWW (0.3% BSA) เฟิอย่อยสลาย cumulus c e l l s  ใ เ ( Pasteur p ip e t te  ป็สืงจนเสิก 
ขนาดพอเหมาะกับไใ) ดูดไข่ร่ฝ็ 'ไขนาเพลสูข่ดา มาราง'ใน BWW (0.3% BSA) 2 ครง แกัวนำ 
ไข่ไปใส่ในแต้วหลุมร่ฝ็ 0.15% try p sin  ใน BWW (0.3% BSA) เร่อย่อย ไซนาเพลสู#ตา 
ในขั้นตอ^นต้องกังเกตภายใต้กกัองอยู่ตลอดเวลา เร่อ ไชนาเพลสู#ดา ฐกย่อยแกัว ใต้?บต้าย 
ไข่ลงใน BWW (0.3% BSA) กัางไข่ 3 ครง เร ่อก ัางเอา try p sin  ออก ดูดไข่แฮมสเตอ? 
ร่ไต้ไบใส่ใน BWW (0.3% BSA) ตามรูปแบบการหยดรำยาแบบฟ่าง ๆ 6 แบบ ร่งในแฟ่ละ 
แบบ จะมจำนวนไข่และป?มาตรของหยดน้ำยาฟ่าง ๆ กัน ดังรูบ

ทุกข้ันตอนต้องทฯภายใต้ m ineral o i l  ร่ฝ่านการข่าเช้อแส่''ว
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แบบfl 1 fh ยาเพาะเส ืยง บ!มาตรหยดละ 200 ไมไดรฝ็ตรสํอ 15-25 ไอ !อ ไฟ

แบบfl 2 ฟ้า!ยาเพาะเสัยง บ!มาตรหยดละ 100 ไม!ดรสืตร 2 หยด บ!เวรแสิน 
ผ่าดูน!]กลางของจานเพาะแ ยง ไดยไฟ้ 1 หยดผ่อ 15-20 ! อ!อไขต์

แบบfl 3 ฟ้ฯยาเพาะเฝ็ยง บ!มาตรหยดละ 100 ไม!ดรสืตร 4 หยด ! ดย'’ฟ!'
1 หยด๙อ 15-20 ! อ !อไฟ



0 0 0
0 0 0

63

แบบfl 4

แบบfl 5

แบบfl 6

ฟ ้ายาเพาะเส ืยง บ !มาตรหยดละ 25 'เมใครสิตร 6 หยด จัดแยง 
เป็น 2 แถว ๆ ละ 3 หยด ดังรูบ ใดยใฟ้ 1 หยดส่อ 5 ใอใฮไส่

^ 0 0 0 N 0 ๐ 0  ๐ 
, 0 0  O  ,

ฟ้ายาเพาะเสืยง บ!มาตรหยดละ 25 'เมใครสิตร 10 หยดส่อ 
1 จานเพาะแยง ใดยาฟ้ 1 หยดส่อ 5 าอใอ'เขส่

ฟ้ายาเพาะเสัยง บ!มาตรหยดละ 25 'เม ใครสิตร 6 หยด
ส่อ 1 จานเพาะเสืยง จัคแยงตามแนวรศฝ็ ดังเบ ใดยทฟ้ 1 หยด
ส่อ 5 ใอาอไซส่
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เร่อนฯไข่ทส์จานเพาะเสัยงแลัวจะป็ดทับรวย mineral o i l  ทรรวมหยดรำยา
แลัวนฯไ,บเราเข่ม (5% คา‘รบอนได§อกไฟ 95% ความ!!น 38 องศาเซล๗ ยส) เป็น
เวลา 30 นาป็กัอนร่จะผสมกับอสุสิ

4 .3  การบเ)สฟ!ทน'หลอดแกัว

นฯอสุสิผสมกับไข่ไนรฯยาเพาะแยงร่บระกอบรวย Ham’s F-10 เส?มรวย 10% 
f e t a l  c a l f  serum บ?มาตรอสุสิทธผสมเป็นไบตามตารางร่ 4 .3

ต า ร า ง ร ู่4 .3  แสดงบ?มาตรของอสุสิรู่ไข่ผสมกับไข่ทนแส่ละรูบแบบของ
การหยด'รฯยา

รูบแบบรฯยา 
เพาะ1ฝ็ยง

บ?มาตรรฯยา 
เพาะเสืยงส่อหยด 

(ไมใครสิตร)

จฯนวนหยด 
ส่อจาน 

เพาะเสืยง

จฯนวนไข่ 
ส่อหยด

บ?มาตรอสุสิ 
รู่ทรผสม

2 .5 x 1 0 ^ ว/มล. 
(ไมใครสิตร)

ความแรมรน 
สุดรายของ 
อสุสิหลังผสม 

กับไข่ 
ต้ว/มล.

แบบรู่ 1 200 1 15-25 50 0.5x10®
แบบร่ 2 100 2 15-20 25 0.5x10®
แบบรู่ 3 100 4 15-20 25 0.5x10®
แบบfl 4 25 6 5 6.25 0.5x10®
แบบfl 5 25 6 5 6.25 0.5x10®
แบบร่ 6 25 6 5 6.25 0.5x10®
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เร่อนำอสุ?เน้าผสมกับไข่แส่'ว จะไต ัอส ุ?บ ่ความเพน 0 .5  X 106 ตัว/มล.
แส่'วนำไบแยงไนเ[บ่ม เป็นเวลานาน 2 ช่ัวไมง เร่ออสุ?ผสมกับไข่ครบ 2 ช่ัวไมงแตัว นๆ
มาลัางไนหยดน้ำยา Ham’s F-10 (10% fe ta l  c a lf  serum) ชั่งเต?ยมไรัส่วงหน้า
แส่'ว 3  คร้ัง เร่อส่างเอาอสุ?ส่วนเนินออกไบ หลังจากนนนำไข่ไบแยงไนน้ำยาเพาะแยง 
Ham’s F -10 หยดไหบ่ ร่เต?ยมไส่ส่วงหน้าแส่วเข่นกัน ตามรูบแบบน้ำยาเหบ่อนกับตอนแรก 
นำไข่ไชแยงย่อตามรธีเตัมนาน 8 ช่ัวไมง

4 .4  การตรวจดูการปเiสนg ( f e r t i l i z a t io n  check)

หลังจากแยงไข่ครบ 8 ช่ัวไมงแส่ว นำไข่มาส่องดูตัวยกส่องจุลทรรศบ่แบบ phase 
co n tra st กำลังขยาย 400 เบ่า เร่อดูการบฐสนร ไดยลูจาก male pronuclei ช่ังบ่ 
ลักษ ถเะกลมบ่ขอบไสภายไนจะเป็นนิวคสืใอลัส (n u cleo lu s) หลายอัน ฝ็ลักษณะเป็นจุดสีดำฝ็ 
หลายขนาด และอาจจะเป็น second polarbody ของไข่ ฐกขับออกมา

4 .5  การ  เ ต?ยมไข่ เ ร ่อส ิกษาไครไมไชมไนระยะ เ มตา เ พส

เ บ ร ่ย น ไ ข ่แ ฮ ม ส เ ต อ ? ไ ช ไ ส ํไ น  H a m ’ s  F - 1 0  ร ่ฝ ็ . p o d o p h y l l o t o x i n  แ ล ะ

v i n b l a s t i n e  ค ว า ม เ พ น อ ย ่า ง ล ะ  0 . 0 6  ไ ม ไ ค ร ก ร ัม  ย ่อ  ม ล .  ช ั่ง ส า ร ท ั้ง ส อ ง ต ัว เ จ ะ

อ ับ อ ัง ไ ม ่ไ น ้เ น ิด  t u b e r l i n  p o l y m e r i z a t i o n  ข ่ง จ ำ เ ป ็น  ส ำ ห ร ับ ก า ร ส ร ัา ง  s p i n d l e

f i b e r  ไ น ร ะ ย ะ บ ่ไ ข ่จ ะ แ บ ่ง ต ัว ไ น ร ะ ย ะ  f i r s t  c l e a v a g e  ป ็ด ท ับ ่ต ัว ย  m i n e r a l  o i l  แ ส ่ว  

น ๆ ไ ช แย ง ย ่อ ส ีก  1 2  ช ั่ว ไ ม ง  ไ ข ่ร ่อ ^ ไ น ร ะ ย ะ เ ม ต า เ บ ส จ ะ ไ ม ่เ ป ็น ไ ช ร น ิว ค ส ืไ อ ใ น ไ ซ ไ ต พ ล า ส ข ่ม

4 . 6  ก า ร เ ต ? ย ม ไ ค ร ไ ม ไ ช ม ุบ น ส ไ ล ย ่

ไ  i f  เ ท ค น ิค  g r a d u a l  f i x a t i o n  a i r  d r y i n g  เ พ ีอ เ ต ? ย ม ไ ด ร ไ ม ใ ซ ม บ น ส ไ ล ส ์

ต า ม ว ิธ ีข อ ง  M a r t i n  ( 1 9 8 3 )  แ ล ะ  T a t e n o  แ ล ะ  M i k a n o  ( 1 9 8 7 )  ช ั่ง บ ่ร า ย ล ะ เ ธ ีย ค ต ัง  

บ ่ ส ือ  เ ร ่อ เ ส ? จ เ น ก า ร แ ย ง ไ ข ่แ ล ัว  ด ูด ไ ข ่บ ร ะ ม า อ เ  1 5  ไ บ  ไ ส ํล ง ไ น แ ก ัว ห ล ุม ร ่ฝ ็
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h y p o to n ic  s o l u t i o n  (1% t r i  sod ium  c i t r a t e )  ฟ้อุฝืณภูฝ็พองนาน 3 -6  นาtî 
เข !)าIlfทหล ุมเบา ๆ เฟ ้อ{เองกัน'ไข่เกาะดัดกัน ดูดๆ ,ร} 3 -5  'ใบ ลงไนหยดของ h y p o to n ic  

s o l u t i o n  ดู่งฝ ็เพนฝาสูน!}กลางแระมาร} 2 รลส ิเมตร ร ่อผ ู่กลางสไลส ์ ได ยร่ดัานสำง
ของฝีไลi h พดันสอเแยนแพวทฯเค?องหมายเป ็นวงกลมเส ิก ๆ ไพ เฟ้อความสะดวก'ใน
การตรวจหาใครไมไซมดัวยกพองจ ุลทรร๗  ดูดพฯยา f i x a t i v e  ( 3 : 1 ,  95% e t h a n o l  ะ
g l a c i a l  a c e t i c  a c id )  20 ไมใครส ืตร หยดลงบนไข่ไนขรเะfi h y p o to n ie  s o l u t io n  

ฟ้อฝูบนรทสส์I?มจะแพง (พา h y p o to n ie  s o l u t i o n  เหสีออยู่มาก ไข ่อาจจะแตกไft)
ไดยหยดสูงจากสไลส์ 1 เขนส ิเมตร สํอนร่ f i x a t i v e  จะแพง หยด f i x a t i v e  ลงไบ
ไหฝ'จนครบ 4 หยด เร ่อครบ 4 หยดแพนป่าลมลงบนฝีไลส์เบา ๆ เฟ้อไพไข่แพงและ
กระจายออกจากก ัน  หลังจากนั้นจะนๆไบพอมสี G iem sa แบบ c o n v e n t io n a l  เฟ้อรกข'า 

ไครใมใซมฝอไบ ไดยนๆมาดูดัวยกพองจุลทรรศใ} กฯลังขยาย 1 ,0 0 0  เป ่า สำยรูช
ใครไมไชมร่พบ

4 .7  การพอมสีไครุไมไซม

ไพเทครคการรอมสีแบบ c o n v e n t io n a l  ห?อ s o l i d  s t a i n  (ดัดแบลงจาก 
P a t i l  และคถ}ะ, 1971) พ่งฝ็ร âการ สือ

1. เต?ยมสี 20% Giemsa ไน phosphate buffer
2. พอมสไลส์ดัวยสี Giemsa นาน 15 นาฟ้ แพวพางสีออกดัวยพๆบระชา
3 . ล่งสไลส์ไพแพงร่สุถเหภูรพอง

4 .8  การตรวจฝีอบใครไมไซม

ตรวจสอบใครไมไซมของร่พอมแพว ภายไดักพองจุลแรรศใเซรด 2 ตา กๆลังขยาย 
10 X 10 และ 10 X 100 เสือกดูใครไมไซมในระยะเมตาเฟสร่สืร่สุดแพวสำยภาพ
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4 .9  การทฯความสะอาดเค?องมือเค?องา#

เค?องมือเค?องา#ต่าง ๆ เมือา#เส?จแลัว ควรลัาง#วย#ำประปา 2 ครง เพ่ือๆ ,ฟ้ 
า#คราบสกปรกและสารเคมืต่าง ๆ แ#งสืดสิงของเหสำร้ จะทำ'ใ#สิ',างออกยาก หลังจากน้ันนฯ 
มา๗ านสารละลาย 7X 5% าน#ำกรองขจัดรออน ต่อนลัางควร๗ สิงของเหสำ!h#าน#ำยา 
1 วัน เมือลัาง#ฯยาเส?จแลัว าน้ลาัง#วย#ำกรองขจัดรออนรก 6 ดรง และครงสุด#าย
สิ'าง#วย#ำกลั่น 3 คร้ัง รก 2 คร้ัง ลัางเส?จแลัวนำไปค?ำา#แ#งานบ?เวฬ่ไต่มืฝ่นละออง

การทำไหเค?องมือเค?องา#ปลอดเจอ สำหรับเค?องแกว นำไปอบพวยความรัอน
แ#'งาน#อบร่มือุเ)เหฎมื 180 องศาเซลเชยสนาน 30 นา# ต่อนอบา#อลูมืเ#ยม,พอยลต่อห?อ 
รดปากภาชนะเสียต่อน สำหรับพวกพลาสต่ค นำไปอบ#วยความรัอนร้น ไ#แต่การอบานห#อร่ง 
ความดันไอ#ำ#มือุเนหภูมื 121 องศาเชลเชยส นาน 40 นา# น้ำ#ไสํในห#อ#อง เรนน้ำกล่ัน 
เร่อ#องานการปนเมือนของสารต่าง ๆ ร่อ^าน#ำ ต่อนอบา#กระดาษห?อชองกระดาษต่อา#มืด#ด
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