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สารหลั่งจากถุงไข่สุกรสุขภาพดีขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 

มิลลิเมตร) และขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) ถูกเก็บตัวอย่างมาแบบปลอดเช้ือ สารหลั่งจากถุงไข่ทั้ง 3 ขนาด 
ถูกน ามาศึกษาผลของการเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรระยะ  luteal และเซลล์แกรนูโลซาสุกรจากถุงไข่ขนาดกลางน ามา
เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% Heat-treated fetal bovine serum (HTFBS), 2.2 mg/mL NaHCO3, 0.25 
mM pyruvate, and 50 µg/mL gentamycin sulfate ที่ความชื้นสูง เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซลเซียส นาน 48  ชั่วโมง ก่อนน ามาศึกษา โดยทดสอบเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ในอาหารเพาะเล้ียงที่ไม่เสริม HTFBS แต่เสริมสาร
หลั่งจากถุงไข่ 3 ขนาด ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง
นาน 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหารเพาะเล้ียงเสริมด้วย  10% HTFBS) ตรวจสอบการมีชีวิต
ของเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ด้วยวิธี MTT assay วิเคราะห์ผลด้วย one-way ANOVA นอกจากนี้เซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาถูก
น ามาศึกษาสัณฐานวิทยาเมื่อเพาะเลี้ยงทั้งแบบระยะสั้นและระยะยาวในอาหารที่ไม่เสริมสารหลั่งจากถุงไข่สุกร ผลการศึกษาการ
เพาะเลี้ยงระยะสั้นพบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแยกได้เป็น 2 ชนิดคือเซลล์ทรงกระบอกมีซีเลียด้านบน (columnar ciliated cells) 
และเซลล์ทรงกลมไม่มีซีเลีย (non-ciliated cells) โดยเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ได้เปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นแบบหัวแหลมท้ายแหลมและยึดเกาะ
พื้นผิว (ประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 96 ชั่วโมง) เมื่อเพาะเลี้ยงแบบระยะยาวพบเซลล์รูปร่างหลายเหลี่ยม 
(epithelial-like morphology) 70 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์รูปร่างเรียวหัวแหลมท้ายแหลม (fibroblast-like morphology) 30 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเล้ียงยาวนาน 6 สัปดาห์ ในขณะเดียวกันที่เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรนาน 48 ชั่วโมง พบความหนาแน่น
ของประชากรเซลล์ยึดเกาะพื้นผิว 70-80 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรแบบระยะยาวพบเซลล์มีสัณฐานวิทยาแบบ
รูปร่างเรียว หัวแหลมท้ายแหลมยึดเกาะกับพื้นผิว (fibroblast-like morphology) 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 5 สัปดาห์ 
แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะนี้สามารถเจริญได้ดีและสามารถพัฒนาเป็นเซลล์ไลน์ซ่ึงจะมีประโยชน์ต่อการศึกษาทาง
เทคโนโลยีชีวภาพต่อไปในอนาคต ผลการศึกษาของ MTT assay พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรมีค่า
เพิ่มขึ้นเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ทั้ง 3 ขนาด ในกลุ่มทดสอบที่ทุกความเข้มข้นมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาสูงกว่ากลุ่มควบคุม
อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวกแต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เป็นที่น่าสังเกตว่าที่ความเข้มข้น
โปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ และที่ความเข้มข้นโปรตีน  600 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงที่สุดซ่ึงสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวกแต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติและสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เซลล์ในกลุ่มทดสอบมีการยืดตัวมากกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวก เปอร์เซ็นต์การเจริญ
พัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กให้ผลต่ ากวา่กลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกในทุกความ
เข้มข้น เมื่อทดสอบสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางต่อเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรพบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน  500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงเปอร์เซ็นต์การ
เจริญพัฒนาของเซลล์สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ที่ความ
เข้มข้นนี้พบเซลล์แกรนูโลซามีการยืดยาวมากกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกเป็น  2 เท่า ประมาณ 50-60 เปอร์เซ็นต์ จาก
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารหลั่ง
จากถุงไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถใช้เป็นสารส่งเสริมการเจริญและพัฒนาของเซลล์แทน
การใช้ซีรั่มในอาหารเพาะเลี้ยงได้ ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานทางเซลล์เทคโนโลยีได้ 
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MISS CHANIKARN SRINARK : IN VITRO EFFECT OF PORCINE FOLLICULAR FLUID 
SECRETION ON PRIMARY CELL CULTURE  THESIS ADVISOR :  ASSOCIATE PROFESSOR 
MAYUVA AREEKIJSEREE, PH.D. 

The secreted porcine follicular fluid (pFF) of healthy small size follicles (1-3 mm in diameter), medium size 
follicles (4-6 mm in diameter)  and large size follicles (7-8 mm in diameter)  were collected using sterile technique.  The 
secretion from 3 follicle sizes were study on the effect on primary in vitro cell culture of porcine oviductal epithelial cells 
(pOEC) and porcine granulosa cells (pGC) growth. Porcine oviductal epithelial cells of luteal phase and pGC of medium size 
follicle were in vitro cultured in M199 supplemented with 10%  heat-treated fetal bovine serum (HTFBS) , 2.2 mg/ mL 
NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, and 50 µg/mL gentamycin sulfate, in 95% air atmosphere with 5% CO2 at 37°C for 48 h before 
the testing. Two cell types were study on cell growth and viability at the concentration of pFF at 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500, 
and 600 µg/mL proteins in the culture medium for 24 h compared with control group and positive control (culture medium 
supplement with 10% HTFBS) by using MTT assay and analyzed by using one-way ANOVA. Moreover, pOEC and pGC were 
also studied on morphological characteristic on short-term and long-term culture without pFF treatment.  The results of 
short-term study revealed that, pOEC composts of 2 cell types.  They are non-ciliated round shape cells and columnar 
ciliated epithelial cells. Two cell types were changing their form to fibroblast cells and attach to the culture plate (at 70-80 
percent after 96 h of culture time) . On long-term study, pOEC showed 70 percentage of healthy morphology on regular 
dimension (epithelial-like morphology) and contained 30 percentage of an elongated shape (fibroblast-like morphology) at 6 
weeks of culture time. Meanwhile, 100 percentage of pGC showed healthy morphology and changed their morphology from 
round shape to fibroblast-like morphology at 5 weeks of culture time. This means, pOEC and pGC were cultured well in this 
condition and can derived into cell line which could be useful in the future for biotechnology research works. Results of 
MTT assay reviewed that percentage of viability of pOEC was increasing when treated with pFF from 3 follicle sizes groups. 
The treated cells at all protein concentrations were significantly higher than control group (p<0.05) but not to the positive 
control groups. Interestingly, protein of small and large size follicle at 500 µg/mL, and protein of medium size follicle at 600 
µg/ mL, showed the highest percentage of cell viability which is higher than the positive control and it is significantly 
different form control group (P<0.05). All cells in treatment groups showed expanded cells more than control and positive 
control groups.  Viability in percentage of pGC treated with pFF at every protein concentration of small size follicle was 
decreased to lower than the level of the positive groups (culture medium with 10%  HTFBS+ hormone) . Viability of pGC 
treated with pFF from medium size follicle at 200 µg/ mL proteins and treated with pFF from large size follicle at 
concentration of 500 µg/mL proteins were reached the highest cell viability which was higher than the positive control and 
it is significantly different from the control group (P<0.05).  At this concentration, pGC was twice elongated and expanded 
more than the control group and positive control around 50-60 percent. This report implies that pFF of medium size follicle 
at 200 and 600 µg/mL proteins and large size follicle at 500 µg/mL proteins could be used as a supplement in culture 
medium to replace FBS for cell growth promotion and development. It could be applied in cell biotechnology researches. 
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วิทยานิพนธ์ เรื่อง ผลของสารหลั่ งจากถุงไข่สุกรต่อเซลล์ เพาะเลี้ ยงแบบปฐมภูมิ ใน
ห้องปฏิบัติการ ส าเร็จได้เพราะได้รับความกรุณาจากรองศาสตราจารย์ ดร. มยุวา ยงทรัพย์อนันต์ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ให้ค าปรึกษา ค าแนะน าและแนวทางการแก้ไขปัญหาที่ดีอันเป็น
ประโยชน์ต่อการวิจัยครั้งนี้ ขอบขอบคุณรองศาสตราจารย์ ดร. กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธุ์ ที่ให้ค าแนะน า
และแนวคิดที่ดีในการศึกษาวิจัย รองศาสตราจารย์ ดร. บุษบา ปันยารชุน และผู้ช่วยศาสตราจารย์กุล
นาถ อบสุวรรณ ที่กรุณามาเป็นกรรมการตรวจสอบวิทยานิพนธ์ รวมทั้งให้ค าแนะน าในครั้งนี้ คุณนงนุช 
ก าลังแพทย์ ที่ได้ให้ค าแนะน าและความช่วยเหลือในการท าปฏิบัติการตลอดการศึกษา 

ขอขอบคุณโรงฆ่าสัตว์นงนุช จังหวัดนครปฐม ที่ให้ความอนุเคราะห์ในการเก็บตัวอย่างเพ่ือ
การศึกษา 

ขอบคุณเพ่ือนๆ รุ่นพ่ีและรุ่นน้องทุกคนที่คอยให้ก าลังใจ ความเป็นกันเองและความอบอุ่น
ตลอดการศึกษา อีกทั้งยังให้ความช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่างเพ่ือให้สามารถด าเนินงานวิจัยได้อย่าง
ลุล่วงตลอดมา 

ขอขอบคุณทุกคนในครอบครัวที่ให้ก าลังใจ ให้ค าแนะน าดีๆ และเป็นแรงผลักดันที่ดีเสมอมา 
สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณมารดาเป็นอย่างยิ่งที่ให้การสนับสนุนในทุกๆ ด้าน และยังเป็นทั้งที่

ปรึกษาและก าลังใจส าคัญตลอดมา ขอบพระคุณบิดาที่ได้แสดงถึงความภาคภูมิใจในตัวข้าพเจ้าเสมอมา 
ขอให้ท่านหมดกังวลและหลับให้สบายค่ะ 
ประโยชน์และความรู้ที่ได้จากการศึกษาวิจัยครั้งนี้ย่อมเป็นผลมาจจากความกรุณาของท่าน

ดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยขอขอบพระคุณทุกท่านเป็นอย่างสูง 
  
  

ชนิกานต์  ศรีนาค 
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ยื่นออกมาอยู่ติดกับส่วน infundibulum ........................................................................................ 19 

ภาพที่ 4 การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่และถุงไข่ของสุกรเพศเมียในช่วงระยะการเป็นสัด เริ่มจากถุงไข่
ขนาดเล็กที่มีเซลล์ไข่ระยะ primordial oocyte หรือระยะ primary oocyte จากนั้นเจริญพัฒนา
ต่อไปจนกระทั่งเกิดการตกไข่ โดยภายหลังการตกไข่เกิดเป็น corpus luteal ซึ่งเป็นสะเก็ดสีขาวอยู่
ภายในรังไข่ โดยระยะการเป็นสัดของสุกรอยู่ที่ประมาณ 21 วัน ...................................................... 20 
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แบ่งตัวแบบไมโตซิส ในสุกรเพศเมียก่อนวัยเจริญพันธุ์จะพบเซลล์ไข่ในระยะ primary oocyte 
จากนั้นเซลล์ไข่จะมีการเจริญพัฒนาไปพร้อมๆ กับถุงไข่จนกระทั่งถึงวัยเจริญพันธุ์ (puberty) ต่อมา
เซลล์ไข่เกิดการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในช่วงการตกไข่ จะได้เป็นเซลล์ไข่ระยะ secondary oocyte 
และ first polar body ภายหลังเซลล์ไข่ได้รับการผสมกับอสุจิ จะเกิดการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสครั้ง
ที่ 2 เกิดการผลัก secondary polar body ออกและเซลล์ไข่ที่ได้รับการปฏิสนธิจะมีการเจริญพัฒนา
ต่อไปเป็นตัวอ่อน ............................................................................................................................. 21 

ภาพที่ 6 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรสามารถแบ่ง
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ยังกระตุ้นการเกิดกระบวนการ capacitation และ acrosome reaction ของเซลล์อสุจิ ............... 23 

ภาพที่ 7 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงเซลล์แกรนูโลซาไม่พบซิเลียที่ผิว
นอกของเซลล์ โดยเซลล์แกรนูโลซามีลักษณะเป็นเซลล์รูปร่างทรงกลมพบอยู่โดยรอบของถุงไข่ ....... 26 
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ภาพที่ 8 แสดงการทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (ก.) ขนาดกลาง (ข.) และขนาด
ใหญ่ (ค.) ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงแบบ
หลุม 96 หลุม ในแถวที่ 1 และแถวที่ 12 คือหลุม blank แถวที่ 2 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรในกลุ่มควบคุม แถวที่  3 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่  2 
ไมโครกรัม แถวที่ 4 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 4 ไมโครกรัม แถวที่ 5 คือ
ความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 20 ไมโครกรัม แถวที่ 6 คือความเข้มข้นโปรตีนจาก
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 40 ไมโครกรัม แถวที่ 7 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 
200 ไมโครกรัม แถวที่ 8 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 400 ไมโครกรัม แถวที่ 9 
คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 500 ไมโครกรัม แถวที่ 10 คือความเข้มข้นโปรตีน
จากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 600 ไมโครกรัม และแถวที่ 11 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจาก
ถุงไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก ...................................................................................................... 47 

ภาพที่ 9 แสดงท่อน าไข่สุกรที่ได้จากการเก็บตัวอย่างจากโรงฆ่าสัตว์ ท่อน าไข่สุกรมีลักษณะเป็นท่อ
ยาวสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วน ได้แก่ 1. อิสมัท (isthmus)  2. แอมพูลา (ampulla) 3. ฟิมเบรีย 
(fimbriae) 4. อินฟันดิบูลัม (infundibulum) ................................................................................. 51 

ภาพที่ 10 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเพาะเลี้ยงในอาหาร
เพาะเลี้ยง ก. พบเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลีย (cc) เคลื่อนที่ในอาหารเพาะเลี้ยงได้และเซลล์รูปร่าง
กลมไม่มีซีเลีย (nc) พบเป็นเซลล์เดี่ยวและกลุ่ม เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. พบเซลล์รูป
ทรงกระบอกท่ีมีซีเลียสามารถเคลื่อนที่ได้และเซลล์รูปร่างกลมไม่มีซีเลีย พบทั้งเซลล์เดี่ยวและกลุ่มเม่ือ
เพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง ค. พบเซลล์บางส่วนเริ่มยึดเกาะกับพ้ืนผิวของจานเพาะเลี้ยง (ในบริเวณ
วงกลม) และกลุ่มเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลียสามารถเคลื่อนที่ในอาหารเพาะเลี้ยงได้ เมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 72 ชั่วโมง ง. เซลล์ยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงเพ่ิมมากข้ึนประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ แสดง
รูปร่าง 2 แบบคือ รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) และเซลล์ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยม (ep) เมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 96 ชั่วโมง (แสดงภาพที่ก าลังขยาย 200 เท่า) .......................................................... 53 

ภาพที่ 11 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเพาะเลี้ยงแบบระยะยาว 
พบเซลล์ 2 ลักษณะคือ รูปร่างหลายเหลี่ยม (ep) และรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) ก. และ ข. พบ
เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และพบเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลาย
เหลี่ยมประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห์ ค. และ ง. เซลล์มีรูปร่างแหลม
หัวแหลมท้ายประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 40 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห์ จ. และ ฉ. เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 50 
เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 
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3 สัปดาห์ ช. และ ซ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ ฌ. และ ญ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 5 
สัปดาห์ ฎ. และ ฏ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 6 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 
30 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ โดยเซลล์
รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมจะสานกันเป็นกลุ่มล้อมอยู่โดยรอบและพบเซลล์รูปร่างหลายเหลี่ยมอยู่ตรง
กลาง (ภาพ ก. ค. จ. ช. ฌ. และ ฎ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 100 เท่า และภาพ ข. ง. ฉ. ซ. ญ. และ 
ฏ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 200 เท่า) ............................................................................................... 56 

ภาพที่ 12 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหารเสริม
ด้วยฮอร์โมน (FSH, LH และ estradiol) ก. เซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและมีแฉกคล้ายดาว 
(แทนด้วย fb) ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. เซลล์การยึดเกาะที่พ้ืนผิว
จานเพาะเลี้ยงประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ โดยมีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและรูปร่างดาวแบบหลาย
แฉกมากข้ึน เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง ...................................................................................... 58 

ภาพที่ 13 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหารไม่
เสริมฮอร์โมน (FSH, LH และ estradiol) ก. เซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมคล้าย
กระสวย (fb) ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์รูปร่างกลมไม่ยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. เซลล์แกรนูโลซาการยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงประมาณ 60 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและมีหลายแฉก และเซลล์รูปร่างกลมไม่ยึดเกาะพ้ืนผิว
ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง ................................................................... 59 

ภาพที่ 14 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเพาะเลี้ยงแบบระยะยาว
มากกว่า 96 ชั่วโมง เซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) 100 เปอร์เซ็นต์ ก. และ ข. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและมีหลายแฉก ค. และ ง. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายเรียวยาวมากขึ้น จ. และ ฉ. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 3 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายมีรูปร่างเรียวและยืดยาวมาก
ขึ้นสานกันเป็นร่างแห ช. และ ซ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลม
ท้ายมีรูปร่างเรียวและยืดยาวมากขึ้นสานกันเป็นร่างแห ฌ. และ ญ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 5 
สัปดาห์ เซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมเรียวยาวคล้ายเส้นใยสานกันเป็นร่ างแหทั่วจานเพาะเลี้ยง 
(ภาพ ก. ค. จ. ช. และ ฌ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 100 เท่า และภาพ ข. ง. ฉ. ซ. และ ญ. แสดงภาพ
ที่ก าลังขยาย 200 เท่า) .................................................................................................................... 62 

ภาพที่ 15 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
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ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุด
เมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (498.173±58.87 เปอร์เซ็นต์) ซึ่ง
แตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวก (400.846±70.17 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) ......................................................................................................................................... 64 

ภาพที่ 16 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า .................... 65 

ภาพที่ 17 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ค่อยๆ 
เพ่ิมสูงขึ้นและมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 600 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (625.351±48.37 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิง
บวก (392.957±21.29 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ...................................................... 66 

ภาพที่ 18 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า ................. 67 

ภาพที่ 19 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ค่อยๆ 
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เพ่ิมสูงขึ้นและพบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (456.363±30.32 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิง
บวก (359.999±20.57 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ...................................................... 68 

ภาพที่ 20 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า................... 69 

ภาพที่ 21 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาด
กลางและผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่ความเข้มข้น
โปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมงต่อการ
เจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 และ 600 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์แตกต่างกับค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสาร
หลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ......................................................................... 70 

ภาพที่ 22 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20 และ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (70.106±2.76 เปอร์เซ็นต์ 
65.344±6.49 เปอร์เซ็นต์ 65.609±3.70 เปอร์เซ็นต์ และ 60.582±6.10 เปอร์เซ็นต์) เปอร์เซ็นต์การ
เจริญ พัฒนาของเซลล์มีค่าต่ ากว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่ มควบคุมเชิ งบวกอย่างมีนั ยส าคัญ 
(229.894±25.35 เปอร์เซ็นต์) (p<0.05) ......................................................................................... 72 

ภาพที่ 23 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
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สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
ก าลังขยาย 200 เท่า ........................................................................................................................ 73 

ภาพที่ 24 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์มีค่าเพ่ิมมากขึ้น ที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (224.268±26.21 เปอร์เซ็นต์) แสดงค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงที่สุดซึ่งแตกต่างกับกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกทางสถิติ (206.159±13.91 
เปอร์เซ็นต์) (p>0.05) ...................................................................................................................... 74 

ภาพที่ 25 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดกลาง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ที่ก าลังขยาย 200 เท่า ..................................................................................................................... 75 

ภาพที่ 26 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์มีค่าเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ และพบค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงสุด
ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (264.224±31.70 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวก (215.970±40.14 เปอร์เซ็นต์) แต่
ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) ........................................................................................... 77 

ภาพที่ 27 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
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(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
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ภาพที่ 28 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางและ
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ของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol พบว่าที่ทุกความ
เข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีค่าการมีชีวิตของเซลล์ต่ ากว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่
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ภาพที่ 29 แสดงรังไข่สุกรที่ได้จากการเก็บตัวอย่างจากโรงฆ่าสัตว์ รังไข่สุกรมีลักษณะคล้ายพวงองุ่น 
ล้อมรอบด้วยถุงไข่ขนาดต่าง ภาพ ก. แสดงถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) และ
ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) และ ภาพ ข. แสดงถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่าน -
ศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) ...................................................................................................... 80 

ภาพที่ 30 แสดงสีของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ ขนาดกลางและขนาดเล็ก (เรียงจากซ้ายไป
ขวา) พบว่าสีของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่มีสีเหลืองจางที่สุด สารหลั่งจากถุง ไข่ขนาดกลางมีสี
เหลืองเข้มมากขึ้น และในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีสีเหลืองเข้มมากที่สุด ................................... 81 

ภาพที่ 31 แสดงแถบของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน 
Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega) โดยในแถวที่ 1 แสดง แถบของ
โปรตีนมาตรฐาน Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega) แถวที่ 2 และ
แถวที่ 3 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) แถว
ที่ 4 และแถวที่ 5 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 
มิลลิเมตร) และในแถวที่ 7 และแถวที่ 8 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ (เส้น
ผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) ............................................................................................... 82 

ภาพที่ 32 แสดงการเกิดสีของสารละลายเมื่อตั้งทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง .............................. 121 
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บทที่ 1  

บทน า 

 

1. ความส าคัญของปัญหาและท่ีมาของโครงการวิจัย  

 สุกรไม่เพียงแต่เป็นสัตว์เลี้ยงเพ่ือการบริโภคเท่านั้น แต่ยังมีประโยชน์ในการเป็นสัตว์ต้นแบบ

เพ่ือใช้ในการศึกษาวิจัยที่เก่ียวข้องทางวิทยาศาสตร์ ทางการแพทย์และทางปศุสัตว์ (Pond & Houpt, 

1978) การใช้สุกรมาเป็นสัตว์ต้นแบบ เนื่องจากสุกรเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่มีความใกล้เคียงกับ

มนุษย์ทั้งทางด้านกายวิภาคศาสตร์ ด้านพันธุศาสตร์และทางด้านสรีรวิทยา เช่น สมอง ระบบ

ไหลเวียนเลือด ระบบการย่อยอาหาร ต่อมไร้ท่อ ผิวหนัง ตับอ่อน และระบบสืบพันธุ์ (Hafez, 1974; 

Swindle, Makin, Herron, Clubb Jr, & Frazier, 2012) รวมถึงสุกรมีการเพาะเลี้ยงทั่วโลก จึง

สามารถเตรียมและจัดหาเพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ได้สะดวก และเนื่องจากสุกรมีการสืบพันธุ์ตลอดทั้งปี

จึงให้ลูกจ านวนมาก (Meurens, Summerfield, Nauwynck, Saif, & Gerdts, 2012) อีกท้ังสามารถ

ใช้ในการศึกษาได้หลายด้านเช่น การศึกษาทางชีวการแพทย์ของโรคต่างๆ การศึกษากลไกการเกิดโรค

จากไวรัส แบคทีเรียและปรสิต การศึกษาการปลูกถ่ายอวัยวะในระดับโปรตีน การศึกษาทางด้านสมอง

และประสาทวิทยา (Bassols et al., 2014) และการศึกษาด้านระบบสืบพันธุ์ เนื่องจากสุกรมีลักษณะ

ของปีกมดลูกแบบ 2 ข้าง ที่เรียกว่า bicornuate uterus เช่นเดียวกับมนุษย์ อีกทั้งโครงสร้างอ่ืนๆ ยัง

มีความคล้ายคลึงกับมนุษย์ ซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นต้นแบบในการทดสอบทางพิษวิทยา หรือการเจริญ

พัฒนาของตัวอ่อน (embryo development) ได้ (Chen, Einspanier, & Schoen, 2013; Lossi, 

D’Angelo, De Girolamo, & Merighi, 2016; Meurens et al., 2012; Swindle et al., 2012)  

 ระบบสืบพันธุ์ของสุกรเพศเมียประกอบด้วยอวัยวะภายนอก ปากช่องคลอด ช่องคลอด ปาก-
มดลูก มดลูกท่อน าไข่และรังไข่ (Hafez, 1974) ซึ่งรังไข่เป็นอวัยวะที่อยู่ภายในช่องท้องของสุกร มี
หน้าที่หลักเกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่และหลั่งฮอร์โมนเพศ มีรูปร่างคล้ายพวงองุ่น เส้น-
ผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยประมาณ 2-3 เซนติเมตร โดยจะพบถุงไข่ยื่นออกมาตามผิวหน้าของรังไข่ (Hafez, 
1974; Serres, 1992) ภายในถุงไข่จะพบของเหลวอยู่ภายใน (follicular fluid) ซึ่งมีส่วนประกอบ
ของโปรตีน ฮอร์โมนและสารส่งเสริมการเจริญพัฒนา (growth factors) ที่สร้างมาจากเซลล์โดยรอบ
ภายในถุงไข่ ซึ่งสารประกอบเหล่านี้ส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ท าให้เกิดการสุกของไข่ (Bianchi et 
al., 2007; Leibfried & First, 1980; Revelli et al., 2009) ท่อน าไข่และรังไข่สุกรเป็นของเหลือทิ้ง
จากโรงฆ่าสัตว์สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการศึกษาทางด้านสรีรวิทยา กายวิภาคศาสตร์และ
ทางด้านเซลล์ (Way, 2006) มีรายงานการศึกษาที่น าเซลล์จากท่อน าไข่สุกรและเซลล์จากรังไข่สุกรมา
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ใช้ประโยชน์เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษา ดังเช่นการศึกษาของ Chen et al. (2013) ที่น าเซลล์บุผิว
ท่อน าไข่สุกรมาใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ (cell model) ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการศึกษาการท างานของ
เซลล์ การสื่อสารกันระหว่างเซลล์ การทดสอบสารพิษ อีกทั้งสามารถน าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงไปพัฒนา
ต่ อ ไป เป็ น เซลล์ ไลน์ ได้  (Miessen, Sharbati, Einspanier, & Schoen, 2011 ; Sanmanee & 
Areekijseree, 2009; Schoen, Bondzio, Topp, & Einspanier, 2008) นอกจากนี้มีรายงานการใช้
เซลล์จากรังไข่สุกรคือเซลล์แกรนูโลซา เพ่ือใช้ในการศึกษาการท างานของเซลล์ การทดสอบเซลล์กับ
สารต่างๆ และสามารถพัฒนาเซลล์แกรนูโลซาที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิไปเป็นเซลล์ไลน์ได้ (Lu et al., 
2017; Sadowska et al., 2015; Tiemann et al., 2009) 

ในปัจจุบันมีผู้สนใจศึกษาสารหลั่งจากถุงไข่สุกรซึ่งมีประโยชน์อย่างมากในการช่วยส่งเสริม
การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ภายในห้องปฏิบัติการ (Agung et al., 2013) ดังเช่นการศึกษาของ 
Algriany, Bevers, Schoevers, Colenbrander, and Dieleman (2004) ท าการเติมสารหลั่งจาก
ถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-8 มิลลิเมตร) ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ พบว่ามีเปอร์เซ็นต์
การสุกของไข่ (In vitro maturation; IVM) 72 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์สูงกว่าการเติมสารหลั่ง
จากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2-4 มิลลิเมตร) คือ 55 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญ 
เช่นเดียวกับผลงานวิจัยของ Ito et al. (2008) ได้เติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 
5-6 มิลลิเมตร) และสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร) ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 36 ชั่วโมง เซลล์ไข่ในจานเพาะเลี้ยงที่เติมสารหลั่งจากถุง-
ไข่ขนาดเล็กมีการเจริญพัฒนา (เกิดการแบ่งตัวแบบไมโอซิสครั้งที่ 2) 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งน้อยกว่า
เปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่คือ 35 เปอร์เซ็นต์ 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จากการศึกษาของ Oberlender et al. (2013) ท าการศึกษาผลของสาร-
หลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก 2-5 มิลลิเมตร และขนาดใหญ่ 6-10 มิลลิเมตร พบว่าการเติมสารหลั่งจากถุง-
ไข่ขนาดใหญ่ในอาหารเพาะเลี้ยงส่งผลให้เกิดการสุกของไข่ 90.0 ± 6.9 เปอร์เซ็นต์ มากกว่าการเติม
สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การสุกของไข่ 76.3 ± 10.7 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญ 
โดยจากรายงานของ Revelli et al. (2009) ได้รายงานถึงส่วนประกอบของสารหลั่งจากถุงไข่ พบว่า
ประกอบไปด้วยฮอร์โมนเพศ (sex steroid hormone) อยู่หลายชนิดซึ่งสามารถส่งเสริมการเจริญ
พัฒนาของเซลล์สืบพันธุ์ได้ดี นอกจากนี้ยังพบสารต้านการเกิดกระบวนการ apoptosis สารกระตุ้น
การเจริญและโปรตีนหลายชนิด จากการศึกษาของ Ducolomb et al. (2013) ได้ท าการวิเคราะห์
สารประกอบโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกรขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-6 มิลลิเมตร โดยแบ่ง
สารหลั่งจากถุงไข่ออกเป็น 5 ส่วน ด้วยวิธีการ Anion chromatography จากนั้นน ามาศึกษาด้วย
วิธีการ SDS-PAGE พบโปรตีนทั้งหมด 31 ชนิด มีมวลโมเลกุลอยู่ระหว่าง 11-100 กิโลดาลตัน (kDa) 
โดยโปรตีนที่พบมากที่สุดคือ immunoglobulin, immunoglobulin fragments, cytokeratin, 
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transferrin, plasminogen precursor และ transthyretin โปรตีนเหล่านี้ถือเป็นโปรตีนส าคัญที่มี
ส่วนกระตุ้นให้เกิดการตกไข่ นอกจากนี้มีผู้ศึกษาโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ โดยวิธี 
SDS-PAGE พบว่าโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 38 กิโลดาลตัน พบเฉพาะสารหลั่งจากจากถุงไข่ขนาดใหญ่ 
ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ และพบว่ามีปริมาณน้อยเมื่อศึกษาสารหลั่งจากถุงไข่
ขนาดกลาง และไม่พบเมื่อศึกษาสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (Marchal, Vigneron, Perreau, Bali-
Papp, & Mermillod, 2002)  
 จากงานวิจัยที่ได้กล่าวในข้างต้นแสดงให้เห็นว่าโปรตีนชนิดต่างๆ และผลของสารหลั่งจากถุง-

ไข่ท่ีสามารถส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ท่ีเพาะเลี้ยงภายในห้องปฏิบัติการ ในการศึกษาครั้งนี้

ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่

เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ เนื่องจากการศึกษาทดลองภายในสิ่งมีชีวิตมีความยากล าบากในการศึกษาท า

ให้ต้องมีการจัดหาเครื่องมือและวิธีการอ่ืนๆ ในการศึกษา เช่นการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิใน

ห้องปฏิบัติการ (Kumar & Mallick, 2016) การเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิภายในห้องปฏิบัติการ 

คือการน าเซลล์ที่ได้จากสิ่งมีชีวิตมาเพาะเลี้ยง สามารถแสดงให้เห็นถึงลักษณะของเซลล์ที่มีความ

คล้ายคลึงกับภายในสิ่งมีชีวิตได้ (In vivo) (Miessen et al., 2011) ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการศึกษา

ทางวิทยาศาสตร์พ้ืนฐานและทางระบบสืบพันธุ์ได้ อีกด้วย อีกทั้ งการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใน

ห้องปฏิบัติการนั้นมีประโยชน์อย่างมากในการช่วยลดการลดการใช้สัตว์ทดลองในการศึกษา (Chen 

et al., 2013)  

การศึกษาในครั้งนี้คาดว่าสารหลั่งจากถุงไข่สุกรจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์

เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิจากระบบสืบพันธุ์เซลล์ให้มีการเจริญเติบโตที่ดีขึ้น เนื่องจากสารหลั่งจากถุงไข่

มีโปรตีนต่างๆ ที่สามารถส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ดังที่ได้กล่าวถึงในข้างต้น ซึ่งประโยชน์จาก

การศึกษาครั้งนี้สามารถทราบถึงความเข้มข้นที่เหมาะสม (optimum concentration) ของสารหลั่ง

จากถุงไข่สุกรที่สามารถส่งเสริมการเจริญของเซลล์ได้ดี ซึ่งในอนาคตสามารถพัฒนาเพ่ือใช้เป็นสาร

เสริมในอาหารเพาะเลี้ยงแทนการใช้ซีรั่ม หรือฮอร์โมนได้อีกด้วย อีกทั้งสามารถน าความรู้ที่ได้ไปใช้

ประโยชน์ในงานด้านการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายในห้องปฏิบัติการเพ่ือสามารถพัฒนาเซลล์ที่เพาะเลี้ยง

แบบปฐมภูมิในระยะยาวไปเป็นเซลล์ไลน์เพ่ือแช่แข็งเก็บรักษาในการศึกษาต่อไปได้ อีกทั้งยังสามารถ

ลดการใช้สัตว์ทดลองลงและถูกต้องตามหลักจริยธรรมอีกด้วย  
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2. วตัถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือเตรียม คัดแยกเซลล์จากระบบสืบพันธุ์ ได้แก่ เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์

แกรนูโลซาสุกรให้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงปฐมภูมิ 

1.2.2 เพ่ือศึกษาโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก กลางและใหญ่ 

1.2.3 ได้ทราบถึงผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ และความเข้มข้นที่เหมาะสมของสาร

หลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยง

แบบเซลล์ปฐมภูมิ 

 

3. สมมติฐานของการวิจัย 

เนื่องจากสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกรมีโปรตีนชนิดต่างๆ ซึ่งส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์

ในระบบสืบพันธุ์ในร่างกายได้ดี จึงคาดว่าสารหลั่งจากถุงไข่น่าจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ใน

ระบบสืบพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ (primary cell culture)  ให้มีการเจริญพัฒนาได้ผลดีเช่นกัน 

 

4. ขอบเขตของการวิจัย 

 ศึกษาผลของโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบของสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกรสายพันธุ์ผสมลาร์จ -

ไวท์ อายุ 6 เดือนขึ้นไป โดยเก็บตัวอย่างโดยเก็บตัวอย่างแบบปลอดเชื้อ โดยเก็บสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) ถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) 

และถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร) แล้วน าสารหลั่งดังกล่าวมาทดสอบพร้อม

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ ต่อเซลล์ในระบบ

สืบพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงแบบเซลล์ปฐมภูมิภายในห้องปฏิบัติการ 

 

5. ข้อตกลงเบื้องต้น 

 ผู้วิจัยได้รับอนุญาตจากเจ้าของโรงช าแหละสุกรในจังหวัดนครปฐม ในการด าเนินการเก็บ

ตัวอย่างอวัยวะสืบพันธุ์ของสุกรคือ ท่อน าไข่และรังไข่สุกร โดยอวัยวะทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นอวัยวะที่ไม่ได้

น าไปใช้ประโยชน์ต่อในทางการค้า ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ด าเนินการเก็บตัวอย่างท่อน าไข่และรังไข่สุกรเพ่ือ

น ามาศึกษาในงานวิจัยนี้ ในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้ใช้ประโยชน์จากซากสุกรเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ 

โดยอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ได้รับเลขที่ใบอนุญาตใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์คือ U1-
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03000-2559 (นางมยุวา อารีกิจเสรี) ณ ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์และเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ 

(เลขทะเบียน 2-0280-0024-4) 

 

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

สามารถทดสอบและยืนยันผลของโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ ที่อาจมีผลในการ

กระตุ้นการเจริญพัฒนาของเซลล์ หรือมีผลในการยับยั้งการเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐม

ภูมิในห้องปฏิบัติการและเพ่ือน าผลการศึกษาที่ ได้ไปประยุกต์ใช้ประโยชน์กับงานวิจัยด้าน

เทคโนโลยีชีวภาพต่อไป 
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

 สุกรเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่มีลักษณะทางกายวิภาคศาสตร์ ใกล้เคียงกับมนุษย์ พบการ

กระจายพันธุ์ได้ทั่วโลก (Meurens et al., 2012) 

อนุกรรมวิธานของสุกร 

Kingdom: Animalia 

 Phylum: Chordata 

  Class: Mammalia 

   Order: Artiodactyla 

    Family: Suidae (Lossi et al., 2016) 

 

สุกรเป็นสัตว์ที่นิยมเลี้ยงเพ่ือการบริโภคที่ได้รับความนิยมมากที่สุดชนิดหนึ่ง การท าปศุสัตว์

หรือการเพาะเลี้ยงสุกรนั้นไม่เพียงเพ่ือตอบสนองต่อความต้องการของตลาดเท่านั้น ยังมีประโยชน์ใน

การใช้เป็นสัตว์ต้นแบบเพ่ือการท าวิจัยที่เกี่ยวข้องกับทางการแพทย์และปศุสัตว์ (Pond & Houpt, 

1978) ในปัจจุบันสุกรถือเป็นสัตว์ต้นแบบที่นิยมใช้ส าหรับการศึกษาวิจัยมากกว่าสุนัขและวานร 

เพราะการเลือกสัตว์เพ่ือน ามาใช้เป็นสัตว์ต้นแบบในการศึกษาวิจัยนั้นต้องค านึงถึงการน ามาใช้ใน

การศึกษาได้หลายด้าน สะดวกต่อการเตรียมและจัดหา ประกอบกับสุกรมีการกระจายพันธุ์อยู่ทั่วโลก 

มีการสืบพันธุ์ตลอดทั้งปี อีกทั้งยังให้ลูกดก จึงสามารถจัดหามาใช้ในการศึกษาได้ง่าย (Kobayashi, 

Hishikawa, Teratani, & Lefor, 2012; Swindle et al., 2012) นอกจากนี้สุกรเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

น้ านมที่มีความใกล้เคียงกับมนุษย์ทั้งทางด้านกายวิภาคศาสตร์ ด้านสรีรวิทยาและในด้านพันธุศาสตร์ 

เนื่องจากสุกรมีขนาดของโครโมโซมที่ใกล้เคียงกับมนุษย์ (Bassols et al., 2014; Ducolomb et al., 

2013) ซึ่งสามารถใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาได้หลายด้าน ทั้งการศึกษาด้านชีวการแพทย์ของโรค

ต่างๆ เช่นการศึกษาเกี่ยวกับโรคเบาหวาน การศึกษาด้านพันธุศาสตร์ที่ท าให้เกิดโรคอ้วน ด้านระบบ

การท างานของหัวใจ ระบบการไหลเวียนโลหิต เนื่องจากลักษณะทางกายวิภาคศาสตร์ของเส้นเลือด-

โคโรนารี (coronary) ของสุกร สามารถใช้เพ่ือศึกษาโรคทางระบบไหลเวียนโลหิตหรือโรคหัวใจ อีกท้ัง

ยังใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาการเกิดโรคจากไวรัส แบคทีเรียและปรสิต เนื่องจากมีการตอบสนองต่อ

โรคเช่นเดียวกับมนุษย์ ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างมากในการศึกษาขั้นตอนในการก่อโรค อีกประการหนึ่ง
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สมองของสุกรมีความคล้ายคลึงกับมนุษย์มากกว่าสัตว์ฟันแทะ ทั้งการท างาน การจัดเรียงตัวของเส้น

ใยไมอีลิน (myelination composition) น้ าหนัก ปริมาตรและการเจริญพัฒนาของสมอง จึงใช้สุกร

เป็นต้นแบบเพ่ือการศึกษาทางด้านสมองและประสาทวิทยา (Bassols et al., 2014; Lossi et al., 

2016 ; Meurens et al., 2012 ; Sauleau, Lapouble, Val-Laillet, & Malbert, 2009) รวมถึง

ระบบสืบพันธุ์ของสุกรมีการจัดเรียงตัวและการกระจายตัวของรก มีปีกมดลูก 2 ข้าง หรือเรียกว่า 

bicornuate uterus คล้ายกับในมนุษย์ ซึ่งสามารถใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาด้านระบบสืบพันธุ์ 

การเจริญพัฒนาของตัวอ่อน (embryo development) และเป็นต้นแบบในการทดสอบทางพิษวิทยา 

ในปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์จึงสนใจที่จะศึกษาปฏิกิริยาในระดับโมเลกุลของท่อน าไข่สุกร ซึ่งเป็น

ประโยชน์อย่างมากในการศึกษาด้านระบบสืบพันธุ์ (Chen et al., 2013; Ducolomb et al., 2013; 

Miessen et al. , 2 0 1 1 ; Santos, Schoevers, & Roelen, 2 0 1 4 ; Swindle et al. , 2 0 1 2 ) 

เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ที่ผู้ทดลองสนใจที่จะศึกษาเซลล์ของสุกรใช้เป็นสัตว์ต้นแบบใน

การศึกษาการเจริญและพัฒนาของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ในห้องปฏิบัติการ (in vitro) โดยเก็บซากสด

ของท่อน าไข่และรังไข่สุกร จากโรงฆ่าสัตว์ ใน จังหวัดนครปฐม ซึ่งอวัยวะสืบพันธุ์ของสุกรทั้ง 2 ชนิดนี้

เป็นอวัยวะที่ไม่ได้น าไปใช้ประโยชน์ในทางการค้า ซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากโรงฆ่าสัตว์ที่สามารถ

น ามาใช้ประโยชน์ในด้านการวิจัยทางเซลล์เทคโนโลยีได้เป็นอย่างดี 

 

1. ระบบสืบพันธุ์ของสุกรเพศเมีย 

ระบบสืบพันธุ์ของสุกรเพศเมียประกอบไปด้วยอวัยวะภายนอก ปากช่องคลอด ช่องคลอด 

ปากมดลูก มดลูก ท่อน าไข่ และรังไข่ (Hafez, 1974; Patten, 1959) (ภาพท่ี 1) 



  17 

 

ภาพที่ 1 ระบบสืบพันธุ์ของสุกรเพศเมียทั้งอวัยวะสืบพันธุ์ภายนอก (ประกอบด้วยแคม เม็ดละมุนและ
ปากช่องคลอด) และอวัยวะสืบพันธุ์ภายใน (ประกอบด้วยช่องคลอด มดลูก ท่อน าไข่และรังไข่) 
ที่มา: Campbell, Kenealy, and Campbell (2003) 

 

 อวัยวะภายนอก (external genitalia) ประกอบด้วยแคม (labia) เม็ดละมุน (clitoris) และ

ปากช่องคลอด (vulva) ซึ่งเป็นส่วนปลายของอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย มีความยาวประมาณ 3 นิ้ว ซึ่งมี

การท างานมากในช่วงเป็นสัด (Hafez, 1974; Serres, 1992) 

 ช่องคลอด (vagina) เป็นอวัยวะส าคัญที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการสืบพันธุ์ อยู่ถัดจากคอมดลูก

มาเปิดที่ปากช่องคลอด ความยาวประมาณ 8-10 เซนติเมตร 

 มดลูก (uterus) แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ ปีกมดลูก (uterine horn) และส่วนของคอมดลูก 

(cervix) มดลูกของสุกรมีรูปร่างเป็นรูปหัวใจ มีปีกมดลูก 2 ข้าง หรือเรียกว่า bicornuate uterus 

มดลูกมีขนาดยาวประมาณ 35-50 เซนติเมตร และอาจยาวถึง 140 เซนติเมตร ในแม่สุกรที่ผ่านการ

ให้ลูกมาแล้วหลายคอก มดลูกมีหน้าที่ส าคัญหลายอย่าง สารที่คัดหลั่งจากมดลูกมีหน้าที่ ใน

กระบวนการเกิด capacitation ของเซลล์อสุจิ อีกท้ังยังมีส่วนช่วยในการฝังตัวและพัฒนาของตัวอ่อน 

ภายหลังจากการฝังตัว ตัวอ่อนจะได้รับสารอาหารและเลือดมาหล่อเลี้ยงจากจากผนังชั้นในของมดลูก 
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(endometrium) การหดตัวของกล้ามเนื้อมดลูกส่งผลต่อการขนส่งเซลล์อสุจิ และท าให้เกิดการคลอด

ลูกอีกด้วย (Hafez, 1974) 

ท่อน าไข่ (oviduct) มีความยาวประมาณ 10 นิ้ว เริ่มจากตอนปลายของปีกมดลูกไปจนสุด

ใกล้กับรังไข่ ท่อน าไข่มีหน้าที่ส าคัญในกระบวนการปฏิสนธิ โดยการขนส่งไขแ่ละอสุจิในทิศทางตรงกัน

ข้ามซึ่งส่งเสริมให้เกิดกระบวนการปฏิสนธิเกิดขึ้น อีกทั้งเมื่อไข่และอสุจิได้รับการปฏิสนธิแล้วเจริญ

พัฒนาเป็นระยะตัวอ่อนนั้นจะอยู่ภายในท่อน าไข่ก่อนที่จะเกิดการขนส่งไปยังมดลูก (Chen et al., 

2013; Desantis et al., 2011; Gualtieri et al., 2012) (ภาพท่ี 2) 

 

 

ภาพที่ 2 แสดงรูปร่างของท่อน าไข่สุกรที่เชื่อมต่อกับส่วนต่างๆ โดยด้านซ้ายของภาพแสดงปีกมดลูก
และท่อน าไข่ถูกตัดแยกออกจากเยื่อยึด (broad ligament) เพ่ือแสดงรูปร่างและขนาดของท่อน าไข่
สุกรที่อยู่ติดกับปีกมดลูก ด้านขวาล่างแสดงรูปร่างและความยาวของท่อน าไข่ที่ถูกตัดแยกออกมา 
ที่มา: Patten (1959) 

 

ท่อน าไข่สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วนคือ isthmus, ampulla, infundibulum และ 

fimbriae มีรูปร่างคล้ายปากแตรอยู่ติดกับรังไข่ fimbriae มีเพียงส่วนเดียวที่อยู่ติดกับรังไข่ ampulla 

เป็นส่วนที่อยู่บริเวณก่ึงกลางของท่อน าไข่ซึ่งเชื่อมต่อกับส่วนของ isthmus (Hafez, 1974) (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่  3 องค์ประกอบและลักษณะภายในของท่อน าไข่ เมื่อ (a) คือ infundibulum, (b) คือ 
ampulla และ (c) คือ isthmus  ตามล าดับ ส่วนของ fimbria คือส่วนปลายที่มีลักษณะคล้ายนิ้วมือ
ยื่นออกมาอยู่ติดกับส่วน infundibulum 
ที่มา:  Lyons, Saridogan, and Djahanbakhch (2006) 
 

รังไข่ (ovary) เป็นอวัยวะภายในช่องท้องอยู่ติดกับท่อน าไข่ รังไข่ท าหน้าที่เป็นทั้งต่อมมีท่อ 

(exocrine gland) คือการปล่อยไข่ที่สุกไปยังท่อน าไข่ และต่อมไร้ท่อ (endocrine gland) ซึ่งมี

หน้าที่ในการสร้างและปล่อยฮอร์โมน มีรูปร่างคล้ายกับพวงองุ่น ขนาดของรังไข่นั้นสามารถผันแปรได้

ขึ้นอยู่กับระยะวงจรการสืบพันธุ์ หน้าที่ส าคัญของรังไข่คือการผลิตไข่ โดยในแต่ละรอบของการเป็นสัด

จะสามารถผลิตเซลล์ไข่ได้ 10-25 เซลล์ ท าให้สุกรสามารถมีลูกได้หลายตัวใน 1 คอก (polytoccus) 

ส่วนของรังไข่ที่ไม่ได้ถูกยึดด้วยเยื่อยึด (mesovarium) จะยื่นเข้าไปภายในช่องท้องและบริเวณผิวหน้า

จะมีส่วนยื่นออกมาเป็นถุงไข่ (follicle) รังไข่แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือรังไข่ชั้นใน (medulla) และ

ชั้นนอก (cortex) ซึ่งมีถุงไข่เป็นส่วนประกอบ (Hafez, 1974) 

ถุงไข่จะมีการเปลี่ยนแปลงขนาดตามระยะวงจรการเป็นสัดของสุกร (ภาพที่ 4) มีวงจรการ

เป็นสัดเฉลี่ยอยู่ที่ 21 วัน ซึ่งสุกรสามารถให้ลูกได้ตลอดทั้งปี เมื่อเป็นสัด สุกรจะแสดงอาการกระวน

กระวาย ที่อวัยวะเพศมีการบวมเต่ง (Patten, 1959)  
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ภาพที่ 4 การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่และถุงไข่ของสุกรเพศเมียในช่วงระยะการเป็นสัด เริ่มจากถุงไข่
ขนาดเล็กที่มีเซลล์ไข่ระยะ primordial oocyte หรือระยะ primary oocyte จากนั้นเจริญพัฒนา
ต่อไปจนกระทั่งเกิดการตกไข่ โดยภายหลังการตกไข่เกิดเป็น corpus luteal ซึ่งเป็นสะเก็ดสีขาวอยู่
ภายในรังไข่ โดยระยะการเป็นสัดของสุกรอยู่ที่ประมาณ 21 วัน 
ที่มา: Patten (1959) 

 

ภายในรังไข่ปกติจะพบถุงไข่ระยะปฐมภูมิ (primordial follicle) อยู่มาก (Telfer, 1998) 

โดยเซลล์สืบพันธุ์ปฐมภูมิคือเซลล์ไข่ที่มีเซลล์ล้อมรอบเพียงชั้นเดียว เซลล์ชนิดนี้มีการเพ่ิมจ านวนขึ้น

โดยการแบ่งตัวแบบไมโตซิส (mitosis) เรียกว่าถุงไข่ทุติยภูมิ (secondary follicle) ภายในถุงไข่จะมี

การสร้างเป็นช่องว่าง (antrum) โดยพบน้ าอยู่ภายในช่องว่างนั้น โดยเรียกถุงไข่ระยะนี้ว่าถุงไข่ตติยภูมิ 

(tertiary follicle)  จากนั้นจะท าการพัฒนาไปเรื่อยจนกระทั่งเป็นถุงไข่ที่โตเต็มที่ (graffian follicle) 

(Hafez, 1974) (ภาพท่ี 5) 
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ภาพที่ 5 การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ของสุกรเพศเมียเริ่มต้นจาก primordial germ cells เกิดการ
แบ่งตัวแบบไมโตซิส ในสุกรเพศเมียก่อนวัยเจริญพันธุ์จะพบเซลล์ไข่ในระยะ primary oocyte 
จากนั้นเซลล์ไข่จะมีการเจริญพัฒนาไปพร้อมๆ กับถุงไข่จนกระทั่งถึงวัยเจริญพันธุ์ (puberty) ต่อมา
เซลล์ไข่เกิดการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในช่วงการตกไข่ จะได้เป็นเซลล์ไข่ระยะ secondary oocyte 
และ first polar body ภายหลังเซลล์ไข่ได้รับการผสมกับอสุจิ จะเกิดการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสครั้ง
ที่ 2 เกิดการผลัก secondary polar body ออกและเซลล์ไข่ที่ได้รับการปฏิสนธิจะมีการเจริญพัฒนา
ต่อไปเป็นตัวอ่อน 
ที่มา: Patten (1959) 
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2. การเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิ 

2.1 เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร (porcine oviductal epithelial cells; pOEC) 

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้ทดลองสนใจศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนู -

โลซาสุกร ซึ่งเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรมีการเรียงตัวแบบชั้นเดียวและมีรูปร่างของเซลล์เป็นแบบ

สี่เหลี่ยมผืนผ้า (simple columnar) สามารถแบ่งชนิดของเซลล์ภายในท่อน าไข่ได้เป็น 2 ชนิด 

(Chen et al., 2013) คือ เซลล์ที่มีซิเลีย (ciliated cells) พบว่ามีส่วนช่วยในการท าหน้าที่ในการพัด

โบกเรียกว่า kinocilia หันออกสู่ช่องของท่อน าไข่ (lumen) เซลล์ชนิดนี้มีหน้าที่ในการช่วยพัดโบกไข่

และอสุจิในทิศทางตรงกันข้ามส่งผลให้เกิดการปฏิสนธิ และเซลล์ที่ไม่มีซิเลีย (non-ciliated cells or 

secretory cells) (Chen et al., 2013; Desantis et al., 2011; Hafez, 1974; Miessen et al., 

2011) มีหน้าที่ในการคัดหลั่งสารเนื่องจากภายในเซลล์มีแกรนูล (granule) ที่สามารถหลั่งสารได้ 

ขนาดและจ านวนเซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงไปตามรอบการเป็นสัด สารที่ท่อน าไข่หลั่งออกมาส่งเสริม

การเกิดการปฏิสนธิ การพัฒนาของตัวอ่อนและยังกระตุ้นเซลล์อสุจิให้เกิดกระบวนการ capacitation 

และกระบวนการ acrosome reaction ได้ อีกด้วย (Areekijseree & Veerapraditsin, 2008 ; 

Avilés, Gutiérrez-Adán, & Coy, 2010) (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที่ 6 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรสามารถแบ่ง
เซลล์ออกได้เป็น 2 ชนิดคือเซลล์ที่มีซิเลีย (ciliated cells; CC) และเซลล์ที่ไม่มีซิเลีย (non-ciliated 
cells; NC) ในระยะ luteal phase ของรอบการติดสัด ซึ่งเป็นระยะหลังการตกไข่ โดยจะพบเซลล์ที่
ไม่มีซีเลียอยู่มาก เนื่องจากมีหน้าที่หลั่งสารเพื่อส่งเสริมการเกิดปฏิสนธิและการพัฒนาของตัวอ่อนและ
ยังกระตุ้นการเกิดกระบวนการ capacitation และ acrosome reaction ของเซลล์อสุจิ 
ที่มา: Areekijseree and Vejaratpimol (2006)  
 

การทดลองภายในสิ่งมีชีวิตอาจพบปัญหาและมีข้อจ ากัดในการศึกษา เช่นการศึกษาการ

ท างานและการพัฒนาของสมองภายในสิ่งมีชีวิตซึ่งพบข้อจ ากัดหลายอย่างที่เป็นปัญหาต่อการศึกษา 

ท าให้ต้องมีการจัดหาวิธีการและเครื่องมืออ่ืนๆ ในการศึกษา เช่นการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิใน

ห้องปฏิบัติการ (Kumar & Mallick, 2016) การเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิภายในห้องปฏิบัติการนั้น 

แสดงให้เห็นถึงลักษณะของเซลล์ที่มีความคล้ายคลึงกับภายในสิ่งมีชีวิตได้  ดังเช่นการศึกษาของ 

Miessen et al. (2011) ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแบบปฐมภูมิภายในห้องปฏิบัติการ

แบบยาวนาน (long-term culture system) เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่าเซลล์มีลักษณะการจัดเรียง-

ตัวเหมือนภายในสิ่งมีชีวิต มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกับภายในสิ่งมีชีวิตคือพบเซลล์ที่มีซิเลีย 

(cilia) อยู่ด้วย เช่นเดียวกับการศึกษาของ Chen et al. (2013) ที่เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร

แบบปฐมภูมิระยะยาวภายในห้องปฏิบัติการซึ่งพบว่ามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เหมือนกับ

ภายในสิ่งมีชีวิตเช่นเดียวกัน การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแบบปฐมภูมิในห้องปฏิบัติการแบบ

ระยะยาวยังมีประโยชน์ในการศึกษาด้านระบบสืบพันธุ์ในระยะยาว เช่นการศึกษาผลของสารพิษหรือ

ผลทางยาของสารสกัดต่างๆ ต่อระบบสืบพันธุ์ในระยะยาว (Miessen et al., 2011; Palma-Vera, 
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Einspanier, & Schoen, 2014) อีกทั้งยังช่วยลดขั้นตอนการเตรียมเซลล์ โดยเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ใน

ระยะยาวแล้วสามารถน าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงไปแช่แข็ง (freeze cells) และสามารถพัฒนาต่อไปเป็น

เซลล์ไลน์ (cell line) ได้อีกด้วย (Chen et al., 2013; Gualtieri et al., 2012; Palma-Vera et al., 

2014; Sordi et al., 2017) ดังเช่นการศึกษาของ Schoen et al. (2008) ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิว

ท่อน าไข่โคในห้องปฏิบัติการ จากนั้นน าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงมาพัฒนาเป็นเซลล์ไลน์ ซึ่งเซลล์ไลน์ที่พัฒนา

มานี้ยังคงมีลักษณะเฉพาะตัวที่เหมือนกับในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ ซึ่งเซลล์ไลน์ที่ได้จากการ

พัฒนานี้เป็นสิ่งส าคัญที่สามารถน าไปใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนและการท างานของเซลล์ใน

ระบบสืบพันธุ์ นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแบบปฐมภูมิภายในห้องปฏิบัติการเป็น

สิ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากสามารถน ามาใช้ศึกษากายภาพของเซลล์ (Palma-Vera et al., 2014) การ

ท างานระดับเซลล์ของท่อน าไข่และการใช้ในการศึกษาทางพิษวิทยาระบบสืบพันธุ์ได้อีกด้วย ซึ่งการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ภายในห้องปฏิบัติการนั้นมีประโยชน์อย่างมากในการลดการใช้สัตว์ทดลองใน

การศึกษาได้เป็นอย่างดี (Chen et al., 2013; Miessen et al., 2011)  

 การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ภายในห้องปฏิบัติการถือเป็นต้นแบบส าหรับการศึกษาด้าน

ระบบสืบ พันธุ์และทางวิทยาศาสตร์ พ้ืนฐาน (Chen et al., 2013 ; Miessen et al., 2011 ; 

Ogunranti, 1993) รวมถึงการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่มีประโยชน์ในการน าไปประยุกต์ใช้

เพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ชนิดอ่ืน (co-culture) เช่น เซลล์ไข่ (oocyte) หรือไซโกต (zygote) เพ่ือช่วย

ส่งเสริมการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่และไซโกตภายในห้องปฏิบัติการ (Abe & Hoshi, 1997; Chen 

et al., 2013; Miessen et al., 2011; Watson et al., 1994) ดังเช่นการศึกษาของ Gandolfi and 

Moor (1987) เมื่อน าเซลล์บุผิวท่อน าไข่เลี้ยงร่วมกับเซลล์ไข่ของแกะพบว่าช่วยส่งเสริมการพัฒนาของ

เซลล์ไข่ให้พัฒนาเป็นระยะบลาสโตซิส (blastocyst) ได้ 42 เปอร์เซ็นต์ มากกว่าเซลล์ไข่ที่เพาะเลี้ยง

รวมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) มีการเจริญอยู่ที่ 4.5 เปอร์เซ็นต์ และการศึกษาของ White 

et al. (1989) ได้เปรียบเทียบผลของการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร (POEC) 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของลูกสุกร (PEF) และการเพาะเลี้ยงร่วมกันของเซลล์ทั้งสองชนิด (PEF-POEC) 

เป็นเวลา 30 และ 60 วัน พบว่าการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์ POEC เป็นเวลา 30 วัน มีค่า 70 

เปอร์เซ็นต์  และ 60 วัน คือ 54 เปอร์เซ็นต์  และเซลล์  PEF-POEC เป็นเวลา 30 วัน มีค่า 67 

เปอร์เซ็นต์ และ 60 วัน คือ 61 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนไปเป็นระยะบลาสโต-

ซิสมากกว่าการเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ PEF เป็นเวลา 30 วัน มีค่า 27 เปอร์เซ็นต์ และ 60 วัน คือ 23 

เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญ และ การศึกษาของ Xu et al. (1992) พบว่าเมื่อท าการเพาะเลี้ยงเซลล์
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บุผิวท่อน าไข่โคร่วมกับเซลล์ไข่แล้วมีส่วนช่วยในการท าให้ไข่เกิดการพัฒนาต่อไปได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้

การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ร่วมกับเซลล์อสุจิส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์อสุจิสูง

กว่าในกลุ่มที่ไม่ได้เพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์บุผิวท่อน าไข่ จากผลการศึกษาสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน

การท ากระบวนการการปฏิสนธิภายในห้องทดลอง (Yeste et al., 2009) เช่นเดียวกับการศึกษาของ 

Romar, Coy, Ruiz, Gadea, and Rath (2003) และการศึกษาของ Kidson et al. (2003) ที่พบว่า

การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ร่วมกับเซลล์ไข่แล้วมีส่วนช่วยในการเกิดการรวมกัน (penetration) 

ระหว่างเซลล์ไข่และเซลล์อสุจิมากขึ้น นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ยังสามารถน ามาใช้

ประโยชน์ในการเป็นเซลล์ต้นแบบเพ่ือทดสอบผลของสารพิษต่างๆ หรือทดสอบคุณสมบัติทางยาและ

สารต่างๆ (Abe & Hoshi, 1997; Chen et al., 2013) ดังเช่นการศึกษาของ Sanmanee and 

Areekijseree (2009) ได้ศึกษาผลของแคดเมียมต่อลักษณะทางชีววิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

พบว่าสัณฐานวิทยาของเซลล์เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 

electron microscope; TEM) พบว่าเกิดการรวมกลุ่มกันของนิวเคลียสและไซโทพลาสซึมภายใน

เซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยแคดเมียม แสดงให้เห็นว่าเซลล์เกิดความเสียหายภายหลังได้รับแคดเมียม จาก

รายงานของ Jordaens et al. (2015) ใช้เซลล์บุผิวท่อน าไข่โคเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาผลของ

สารพิษ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่โคด้วยวิธี air-liquid interface แล้วศึกษาผลของสาร NEFA 

ซึ่งเป็นสารที่ส่งผลต่อกระบวนการปฏิสนธิ จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสาร NEFA 

แล้วส่งผลท าให้จ านวนของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ลดลงและยับยั้งการท างานของเซลล์อีกด้วยและจาก

การศึกษาของ Palma-Vera et al. (2014) ที่ใช้เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษา

ผลของฮอร์โมนเอสตราไดออลภายในสารหลั่งจากถุงไข่มนุษย์ในระยะใกล้ตกไข่จนถึงตกไข่ 

(periovulation) ต่อการแสดงออกของยีน เพ่ือตรวจสอบผลของฮอร์โมนเอสตราไดออลภายในสาร -

หลั่งจากถุงไข่ซึ่งมีระดับสูงในช่วงของการตกไข่ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่ จากผลการศึกษาพบว่าส่งผล

กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนที่ท าให้เกิดกระบวนการอักเสบ ( inflammation) กล่าวได้ว่าผล

ของฮอร์โมนเอสตราไดออลในสารหลั่งจากถุงไข่ระยะใกล้ตกไข่ มีผลต่อลักษณะทางสรีรวิทยาของ

เซลล์ ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนที่ส่งเสริมกระบวนการอักเสบเนื่องจากไปเพ่ิมการท างานของ 

ROS ภายในเซลล์ ซึ่งผลนี้สามารถเชื่อมโยงไปถึงกระบวนการอักเสบที่ท าให้เกิดการตกไข่ได้ 

จะเห็นได้ว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่มีประโยชน์อย่างมากต่อการศึกษาวิจัย ซึ่ง

สามารถใช้เซลล์บุผิวท่อน าไข่มาเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาวิจัยได้หลายด้าน ทั้งการเพาะเลี้ยง

ร่วมกับเซลล์อ่ืนๆ และเพ่ือใช้ในการทดสอบผลของสารต่างๆ เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ที่ได้ใช้
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เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรมาเป็นต้นแบบในการศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญพัฒนา

ของเซลล์ 

 

2.2 เซลล์แกรนูโลซาสุกร (porcine granulosa cells; pGC) 

เซลล์แกรนูโลซาพบล้อมรอบเซลล์ไข่และภายในถุงไข่ โดยระหว่างการพัฒนาของผิวหน้าของ

ถุงไข่นั้น เซลล์บุผิวของถุงไข่มีการเจริญเข้าไปในรังไข่และเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ล้อมรอบ

เซลล์ไข่และล้อมรอบภายในถุงไข่ มีหน้าที่ส าคัญในกระบวนการเจริญของเซลล์ไข่ ถุงไข่ กระบวนการ

ตกไข่และมีหน้าที่ในการผลิตฮอร์โมนเพศ (sex steroid hormone) (Hummitzsch et al., 2013; 

Manikkam, Li, Mitchell, Mason, & Freeman, 2002) เช่น โปรเจสเตอโรน ซึ่งจะกระตุ้นให้ธีคา

เซลล์ (theca cells) สร้างฮอร์โมนแอน-โดรเจน (androgen) และฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) 

และเมื่อเกิดกระบวนการตกไข่เซลล์แกร-นูโลซาจะสร้างโปรเจสเตอโดรนจ านวนมากออกเข้าสู่เส้น

เลื อ ด เวน ที่ รั ง ไข่  (ovarian vein) (Hafez, 1974 ) จ าก ก ารศึ ก ษ าขอ ง  Areekijseree and 

Vejaratpimol (2006) รายงานถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาในสุกรพบว่ามี

รูปร่างกลมไม่พบซีเลียที่ผิวเซลล์ (ภาพท่ี 7) 

 

 

ภาพที่ 7 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงเซลล์แกรนูโลซาไม่พบซิเลียที่ผิว
นอกของเซลล์ โดยเซลล์แกรนูโลซามีลักษณะเป็นเซลล์รูปร่างทรงกลมพบอยู่โดยรอบของถุงไข่ 
ที่มา: Areekijseree and Vejaratpimol (2006) 
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ปัจจุบันมีผู้ให้ความสนใจศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาแบบปฐมภูมิเพ่ือการศึกษาด้าน

ระบบสืบพันธุ์ และพิษวิทยาทางระบบสืบพันธุ์ (Hughes Jr, Lane, Chen, & Gorospe, 1990; 

Smida, Valderrama, Agostini, Furlan, & Chedrese, 2004 ; Veldhuis, Kolp, Toaff, Strauss 

III, & Demers, 1983) การเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาแบบปฐมภูมิส่วนใหญ่น ามาศึกษาในเรื่องของ

การท าหน้าที่ของเซลล์ การพัฒนาและเปลี่ยนแปลงไปของเซลล์ การมีชีวิตอยู่ของเซลล์และ

กระบวนการตายของเซลล์  (apoptosis) (Manikkam et al., 2002) ดั งเช่นการศึกษาของ 

Kolesarova, Capcarova, Sirotkin, Medvedova, and Kovacik (2011) ที่ท าการศึกษาผลของ

โลหะเงิน (silver) ต่อการหลั่งสาร Insulin-like growth factor I (IGF-I), cyclin-B และ caspase-3 

เนื่องจากผลของโลหะเงินต่อระบบสืบพันธุ์ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด โดยภายหลังจากการถูกทดสอบ

ด้วยโลหะเงินพบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการหลั่งสาร IGF-I หรือ growth factor พบการหลั่ง cyclin-B 

ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ถึงการมีชีวิตของเซลล์ และสาร caspase-3 แสดงถึงกระบวนการ apoptosis ของ

เซลล์เพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของโลหะเงินมากขึ้น ในการศึกษาด้านพิษวิทยาทางระบบ

สืบพันธุ์นั้น มีผู้ท าการศึกษาผลของเชื้อรา (mycotoxin) โดยใช้เซลล์แกรนูโลซาเป็นเซลล์ต้นแบบใน

การทดสอบ ดังเช่นผลการศึกษาของ Ranzenigo, Caloni, Cremonesi, Aad, and Spicer (2008) 

ได้ท าการศึกษาผลของเชื้อราชนิด Fusarium ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ การผลิตสารสเตียร์รอยด์ 

(steroidogenesis) และการแสดงออกของยีน เนื่องจากเชื้อราชนิด Fusarium นั้นมีผลต่อระบบ

สืบพันธุ์ซึ่งส่งผลต่อการตั้งท้องของสุกร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อราใน

การเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซา มีผลต่อการสร้างสาร IGF-I ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นการสร้างฮอร์โมนโปร-

เจสเตอโรน มีปริมาณลดลง มีผลต่อการมีชีวิตรอดและการแสดงออกของยีนในเซลล์แกรนูโลซาและ

การศึกษาของ Tiemann et al. (2009) ที่ทดสอบสาร mycotoxin ต่อการสังเคราะห์ฮอร์โมนโปร-

เจสเตอโรนของเซลล์กรนูโลซา จากผลการทดลองพบว่าค่าการมีชีวิตรอดของเซลล์และปริมาณการ

สังเคราะห์โปรเจสเตอโรนมีค่าลดลง อีกทั้งการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซายังมีประโยชน์ในการเลี้ ยง

ร่วมกับเซลล์อ่ืน สอดคล้องกับการศึกษาของ Adeldust, Zeinoaldini, Kohram, Roudbar, and 

Joupari (2015) ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาร่วมกับเซลล์ไข่กระบือ พบว่าการเพาะเลี้ยง

ร่วมกันมีประโยชน์ในการกระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์เพ่ือการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนกระบือ เซลล์

แกรนูโลซายังสามารถใช้เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาการท างานของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ได้ ได้มี

การรายงานถึงการศึกษาการสื่อสารกันระหว่างเซลล์ (cell-cell communication) โดยใช้เซลล์แกร-

นูโลซาเป็นต้นแบบในการศึกษา โดยศึกษาการแสดงออกของโปรตีนและย้อมสีฟลูออเรสเซน (Stein, 
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Stoica, Tilley, & Burghardt, 1991) จากรายงานของ He et al. (2016) ได้ใช้แกรนูโลซาเซลล์เป็น

ต้นแบบในการศึกษาการท างานของ receptor ที่ผิวเซลล์เมื่อทดสอบกับสารเมลาโทนิน (melatonin) 

ซึ่งเป็นสารที่เป็นตัวก าหนดนาฬิกาชีวิต หรือการท างานทางกายภาพของสิ่งมีชีวิตและการท างานของ

ต่อมไรท่อในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม ภายหลังการทดสอบเซลล์แกรนูโลซากับเมลาโทนินเป็นเวลา 48 

ชั่วโมง พบว่าการเกิด apoptosis ของเซลล์แกรนูโลซามีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดและปริมาณการสังเคราะห์ estradiol เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ กล่าวได้ว่า

สารเมลาโทนินมีผลต่อการเจริญพัฒนาและการสังเคราะห์ฮอร์โมนของเซลล์แกรนูโลซา และมีรายงาน

การศึกษา signaling pathway โดยใช้แกรนูโลซาเซลล์สุกรเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษา พบว่าเมื่อ

ทดสอบสาร Butyric acid (BA) ซึ่งเป็นกรดไขมันชนิดหนึ่ง สารนี้ส่งผลต่อกลไกการท างานทาง

สรีรวิทยาของระบบสืบพันธุ์ จากผลการศึกษาพบว่าสาร BA ส่งผลต่อการควบคุมการสังเคราะห์

ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและเอสตราไดออลของเซลล์แกรนูโลซาสุกรซึ่งมีผลต่อกระบวนการการท างาน

ของ signaling pathway ของ cAMP ภายในเซลล์ (Lu et al., 2017) 

นอกจากนี้เซลล์แกรนูโลซายังมีประโยชน์ในการน าไปใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาผลของสาร

ต่างๆ ต่อเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ ดังเช่นการศึกษาของ Ledwitz-Rigby and Rigby (1979) ที่ได้

รายงานถึงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร) ขนาดใหญ่ 

(เส้นผ่านศูนย์กลาง 6-12 มิลลิเมตร) และซีรั่ม (serum) ของสุกรเพศเมียวัยเจริญพันธุ์ต่อเซลล์แกรนู-

โลซาสุกรแบบชั้นเดียว (monolayer culture) เป็นเวลา 6 วัน แล้วศึกษาปริมาณการสังเคราะห์โปร-

เจสเตอโรนของเซลล์แกรนูโลซา พบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาด

ใหญ่มีการสังเคราะห์โปรเจสเตอโรนมากกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดเล็กและซีรั่มของสุกร ผู้วิจัยได้รายงานว่าจากผลการศึกษานี้ท าให้ทราบถึงโมเลกุลบางชนิดที่อยู่

ภายในสารหลั่งจากถุงไข่ที่สามารถส่งเสริมการท างานของเซลล์ได้ ซึ่งโมเลกุลนี้จะพบมากขึ้นในสาร -

หลั่งแปรตามขนาดของถุงไข่ 

จากรายงานข้างต้นแสดงให้เห็นถึงการน าเซลล์แกรนูโลซามาใช้ประโยชน์ในการเป็นเซลล์

ต้นแบบเพ่ือศึกษากลไกการท างานของเซลล์ภายในระบบสืบพันธุ์และผลของสารต่างๆ ดังนั้นใน

การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจน าเซลล์แกรนูโลซามาเพาะเลี้ยงเพ่ือเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาผลของสาร

หลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ 
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3. สารหลั่งจากถุงไข่สุกร (porcine follicular fluid) 

สารหลั่งจากถุงไข่คือของเหลวที่อยู่ภายในถุงไข่ ที่อยู่ในส่วนแอนทรัม (antrum) ของถุงไข่ 
สารหลั่งจากถุงไข่ถือเป็นสารประกอบโปรตีนที่สร้างโดยเซลล์ที่อยู่ล้อมรอบ (Bianchi et al., 2007; 
Driancourt & Thuel, 1998) นั่นคือเซลล์แกรนูโลซาซึ่งมีการหลั่งโปรตีนออกมาสู่สารหลั่งจากถุงไข่ 
(Mahajan & Little, 1978) และสร้างมาจากน้ าเลือดที่ถูกขนส่งมายัง blood follicular barrier 
(Revelli et al., 2009) โดยโปรตีนที่พบในสารหลั่งจากถุงไข่ส่วนใหญ่สามารถพบได้ในน้ าเลือด
เช่นเดียวกัน (Edwards, 1974) ซึ่งโปรตีนนี้ส่งผลต่อกายภาพของถุงไข่และมีผลต่อกระบวนการสุก -
ของเซลล์ไข่ (Ducolomb et al., 2013) โดยส่วนประกอบทางเคมีของสารหลั่งจากถุงไข่นั้นพบว่า
ประกอบด้วย อิเล็กโทรไลต์ (electrolyte) กลูโคส (glucose) กรดยูริก (uric acid) เอนไซม์ ลิพิด 
(lipid) cyclic AMP (cAMP) (Chang, Jones, Ellefson, & Ryan, 1976) สารที่ส่งเสริมการเจริญ 
กรดอะมิโน (amino acid) (Spitzer, Murach, Lottspeich, Staudach, & Illmensee, 1996) และ
ฮอร์โมนอยู่มากซึ่ง ฮอร์โมนที่พบนั้นรวมไปถึงเสตียรอยด์ฮอร์โมน (steroid hormone) ที่เกี่ยวข้อง
กับการสืบพันธุ์ (ตาราง 1) เช่น เอสโตรเจน โปรเจสเตอโรนเป็นต้น สารหลั่งหรือของเหลวภายในถุงไข่
มีหน้าที่ส าคัญในการกระตุ้นการเจริญของไข่ที่อยู่ภายในถุงไข่นั้น (Chang et al., 1976; Ito et al., 
2008; Kor, 2014; Leibfried & First, 1980) โดยระดับของเสตียรอยด์ฮอร์โมนในสารหลั่งจากถุงไข่
นั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปตามช่วงเวลาการเจริญพัฒนาของถุงไข่ (Ainsworth, Tsang, Downey, 
Marcus, & Armstrong, 1980)  

 
ตารางที่ 1 สารเสตียรอยด์ฮอร์โมนที่พบในสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกร 

สัตว์ท่ีศึกษา เสตียรอยด์ฮอร์โมนที่
พบในสารหลั่งจากถุงไข่ 

ผลของเสตียรอยด-์
ฮอร์โมนที่พบในสารหลั่ง

จากถุงไข ่

อ้างอิง 

สุกร Estrogen, 
Progesterone, 
Testosterone 

ส่งผลต่อการเจริญพัฒนา
ของถุงไข่ 

Chang et 
al. (1976) 

สุกรอายุ 6-12 
เดือน 

cortisol, 
progesterone, 
testosterone, 
∆4-androstenedione 
และ estradiol-17β 

มีส่วนในกระบวนการการ
เจริญของเซลล์ไข่
จนกระท่ังเกิดการตกไข่ 

Mahajan 
and Little 

(1978) 
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สัตว์ท่ีศึกษา เสตียรอยด์ฮอร์โมนที่
พบในสารหลั่งจากถุงไข่ 

ผลของเสตียรอยด-์
ฮอร์โมนที่พบในสารหลั่ง

จากถุงไข่ 

อ้างอิง 

สุกรอายุ 4 เดือน estrone, estradiol-
17β, 
androstenedione, 
testosterone + 5a-
dihydrotestosterone 
(T+DHT),  
และ progesterone 

ส่งผลต่อการเจริญพัฒนา
ของถุงไข่ 

Ainsworth 
et al. 
(1980) 

 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ Gosden, Hunter, Telfer, Torrance, and Brown (1988) 

ที่ได้รายงานถึงชนิดของอิเล็กโตรไลท์ในสารหลั่งจากถุงไข่พบว่ามี Na+, K+, Cl-, Ca2+ และ Mg2+ อีก
ทั้งพบสารประเภทไขมันในสารหลั่งจากถุงไข่อีกด้วยเช่น total triglycerides, phospholipids, 
cholesterol (Chang et al., 1976) 

จากการศึกษาของ McGaughey (1975) พบความเข้มข้นของโปรตีนที่แตกต่างกันในสาร-
หลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ โดยพบว่าความเข้มข้นของโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาด
ใหญ่ และเล็กมีค่าเท่ากับ 6.97 ± 0.24 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร และ 7.41 ± 0.30 กรัมต่อ 100 
มิลลิลิตรตามล าดับ จากการศึกษาของ Ito et al. (2008) พบว่าโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลมากกว่า 30 
กิโลดาลตัน มีผลในการกระตุ้นการเจริญของนิวเคลียส ในขณะที่โปรตีนที่มีมวลโมเลกุลขนาดน้อยกว่า 
30 กิโลดาลตัน ส่งผลในการยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Tsafriri, Pomerantz, and Channing (1976) กล่าวว่าโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลขนาดน้อยกว่า 10 
กิโลดาลตัน พบได้ในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก มีผลท าให้เซลล์ไข่อยู่ในระยะพักตัวคือ ในระยะโปร-
เฟส I (Prophase I) ซึ่ งแตกต่างกับการศึกษาของ Daen, Sato, Naito, and Toyoda (1994) 
รายงานถึงโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลน้อยกว่า 6.5 กิโลดาลตัน ซึ่งมีผลในการกระตุ้นการขยายตัวของ
เซลล์คิวมูลัส 

จากรายงานของ Yanagishita, Rodbard, and Hascall (1979 ) พบ  proteoglycan 
ภายในสารหลั่งจากถุงไข่ ซึ่งพบว่ามีโปรตีน 20 เปอร์เซ็นต์ dermatan sulfate 50 เปอร์เซ็นต์ และ
โอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharides) 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบ sialic acid, galactose, mannose, 
glucosamine และ galactosamine ในปริมาณมาก นอกจากนี้รายงานของ Chang et al. (1976) 
พบปริมาณของกรดอะมิโนบางชนิดมีการลดลงเมื่อถุงไข่ขนาดใหญ่เริ่มเจริญพัฒนา เนื่องมาจาก
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ปริมาณสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่มีปริมาณมากกว่าสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กถึง 10 เท่า ท าให้
เกิดการเจือจางปริมาณกรดอะมิโนที่ลดลงไป โดยพบว่ากรดอะมิโนบางตัวเป็นสารตั้งต้น (precursor) 
ของกรดอะมิโนตัวอ่ืนๆ เช่น lysine ที่เป็นกรดอะมิโนตั้งต้นของ α-Aminoadipic acid ซึ่งพบว่า
ปริมาณ lysine มีค่าลดลงเมื่อถุงไข่สุกรมีการเจริญพัฒนาเป็นถุงไข่ขนาดใหญ่  ส่งผลให้  α-
Aminoadipic acid มีปริมาณลดลง ดังตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 กรดอะมิโนที่พบในสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกร 

กรดอะมิโนใน 
สารหลั่งจากถุงไข่สุกร 

ขนาดของถุงไข่สุกร อ้างอิง 
ถุงไข่ขนาดเล็ก 

(เส้นผ่าน-
ศูนย์กลาง 1-2 

มิลลิเมตร) 

ถุงไข่ขนาดกลาง 
(เส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง 3-5 
มิลลิเมตร) 

ถุงไข่ขนาดใหญ่ 
(เส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง 6-12 
มิลลิเมตร) 

Phosphoserine     Chang et 
al. (1976) 

 
Phosphoethanolamine    
Taurine    
Aspartic acid    
Threonine    
Serine    
Asparagine    
Glutamine    
Sarcosine    
Proline    
Glutamic acid    
Citrulline    
Glycine    
Alanine    
α-Aminoadipic acid    
α-Amin-n-butyric acid    
Valine    
Half-cystine    
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กรดอะมิโนใน 
สารหลั่งจากถุงไข่สุกร 

ขนาดของถุงไข่สุกร อ้างอิง 

ถุงไข่ขนาดเล็ก 
(เส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง 1-2 
มิลลิเมตร) 

ถุงไข่ขนาดกลาง 
(เส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง 3-5 
มิลลิเมตร) 

ถุงไข่ขนาดใหญ่ 
(เส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง 6-12 
มิลลิเมตร) 

Methionine     
Isoleucine    
Leucine    
Tyrosine    
Phenylalanine    
β-Alanine    
Ornithine    
Lysine    
Histidine    
3-Methylhistidine    
Carnosine    
Arginine    
หมายเหตุ  หมายถึงพบกรดอะมิโนชนิดนั้นในสารหลั่งจากถุงไข่สุกร 

*    หมายถึงพบกรดอะมิโนชนิดสูงที่สุดนั้นในสารหลั่งจากถุงไข่สุกร 
 

และมีผู้ท าการศึกษาชนิดของโปรตีนต่างๆ ภายในสารหลั่งจากถุงไข่ดังตารางที่ 3 ซึ่งโปรตีน
ถือเป็นส่วนประกอบหลักของสารหลั่งจากถุงไข่ ความแตกต่างของโปรตีนของสารหลั่งจากแต่ละถุงไข่
ส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ (Chang et al., 1976; McGaughey, 1975) 
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ตารางที่ 3 โปรตีนที่พบในสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกร 

สัตว์ท่ีศึกษา โปรตีนใน 
สารหลั่งจากถุงไข่ 

หน้าที่ของ
โปรตีนในสาร
หลั่งจากถุงไข่ 

หมายเหตุ อ้างอิง 

สุกรเพศเมีย
อายุไม่เกิน 
12 เดือน 

IGF-I และ IGF-II มีผลต่อการ
เจริญพัฒนาและ 
การ
เปลี่ยนแปลง
เพ่ือการท า
หน้าที่ของถุงไข่ 

พบโปรตีนชนิดนี้ทั้ง
ในสารหลั่งจากถุงไข่
ขนาดเล็ก และขนาด
ใหญ ่

Spicer et al. 
(1992) 

มนุษย์ transferrin, serum 
albumin, 
arantitrypsin,  
haptoglobulin-1, 
immunoglobulin  
Ig-K, chain C region, 
apolipoprotein A-l,  
และ subunit ของ 
serum albumin 

ส่งผลต่อด้าน
กายภาพของถุง
ไข่และเป็นตัว
บ่งชี้ว่าถุงไข่ถึง
ระยะการเจริญ 

สารหลั่งจากถุงไข่
มนุษย์ถูกน ามาศึกษา
ส่วนประกอบของ
โปรตีนโดยวิธี two-
dimensional gel 
electrophoresis 
พบโปรตีนขนาด 10-
100 กิโลดาลตัน ซึ่ง
พบ band ของ
โปรตีนทั้งหมด 7 จุด
ที่มีสีชัดและเข้มกว่า
จุดอื่นๆ จึงเลือกมา
ท าการศึกษาว่าเป็น
โปรตีนชนิดใด 

Spitzer et 
al. (1996) 

สุกรเพศเมีย
อายุ 6 
เดือน 

ส่วนที่ 1: 
Immunoglobulin, 
cytokeratin, 
transferrin และ 
plasminogen-
precursor 

ส่วนที่ 1: มีส่วน
ช่วยในการ
ส่งเสริมให้เกิด
กระบวนการ
การสุกของไข่ 
(IVM) และ 

ศึกษาสารประกอบ
โปรตีนของสารหลั่ง
ภายในถุงไข่สุกร
ขนาด 3-6 มิลลิเมตร 
ที่แบ่งเป็น 5 ส่วน 
ด้วยวิธีการ  

Ducolomb 
et al. (2013) 
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สัตว์ท่ีศึกษา โปรตีนใน 
สารหลั่งจากถุงไข่ 

หน้าที่ของ
โปรตีนในสาร
หลั่งจากถุงไข่ 

หมายเหตุ อ้างอิง 

 ส่วนที่ 2: 
มี immunoglobulin 
ทั้งหมด 5 ชนิดและอีก
ชนิดคือ transthyretin 
ส่วนที่ 3: 
พบโปรตีน 6 ชนิด 
immunoglobulin, 
immunoglobulin 
fragment และ 
transthyretin 
ส่วนที่ 4: 
พบโปรตีน 14 ชนิด 
inter-alpha-trypsin, 
inhibitor family 
heavy chain-related 
protein, alpha-1-
antichymotrypsin, 
haptoglobin, 
endopin 1b, 
transthyretin, 
complement 
component C8G, 
precursor of serum 
albumin, B-factor, 
properdin, fragment 
of fumarate 
hydratase, inhibitor 
of carbonic 

การเกิดการ
ปฏิสนธิภายใน
ห้องทดลอง 
(IVF) 
ส่วนที่ 2: ยับยั้ง
การเกิด
กระบวนการไม-
โอซิส 1 
ส่วนที่ 3: มีส่วน
ส าคัญในการท า
ให้เซลล์ไข่อยู่ใน
ระยะ germinal 
vesicle stage 
(GV stage) 
ส่วนที่ 4: ยับยั้ง
การเกิด
กระบวนการไม-
โอซิส 1 
ส่วนที่ 5: 
ส่งเสริม
กระบวนการ 
germinal 
vesicle 
breakdown 
(GVB) และการ-
สุกของเซลล์ไข่ 

Anion 
chromatography 
จากนั้นน ามาศึกษา
ด้วยวิธีการ SDS-
PAGE พบโปรตีน
ทั้งหมด 31 ชนิด โดย
โปรตีนที่พบบางชนิด 
สามารถพบได้ใน
หลายส่วน แสดงถึง
การเปลี่ยนแปลงทาง
โครงสร้างของโปรตีน 
อีกท้ังจากผลการ
ทดลองยังสามารถ
ยืนยันได้ถึงผลของ
โปรตีนต่อการสุกของ
เซลล์ไข่ภายใน
ห้องปฏิบัติการและ
ส่งเสริมกระบวนการ
ปฏิสนธิภายใน
ห้องปฏิบัติการอีก
ด้วย 
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สัตว์ท่ีศึกษา โปรตีนใน 
สารหลั่งจากถุงไข่ 

หน้าที่ของ
โปรตีนในสาร
หลั่งจากถุงไข่ 

หมายเหตุ อ้างอิง 

 anhydrase, 
coagulation factor 
XII และ 
immunoglobulins 3 
ชนิด 
ส่วนที่ 5: 
พบโปรตีน 2 ชนิดคือ  
serum albumin และ 
keratin 

   

 
ในปัจจุบันจึงมีการศึกษาผลของการเติมสารหลั่งจากถุงไข่ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่เพ่ือ

ใช้เป็นสารเสริมการเจริญเติบโต (supplement) ของเซลล์ไข่ (Oberlender et al., 2013) ดังเช่น
การศึกษาของ Algriany et al. (2004) กล่าวว่าสารหลั่งจากถุงไข่สามารถให้ผลที่แตกต่างกันได้ ซึ่ง
การให้ผลส่งเสริมการเจริญหรือยับยั้งนั้นขึ้นอยู่กับขนาดของถุงไข่ จึงท าการทดลองโดยน าสารหลั่ง
จากถุงไข่ขนาดเล็ก (2-4 มิลลิเมตร) และถุงไข่ใหญ่ (5-8 มิลลิเมตร) น ามาเสริมในระหว่างการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ในห้องปฏิบัติการ เมื่อท าการเติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่พบว่ามีการขยายของ
เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่หรือเซลล์คิวมูลัส (cumulus cells) เพ่ิมมากขึ้นอีกทั้งยังเพ่ิมการเจริญพัฒนา
ของนิวเคลียสของเซลล์ไข่อีกด้วย (277±61 มิลลิเมตร และ 72 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) ซึ่งมีค่าสูงกว่า
ผลของการเติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (238±33 มิลลิเมตร และ 55 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) 
อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) อย่างไรก็ดีได้เคยมีผู้ท าการศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ ต่อ
การเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ ดังเช่นการทดลองของ Vatzias and Hagen (1999) ที่น าสารหลั่งจาก
ถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่เติมในการเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ให้สุกและระหว่างการปฏิสนธิ
ภายในห้องปฏิบัติการ พบว่าการเติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ส่งผลต่อการสุกของไข่และการ
ปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติการที่มากกว่าผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลาง และสารหลั่งจากถุงไข่
ขนาดเล็กตามล าดับ (P<0.05) และจากผลการทดลองของ Daen et al. (1994) พบการขยายตัวของ
เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพ่ิมมากขึ้นเมื่อเติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่  (79.5 ± 11.3 ตาราง
มิลลิเมตร) ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่พบว่าแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) และ
เมื่อเปรียบเทียบการขยายตัวของเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เมื่อเติมสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางและสาร-
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หลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กพบว่าเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เมื่อเสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลาง (77.2 
± 8.2 ตารางมิลลิเมตร) มีการขยายตัวสูงกว่าเมื่อเสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (75.7 ± 18.1 
ตารางมิลลิเมตร) การขยายตัวของเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ที่เพ่ิมขึ้นหมายถึงเซลล์ไข่มีการเจริญพัฒนา 
ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญในการเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ให้เจริญ และปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติ (Yokoo & Sato, 
2004) กล่าวได้ว่าผลของสารหลั่งจากถุงไข่แต่ละขนาดส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ที่
เพาะเลี้ยงภายในห้องปฏิบัติการแตกต่างกัน โดยพบว่าผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่และขนาด
กลางมีผลส่งเสริมการเจริญของเซลล์สืบพันธุ์มากกว่าผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กที่มีผลยับยั้ง
การเจริญของเซลล์ไข่ (Algriany et al., 2004; Vatzias & Hagen, 1999) ดังเช่นการศึกษาของ Ito 
et al. (2008) รายงานถึงผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร) ต่อ
การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่และอัตราการเกิดการปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติการพบว่ามีค่าลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 
มิลลิเมตร) ซึ่งคาดว่าการที่สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กให้ผลยับยั้งการเจริญพัฒนาของเซลล์สืบพันธุ์
เป็นผลมาจากสารตัวหนึ่งซึ่งเป็นส่วนประกอบภายในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กคือ oocyte 
maturation inhibitor (OMI) ซึ่งมีผลยับยั้งการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ (Channing, Liu, Jones, & 
Jones, 1983; Tsafriri et al., 1976; Van de Wiel, Bar-Ami, Tsafriri, & De Jong, 1983) 

จากที่ได้กล่าวมาข้างต้นถึงสารประกอบโปรตีนและผลของสารหลั่งจากถุงไข่ของสุกรนั้น 

การศึกษาครั้งนี้ผู้ทดลองจึงสนใจศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญเติบพัฒนาของเซลล์

จากระบบสืบพันธุ์ของสุกร ซึ่งอาจให้ผลส่งเสริมหรือยับยั้งการเจริญพัฒนาของเซลล์ที่เพาะเลี้ยง

ภายในห้องปฏิบัติการ เพ่ือสามารถน าผลที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในงานด้านการเพาะเลี้ยงเซลล์และด้าน

เทคโนโลยีชีวภาพต่อไป 

 

4. วิธี MTT assay 

 ในการศึกษานี้ศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยง

แบบปฐมภูมิ โดยใช้วิธี MTT assay ซึ่งเป็นวิธีการในการศึกษาการเจริญพัฒนาของเซลล์ วิธี MTT 

assay เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ ภายหลังการทดสอบกับ

สารเคมีหรือยา ซึ่งเหมาะส าหรับตรวจสอบการเจริญพัฒนาของทั้งเซลล์ไลน์และเซลล์เพาะเลี้ยงแบบ

ปฐมภูมิ  วิธี  MTT assay เป็นวิธีที่ ใช้ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์ โดยการท าให้ เกิดสี 

(colorimetric assay) แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง (Boncler, Różalski, Krajewska, Podsędek, & 

Watala, 2014; Fotakis & Timbrell, 2006; van Meerloo, Kaspers, & Cloos, 2011) ซึ่งวิธีนี้มี
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ความไวและจ าเพาะต่อการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่าวิธีการตรวจสอบด้วยวิธีอ่ืนๆ ที่

ท าให้เกิดสี มีผู้น าวิธี MTT assay มาใช้ตรวจสอบผลของสารต่างๆ ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ ดังเช่น

การศึกษาของ Peng et al. (2015) ท าการศึกษาผลของ TIMP1 และ TIMP3 ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่

แกะที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ โดยใช้วิธี MTT assay เป็นวิธีในการตรวจสอบผลของ TIMP1 และ 

TIMP3 ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่แพะ จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นา-

โนเมตร และจากการศึกษาของ Ellington et al. (1998) ศึกษาการเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน า-

ไข่โคเพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ โดยใช้วิธี MTT assay ในการตรวจสอบผล แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน-

แสงที่ 570 นาโนเมตร และพบว่ามีรายงานการศึกษาผลของสารพิษ mycotoxin ต่อการเจริญพัฒนา

ของเซลล์แกรนูโลซาสุกรจากถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-6 มิลลิเมตร) (Tiemann et al., 

2009) จากรายงานข้างต้นได้รายงานการใช้วิธี MTT assay เพ่ือใช้เป็นวิธีในการตรวจสอบการเจริญ

พัฒนาของเซลล์ เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ที่ได้น าวิธี MTT assay ในการตรวจสอบผลของการ

เจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิภายหลังการ

ทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

อุปกรณ์และสารเคมี 

1. อุปกรณ์ 

1. บีกเกอร์ (beaker) 

 2. จานแก้ว (petri dish) 

 3. จานเพาะเลี้ยงพลาสติก (plastic petri dish) 

 4. จานเพาะเลี้ยงแบบหลุม 96 หลุม (96-well plate) 

 5. กรรไกร (scissors) 

 6. คีมหนีบ (forceps) 

 7. ปิเปตแก้ว (pasteur pipette) 

 8. แผ่นสไลด์ (glass slide) 

9. หลอดปั่นเหวี่ยง ขนาด 2 มิลลิลิตร (centrifuge tube 2 ml) 

10. หลอดปั่นเหวี่ยง ขนาด 15 มิลลิลิตร (centrifuge tube 15 ml) 

11. หลอดปั่นเหวี่ยง ขนาด 50 มิลลิลิตร (centrifuge tube 50 ml) 

12. หลอดทดลอง (test tube) 

 13. เข็มฉีดยาเบอร์ 18 (18-gauge needle) 

 14. กระบอกฉีดยา (syringe) 

15. กระติกใส่น้ าอุ่น (thermos bottle) 

16. เทอร์โมมิเตอร์ (thermometer) 

17. ถุงซิปล็อก (zipper bag) 

18. pipette tips 

19. ไมโครปิเปต (micropipette) 

20. ผ้าก๊อซ (gauze) 

 21. ที่กรองขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร (membrane filter 0.22 µm) 

22. กระบอกตวงขนาด (cylinder) 

 23. ขวดวัดปริมาตรขนาด (volumetric flask) 
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 24. ขวดแก้วใส่สาร (duran bottle) 

 25. ขวดสีชา (brown bottle) 

 26. ช้อนตักสาร (spatula) 

27. แท่งคนสาร (stirring rod) 

28. สไลด์นับเซลล์ (haemocytometer) 

29. เครื่องชั่งละเอียด (analytical balance) 

30. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

 31. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 

 32. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

 33. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) 

 34. กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (inverted microscope) 

 35. ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) 

 36. ตู้บ่มเซลล์ (incubator) 

 37. หม้อนึ่งความดันไอน้ า (autoclave) 

 

2. สารเคมี 

 1. น้ าเกลือ (0.9% normal saline solution, NSS) 

 2. Penicillin-G  

 3. Streptomycin 

 4. Amphotericin-B 

5. Gentamycin sulfate 

6. M199 with Earle’s salt (SIGMA-M5017) 

 7. NaHCO3 

8. ไพรูเวท (pyruvate) (HIMEDIA-RM082) 

9. Heat-treated fetal bovine serum; HTFBS) (SIGMA-F7524) 

10. Estradiol; E2 (SIGMA-E8875) 

11. Luteinizing hormone; LH (CALBIOCHEM-869003) 

12. Follicle stimulating hormone; FSH (SIGMA-F2293) 
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 13. 0.4% Trypan blue 

 14. Tetrazolium Bromide (SIGMA-M2128) 

 15. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer solution, PBS) 

 16. DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

 17. KOH  

18. NaH2PO4 • 2H2O  

19. Na2HPO4 • 2H2O 

 20. เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) 

21. น้ ากลั่น (distilled water) 

22. น้ าปราศจากไอออน (deionized water) 

 

วิธีการศึกษาทดลอง 

1. การเตรียมสารเคมี 

 1.1 การเตรียมน้ าเกลือเพื่อเก็บตัวอย่างผสมด้วยยาปฏิชีวนะ (ส าหรับเตรียมน้ าเกลือ 
1000 มิลลิลิตร) 

1. เตรียมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (IU/mL) 

Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/mL) และ Amphoterracin-B 250 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (วิธีค านวนในภาคผนวก) 

2. น าสารที่ชั่งเตรียมไว้ผสมในน้ าเกลือ 0.9 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื้อเดียว 

 

 1.2 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ส าหรับเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

  1.2.1 การเตรียมอาหาร M199 เพื่อใช้เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

   1. เตรียมอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS NaHCO3 2.2 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ไพรูเวท 0.25 มิลลิโมลาร์ (mM) และ gentamycin sulfate 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (วิธีการค านวนเพื่อชั่งสารสามารถศึกษาได้จากภาคผนวก) 

   2. ก่อนการใช้งาน 24 ชั่วโมง ต้องน าอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ไปบ่มที่ 37 

องศาเซลเซียส ที่คาร์บอนได้ออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ และมีความชื้นสูง 



  41 

  1.2.2 การเตรียมอาหาร M199 เพื่อใช้เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

   1. เตรียมอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, NaHCO3 2.2  

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไพรูเวท 0.25 มิลลิโมลาร์ gentamycin sulfate 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ฮอร์โมน FSH 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ฮอร์โมน LH 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และฮอร์โมน 

estradiol 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (วิธีการค านวนเพื่อชั่งสารสามารถศึกษาได้จากภาคผนวก) 

   2. ก่อนการใช้งาน 24 ชั่วโมง ต้องน าอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ไปบ่มที่ 37 

องศาเซลเซียส ที่คาร์บอนได้ออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ และมีความชื้นสูง 

  

1.3 การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

1.3.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ประกอบด้วยสาร NaCl เข้มข้น 139 มิลลิโมลาร์ KCl 

เข้มข้น 2.7 มิลลิโมลาร์ Na2HPO4 เข้มข้น 8.8 มิลลิโมลาร์ KH2PO4 เข้มข้น 1.48 มิลลิโมลาร์ (วิธีการ

ค านวนเพ่ือชั่งสารสามารถศึกษาได้จากภาคผนวก) 

  1.3.2 น าสารที่เตรียมไว้เทลงในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื้อเดียว 

  1.3.3 ปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วย HCl หรือ NaOH เพ่ือให้ได้ค่า pH 7.2-7.4 

  1.3.4 กรองสารละลายด้วยชุดกรองความดัน 

  1.3.5 เก็บสารละลายในขวดแก้ว เก็บในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส 

 

 1.4 การเตรียม MTT assay เพื่อใช้ในการตรวจสอบการเจริญพัฒนาของเซลล์ 

  1.4.1 เตรียมสาร MTT ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

  1.4.2 กรองสารละลายด้วยชุดกรองความดัน 

  1.4.3 เก็บสารละลายในขวดสีชา เก็บในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส 
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2. การเก็บตัวอย่าง การเตรียม คัดแยก และเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิชนิดต่างๆ จากระบบ

สืบพันธุ์ 

 2.1 การเก็บตัวอย่างเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

  1. เก็บตัวอย่างท่อน าไข่สุกรสายพันธุ์ผสมลาร์จไวท์ อายุ 6 เดือนขึ้นไป โดยเก็บ

ตัวอย่างแบบปลอดเชื้อจากโรงฆ่าสัตว์ จังหวัดนครปฐม โดยเก็บตัวอย่างท่อน าไข่สุกรจากซากสุกรที่

ถูกช าแหละไม่เกิน 30 นาที โดยท าการเก็บตัวอย่างท่อน าไข่สุกรในระยะ luteal phase 

  2. ท าการตัดตัวอย่างท่อน าไข่สุกรจากส่วนของอวัยวะในระบบสืบพันธุ์สุกร โดยท่อ

น าไข่สุกรมีลักษณะเป็นท่อ ปลายด้านหนึ่งอยู่ติดกับมดลูกและอีกด้านอยู่ติดกับรังไข่ 

  3. หลังจากตัดตัวอย่างท่อน าไข่สุกรแล้ว น าตัวอย่างท่อน าไข่ที่ได้เก็บรักษาใน

น้ าเกลือความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ที่ผสมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร (IU/mL) Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/mL) และ Amphoterracin-B 

250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเก็บตัวอย่างใส่ในภาชนะที่รักษาอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส 

จากนั้นน าตัวอย่างท่อน าไข่สุกรกลับมายังห้องปฏิบัติการภายใน 30 นาท ี

 

 2.2 การเก็บตัวอย่างเซลล์แกรนูโลซาจากรังไข่สุกร 

  1. เก็บตัวอย่างรังไข่สุกรสายพันธุ์ผสมลาร์จไวท์ อายุ 6 เดือนขึ้นไป โดยเก็บตัวอย่าง

แบบปลอดเชื้อจากโรงฆ่าสัตว์ จังหวัดนครปฐม เก็บตัวอย่างรังไข่สุกรจากซากสุกรที่ถูกช าแหละไม่เกิน 

30 นาที โดยท าการเก็บตัวอย่างรังไข่สุกรทั้งในระยะ follicular phase และระยะ luteal phase ซึ่ง

สามารถแบ่งถุงไข่ออกได้เป็น 3 กลุ่มตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางคือ ถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) ถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) และถุงไข่ขนาดใหญ่ 

(เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) ตามล าดับ 

  2. ท าการตัดตัวอย่างรังไข่สุกรจากส่วนของอวัยวะในระบบสืบพันธุ์สุกร โดยรังไข่

สุกรมีลักษณคล้ายพวงองุ่น ซึ่งอยู่ติดกับท่อน าไข่ 

  3. หลังจากตัดตัวอย่างรังไข่สุกรแล้ว น าตัวอย่างรังไข่ท่ีได้เก็บรักษาในน้ าเกลือความ

เข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ที่ผสมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (IU/mL) 

Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/mL) และ Amphoterracin-B 250 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ซึ่งเก็บตัวอย่างใส่ในภาชนะที่รักษาอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส จากนั้นน าตัวอย่างรังไข่

สุกรกลับมายังห้องปฏิบัติการภายใน 30 นาท ี
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 2.3 การเตรียมและคัดแยกเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

  1. เตรียมเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแบบปลอดเชื้อโดย น าท่อน าไข่มาล้างด้วยน้ าเกลือที่

ผสมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และ Amphoterracin-B 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาดท่อน าไข่ 

  2. ซับตัวอย่างให้แห้งด้วยผ้าก๊อซปลอดเชื้อ จากนั้นท าการตัดแยกท่อน าไข่ออกจาก

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันและตัดส่วนอินฟันดิบูลัม (infundibulum) ซึ่งมีลักษณะคล้ายนิ้วมือออก เพ่ือให้เป็น

ช่องทางเปิดออกของเซลล์ แล้ววางบนจานแก้วปลอดเชื้อ โดยเตรียมตัวอย่างภายในตู้ปลอดเชื้อ 

  3. ใช้แผ่นสไลด์ปลอดเชื้อขูดตามแนวยาวของท่อน าไข่สุกร จากส่วนอิสท์มัส 

(isthmus) ไปยังส่วนฟิมเบรีย (fimbria) จะได้เซลล์เป็นของเหลวสีเหลืองข้นไหลออกจากท่อน าไข่ 

  4. จากนั้นน าเซลล์ที่ได้ล้างด้วยน้ าเกลือผสมยาปฏิชีวนะ 5-7 ครั้ง 

  5. ดูดของเหลวด้านบนทิ้ง 

  6. เจือจางเซลล์ด้วยอาหารเพาะเลี้ยง M199 เสริมด้วย 10% HTFBS 

  7. นับจ านวนเซลล์เป็นเซลล์ตายก่อนการเพาะเลี้ยง โดยการย้อมสี 0.4% trypan 

blue ในอัตราส่วน 1:1 นับเซลล์ด้วย haemocytometer 

  8. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ลงในจานเพาะเลี้ยงแบบหลุม 96 หลุม จ านวน 

2x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  9. เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง ภายในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่ควบคุม

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ทีค่วามชื้นสูง 

 

2.4 การเตรียมและคัดแยกเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

  1. เตรียมเซลล์แกรนูโลซาสุกรแบบปลอดเชื้อโดย น ารังไข่มาล้างด้วยน้ าเกลือที่ผสม

ยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และ Amphoterracin-B 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาดรังไข่ 

  2. ซับตัวอย่างให้แห้งด้วยผ้าก๊อซปลอดเชื้อ จากนั้นท าการตัดแยกรังไข่ออกจาก

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันและท่อน าไข่ โดยเตรียมตัวอย่างภายในตู้ปลอดเชื้อ 

  3. ใช้กระบอกฉีดยาต่อกับเข็มฉีดยาเบอร์ 18 เจาะถุงไข่ โดยจ าแนกถุงไข่ตามขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มคือถุงไข่ขนาดเล็ก ถุงไข่ขนาดกลางและถุงไข่ขนาดใหญ่ 
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  4. เมื่อเจาะถุงไข่แล้วจะได้น้ าและเซลล์แกรนูโลซาซึ่งอยู่ภายในถุงไข่ น าไปปั่นเหวี่ยง

เพ่ือแยกเซลล์ให้ตกตะกอนออกจากสารหลั่งจากถุงไข่ 

  5. สารละลายด้านบนคือสารหลั่งจากถุงไข่สุกร ท าการดูดสารละลายด้านบนเก็บไว้

ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

  6. ล้างเซลล์แกรนูโลซาที่ตกตะกอนอยู่ด้านล่างด้วยน้ าเกลือผสมยาปฏิชีวนะ 5-7 

ครั้ง ในการศึกษาครั้งนี้ท าการศึกษาเซลล์แกรนูโลซาจากถุงไข่ขนาดกลาง 

  7. ดูดสารละลายด้านบนทิ้ง 

  8. เจือจางเซลล์ด้วยอาหารเพาะเลี้ยง M199 เสริมด้วย 10% HTFBS 

  9. นับจ านวนเซลล์ก่อนการเพาะเลี้ยง โดยการย้อมสี 0.4% trypan blue ใน

อัตราส่วน 1:1 นับเซลล์ด้วย haemocytometer 

  10. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ลงในจานเพาะเลี้ยงแบบหลุม 96 หลุม จ านวน 

1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  11. เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ภายในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่ควบคุม

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ที่ความชื้นสูง 

 

3. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิจากระบบสืบพันธุ์ที่

เพาะเลี้ยงแบบระยะสั้น (short-term culture) 

 1. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ความหนาแน่นของเซลล์ 2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ

เซลล์แกรนูโลซาสุกรที่ความหนาแน่นของเซลล์ 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ภายในจานเพาะเลี้ยง

พลาสติกขนาด 21.5 ตารางเซนติเมตร 

 2. ท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ  

 

4. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิจากระบบสืบพันธุ์ที่

เพาะเลี้ยงแบบระยะยาว (long-term culture) 

 1. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ความหนาแน่นของเซลล์ 2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ

เซลล์แกรนูโลซาสุกรที่ความหนาแน่นของเซลล์ 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ภายในจานเพาะเลี้ยง

พลาสติก ขนาด 21.5 ตารางเซนติเมตร 

 2. ท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ  
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 3. และท าการเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงใหม่ทุก 48 ชั่วโมง 

 

5. ออกแบบการทดลอง 

ตารางที่ 4 แสดงการออกแบบการทดลอง 

กลุ่มทดลอง จ านวนเซลล์ต่อหลุม  
(ในจานเพาะเลี้ยงแบบหลุม 

96 หลุม) 

อาหารเพาะเลี้ยงและสารที่ใช้เสริม 

เซลล์บุผิว
ท่อน าไข ่

เซลล์แกรนู-
โลซา 

เซลล์บุผิวท่อน าไข ่ เซลล์แกรนูโลซา 

กลุ่มควบคุม 
(control) 

2x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

1x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 ไม่เสริมสารใด 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 เสริมด้วยฮอร์โมน 
E2, FSH, LH  

กลุ่มควบคุม
เชิงบวก 

(positive 
control) 

2x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

1x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS และฮอร์โมน E2, 
FSH, LH 

กลุ่มทดสอบ  
(test group) 

2x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

1x105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 ไม่เสริม HTFBS 
แต่เสริมด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก 
ขนาดกลางและขนาด
ใหญ่ที่ความเข้มข้น 2, 
4, 20, 40, 200, 400, 
500, 600 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 8) 

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 
M199 เสริมด้วยฮอร์โมน 
E2, FSH, LH แต่ไม่เสริม 
HTFBS แต่เสริมด้วยสาร
หลั่งจากถุงไข่สุกรขนาด
เล็ก ขนาดกลางและ
ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้น 
2, 4, 20, 40, 200, 400, 
500, 600 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ภาพท่ี 8) 

หมายเหตุ กลุ่มทดสอบ (test group) เพ่ือหาความเข้มข้นของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาด 

ต่างๆ ที่เหมาะสมต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ (optimum concentration) 
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ภาพที่ 8 แสดงการทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (ก.) ขนาดกลาง (ข.) และขนาด
ใหญ่ (ค.) ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงแบบ
หลุม 96 หลุม ในแถวที่ 1 และแถวที่ 12 คือหลุม blank แถวที่ 2 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรในกลุ่มควบคุม แถวที่ 3 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 2 
ไมโครกรัม แถวที่ 4 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 4 ไมโครกรัม แถวที่ 5 คือ
ความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 20 ไมโครกรัม แถวที่ 6 คือความเข้มข้นโปรตีนจาก
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 40 ไมโครกรัม แถวที่ 7 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 
200 ไมโครกรัม แถวที่ 8 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 400 ไมโครกรัม แถวที่ 9 
คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 500 ไมโครกรัม แถวที่ 10 คือความเข้มข้นโปรตีน
จากสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ 600 ไมโครกรัม และแถวที่ 11 คือความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจาก
ถุงไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
 

6. การเตรียมตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลาง และขนาดใหญ่ 

1. เก็บตัวอย่างรังไข่สุกรแบบปลอดเชื้อจากโรงฆ่าสัตว์ จังหวัดนครปฐม จากซากสุกรที่ถูก

ช าแหละไม่เกิน 30 นาที โดยเก็บตัวอย่างรังไข่สุกรทั้งในระยะ follicular phase และระยะ luteal 

phase และสามารถแบ่งถุงไข่ออกได้เป็น 3 กลุ่มตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางคือ ถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้น

ผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) ถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) และถุงไข่ขนาด

ใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) ตามล าดับ โดยเก็บตัวอย่างในกล่องควบคุมอุณหภูมิที่ 

30-35 องศาเซลเซียส 

ค. 
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2. น ารังไข่มาล้างด้วยน้ าเกลือที่ผสมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิดคือ Penicillin-G 100 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Amphoterracin-B 250 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาด ซับตัวอย่างให้แห้งด้วยผ้าก๊อซปลอดเชื้อ จากนั้นท าการตัดแยกรังไข่

ออกจากเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและท่อน าไข่ โดยเตรียมตัวอย่างภายในตู้ปลอดเชื้อ 

 3. ใช้กระบอกฉีดยาต่อกับเข็มฉีดยาเบอร์ 18 เจาะถุงไข่ โดยจ าแนกถุงไข่ตามขนาดเส้นผ่าน-

ศูนย์กลาง สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มคือถุงไข่ขนาดเล็ก ถุงไข่ขนาดกลางและถุงไข่ขนาดใหญ่ และ

เจาะสารหลั่งจากถุงไข่โดยใช้กระบอกฉีดยาและเข็มเจาะแยกกันตามกลุ่มขนาดของถุงไข่ 

 4. เมื่อเจาะถุงไข่แล้วจะได้น้ าและเซลล์แกรนูโลซาซึ่งอยู่ภายในถุงไข่ น าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยก

เซลล์ให้ตกตะกอนออกจากสารหลั่งจากถุงไข่เป็นเวลา 2-3 นาที 

 5. สารละลายด้านบน (supernatant) คือสารหลั่งจากถุงไข่สุกร ท าการดูดสารละลาย

ด้านบนเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ส าหรับการศึกษาต่อไป 

 6. เมื่อต้องการน าสารหลั่งจากถุงไข่สุกรมาใช้ ต้องท าการละลายน้ าแข็ง ( thawed) ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 3-5 นาที หรือสารหลั่งจากถุงไข่ละลายรวมกันเป็นเนื้อเดียว 

 

7. การศึกษาโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ ด้วยวิธี SDS-PAGE  

ที่มา: Lowry, Rosebrough, Farr, and Randall (1951) 

หลักการการวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry 

 วิธีของ Lowry เป็นวิธีที่สามารถวัดปริมาณโปรตีนได้ที่ระดับความเข้มข้นน้อยๆ จนถึง 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สีที่เกิดขึ้นอาศัยปฏิกิริยา 2 ชนิด คือ Biuret reaction และ Reduction ของ

กรดอะมิ โน  Tyrosine และ Tryptophan ด้ วย Folin-Ciocalteu reagent ซึ่ งมีส่ วนผสมของ 

Phosphomolypdate–phosphotungstate ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที จะเกิดสีน้ าเงินเข้ม น าไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ 750 นาโนเมตร หากมีปริมาณโปรตีนมากกว่า 250 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร สีที่ได้จะเข้มมากเกิน จึงจ าเป็นต้องเจือจางสารละลายตัวอย่างก่อน เมื่อน าค่าที่ได้เทียบกับ

กราฟหรือ Calibration curve ก็จะทราบค่าความเข้มข้นของโปรตีนในสารละลายได้ มีขั้นตอน

การศึกษาดังนี ้

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA และเจือจางส าหรับการท ากราฟมาตรฐาน (Standard 

curve) (ตามตารางในภาคผนวก) 

 



  49 

2. เติมสารละลายผสม A (Na2CO3) สาร B (CuSO4 ·5(H2O)) และสาร C (Na tartrate  

·2(H2O)) ลงในหลอดทดลองทั้งหมดท่ีเตรียมไว้ หลอดละ 3 มิลลิลิตร  

3. น าสารละลายผสมไปปั่น (vortex) เพ่ือให้เป็นเนื้อเดียวกัน  

4. ตั้งสารละลายทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

5. เติม Folin phenol reagent (เตรียมใหม่ทุกครั้งเมื่อใช้งาน) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  

   ลงในแต่ละหลอดทดลอง 

6. น าสารละลายผสมไปปั่น (vortex) เพ่ือให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

7. ตั้งสารละลายทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือให้เกิดสี 

 8. เมื่อครบเวลาให้น าหลอด Blank ไปปรับศูนย์ (0) และวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาว

คลื่น 750 นาโนเมตร (nm) ในแต่ละหลอด ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

9. น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ น ามาเขียนกราฟมาตรฐาน โดยสารละลายตัวอย่างให้บันทึก

ค่าท่ีได้ แล้วน ามาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือค านวณหาปริมาณโปรตีนตัวอย่าง 

10. เมื่อทราบปริมาณโปรตีนแล้ว ท าการศึกษาต่อด้วยวิธี SDS-PAGE ด้วยกระบวนการอิเล็ก

โตรโฟรีซิส (Run-gel electrophoresis) 

 

8. การศึกษาเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิจากระบบสืบพันธุ์

ภายหลังการถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ท่ีความ

เข้มข้นต่างๆ 

 1. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรตามข้อมูลข้างต้น ภายในจาน

เพาะเลี้ยงแบบหลุม 96 หลุม 

 2. ท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ทุก 24 ชั่วโมง ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ

หัวกลับ  

3. เมื่อครบเวลาการเพาะเลี้ยง ท าการทดสอบสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลาง

และขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500, 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ค านวณความเข้มข้นของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรด้วยสูตร (วิธีการค านวนอยู่ในภาคผนวก) 

   C1V1 = C2V2 

  หมายเหตุ C1 คือ ความเข้มข้นตั้งต้นของสารหลั่งจากถุงไข่ 

C2 คือ ความเข้มข้นของสารหลั่งจากถุงไข่ท่ีต้องการ 
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V1 คือ ปริมาตรของสารละลายที่เตรียม 

V2 คือ ปริมาตรของสารละลายที่ต้องการ 

  

4. ท าวิธี MTT assay มีข้ันตอนดังนี ้

  4.1 เมื่อครบเวลาการทดสอบสารหลั่งจากถุงไข่กับเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร ดูดอาหาร

เพาะเลี้ยงที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ท้ิง 

4.2 ล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2 ครั้ง ครั้งละ 200 ไมโครลิตร 

  4.3 เติมสาร MTT หรือ tetrazolium หลุมทดลองละ 50 ไมโครลิตร จะมีสีเหลือง 

ขั้นตอนนี้ต้องท าในที่มืด 

  4.4 บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

  4.5 เมื่อครบเวลา ดูดสารเคมีทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2 ครั้ง ครั้งละ 200 

ไมโครลิตร 

  4.6 เติมสารละลาย DMSO เพ่ือละลาย formazan จากเซลล์ จะเกิดเป็นสีม่วง 

4.7 น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 
  4.8 ค านวณเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ 

 
  หมายเหตุ Blank คือ ค่าการดูดกลืนแสงในกลุ่มท่ีไม่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

    Reference คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใน 

         อาหารเพาะเลี้ยงเพียงอย่างเดียว (control) 

Test คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่ง 

 จากถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นขนาดต่างๆ 

สามารถทดสอบผลของการเจริญพัฒนาของเซลล์ได้โดยเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยตั้งให้ผล

ของกลุ่มควบคุมเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ หากผลการทดสอบมากกว่า 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเซลล์มี

การเจริญพัฒนาเพ่ิมมากขึ้น แต่ในทางตรงข้ามหากผลการทดสอบได้ผลน้อยกว่า 100 เปอร์เซ็นต์ 

แสดงว่าเซลล์มีการเจริญพัฒนาลดลง 
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บทที่ 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

  

การศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลาง และขนาดใหญ่ต่อเซลล์

เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ (oviductal epithelial cells) และเซลล์แกรนูโลซา 

(granulosa cells)  

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซา 

1.1 เซลล์บุผิวท่อน าไข่ 

 เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่ในระบบสืบพันธุ์สุกร เป็นเซลล์ที่บุอยู่โดยรอบท่อ-

น าไข่สุกร (oviduct) ในการศึกษานี้เก็บตัวอย่างท่อน าไข่สุกรแบบปลอดเชื้อจากโรงฆ่าสัตว์ ณ จังหวัด

นครปฐม ท่อน าไข่มีลักษณะเป็นท่อต่อจากรังไข่ไปยังมดลูก ท่อน าไข่สุกรสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 

ส่วน ได้แก่ 1. อิสมัท (isthmus)  2. แอมพูลา (ampulla) 3. ฟิมเบรีย (fimbriae) 4. อินฟันดิบูลัม 

(infundibulum) ดังภาพ 9 

 

ภาพที่ 9 แสดงท่อน าไข่สุกรที่ได้จากการเก็บตัวอย่างจากโรงฆ่าสัตว์ ท่อน าไข่สุกรมีลักษณะเป็นท่อ
ยาวสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วน ได้แก่ 1. อิสมัท (isthmus)  2. แอมพูลา (ampulla) 3. ฟิมเบรีย 
(fimbriae) 4. อินฟันดิบูลัม (infundibulum) 

 

การศึกษานี้เก็บตัวอย่างจากท่อน าไข่สุกรในระยะ luteal phase ซึ่งระยะนี้เซลล์บุผิวท่อน า-

ไข่มีความพร้อมในการรอรับเซลล์ไข่ท่ีตก (ovulation) พบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ในระยะ

สั้น (short-term culture) เป็นระยะเวลา 0-96 ชั่วโมง พบว่าเซลล์ที่ได้จากการขูดท่อน าไข่สุกรหรือ

1. 2. 3. 4. 



  52 

ที่เวลา 0 ชั่วโมง พบกลุ่มเซลล์ของทั้งเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลีย (columnar ciliated cells; cc) 

ยังมีการขยับเคลื่อนไหวได้อยู่เนื่องจากซีเลียที่อยู่ด้านบนของเซลล์มีการพัดโบกท าให้เซลล์เคลื่อนที่ได้ 

และพบเซลล์รูปร่างกลมที่ไม่มีซีเลีย (non-ciliated cells; nc) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร M199 

เสริมด้วย 10% HTFBS, 2.2 mg/mL, NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin 

sulfate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในจานเพาะเลี้ยงขนาด 21.5 ตารางเซนติเมตร พบเซลล์มีลักษณะ

รูปร่างกลม เป็นเซลล์แขวนลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง โดยพบทั้งเซลล์ที่จับตัวเป็นกลุ่มและเซลล์

เดี่ยว พบทั้งเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลีย ยังมีการเคลื่อนไหวได้อยู่เนื่องจากซีเลียที่อยู่ด้านบนของ

เซลล์มีการพัดโบกท าให้เซลล์เคลื่อนที่ได้ และพบเซลล์รูปร่างกลมที่ไม่มีซีเลีย (ภาพที่ 10) ที่เวลา 48 

ชั่วโมง พบเซลล์รูปทรงกลมไม่มีซีเลีย และเซลล์รูปทรงกระบอกท่ีมีซีเลีย พบทั้งเซลล์ที่รวมตัวเป็นกลุ่ม

และเซลล์เดี่ยว (ภาพที่ 10) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 72 ชั่วโมง พบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรบางส่วน

เริ่มยึดเกาะกับพื้นผิวของจานเพาะเลี้ยงประมาณ 30-50 เปอร์เซ็นต์ ของประชากรเซลล์ แสดงรูปร่าง

หัวแหลมท้ายแหลม (fibroblast-like cells) นอกจากนี้ยังพบเซลล์รูปร่างกลมไม่มีซีเลียที่ไม่ยึดเกาะ

พ้ืนผิวลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง และพบเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลียรวมตัวเป็นกลุ่มเซลล์เคลื่อนที่

อยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 10) ต่อมาเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 96 ชั่วโมง พบเซลล์ยึดเกาะที่พ้ืนผิว

จานเพาะเลี้ยงเพ่ิมมากขึ้นประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ ประชากรของเซลล์มีรูปร่างหัวแหลมท้าย -

แหลม กลางเซลล์พองออกลักษณะคล้ายรูปกระสวย ( fibroblast-like morphology; fb) เป็น

ส่วนมากประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ และพบเซลล์ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยมเพียงส่วนน้อย (epithelial-like 

morphology; ep) ประมาณ 10-20 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้พบกลุ่มเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลีย

เคลื่อนที่ในอาหารเพาะเลี้ยงประมาณ 5-10 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 10) ที่เวลาการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิว-

ท่อน าไข่นาน 96 ชั่วโมงนี้สามารถน าเซลล์ที่ได้ไปศึกษาต่อเพ่ือทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรได้  
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ภาพที่ 10 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเพาะเลี้ยงในอาหาร
เพาะเลี้ยง ก. พบเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลีย (cc) เคลื่อนที่ในอาหารเพาะเลี้ยงได้และเซลล์รูปร่าง
กลมไม่มีซีเลีย (nc) พบเป็นเซลล์เดี่ยวและกลุ่ม เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. พบเซลล์รูป
ทรงกระบอกท่ีมีซีเลียสามารถเคลื่อนที่ได้และเซลล์รูปร่างกลมไม่มีซีเลีย พบทั้งเซลล์เดี่ยวและกลุ่มเม่ือ
เพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง ค. พบเซลล์บางส่วนเริ่มยึดเกาะกับพ้ืนผิวของจานเพาะเลี้ยง (ในบริเวณ
วงกลม) และกลุ่มเซลล์รูปทรงกระบอกที่มีซีเลียสามารถเคลื่อนที่ในอาหารเพาะเลี้ยงได้ เมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 72 ชั่วโมง ง. เซลล์ยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงเพ่ิมมากข้ึนประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ แสดง
รูปร่าง 2 แบบคือ รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) และเซลล์ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยม (ep) เมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 96 ชั่วโมง (แสดงภาพที่ก าลังขยาย 200 เท่า) 

 

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิใน

ระยะยาว (long-term culture) คือการเพาะเลี้ยงแบบระยะยาวนับตั้งแต่ที่ 96 ชั่วโมงเป็นต้นไป ใน

จานเพาะเลี้ยงขนาด 21.5 ตารางเซนติเมตร เป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว (monolayer) โดย

fb 

ep 

ข. 

ง. 

ก. 

cc 

nc 

cc 

ค. 

nc 
cc 
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เซลล์ที่ตายแล้วจะมีหลุดลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง ในการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบระยะยาวนี้เปลี่ยน

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 48 ชั่วโมง โดยศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงและสิ่งแวดล้อมในการเพาะเลี้ยง

เซลล์นี้สามารถคงการมีชีวิตของเซลล์ในระยะเวลานาน เซลล์ที่เพาะเลี้ยงแบบระยะยาวสามารถน าไป

เพาะเลี้ยงต่อเพ่ือพัฒนาต่อเป็นเซลล์ไลน์ได้ ผลการศึกษาพบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุ-

ผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห์ เซลล์มีการเจริญเติบโตเพ่ิมมากขึ้นจากการเพาะเลี้ยง

เริ่มต้น เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายหรือกระสวยประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และพบเซลล์ที่มี

ลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 2 สัปดาห์ 

เซลล์รูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายหรือกระสวยพบประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ลักษณะหลาย

เหลี่ยมพบประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ ที่ระยะเวลา 3 สัปดาห์ พบเซลล์มีลักษณะแบบหัวแหลมท้าย-

แหลมสานกันเป็นร่างแหแบบ ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ และมีรูปร่างหลายเหลี่ยมประมาณ 50 

เปอร์เซ็นต์ เช่นกัน เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ พบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์มีรูปร่าง

หลายเหลี่ยมประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ ของทั้งหมด และรูปร่างแบบแหลมหัวแหลมท้ายยึดเกาะผิวจาน

เพาะเลี้ยงประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบว่าเซลล์มีการยืดยาวมากกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงนาน 3 

สัปดาห์ โดยเซลล์ทั้งหมดสานกันเป็นกลุ่มเซลล์ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยมจะอยู่ตรงกลางล้อมด้วยเซลล์

รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 5 สัปดาห์ และ 6 สัปดาห์ พบเซลล์รูปร่างหลายเหลี่ยม

เป็นส่วนมากของประชากรเซลล์ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ โดยเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมจะสาน

กันเป็นกลุ่มและพบเซลล์รูปร่างหลายเหลี่ยมอยู่ตรงกลางเช่นเดียวกับผลการศึกษาในสัปดาห์ที่ 4 

ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์พบว่าเซลล์ยังสามารถคงลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ต่อไป 

ดังภาพ 11 
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ภาพที่ 11 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเพาะเลี้ยงแบบระยะยาว 
พบเซลล์ 2 ลักษณะคือ รูปร่างหลายเหลี่ยม (ep) และรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) ก. และ ข. พบ
เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และพบเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลาย
เหลี่ยมประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห์ ค. และ ง. เซลล์มีรูปร่างแหลม
หัวแหลมท้ายประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 40 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห์ จ. และ ฉ. เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 50 
เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 
3 สัปดาห์ ช. และ ซ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ ฌ. และ ญ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 5 
สัปดาห์ ฎ. และ ฏ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 6 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายประมาณ 
30 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างแบบหลายเหลี่ยมประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ โดยเซลล์
รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมจะสานกันเป็นกลุ่มล้อมอยู่โดยรอบและพบเซลล์รูปร่างหลายเหลี่ยมอยู่ตรง
กลาง (ภาพ ก. ค. จ. ช. ฌ. และ ฎ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 100 เท่า และภาพ ข. ง. ฉ. ซ. ญ. และ 
ฏ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 200 เท่า) 
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ฎ. ฏ. 

fb 

ep 
fb 

ep 

fb ep 

fb 

ep 



  57 

1.2 เซลล์แกรนูโลซา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร ที่เพาะเลี้ยงแบบระยะสั้นโดยเก็บ

ตัวอย่างเซลล์แกรนูโลซาจากถุงไข่ขนาดกลาง ที่เวลาเพาะเลี้ยง 0 ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีรูปร่างกลม 

ลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยงไม่ยึดเกาะพ้ืนผิว ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแกรนูโลซาเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ในอาหารสูตร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL FSH, 1 µg/mL 

LH, 1 µg/mL estradiol 2.2 mg/mL, NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin 

sulfate พบเซลล์เริ่มยึดเกาะพ้ืนผิวและยืดยาวออก มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและมีแฉกคล้ายดาว

ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ และยังพบเซลล์รูปร่างกลมที่ใม่ยึดเกาะพ้ืนผิวเป็นเซลล์แขวนลอยในอาหาร

เพาะเลี้ยงอยู่ ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบเซลล์ยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ 

โดยมีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและรูปร่างดาวแบบหลายแฉกมากขึ้น ซึ่งพบทั้งเซลล์เดี่ยวและเซลล์ที่

เกาะกลุ่มรวมกันสานกันเป็นร่างแหกระจายทั่วจานเพาะเลี้ยง จึงน าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 

ชั่วโมงนี้ไปทดสอบเพ่ือศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการมีชีวิตของเซลล์ได้ ดังภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหารเสริม
ด้วยฮอร์โมน (FSH, LH และ estradiol) ก. เซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและมีแฉกคล้ายดาว 
(แทนด้วย fb) ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. เซลล์การยึดเกาะที่พ้ืนผิว
จานเพาะเลี้ยงประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ โดยมีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและรูปร่างดาวแบบหลาย
แฉกมากขึ้น เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง 
 

นอกจากนี้ได้ศึกษาเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม่เสริมฮอร์โมน (FSH, LH 

และ estradiol) พบว่าเซลล์เริ่มยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงที่ 24 ชั่วโมง พบเซลล์รูปร่างหัวแหลม

ท้ายแหลมแบบกระสวยกระจายทั่วจานเพาะเลี้ยง ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ และพบเซลล์กลมไม่ยึด

เกาะพ้ืนผิว 60 เปอร์เซ็นต์ ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและรูปร่างดาวหลาย

ข. 
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แฉกโดยเซลล์มีการเชื่อมต่อกันยึดเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ พบทั้งที่เกาะ

กลุ่มรวมกันและเป็นเซลล์เดี่ยว และเซลล์รูปร่างกลมไม่ยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์มีความคล้ายคลึงกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมฮอร์โมน แต่

มีการเจริญของเซลล์ที่น้อยกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมฮอร์โมน ดังภาพที่ 13 

 

 

ภาพที่ 13 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหารไม่
เสริมฮอร์โมน (FSH, LH และ estradiol) ก. เซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมคล้าย
กระสวย (fb) ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์รูปร่างกลมไม่ยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ข. เซลล์แกรนูโลซาการยึดเกาะที่พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงประมาณ 60 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและมีหลายแฉก และเซลล์รูปร่างกลมไม่ยึดเกาะพ้ืนผิว
ประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง 

ข. 

 

ก. 

fb 

fb 
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ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิในระยะ

ยาวนานกว่า 96 ชั่วโมงเป็นต้นไป เซลล์ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม่เสริมฮอร์โมน ในจานเพาะเลี้ยง

ขนาด 21.5 ตารางเซนติเมตร เป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว โดยเซลล์ที่ตายแล้วจะมีหลุดลอย

อยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง ในการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบระยะยาวนี้เปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 48 

ชั่วโมง โดยศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงและสิ่งแวดล้อมในการเพาะเลี้ยงเซลล์นี้สามารถคงการมีชีวิตของ

เซลล์ในระยะเวลานาน รวมทั้งการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในระยะยาว 

สามารถน าเซลล์ไปเพาะเลี้ยงต่อเพ่ือพัฒนาต่อเป็นเซลล์ไลน์ได้ ผลการศึกษาพบว่ า ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ พบว่าเซลล์ยืดยาวมาก

ขึ้น มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมมีหลายแฉก 100 เปอร์เซ็นต์ สานกันเป็นร่างแหทั่วทั้งจานเพาะเลี้ยง 

ที่เวลา 2 สัปดาห์ พบเซลล์มีรูปร่างเรียวแหลมและยืดยาวมากขึ้น เซลล์สานตัวกันเป็นร่างแหทั่วทั้ง

จานเพาะเลี้ยง ที่ระยะเวลา 3 สัปดาห์ เซลล์เรียงตัวชิดติดกันแน่น เซลล์มีรูปร่างเรียวแหลมและยืด

ยาวมากขึ้นมากกว่าที่ 2 สัปดาห์ เช่นเดียวกับที่เวลา 4 สัปดาห์ และ 5 สัปดาห์ พบว่าเซลล์มีรูปร่าง

เรียวแหลมมากกว่าเซลล์ที่เวลา 3 สัปดาห์ ซึ่งเซลล์ยืดยาวออกคล้ายเส้นใย เรียงตัวชิดติดกันสานเป็น

ร่างแหแผ่ทั่วจานเพาะเลี้ยง เซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงแบบระยะยาวแสดงลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของเซลล์เป็นรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 สัปดาห์พบว่าเซลล์

ยังสามารถคงลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ต่อไป จากผลการศึกษาพบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

เซลล์ที่คล้ายคลึงกันของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงแบบระยะสั้นและแบบระยะยาว เพียงแต่เซลล์ที่เพาะเลี้ยง

เป็นระยะเวลาที่ยาวนานมากขึ้น เซลล์จะมีการยืดยาวและมีรูปร่างเรียวแหลมมากกว่าเซลล์ที่ใช้เวลา

ในการเพาะเลี้ยงน้อยกว่าดังภาพที่ 14 
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ภาพที่ 14 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเพาะเลี้ยงแบบระยะยาว
มากกว่า 96 ชั่วโมง เซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fb) 100 เปอร์เซ็นต์ ก. และ ข. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายและมีหลายแฉก ค. และ ง. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายเรียวยาวมากขึ้น จ. และ ฉ. 
แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 3 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลมท้ายมีรูปร่างเรียวและยืดยาวมาก
ขึ้นสานกันเป็นร่างแห ช. และ ซ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ เซลล์มีรูปร่างแหลมหัวแหลม
ท้ายมีรูปร่างเรียวและยืดยาวมากขึ้นสานกันเป็นร่างแห ฌ. และ ญ. แสดงเซลล์เพาะเลี้ยงนาน 5 
สัปดาห์ เซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมเรียวยาวคล้ายเส้นใยสานกันเป็นร่างแหทั่วจานเพาะเลี้ยง 
(ภาพ ก. ค. จ. ช. และ ฌ. แสดงภาพที่ก าลังขยาย 100 เท่า และภาพ ข. ง. ฉ. ซ. และ ญ. แสดงภาพ
ที่ก าลังขยาย 200 เท่า) 
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2. การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อการมีชีวิต

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรเพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ 

ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซา

สุกรเพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ แสดงเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร เมื่อทดสอบกับ

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ถุงไข่ขนาดกลางและถุงไข่ขนาดใหญ่  โดยแกนแนวตั้ง (X) แสดง

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกร เมื่อทดสอบกับสารหลั่ง

จากถุงไข่สุกรและแกนแนวนอน (Y) แสดงความเข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) ได้ท าการทดสอบเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรด้วยสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดต่างๆ ที่ความเข้มข้นโปรตีน 0, 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตด้วยวิธี  MTT assay ในกลุ่มควบคุม 

(control) คือเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และเซลล์แกรนูโล

ซาสุกร ในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol ในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 

control) คือเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS และเซลล์

แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol จาก

ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธี one-way ANOVA, post hoc Duncan เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์

การเจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรต่อความเข้มข้นโปรตีนของสาร

หลั่งจากถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยผลของแต่ละ

ความเข้มข้นภายในกลุ่มของถุงไข่ขนาดต่างๆ แทนด้วยตัวอักษร a, b, c, d, e ในแต่ละกลุ่มที่แตกต่าง

กัน และความแตกต่างภายในแต่ละกลุ่มของความเข้มข้นแทนด้วยสัญลักษณ์ดอกจัน (*) 

 

2.1 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กต่อการมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่นาน 96 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ การมีชีวิต

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กพบว่าการเจริญพัฒนาของ

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรค่อยๆ เพ่ิมสูงขึ้น และเพ่ิมขึ้นอย่างมากที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (332.531±37.87 เปอร์เซ็นต์) และพบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อ

ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กที่ความเข้มข้น โปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(498.173±58.87 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และมีค่าสูงกว่า
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กลุ่มควบคุมเชิงบวก (400.846±70.17 เปอร์เซ็นต์) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 

นอกจากนี้ที่ความเข้มข้นโปรตีน 400 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (424.955±54.73 เปอร์เซ็นต์ 

และ 490.845±41.60 เปอร์เซ็นต์) มีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยส าคัญ (p>0.05) (ภาพที่ 15) ซึ่งพบว่าเซลล์เมื่อได้รับสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นโปรตีน 

500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแผ่ขยายตัวของเซลล์และผสานตัวกันเป็นกลุ่มแผ่ทั่วทั้งจาน

เพาะเลี้ยงมากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่พบเป็นเซลล์เดี่ยวรูปร่างเรียวหัวแหลมท้ายแหลม ในกลุ่ม

ควบคุมเชิงบวกพบว่าเซลล์มีการแผ่ขยายและสานตัวเป็นร่างแหเช่นเดียวกัน (ภาพท่ี 16) 

 

ภาพที่ 15 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุด
เมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (498.173±58.87 เปอร์เซ็นต์) ซึ่ง
แตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวก (400.846±70.17 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05)  
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ความเข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต
ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร
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ภาพที่ 16 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดเล็กท่ีความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 
 

2.2 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางต่อการมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่นาน 96 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ การมีชีวิต

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางพบว่าการเจริญพัฒนาของ

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรค่อยๆ เพิ่มสูงขึ้นและเพ่ิมข้ึนอย่างมากท่ีความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (430.986±9.81 เปอร์เซ็นต์) และพบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อถูก

ทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้น โปรตีน 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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(625.351±48.37 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวก (392.957±21.29 

เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และนอกจากนี้ที่ความเข้มข้นโปรตีน 40, 200, 400 และ 500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (201.415±13.80 เปอร์เซ็นต์ 430.986±9.81 เปอร์เซ็นต์ 570.422±23.42 

เปอร์เซ็นต์ และ 597.183±41.16 เปอร์เซ็นต์) ยังมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงกว่ากลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) (ภาพที่ 17) ซึ่งพบว่าเซลล์เมื่อได้รับสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ความ

เข้มข้นโปรตีน 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแผ่ขยายตัวของเซลล์และผสานตัวกันเป็นกลุ่มแผ่

ขยายทั่วทั้งจานเพาะเลี้ยงมากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (ภาพท่ี 18) 

 

ภาพที่ 17 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ค่อยๆ 
เพ่ิมสูงขึ้นและมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 600 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (625.351±48.37 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิง
บวก (392.957±21.29 เปอร์เซ็นต)์ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 18 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 
 

2.3 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ต่อการมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่นาน 96 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ การมีชีวิต

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่พบว่าการเจริญพัฒนาของ

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรค่อยๆ เพ่ิมสูงขึ้นจากที่ความเข้มข้น โปรตีน 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(149.090±0.00 เปอร์เซ็นต์) และพบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อถูกทดสอบด้วย

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (456.363±30.32 

ก. ข. 

ค. 



  68 

เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ (359.999±20.57 

เปอร์เซ็นต์) (p<0.05) และนอกจากนี้ที่ความเข้มข้นโปรตีน 20, 40, 200, 400 และ 600 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (211.818±12.25 เปอร์เซ็นต์ 230.909±6.68 เปอร์เซ็นต์ 376.363±30.40 เปอร์เซ็นต์ 

440.006±32.44 เปอร์เซ็นต์ และ 376.363±31.83 เปอร์เซ็นต์) ยังมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของ

เซลล์สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) (ภาพที่ 19) ซึ่งพบว่าเซลล์เมื่อได้รับสารหลั่งจาก

ถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแผ่ขยายตัวของเซลล์และผสานตัว

กันเป็นกลุ่มแผ่ทั่วทั้งจานเพาะเลี้ยงมากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่พบเป็นเซลล์เดี่ยวรูปร่างเรียว

หัวแหลมท้ายแหลม ในกลุ่มควบคุมเชิงบวกพบว่าเซลล์มีการแผ่ขยายและสานตัวเป็นร่างแห

เช่นเดียวกัน (ภาพที่ 20) 

 

ภาพที่ 19 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์บุท่อน าไข่สุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์ค่อยๆ 
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เพ่ิมสูงขึ้นและพบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์สูงสุดเมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (456.363±30.32 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิง
บวก (359.999±20.57 เปอร์เซ็นต)์ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)  
 

   

 

ภาพที่ 20 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรภายหลังการทดสอบด้วย
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุม 
(อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว) ข. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก (อาหาร 
M199 เสริมด้วย 10% HTFBS) และ ค. แสดงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุง
ไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 
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2.4 เปรียบเทียบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อเปอร์เซ็นต์

การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 

 ท าการเปรียบเทียบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร พบว่าความเข้มข้นโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาด

เล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์

แตกต่างกับเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่อย่าง

มีนัยส าคัญ (p<0.05) ที่ความเข้มข้นอ่ืนของโปรตีนไม่พบความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของ

เซลล์ทีถู่กทดสอบทางสถิติ (p>0.05) ดังภาพที่ 21 

 

ภาพที่ 21 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาด
กลางและผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่ความเข้มข้น
โปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมงต่อการ
เจริญพัฒนาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร M199 เพียงอย่างเดียว และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
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อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS พบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 2 และ 600 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์แตกต่างกับค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสาร
หลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
 

2.5 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กต่อการมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซานาน 48 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ จากผลการ

ทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กต่อการมีชีวิตของแกรนูโลซาเซลล์พบว่า ในทุกความ

เข้มข้นของโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม 

ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, และ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (70.106±2.76 เปอร์เซ็นต์ 

65.344±6.49 เปอร์เซ็นต์ 65.609±3.70 เปอร์เซ็นต์ และ 60.582±6.10 เปอร์เซ็นต์) มีค่าการมีชีวิต

ของเซลล์ต่ ากว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญ (229.894±25.35 เปอร์เซ็นต์) 

(p<0.05) แต่ที่ความเข้มข้น โปรตีน 200 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (117.460±25.40 

เปอร์เซ็นต์ และ 113.227±6.76 เปอร์เซ็นต์) ค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงกว่ากลุ่มควบคุมแต่ไม่พบความ

แตกต่างทางสถิติ (p>0.05) ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ลดลงและต่ ากว่ากลุ่มควบคุม (84.391±12.52 เปอร์เซ็นต์ และ 

82.540±3.75 เปอร์เซ็นต์) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) (ภาพที่ 22) พบว่าเซลล์เมื่อ

ได้รับสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นโปรตีน 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลล์มีการแผ่ขยายตัว

น้อยกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม ซึ่งพบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมปลายเซลล์มีหลายแฉกยืดยาว

ออกและเซลล์มีการสานตัวกันมากกว่าเซลล์ในกลุ่มท่ีถูกทดสอบ (ภาพท่ี 23) 
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ภาพที่ 22 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20 และ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (70.106±2.76 เปอร์เซ็นต์ 
65.344±6.49 เปอร์เซ็นต์ 65.609±3.70 เปอร์เซ็นต์ และ 60.582±6.10 เปอร์เซ็นต์) เปอร์เซ็นต์การ
เจริญ พัฒนาของเซลล์มีค่าต่ ากว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่ มควบคุมเชิ งบวกอย่างมีนั ยส าคัญ 
(229.894±25.35 เปอร์เซ็นต์) (p<0.05) 
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ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต
ของเซลล์แกรนูโลซาสุกร
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ภาพที่ 23 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
ก าลังขยาย 200 เท่า 
 

2.6 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางต่อการมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซานาน 48 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ จากผลการ

ทดลองผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางต่อการมีชีวิตของแกรนูโลซาเซลล์พบว่า โปรตีนจาก

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (224.268±26.21 

เปอร์เซ็นต์) แสดงค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงที่สุดซึ่งแตกต่างกับ กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

ก. ข. 

ค. 
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แต่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก (206.159±13.91 เปอร์เซ็นต์) ทางสถิติ (p>0.05) นอกจากนี้ที่

ความเข้มข้นโปรตีน 4, 20, 40, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (178.875±12.06 

เปอร์เซ็นต์ 170.345±10.53 เปอร์เซ็นต์ 182.519±13.33 เปอร์เซ็นต์ 214.415±26.21 เปอร์เซ็นต์ 

211.031±25.99 เปอร์เซ็นต์ และ 218.190±31.88 เปอร์เซ็นต์) มีค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงกว่ากลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกทางสถิติ (p>0.05) (ภาพที่ 

24) และพบว่าเซลล์เมื่อได้รับสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เซลล์มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมปลายเซลล์มีหลายแฉกยืดยาวออกมีการยืดตัวแผ่ทั่วทั้งจาน

เพาะเลี้ยงมากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 25) 

 

ภาพที่ 24 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์มีค่าเพ่ิมมากขึ้น ที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (224.268±26.21 เปอร์เซ็นต์) แสดงค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงที่สุดซึ่งแตกต่างกับกลุ่ม
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ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกทางสถิติ (206.159±13.91 
เปอร์เซ็นต์) (p>0.05) 
 

  

 

ภาพที่ 25 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดกลาง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ที่ก าลังขยาย 200 เท่า 
 

 

ก. ข. 

ค. 
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2.7 การทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ต่อการมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซานาน 48 ชั่วโมง เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมในการน ามาทดสอบกับสารหลั่งจากถุงไข่ต่อการมีชีวิตของเซลล์ จากผลการ

ทดลองผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ต่อการมีชีวิตของแกรนูโลซาเซลล์พบว่า เปอร์เซ็นต์

การมีชีวิตของเซลล์ค่อยๆ เพ่ิมขึ้นตั้งแต่ที่ความเข้มข้นของโปรตีนที่ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

(124.069±4.44 เปอร์เซ็นต์) และมีค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงสุดที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (264.224±31.70 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูง

กว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวก (215.970±40.14 เปอร์เซ็นต์) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 

นอกจากนี้พบว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 200, 400 และ 600 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิ ลิตร (242.698±31.91 เปอร์ เซ็นต์  243.920±29.02 เปอร์ เซ็นต์  และ 240.727±35.87 

เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวกแต่ไม่

พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05)  (ภาพที่ 26) ซึ่งพบว่าเซลล์เมื่อได้รับสารหลั่งจากถุงไข่สุกรที่

ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลล์มีการยืดขยายมีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม

ปลายเซลล์มีหลายแฉกยืดยาวออกและเชื่อมต่อกับเซลล์อ่ืนๆ สานเป็นร่างแหแผ่ทั่วทั้งจานเพาะเลี้ยง

มากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่เซลล์มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและเซลล์ในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

(ภาพท่ี 27) 
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ภาพที่ 26 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ ที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่
ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 24 ชั่วโมง 
ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive 
control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนาของเซลล์มีค่าเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ และพบค่าการมีชีวิตของเซลล์สูงสุด
ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (264.224±31.70 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวก (215.970±40.14 เปอร์เซ็นต์) แต่
ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 
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ความเข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต
ของเซลล์แกรนูโลซาสุกร

กลุ่มควบคุม กลุ่มควบคุม 

เชิงบวก 
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ภาพที่ 27 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับแสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อทดสอบด้วยสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุม (อาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol) ข. แสดงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
(อาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol) และ ค. แสดงเซลล์แกรนูโลซา
สุกรที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
ก าลังขยาย 200 เท่า 
 

2.8 เปรียบเทียบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อเปอร์เซ็นต์

การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 

 เมื่อท าการเปรียบเทียบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกรพบว่า ความเข้มข้นของโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 4, 20, 40, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าค่าการมีชีวิต

ของเซลล์ต่ ากว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางและ

ค. 

ก. ข. 
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ขนาดใหญ่อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์เมื่อทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่

มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (p<0.05) และที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 และ 400 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร พบว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีค่าต่ ากว่า

ค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยโปรตีนจากสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่อย่างมีนัยส าคัญ 

(p<0.05) ดังภาพ 28 

 

ภาพที่ 28 กราฟแสดงผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางและ
สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่กลางที่เสริมในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 
20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ต่อการมีเจริญพัฒนา
ของเซลล์แกรนูโลซาสุกร (mean±SE) โดยกลุ่มควบคุม (control) คือเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
M199 เสริมด้วย FSH, LH และ estradiol และกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) คือเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, FSH, LH และ estradiol พบว่าที่ทุกความ
เข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีค่าการมีชีวิตของเซลล์ต่ ากว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ที่
ทดสอบด้วยโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่กลางและขนาดใหญ่อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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ความเข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่
ต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร

ผลของน ้าจากถุงไข่ขนาดเล็ก ผลของน ้าจากถุงไข่ขนาดกลาง ผลของน ้าจากถุงไข่ขนาดใหญ่

* 

* 
* 

* * * 

* 

* 

* * 

* * 

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ ่สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลาง 

กลุ่มควบคุม กลุ่มควบคุม 

เชิงบวก 

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก 
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3. การศึกษาสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ด้วยวิธี Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 ศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ จาก

ตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดต่างๆ แบ่งขนาดตามเส้นผ่านศูนย์กลางของถุงไข่ คือถุงไข่ขนาดเล็ก 

เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดกลาง เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ขนาด

ใหญ่ เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร ดังภาพ 29 

  

ภาพที่ 29 แสดงรังไข่สุกรที่ได้จากการเก็บตัวอย่างจากโรงฆ่าสัตว์ รังไข่สุกรมีลักษณะคล้ายพวงองุ่น 
ล้อมรอบด้วยถุงไข่ขนาดต่าง ภาพ ก. แสดงถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) และ
ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) และ ภาพ ข. แสดงถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่าน -
ศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) 
 

การศึกษาพบว่าสีของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ พบว่าสารหลั่ง

จากถุงไข่ขนาดต่างกันมีสีที่แตกต่างกัน โดยพบว่าลักษณะสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีความข้นและมี

สีเข้มสุดเมื่อเทียบกับสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดอ่ืนๆ ต่อมาคือลักษณะสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลาง 

พบว่ามีความเข้มข้นน้อยกว่าสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กและมีสีเหลืองอ่อนกว่าสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดเล็ก และสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่พบว่ามีลักษณะเป็นสีเหลืองใสกว่าสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดอ่ืนๆ และมีความเข้มข้นของสารหลั่งน้อยที่สุด (ภาพที่ 30) เมื่อผสมสารหลั่งจากถุงไข่สุกรกับ

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ แล้วน าไปตรวจสอบค่าความเป็นกรดเบส (pH) พบว่ามีค่า

อยู่ที่ 7.4-7.8 

ก. 

ถุงไข่ขนาดเล็ก ถุงไข่ขนาดกลาง 
ถุงไข่ขนาดใหญ่ 

ข. 
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ภาพที่ 30 แสดงสีของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ ขนาดกลางและขนาดเล็ก (เรียงจากซ้ายไป
ขวา) พบว่าสีของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่มีสีเหลืองจางที่สุด สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางมีสี
เหลืองเข้มมากขึ้น และในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีสีเหลืองเข้มมากท่ีสุด 

 

ภายในสารหลั่งจากถุงไข่สุกรมีโปรตีนเป็นส่วนประกอบหลัก จากผลการศึกษาสารหลั่ง

โปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ด้วยวิธี Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) จากผลในแถวที่ 2 และแถวที่ 3 แสดงผลของ

สารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก พบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 23 kDa 50 kDa 92 kDa 100 

kDa 150 kDa และมากกว่า 225 kDa ในส่วนของแถวที่ 4 และแถวที่ 5 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีน

จากถุงไข่สุกรขนาดกลาง พบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 23 kDa 50 kDa 92 kDa 100 kDa 150 

kDa และมากกว่า 225 kDa และในแถวที่ 7 และแถวที่ 8 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกร

ขนาดใหญ่ พบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 12 kDa, 16 kDa, 23 kDa 50 kDa 92 kDa 100 kDa 150 

kDa และมากกว่า 225 kDa (ดังภาพ 31) 
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ภาพที่ 31 แสดงแถบของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน 
Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega) โดยในแถวที่ 1 แสดง แถบของ
โปรตีนมาตรฐาน Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega) แถวที่ 2 และ
แถวที่ 3 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) แถว
ที่ 4 และแถวที่ 5 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 
มิลลิเมตร) และในแถวที่ 7 และแถวที่ 8 แสดงผลของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ (เส้น
ผ่านศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) 
 

 

 

 

 

ขนาดเล็ก ขนาดกลาง ขนาดใหญ่ 
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บทที่ 5  

สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

อภิปรายผล 

 

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรจากส่วน ampulla 

เพาะเลี้ยงในระยะสั้นแบบปฐมภูมินาน 96 ชั่วโมง โดยเริ่มแรกของการเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 48 ชั่วโมง 

พบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแยกชนิดของเซลล์ได้เป็น 2 ชนิด คือ 1. เซลล์ที่ไม่มีซีเลีย (non-ciliated 

cells) เป็นเซลล์รูปร่างกลม ลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้เนื่องจากไม่มีซีเลียพบ

ทั้งเซลล์เดี่ยวและเซลล์ที่เกาะรวมกันเป็นกลุ่มและ 2. เซลล์ทรงกระบอกด้านบนมีซีเลีย (columnar 

ciliated cells) ซึ่งเซลล์ชนิดนี้ในช่วงแรกของการเพาะเลี้ยงที่ 48 ชั่วโมงนั้น เซลล์สามารถเคลื่อนที่ใน

อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ได้ เช่นเดียวกับผลการศึกษาของ Areekijseree and Vejaratpimol (2006) 

และการศึกษาของ Areekijseree and Veerapraditsin (2008) ที่ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่โดยใช้วิธีเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว 

(monolayer culture) พบเซลล์ 2 ชนิดคือเซลล์กลมที่ไม่มีซีเลียและเซลล์ทรงกระบอกที่มีซีเลียอยู่

ด้านบนเช่นเดียวกัน การศึกษาในครั้งนี้พบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่เริ่มยึดเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง เมื่อ

เพาะเลี้ยงนาน 72 ชั่วโมง เช่นเดียวกับการศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ของโค ที่เพาะเลี้ยง

เซลล์แบบชั้นเดียว พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 72  ชั่วโมง เซลล์จึงเริ่มยึดเกาะพ้ืนผิว (Walter, 1995) 

ใกล้เคียงกับการศึกษาของ Battut, Bezard, and Palmer (1991) ที่ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ

ปฐมภูมิของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ม้า พบว่าเซลล์เริ่มยึดเกาะจานเพาะเลี้ยงเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 5-8 วัน 

โดยพบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่จะสูญเสียลักษณะเฉพาะตัวไปเช่น ไม่มีการจัดเรียงตัวแบบเซลล์

ทรงกระบอกชั้นเดียว (simple columnar) และเกิดการสูญเสียซีเลีย เช่นเดียวกับการศึกษาของ 

Miessen et al. (2011) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ

ชั้นเดียว เซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวและสูญเสียลักษณะเฉพาะตัวไป ตรงกับการศึกษาในเซลล์บุผิวท่อ-

น าไข่โค ที่น าเซลล์ที่มีซีเลียมาเพาะเลี้ยงแบบชั้นเดียว พบว่าเซลล์สูญเสียการมีซีเลีย เนื่องจากเซลล์มี

การยึดเกาะพ้ืนผิวเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 4-5 วัน (Joshi, 1995) นอกจากนี้มีการรายงานว่าเซลล์บุผิวท่อ-

น าไข่สุกรที่น ามาเลี้ยงด้วยวิธี air-liquid interface ซึ่งเป็นอีกวิธีหนึ่งในการเพาะเลี้ยงเซลล์ ซึ่งแสดง

ถึงลักษณะที่คล้ายคลึงกับภายในสิ่งมีชีวิต นั่นคือพบเซลล์ที่จัดเรียงตัวแบบชั้นเดียวและพบเซลล์ที่มีซี-
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เลียอยู่ด้านบน (Chen et al., 2013; Miessen et al., 2011) โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ air-

liquid interface เหมาะส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์จากระบบหายใจ (airway epithelia) เนื่องจาก

เซลล์แสดงให้เห็นถึงลักษณะเฉพาะตัว การจัดเรียงตัวและการท างานของเซลล์ที่เหมือนกับภายใน

สิ่งมีชีวิต (Karp et al., 2002; Müller, Brighton, Carson, & Fischer, 2013) แต่วิธีการเพาะเลี้ยง

เซลล์แบบ air-liquid interface นั้ น เป็นวิธีที่ ซับซ้อนและต้องใช้ เครื่องมือและอุปกรณ์ ที่ มี

ความจ าเพาะในการเพาะเลี้ยงเซลล์ ซึ่งมีราคาสูง แตกต่างจากการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียวซึ่งเป็น

วิธีการที่สะดวกและง่าย อีกทั้งยังได้ผลผลิตของเซลล์เมื่อท าการเพาะเลี้ยงที่มากกว่าซึ่งสามารถ

น ามาใช้เพ่ือการศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์ในครั้งนี้ได้ โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์และลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ภายหลังท าการเพาะเลี้ยงสามารถสรุปจากรายงานก่อนหน้านี้ได้

ดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 5 แสดงวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อ-
น าไข่ภายหลังท าการเพาะเลี้ยง 

ชนิดของ
เซลล์บุผิว
ท่อน าไข่ 

วิธีการเพาะเลี้ยง ชนิดอาหาร
เพาะเลี้ยง

เซลล์ 

ลักษณะรูปร่าง
ทางสัณฐาน

วิทยาของเซลล์ 

อ้างอิง 
Monolayer 

culture 
Air-liquid 
interface 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่
สุกร 

  อาหาร 
M199 เสริม
ด้วย 10% 
fetal 
bovine 
serum 

พบเซลล์
ทรงกระบอก 
มีซีเลียด้านบน
และเซลล์กลม 
ไม่มีซีเลีย เซลล์
เริ่มยึดเกาะพ้ืนผิว
เมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 72 ชั่วโมง 
และแผ่ทั่วพ้ืนผิว
ที่ 96 ชั่วโมง 

การศึกษาในครั้ง
นี้ 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่
สุกร 

  อาหาร 
M199 เสริม
ด้วย 10% 
fetal calf  

เพาะเลี้ยงเซลล์
นาน 48 ชั่วโมง 
พบเซลล์ที่มีซีเลีย
ด้านบนและ 

Areekijseree 
and 
Vejaratpimol 
(2006) 
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ชนิดของ
เซลล์บุผิว
ท่อน าไข่ 

วิธีการเพาะเลี้ยง ชนิดของ
อาหาร

เพาะเลี้ยง
เซลล์ 

ลักษณะรูปร่าง
ทางสัณฐาน

วิทยาของเซลล์ 

อ้างอิง 

Monolayer 
culture 

Air-liquid 
interface 

   serum เซลล์ที่ไม่มีซีเลีย 
โดยพบท้ังเซลล์
รวมตัวเป็นกลุ่ม
และแยกเป็น
เซลล์เดี่ยว 

 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่
สุกร 

  อาหาร 
M199 เสริม
ด้วย 10% 
fetal calf 
serum 

เพาะเลี้ยงเซลล์ 
นาน 48 ชั่วโมง 
พบเซลล์ที่มีซีเลีย
ด้านบนและเซลล์
ที่ไม่มีซีเลีย
รวมตัวกันเป็น
กลุ่มเซลล์และ
แยกเป็นเซลล์
เดี่ยว 

Areekijseree 
and 
Veerapraditsin 
(2008) 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่โค 

   เมื่ อ เพ าะ เลี้ ย ง
นาน 72  ชั่วโมง 
เซลล์เริ่มยึดเกาะ
พ้ื นผิ วของจาน
เพาะเลี้ยง 

Walter (1995) 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่โค 

   เซลล์บุผิวท่อน า-
ไข่ของโค เริ่มยึด
เกาะพื้นผิวจาน
เพาะเลี้ยงนาน 
4-5 วัน 

Joshi (1995) 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่ 

   เซลล์บุผิวท่อน า-
ไข่ของม้าจาก 

Battut et al. 
(1991) 
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ชนิดของ
เซลล์บุผิว
ท่อน าไข่ 

วิธีการเพาะเลี้ยง ชนิดของ
อาหาร

เพาะเลี้ยง
เซลล์ 

ลักษณะรูปร่าง
ทางสัณฐาน

วิทยาของเซลล์ 

อ้างอิง 

Monolayer 
culture 

Air-liquid 
interface 

ม้า    การศึกษาพบว่า
เซลล์เริ่มยึดเกาะ
เมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 5-8 วัน 

 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่
สุกร 

  อาหาร 
Ham’s F12 
เสริมด้วย 
10% fetal 
bovine 
serum 

เซลล์บุผิวท่อน า-
ไข่สุกรมีการเรียง
ตัวแบบ
ทรงกระบอก 
ชั้นเดียว (simple 
columnar) พบ
เซลล์ที่มีซีเลีย
และเซลล์ที่ไม่มี 
ซีเลียเรียงสลับกัน
ไปและสามารถ
คงการมีชีวิตของ
เซลล์ 
ได้นาน 6 สัปดาห์ 

Chen et al. 
(2013) 

เซลล์บุผิว 
ท่อน าไข่
สุกร 

  อาหาร 
Ham’s F12 
เสริมด้วย 
10% fetal  
calf serum 

พบการเรียงตัว
ของเซลล์แบบ 
simple 
columnar พบ
ทั้งเซลล์ที่มีซีเลีย
และเซลล์ไม่มี 
ซีเลียเรียงตัว
สลับกันไป 

Miessen et al. 
(2011) 
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จากผลการศึกษาครั้งนี้เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรนาน 96 ชั่วโมง พบเซลล์มีการ

ยึดเกาะเกือบทั่วทั้งจานเพาะเลี้ยงประมาณ 70-90 เปอร์เซ็นต์ แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

เซลล์เป็น 2 แบบคือ เซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม (fibroblast-like morphology) โดยพบเซลล์

ชนิดนี้เป็นส่วนมากในช่วงแรกของการเพาะเลี้ยงและยังพบเซลล์ที่มีรูปร่างหลายเหลี่ยม (epithelial-

like morphology) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Jung et al. (2011) ที่ท าการศึกษาเซลล์บุผิวท่อน า-

ไข่ของสัตว์ปีก พบว่าที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงนาน 5 วัน เซลล์แสดงรูปร่างลักษณะหลายเหลี่ยมและ

พบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมเช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ 

ผลการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรแบบปฐมภูมิที่ระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง พบเซลล์

แกรนูโลซารูปร่างกลมแขวนลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง และหัวแหลมท้ายแหลมคล้ายลูกรักบี้ 

(fusiform shape) ซึ่งยึดเกาะอยู่ที่ผิวจานเพาะเลี้ยง ต่อมาเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง พบว่าเซลล์

มีรูปร่างยืดยาวมากขึ้น มีลักษณะหัวแหลมท้ายแหลมหรือมีรูปร่างคล้ายดาวหลายแฉก (multipolar 

shape) คล้ายกับการศึกษาของ Gutierrez, Campbell, and Webb (1997)  รายงานการเพาะเลี้ยง

เซลล์แกรนูโลซาของโคในอาหาร M199 นาน 48 ชั่วโมง พบเซลล์มีการยึดเกาะพ้ืนผิวและยืดยาว

ออกเป็นรูปร่างแบบหัวแหลมท้ายแหลม โดยพบทั้งเซลล์ที่เกาะรวมกันเป็นกลุ่มและเซลล์เดี่ยว 

สอดคล้องกับรายงานของ May and Schomberg (1981) ศึกษาเซลล์แกรนูโลซาจากสุกร ในอาหาร 

Ham F12 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียวนาน 72 ชั่วโมง พบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม

เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้  เช่นเดียวกับการศึกษาของ Duda, Knet, Tabarowski, and 

Slomczynska (2011) ที่เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกร พบว่าเซลล์แสดงรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม

และมีหลายแฉกเช่นเดียวกัน นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาโค เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 

48 ชั่วโมง พบว่าเซลล์ เกาะกลุ่มกันแน่น เซลล์มีรูปร่างยืดยาวยึดเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง 

(Gutierrez et al., 1997) สอดคล้องกับการศึกษาของ Schmidt, Kendall, Dandekar, Quigley, 

and Schmidt (1984) ที่ท าการศึกษาเซลล์แกรนูโลซาจากมนุษย์ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 วัน 

เซลล์แสดงรูปร่างคล้ายรูปดาว มีหลายแฉกและยืดยาวเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง นอกจากนี้มีรายงาน

การเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาของหนู พบว่าเซลล์แสดงรูปร่างคล้ายรูปดาวหลายแฉกและยืดยาวยึด

เกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง (Ben-Ze'ev & Amsterdam, 1987) รายงานการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโล-

ซาสามารถสรุปได้ดังตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาเมื่อ
เพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว 

ชนิดของเซลล์ที่เพาะเลี้ยง ลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ อ้างอิง 

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร การ เพ าะเลี้ ย ง เซลล์ เริ่ ม ต้ น  พบ เซลล์
ทรงกระบอกมีซีเลียด้านบนและเซลล์รูปร่าง
กลมไม่มีซีเลีย ต่อมาเซลล์ยึดเกาะพ้ืนผิว
จานเพาะเลี้ยงที่แสดงรูปร่างแบบรูปร่าง
แบบหัวแหลมท้ายแหลมและรูปร่างหลาย-
เหลี่ยม 

การศึกษาในครั้งนี้ 

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร เพาะเลี้ยงในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% 
fetal calf serum ที่การเพาะเลี้ยงเริ่มต้น 
พบเซลล์รูปร่างกลม 

Areekijseree and 
Vejaratpimol 
(2006) 

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในอาหาร  
M199 เสริมด้ วย  5%  fetal calf serum 
พบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมมีหลาย
แฉก 

Duda et al. 
(2011) 

เซลล์แกรนูโลซาของหนู เพาะเลี้ ยงในอาหารผสมของ F12 และ 
Ham’s F10 ในอัตราส่วน 1:1 ที่ระยะเวลา
การเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง เซลล์แสดงรูปร่าง
คล้ายดาวหลายแฉก และยืดยาวยึดเกาะ
พ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง 

Ben-Ze'ev and 
Amsterdam 
(1987) 

เซลล์แกรนูโลซาของสุกร เริ่มต้นของการเพาะเลี้ยงพบเซลล์รูปร่าง
กลม ต่อมาพบเซลล์ยึดเกาะพ้ืนผิว เมื่ อ
เพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง โดยเซลล์แสดง
รูปร่างแบบกระสวย (fusiform shape) 
หรือรูปร่างแบบหัวแหลมท้ายแหลม ส่วน
ป ล าย เซ ล ล์ มี ห ล าย แฉ ก  (multipolar 
shape)  

การศึกษาในครั้งนี้ 

เซลล์แกรนูโลซาของโค เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร McCoy's 5a พบ
เซลล์มีการรวมกลุ่มกัน เซลล์มีรูปร่างยืดยาว 

Gutierrez et al. 
(1997) 
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ชนิดของเซลล์ที่เพาะเลี้ยง ลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ อ้างอิง 

 และยึดเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง  
เซลล์แกรนูโลซาของมนุษย์ เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร M199 เสริมด้วย 

10%  fetal calf serum เป็ น เวลา 2 วัน 
เซลล์แสดงรูปร่างคล้ายดาว มีหลายแฉก 
และยืดยาวเกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยง 

Schmidt et al. 
(1984) 

  

ในการศึกษานี้พบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ

มีชีวิตได้เป็นระยะเวลานาน (long-term culture) ถึง 6 สัปดาห์ ในการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่

สุกรและนานถึง 5 สัปดาห์ ในการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกร ซึ่งการเพาะเลี้ยงแบบระยะยาวนี้มี

ประโยชน์อย่างยิ่งในการศึกษาการท างาน โครงสร้างและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในระยะยาว หรือ

เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของสารในระยะยาวต่อเซลล์ได้ นอกจากนี้ยังช่วยลดปริมาณการใช้

สัตว์ทดลองในการศึกษาลงได้ (Chen et al., 2013; Miessen et al., 2011) จากการเพาะเลี้ยงเซลล์

บุผิวท่อน าไข่สุกรในระยะยาวพบว่าเซลล์บุผิวท่อน าไข่แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ 2 

แบบคือ รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและรูปร่างหลายเหลี่ยม ลักษณะแบบเซลล์บุ ผิว เช่นเดียวกับ

การศึกษาของ Kasperczyk et al. (2012) ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่ของไก่ พบว่าที่

ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 12 วัน เซลล์แสดงรูปร่างทั้งสองแบบเช่นเดียวกัน การที่เซลล์แสดงลักษณะ

ของรูปร่างที่แตกตางกันนั้นเกิดจากการที่เซลล์มีการสร้างสารเคลือบเซลล์ (extracellular matrix) 

แตกต่างกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานของ Chen et al. (2013) และ Miessen et al. (2011) ที่ท าการ

เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรโดยใช้วิธี air-liquid interface ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่าสามารถ

คงการมีชีวิตรอดและการท างานของเซลล์ได้นานถึง 6 สัปดาห์ เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ แต่มี

ความแตกต่างที่วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ โดยในการศึกษาครั้งนี้ใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว

และสามารถคงการมีชีวิตรอดของเซลล์ได้นาน 6 สัปดาห์ 

นอกจากนี้ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสามารถคงการมีชีวิตรอดของเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิได้นานเป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่าเซลล์มีสัณฐานวิทยารูปร่างหัวแหลมท้าย -

แหลม (fibroblast-like morphology) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Gutierrez et al. (1997) ที่

เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร McCoy's 5a มีชีวิตได้เป็นนาน 144 ชั่วโมง หรือ 6 วัน เซลล์มีรูปร่างแบบ

หัวแหลมท้ายแหลม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Schmidt et al. (1984) และ Stewart and 

VandeVoort (1997) ที่ท าการศึกษาเซลล์แกรนูโลซาจากมนุษย์ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ได้นาน  24 วัน 
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และ 20 วัน ตามล าดับ พบเซลล์จากทั้งสองรายงานว่ามีการแสดงรูปร่างแบบหัวแหลมท้ายแหลม

เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ 

คือสภาวะแวดล้อมและวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบปฐมภูมิของเซลล์ทั้ง 2 ชนิดนี้ แสดงถึง

ความสามารถในการคงการมีชีวิตรอดของเซลล์ การท าหน้าที่ของเซลล์ได้ดีและการแสดงออกของ

รูปร่างลักษณะของเซลล์แต่ละชนิดที่ดี ซึ่งเซลล์ทั้ง 2 ชนิดที่ท าการเพาะเลี้ยงแบบระยะยาวนี้สามารถ

น าไปเพาะเลี้ยงต่อไปเพ่ือพัฒนาเป็นเซลล์ไลน์ (cell line) ได้ ดังเช่นการศึกษาของ Hombach-

Klonisch, Pocar, Kauffold, and Klonisch (2006) ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ของเซลล์บุผิวท่อน า

ไข่สุ กร โดยพัฒ นามาจากเซลล์ที่ เพ าะเลี้ ย งแบบปฐมภูมิ  จากนั้ นน ามาทดสอบกับสาร  

polyhalogenated aromatic hydrocarbons (PHAH) ซึ่งเป็นสารที่มีผลต่อการท างานของเซลล์ใน

ระบบสืบพันธุ์และยังส่งผลท าให้เกิดการลดลงของอัตราการเกิดการปฏิสนธิ การศึกษาของ Schoen 

et al. (2008) ที่ท าการพัฒนาเซลล์บุผิวท่อน าไข่โคที่ เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิไปเป็นเซลล์ไลน์ 

(aBOPEC-1) นอกจากนี้ยังพบการพัฒนาเซลล์แกรนูโลซาที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิไปเป็นแกรนูโลซา

เซลล์ไลน์  (Chedrese, Rodway, Swan, & Gillio-Meina, 1998) สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Sadowska et al. (2015) ที่พัฒนาเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ โดยเก็บตัวอย่าง

เซลล์จากถุงไข่สุกรขนาดกลางไปเป็นแกรนูโลซาเซลล์ไลน์ (AVG-16) เพ่ือน าไปศึกษากระบวนการใน

ระดับโมเลกุลของเซลล์ 

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์ กลาง 

1-3 มิลลิเมตร) ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) และขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง

มากกว่า 7 มิลลิเมตร) จากโรงฆ่าสัตว์ในจังหวัดนครปฐม จากนั้นน าสารหลั่งที่ได้ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยก

เซลล์แกรนูโลซาและเซลล์ไข่ออกจากสารหลั่งที่ก าลังปั่นเหวี่ยง 1500 g เป็นเวลา 3-5 นาที จากนั้น

น าสารหลั่งที่ได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Bianchi et al. (2007) ที่ท าการศึกษาส่วนประกอบภายในสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ โดยท า

การเก็บตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่ที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาวิเคราะห์หรือ

ประมาณ 10 วัน และจากรายงานของ Ducolomb et al. (2013) ที่เก็บตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่

สุกรแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ออกจากสารหลั่งที่ก าลังปั่นเหวี่ยง 1500g แล้วน าสารหลั่งมา

กรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่า

จะน ามาศึกษาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry et al. (1951) นอกจากนี้ยังมีผู้ศึกษาส่วนประกอบ

ของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร โดยท าการเก็บสารหลั่งจากถุงไข่สุกรไว้ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
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(Van de Wiel et al., 1983) และมีรายงานวิธีการเก็บตัวอย่างสารหลั่งจากถุงไข่สุกร โดยน ามากรอง

ด้วยที่กรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 สัปดาห์ ก่อน

น ามาศึกษา (Algriany et al., 2004; Dode & Graves, 2001; Ito et al., 2008; Jeong et al., 

2 0 0 8 ; Oberlender et al. , 2 0 1 3 ; Rath, Niemann, & Tao, 1 9 9 5 ; Yoshida, Ishizaki, 

Kawagishi, Bamba, & Kojima, 1992) จากรายงานของ Pierce Biotechnology Inc. (2003) 

รายงานว่าอุณหภูมิที่ใช้เก็บรักษามีผลต่อการสลายตัวและระยะเวลาในการเก็บรักษาโปรตีน หากเก็บ

รักษาโปรตีนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะสามารถเก็บรักษาโปรตีนได้โดยไม่เกิดการสลายตัวได้ใน

ระยะสั้น เป็นเวลาประมาณ 1 สัปดาห์ ถึง 1 เดือน เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะ

สามารถเก็บได้นานหลายเดือน แต่หากต้องการเก็บเป็นระยะเวลานานเป็นปีโดยไม่เกิดการสลายตัว

ของโปรตีนจะต้องเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หรือในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 

ในปัจจุบันการเสริมสารหลั่งจากถุงไข่ในอาหารเพาะเลี้ยงเป็นที่นิยมอย่างมาก เนื่องจากสาร-

หลั่งจากถุงไข่สามารถกระตุ้นการเจริญของเซลล์ไข่ภายในห้องปฏิบัติการได้เป็นอย่างดี  โดยสารหลั่ง

จากถุงไข่ถูกสร้างและหลั่งออกมาจากเซลล์แกรนูโลซา (granulosa cells) และเซลล์ธีคา (theca 

cells) และบางส่วนของสารหลั่งจากถุงไข่สร้างมาจากน้ าเลือด (blood plasma) (Revelli et al., 

2009; Shabankareh, Kor, & Hajarian, 2013) ประโยชน์ของสารหลั่งจากถุงไข่ที่น ามาใช้ภายใน

ห้องปฏิบัติการนั้นสามารถน ามาใช้เพ่ือส่งเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์อสุจิและส่งเสริมกระบวนการ

ทางกายภาพของเซลล์อสุจิอีกด้วย (Mondal, Takagi, Baba, & Hamano, 2017) การศึกษาของ 

Funahashi and Day (1993) กล่ าวว่าสารหลั่ งจากถุ งไข่ช่ วยส่ งเสริมการเกิดกระบวนการ 

capacitation และ acrosome reaction ของเซลล์อสุจิ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Areekijseree 

and Veerapraditsin (2008) รายงานถึงผลของสารหลั่งจากเซลล์แกรนูโลซาและเซลล์คิวมูลัสที่เสริม

ในอาหารเพาะเลี้ยง M199 โดยให้เป็น conditioned medium (CM) ต่อเซลล์อสุจิโค พบว่าเซลล์

อสุจิโคแช่แข็งเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร CM พบเปอร์เซ็นต์การเกิดกระบวนการ acrosome reaction 

มากกว่าเซลล์อสุจิที่เพาะเลี้ยงในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญและผลจากการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่าเซลล์อสุจิที่เพาะเลี้ยงในอาหาร CM พบว่า

มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของส่วนหัวของเซลล์อสุจิเพ่ือให้เกิดกระบวนการ acrosome reaction 

ต่อไป นอกจากนี้สารหลั่งจากถุงไข่ยังสามารถเสริมในอาหารที่ใช้ในการกระตุ้นในไข่สุกภายใน

ห้องปฏิบัติการ (IVM) และใช้เพ่ือส่งเสริมการปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติการได้ อีกด้วย ( IVF) 



  92 

(Areekijseree & Veerapraditsin, 20 0 8 ; Funahashi & Day, 1 99 3 ; Jeong et al. , 20 0 8 ; 

Oberlender et al., 2013; Revelli et al., 2009) 

ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์

เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิโดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่นาน 96 ชั่วโมง ในอาหารเพาะเลี้ยง 

M199 เสริมด้วย 2.2 mg/mL, NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate 

และเซลล์แกรนูโลซานาน 48 ชั่วโมง ในอาหารเพาะเลี้ยง M199 เสริมด้วย 2.2 mg/mL, NaHCO3, 

0.25 mM pyruvate, 50 µg/ mL gentamycin sulfate, 15 µg/ mL FSH, 1 µg/ mL LH, 1 

µg/mL estradiol เนื่องจากตามธรรมชาติเซลล์แกรนูโลซาจะอยู่ในถุงไข่ซึ่งมีสภาพแวดล้อมที่

เหมาะสมต่อการเจริญของเซลล์ไข่และมีฮอร์โมนหล่อเลี้ยงอยู่หลายชนิด (Hummitzsch et al., 

2013; Manikkam et al., 2002) การศึกษานี้จึงเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในอาหารเพาะเลี้ยงที่

เสริมฮอร์โมน ก่อนท าการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ เนื่องจากที่ระยะเวลาการ

เพาะเลี้ยงเซลล์เท่านี้มีผลต่อประชากรของเซลล์ที่มีการยึดเกาะพ้ืนผิวอยู่ที่ประมาณ 70-80 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมต่อการน ามาใช้ทดสอบกับสารต่างๆ ภายหลังการทดสอบท าการศึกษาผลของ

สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ ผลการศึกษาผลของสาร -

หลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ ได้แสดงให้เห็นว่าเซลล์บุผิวท่อ-

น าไข่สุกรที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิและเซลล์แกรนูโลซาที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ เมื่อถูกทดสอบด้วย

สารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ มีการส่งเสริมการเจริญพัฒนาของเซลล์ให้

เพ่ิมมากขึ้น โดยส่งผลให้เซลล์ก่อนการทดสอบที่มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมนั้น เมื่อถูกทดสอบเซลล์

มีการยืดยาวเพ่ิมมากข้ึนและยังคงมีรูปร่างแบบหัวแหลมท้ายแหลมอยู่ในเซลล์แกรนูโลซาสุกร ในส่วน

ของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร เซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรมีการขยายขนาดของเซลล์

เพ่ิมมากขึ้น จากผลการศึกษาพบว่าความเข้มข้นโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลาง

และขนาดใหญ่ที่เหมาะสมต่อการมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรที่ความเข้มข้นโปรตีน 500-600 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คล้ายคลึงกับผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางและขนาดใหญ่ต่อการมี-

ชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาพบว่าความเข้มข้นโปรตีนที่เหมาะสมต่อการมีชีวิตของเซลล์อยู่ที่ความเข้มข้น

โปรตีน 200-600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่พบว่าผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กส่งผลต่อ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาให้มีค่าลดลงต่ ากว่ากลุ่มควบคุมในทุกความเข้มข้น เซลล์ถูก

ทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เช่นเดียวกับในการศึกษาของ Battin and 
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diZerega (1985) ที่ทดสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรต่อการสังเคราะห์โปรเจสเตอโรนของเซลล์

แกรนูโลซาสุกรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

จากการศึกษาของ Revelli et al. (2009) ได้รายงานถึงสารที่เป็นส่วนประกอบของสารหลั่ง

จากถุงไข่ซึ่งส่งผลต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเอ็มบริโอ นั่นคือ anti-mullerian hormone 

(AMH) ซึ่งการที่ AMH มีปริมาณสูงขึ้นส่งผลดีต่อลักษณทางสัณฐานวิทยาของเอ็มบริโอ ขณะที่อยู่ใน

ระยะ 6 เซลล์ ซึ่งส่งผลต่อการท าปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติการได้ส าเร็จเพ่ิมมากขึ้น (Silberstein et 

al., 2005) อีกทั้งกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของสารหลั่งจากถุงไข่ยังมีผลต่อลักษณะทางสัณฐาน

ที่ดีของเซลล์ไข่ ซึ่งส่งผลต่ออัตราการปฏิสนธิที่เพ่ิมมากขึ้นในมนุษย์ (D’aniello et al., 2007) 

นอกจากนี้ส่วนประกอบอ่ืนๆ ของสารหลั่งจากถุงไข่เช่น สารส่งเสริมการเจริญ (growth factor) และ

ฮอร์โมน เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้สามารถส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ให้เพ่ิมขึ้นได้อีกด้วย (Revelli et 

al., 2009) ดังจะเห็นได้ว่าสารหลั่งจากถุงไข่มีผลต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ให้เพ่ิมมากขึ้น ใน

การศึกษาครั้งนี้สามารถตรวจสอบการเจริญพัฒนาของเซลล์ได้จากลักษณะทางสัณฐานของเซลล์ที่มี

การเจริญเพ่ิมมากขึ้น กล่าวคือเซลล์มีการยืดตัวและขยายตัวเพ่ิมมากขึ้น และอีกวิธีคือ MTT assay 

เพ่ือตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ 

ผลของสารหลั่งจากถุงไข่ต่อเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาพบว่าสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดกลางและจากถุงไข่ขนาดใหญ่ส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ที่เพ่ิมมากขึ้นแตกต่าง

จากกลุ่มควบคุมที่ท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไม่เสริมสารใดๆ เนื่องมาจากองค์ประกอบ

ของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่มีโปรตีนที่เป็นส่วนส าคัญในการช่วยกระตุ้นการเจริญ

ของเซลล์ เช่นเซลล์ไข่ โดยสารหลั่งจากถุงไข่มีส่วนส าคัญในการกระตุ้นให้เกิดกระบวนการตกไข่และ

การสุกของเซลล์ ไข่ภายในห้องปฏิบัติการ (Ito et al., 2008 ; Shabankareh et al., 2013) 

เนื่องมาจากภายในสารหลั่งจากถุงไข่มีสารที่ส่งเสริมการเจริญและยังพบว่ามีฮอร์โมน follicular 

stimulating hormone (FSH) แ ล ะ ฮอ ร์ โม น  luteinizing hormone (LH) อ ยู่ ม าก  (Gupta, 

Ravindra, Kumar, Raghu, & Nandi, 2005; Shabankareh et al., 2013) ซึ่งฮอร์โมน FSH และ 

LH ที่เป็นองค์ประกอบของสารหลั่งจากถุงไข่นี้ส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซา จาก

การศึกษาของ Lawrence, Ginzberg, Gilula, and Beers (1979) ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซา

ในอาหารที่เสริมด้วยฮอร์โมน FSH และ LH พบว่าเซลล์แกรนูโลซานั้นมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ

เซลล์และพบว่าเซลล์มีการเจริญเติบโตมากขึ้น นอกจากนี้ยังมีผู้ท าการศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดกลางต่อการสังเคราะห์ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (progesterone) ของเซลล์แกรนูโลซา พบว่า
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เซลล์แกรนูโลซาที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลาง (2-5 

มิลลิเมตร) ที่ความเข้มข้นของโปรตีน 167 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าเซลล์มีการผลิตฮอร์โมนโปร-

เจสเตอโรนสูงที่สุดเมื่อเทียบกับความเข้มข้นอ่ืนๆ และแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ นั่น

หมายถึงเซลล์มีการท างานของเซลล์ได้ดีที่สุด แต่ที่ความเข้มข้นของโปรตีนจากสารหลั่งในถุงไข่ท่ี 500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลล์แกรนูโลซามีการผลิตโปรเจสเตอโรนคงที่ (Battin & diZerega, 1985) 

คล้ายคลึงกับผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่า ที่ความเข้มข้นโปรตีน 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสาร-

หลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่และเซลล์แกรนูโลซาสูงที่สุด 

เมื่อเทียบกับความเข้มข้นอ่ืนๆ และแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ จากผลการศึกษาของ 

Brachova, Alvarez, Van Voorhis, and Christenson (2017) ที่ท าการศึกษาเซลล์บุผิวท่อน าไข่

จากมนุษย์ในอาหารเพาะเลี้ยงที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ของมนุษย์พบว่า สารหลั่งจากถุงไข่

สามารถส่งเสริมการเจริญของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ให้มีการเจริญได้เพ่ิมมากขึ้น คล้ายกับการศึกษานี้ที่

พบว่าสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางและขนาดใหญ่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ที่

มากกว่าในกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ Somigliana et al. (2001) ที่ท าการศึกษาผล

ของสารหลั่งจากถุงไข่ต่อเซลล์ในชั้น endometrial ของมดลูกมนุษย์ ซึ่งเซลล์นี้เพาะเลี้ยงในอาหาร 

Ham’s F-10 ที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่มนุษย์ พบว่าสารหลั่งจากถุงไข่นั้นส่งเสริมการเจริญของ

เซลล์ให้เพ่ิมมากกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้ผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่

สามารถส่งเสริมให้ เกิดการสุกของไข่ภายในห้องปฏิบัติการได้ อีกด้วย ดังเช่นการศึกษาของ 

Oberlender et al. (2013) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ในอาหารเพาะเลี้ยง NCSU-37 เสริมด้วย

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 6-10 มิลลิเมตร) พบเปอร์เซ็นต์การสุกของไข่ภายใน

ห้องปฏิบัติการสูงกว่าเซลล์ไข่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่าน -

ศูนย์กลาง 2-5 มิลลิเมตร) แต่ผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ต่อการปฏิสนธิภายใน

ห้องปฏิบัติการไม่พบความแตกต่างกัน สอดคล้องกับการศึกษาของ Ito et al. (2008) ศึกษาผลของ

สารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร) และขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 

5-6 มิลลิเมตร) ต่อการสุกของเซลล์ไข่ภายในห้องปฏิบัติการโดยเสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ในอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ปริมาตร 10% (v/v) ผลของอาหารเพาะเลี้ยงที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาด

ใหญ่ต่อเปอร์เซ็นต์การสุกของไข่ภายในห้องปฏิบัติการมีค่าสูงกว่าเซลล์ไข่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เสริม

ด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์คิวมูลัส (cumulus cells) ใน

อาหารเพาะเลี้ยงที่เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์คิวมูลัสที่เพ่ิม
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มากขึ้นอีกด้วย ผู้วิจัยคาดว่าอาจเป็นผลมาจากโปรตีนที่ เป็นองค์ประกอบภายในสารหลั่งจากถุงไข่

ขนาดใหญ่ ที่มีมวลโมเลกุลอยู่ระหว่าง 30 ถึง 100 kDa ซึ่งส่งผลต่อการพัฒนาของเซลล์ไข่และการ-

รอดชีวิตของเซลล์คิวมูลัสที่เพ่ิมมากขึ้น เช่นเดียวกับผลการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าผลของสารหลั่งจากถุง-

ไข่ขนาดใหญ่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์ทั้งสองชนิดเพ่ิมมากขึ้น จากที่กล่าวข้างต้นจะเห็นได้ว่าผล

ของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กมีผลยับยั้งการเจริญของเซลล์สอดคล้องกับผลการศึกษาผลของสาร -

หลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่แสดงให้เห็นถึงการเจริญพัฒนา

ที่ลดลงต่ ากว่ากลุ่มควบคุม ซึ่งแตกต่างกับผลของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กต่อการเจริญพัฒนาของ

เซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร คาดว่าอาจเป็นผลมากจากการที่เซลล์แกรนูโลซาต้องการฮอร์โมนในการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ภายในห้องปฏิบัติการและคาดว่าสารตัวหนึ่งที่พบมากในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก

คือ oocyte maturation inhibitor หรือ OMI โดยสารนี้เป็นสารที่ส่งผลยับยั้งการเจริญพัฒนาของ

เซลล์ไข่ ซึ่งเซลล์แกรนูโลซามีส่วนเกี่ยวข้องในการสร้างสารนี้  (Channing et al., 1983; Tsafriri et 

al., 1976; Van de Wiel et al., 1983) จึงคาดว่าอาจส่งผลยับยั้งเซลล์แกรนูโลซาซึ่งเป็นเซลล์ที่อยู่

ในถุงไข่และอยู่ในสภาวะแวดล้อมเช่นเดียวกันกับเซลล์ไข่ คืออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ต้องการฮอร์โมน

และสารต่างๆ คล้ายคลึงกับเซลล์ไข่ จึงอาจมีผลในการตอบสนองต่อสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก

แตกต่างกับเซลล์บุผิวท่อน าไข่ที่ไม่เคยพบกับสารหลั่งจากถุงไข่มาก่อน จึงคาดว่าเพียงผลของสาร

ส่งเสริมการเจริญและโปรตีนบางชนิดภายในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กก็สามารถส่งเสริมการเจริญ

ของเซลล์ได้ 

จากการศึกษาของ Daen et al. (1994) ที่ท าการศึกษาผลของสารหลั่งจากถุงไข่ท่ีน ามาแยก

เป็นส่วนๆ 4 ส่วนด้วยวิธี ultracentrifugation พบว่าสารหลั่งจากถุงไข่ในส่วนที่ 1 ช่วยส่งเสริมการ

เกิดการปฏิสนธิภายในห้องปฏิบัติการเพ่ิมมากขึ้นและส่งเสริมให้เกิดการแผ่ของเซลล์คิวมูลัสเพ่ิมมาก

ขึ้น สอดคล้องกับการศึกษาของ Ducolomb et al. (2013) ที่กล่าวว่าส่วนที่ 1 ที่ถูกแยกออกมาของ

สารหลั่งจากถุงไข่ มีโปรตีนที่ช่วยส่งเสริมการเจริญและการสุกของเซลล์ไข่ โดยโปรตีนที่เป็น

องค์ประกอบที่สามารถพบได้ในสารหลั่งจากถุงไข่เช่น โปรตีนกลุ่มที่เป็นสารส่งเสริมการเจริญเช่น 

epidermal growth factor และ insulin-like growth factors (IGF) เป็นโปรตีนอีกชนิดที่พบได้

มากภายในสารหลั่งจากถุงไข่ ซึ่งมีผลช่วยในการส่งเสริมการเจริญของเซลล์ (cell proliferating) และ

การเปลี่ยนแปลงเพ่ือไปท าหน้าที่ต่างๆ ของเซลล์ (cell differentiation) (Knight & Glister, 2001; 

Oberlender et al., 2013 ; Revelli et al., 2009 ; Somigliana et al., 2001 ; Spitzer et al., 

1996) จากการศึกษาของ Ito et al. (2008) กล่าวว่าภายในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดใหญ่พบการ-
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ท างานของโปรตีน IGF อยู่มาก ซึ่งส่งผลต่อการคงสภาพการท างานและการมีชีวิตรอดของเซลล์

คิวมูลัส ซึ่งโปรตีน IGF-I และ อินซูลิน (insulin) มีส่วนช่วยในการลดการเกิดกระบวนการตายของ

เซลล์แบบ apoptosis ได้ (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006) และพบโปรตีนในกลุ่ม cytokine 

เช่น  interleukin และ immunoglobulin (Ducolomb et al., 2013 ; Günther et al., 2016 ; 

Somigliana et al., 2001; Spitzer et al., 1996) โดยโปรตีนบางชนิดมีหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่ง

ส่ ง ผ ล ก ร ะ ตุ้ น ให้ เกิ ด ก ร ะ บ ว น ก า ร อั ก เส บ  ( inflammation)  (Revelli et al. , 2 0 0 9 ) 

กระบวนการพัฒนาของถุงไข่ภายในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและกระบวนการตกไข่สามารถเทียบได้กับ

กระบวนการเกิดการอักเสบ นอกจากนี้ยังพบโปรตีนในกลุ่ม lysophospholipids เช่น inhibin 

activin protein kinase fibrinogen plasminogen follistatin ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นตัวช่วยในการ

จับกันระหว่างโมเลกุล (binding protein) พบว่าโปรตีนบางชนิด (inhibin) มีส่วนช่วยในการกระตุ้น

การเจริญของถุงไข่และพบ steroidogenesis-inducing protein ซึ่ งโปรตีนชนิดต่างๆ เหล่านี้

สามารถพบได้ในสารหลั่งจากถุงไข่ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม และโปรตีนต่างๆ เหล่านี้สามารถ

กระตุ้นให้เกิดการเจริญของเซลล์ได้  (Ducolomb et al., 2013; Giudice, Chandrasekher, & 

Cataldo, 1993 ; Henderson, Franchimont, Charlet-Renard, & McNatty, 1984 ; Knight & 

Glister, 2001; Revelli et al., 2009; Spitzer et al., 1996) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาในครั้งนี้ 

 นอกจากนี้ยังพบองค์ประกอบของสารอ่ืนๆ ที่อยู่ภายในสารหลั่งจากถุงไข่ที่สามารถส่งผล

กระตุ้นการเจริญของเซลล์ได้ อีกด้วยได้แก่ ฮอร์โมน เช่น gonadotropin prolactin estrogen 

progesterone androgen corticoids แ ล ะ  growth hormone ยั งพ บ ส าร ใน ก ลุ่ ม  reactive 

oxygen species (ROX) สาร anti-apoptotic factors สารในกลุ่ม prostanoid และยังพบไขมัน 

(lipids) น้ าตาล (glucose) กรดยูริก (uric acid) เอนไซม์ (enzyme) ลิพิด (lipid) cyclic AMP 

(cAMP) (Chang et al., 1976 ; Spitzer et al., 1996) จากรายงานของ Revelli et al. (2009) 

รายงานว่าพบสารที่ ส่ งเสริมการเจริญหลายชนิดในสารหลั่ งจากถุงไข่  ตัวอย่างเช่น bone 

morphogenetic protein-15 (BMP-15) ซึ่งเป็นสารส่งเสริมการเจริญที่มีผลอย่างมากต่อการสุกของ

เซลล์ไข่และคุณภาพของเซลล์ไข่ ซึ่งสารตัวนี้สารมารถพบได้มากในสารหลั่งจากถุงไข่  

 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการตรวจสอบผลของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลาง 

และขนาดใหญ่ต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ (cells viability) ที่เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิได้แก่เซลล์บุ-

ผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรโดยใช้วิธี MTT assay เป็นอีกวิธีหนึ่งในการตรวจสอบการมี-

ชีวิตรอดของเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยง โดยวิธี MTT assay นี้เป็นวิธีการตรวจสอบการเจริญพัฒนาของ
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เซลล์โดยการท าให้เกิดสี (Gerlier & Thomasset, 1986) tetrazolium salts เป็นส่วนประกอบหลัก

ของการท า MTT assay โดยสามารถวัดการเจริญพัฒนาของเซลล์ได้จากความสามารถในการเกิด

กระบวนการ reduction ของไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ของเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ ซึ่งจะมีการ

เปลี่ยน tetrazolium salts ที่มีสีเหลือง ไปเป็นสีม่วงของ formazan crystal (van Meerloo et al., 

2011) จากรายงานก่อนหน้านี้ของ Ellington et al. (1998) รายงานถึงการใช้วิธี MTT assay ในการ

ตรวจสอบความสามารถในการรอดชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่มนุษย์ วานรและโค โดยเพาะเลี้ยงเซลล์

ปฐมภูมิแบบชั้นเดียว แล้วท าการวัดการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay จากนั้นน าไปวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร สอดคล้องกับการศึกษาของ Peng et al. (2015) ที่ใช้วิธี MTT 

assay เพ่ือตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์บุผิวท่อน าไข่ของแกะ จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืน -

แสงที่ 570 นาโนเมตร เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ 

 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการศึกษาสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและ

ขนาดใหญ่  ด้ วยวิธี  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) จากผลการศึกษาสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่สุกรขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ด้วยวิธี 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบโปรตีนที่มี

ขนาดโมเลกุล 23, 50, 92, 100 และ >225 kDa เป็นส่วนประกอบภายในสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก 

ขนาดกลางและขนาดใหญ่เหมือนกัน แต่พบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล 12 และ 16 kDa ภายในสารหลั่ง

จากถุงไข่ขนาดใหญ่เท่านั้น โดยพบรายงานการศึกษาถึงชนิดของโปรตีนภายในถุงไข่สุกรตามขนาด

ของโมเลกุลซึ่งสามารถสรุปได้ดังตาราง 7 
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ตารางที่ 7 สรุปขนาดของสารหลั่งโปรตีนจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่จากการศึกษา
ด้วยวิธี Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ
แสดงชนิดและหน้าที่ของโปรตีนภายในสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ 

ขนาด
ของ

โปรตีน 
(kDA) 

โปรตีน
จากสาร
หลั่งจาก
ถุงไข่สุกร
ขนาดเล็ก 

โปรตีน
จากสาร
หลั่งจาก
ถุงไข่สุกร
ขนาด
กลาง 

โปรตีน
จากสาร
หลั่งจาก
ถุงไข่สุกร
ขนาดใหญ่ 

หน้าที่ของโปรตีนจากสาร
หลั่งจากถุงไข่สุกร 

อ้างอิง 

>225    ส่งเสริมการเจริญของเซลล์
ไข่และกระบวนการตกไข่ 

Corbin et al. 
(2003); 
Ducolomb 
et al. (2013); 
Gerard, 
Delpuech, 
Oxvig, 
Overgaard, 
and Monget 
(2004);  
Monget et 
al. (2002) 

225 -   ส่งเสริมการเจริญของเซลล์
ไข่และกระบวนการตกไข่ 

100    สามารถส่งเสริมการเจริญ
ของเซลล์ได้การปฏิสนธิ
ภายในห้องปฏิบัติการ 

50    ส่งเสริมการเจริญของเซลล์
ไข่ 

23    กระตุ้นการเจริญพัฒนา
ของถุงไข่ 

16 - -  กระตุ้นการเจริญพัฒนา
ของถุงไข่ 

12 - -  กระตุ้นการท างานของ
ฮอร์โมน FSH จากเซลล์
แกรนูโลซา 

หมายเหตุ    แสดงความเข้มของแถบโปรตีนที่พบจากน้อยไปมากตาม 

  

จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงผลของสารหลั่งจากถุงไข่ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญ

พัฒนาของทั้งเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาสุกรคาดว่าเป็นผลมาจากสารประกอบต่างๆ 

ที่อยู่ในสารหลั่งจากถุงไข่เช่น สารส่งเสริมการเจริญ ฮอร์โมนเพศหลายชนิดและโปรตีนหลายชนิดที่มี
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ผลส่งเสริมการเจริญของเซลล์ (Revelli et al., 2009) ในการศึกษาต่อไปจึงคาดว่าจะน าสารหลั่งจาก

ถุงไข่สุกรเสริมในอาหารเพาะเลี้ยงแทนการใช้ซีรัมและฮอร์โมนเพ่ือเป็นการลดค่าใช้จ่ายจากการใช้

สารเคมี นอกจากนี้ประโยชน์ของการศึกษาในครั้งนี้ยังช่วยลดของเสียหรือขยะท่ีเกิดจากโรงฆ่าสัตว์นั่น

คือท่อน าไข่และรังไข่ของสุกร อีกท้ังการน าของเสียที่เหลือทิ้งจากโรงฆ่าสัตว์มาใช้เพ่ือคัดแยกเซลล์มา

ใช้ในการศึกษานี้มีประโยชน์อย่างมากในการช่วยลดปริมาณการใช้สัตว์ทดลองลงได้และเมื่อเพาะเลี้ยง

เซลล์ให้เจริญพัฒนาได้แล้วสามารถพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์ไลน์เพ่ือเก็บรักษาไว้ใช้ในการศึกษาครั้ง

ต่อไปได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  100 

สรุปผล 

 

1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรเมื่อเพาะเลี้ยงแบบระยะสั้นนาน 48 

ชั่วโมง พบเซลล์ทรงกระบอกมีซีเลียและเซลล์กลมไม่มีซีเลีย โดยเซลล์เริ่มยึดเกาะพ้ืนผิวเมื่อเพาะเลี้ยง

นาน 72 ชั่วโมง เซลล์แสดงรูปร่าง 2 แบบคือรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและรูปร่างหลายเหลี่ยมและ

แผ่ทั่วจานเพาะเลี้ยง 70-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 96 ชั่วโมง 

2. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรเมื่อเพาะเลี้ยงแบบระยะสั้น พบเซลล์

กลมเมื่อเริ่มต้นการเพาะเลี้ยง เซลล์เริ่มยึดเกาะพ้ืนผิวเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง เซลล์แสดงรูปร่าง

หัวแหลมท้ายมีหลายแฉกและแผ่ทั่วจานเพาะเลี้ยง 70-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 48 ชั่วโมง 

3. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรแบบระยะยาว พบเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมและ

รูปร่างหลายเหลี่ยม เซลล์มีการเจริญเติบโตโดยการแผ่ขยายตัวเพ่ิมมากขึ้นและพบว่าเซลล์รูปร่าง

หลายเหลี่ยมมีเปอร์เซ็นต์การเจริญพัฒนามากขึ้นเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานมากขึ้น พบเซลล์รูปร่าง

หลายเหลี่ยมเป็นส่วนมากของประชากรเซลล์ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้าย-

แหลมประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ โดยเซลล์รูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมจะสานกันเป็นกลุ่มและพบเซลล์

รูปร่างหลายเหลี่ยมอยู่ตรงกลาง เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 6 สัปดาห์ 

4. เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรแบบระยะยาว พบเซลล์มีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลม 100 

เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ตั้งแต่ 1-5 สัปดาห์ เซลล์มีการยืดยาวเพ่ิมมากขึ้นและสานตัวเป็น

ร่างแหทั่วจานเพาะเลี้ยงเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานมากขึ้น 

5. เพาะเลี้ยงเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกรในอาหาร M199 เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก 

ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าค่าการมีชีวิตของเซลล์ไปวิเคราะห์ทางสถิติ one-way 

ANOVA พบว่าความเข้มข้นโปรตีนที่เหมาะสมของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็กคือที่ความเข้มข้น

โปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (498.173±58.87 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(625.351±48.37 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกอย่างมี

นั ยส าคัญ  (p<0.05) และขนาดใหญ่ ที่ ค วาม เข้มข้น โปรตีน  500 ไม โครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร 

(456.363±30.32 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มควบคุมเชิงบวกอย่างมี

นัยส าคัญ (p<0.05)  
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6. เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในอาหาร M199 เสริมด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก 

ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าค่าการมีชีวิตของเซลล์ไปวิเคราะห์ทางสถิติ one-way 

ANOVA พบว่าความเข้มข้นโปรตีนที่เหมาะสมของสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 

200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (224.628±26.21 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่าง

มีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวกแต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) และ

ขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (264.224±31.79 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูง

ที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมเชิงบวกแต่ไม่พบ

ความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) แต่พบว่าในทุกความเข้มข้นของโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกร

ขนาดเล็กมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ที่ลดลงต่ ากว่ากลุ่มควบคุม ยกเว้นที่ความเข้มข้น

โปรตีน 200 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมแต่ไม่พบความแตกต่างทาง

สถิติ (p>0.05) 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียมน้ ายาส าหรับล้างรังไข่ ท่อน าไข่ เซลล์ไข่ และเซลล์บุผิวท่อน าไข่ (วิธีการส าหรับ

เตรียมน้ ายาปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

  - ชั่งสาร 

Penicillin-G    0.06 กรัม 

Streptomycin    0.10 กรัม 

Amphoterracin-B   0.0025 กรัม 

  - น าสารที่ชั่งเตรียมไว้เทลงในน้ าเกลือ ผสมให้เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื้อเดียว 

 

2. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์สูตร TCM-199 (วิธีการส าหรับเตรียมสารปริมาตร 10 

มิลลิลิตร) 

  - ชั่งสารเคมีดังนี้ 

  TCM-199     0.099 มิลลิกรัม 

  NaHCO3      0.022 มิลลิกรัม 

  Pyruvate     0.25 มิลลิโมลาร์ 

  Gentamycin sulfate    10 ไมโครลิตร 

  Heat-treated fetal calf serum (HTFCS) 1 มิลลิลิตร 

  - น า TCM-199 และ NaHCO3 ที่ชั่งเตรียมไว้ผสมกับน้ าบริสุทธิ์ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 

  - น า pyruvate ที่ชั่งเตรียมไว้ผสมกับน้ าเกลือปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อเก็บเป็น 

Stock solution 

  - น าอาหาร TCM-199 ที่เตรียมไว้มาปริมาตร 9 มิลลิลิตรผสมกับ pyruvate 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร คนให้เข้ากัน 

  - เติม Gentamycin sulfate 10 ไมโครลิตรลงในสารละลายที่เตรียมไว้ 

  - น าสารละลายที่เตรียมไว้ผสมกับ Heat-treated fetal calf serum (HTFCS) 1 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
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  - น าสารละลายทั้งหมดไปกรองผ่าน Membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

ภายในตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน 

  - เก็บอาหารในขวดเตรียมสารที่ปลอดเชื้อ และน าอาหารที่เตรียมไว้เก็บที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เมื่อต้องการใช้น าไปใส่ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ นาน 10-12 ชั่วโมงก่อนท าปฏิบัติการ 

 

3. การเตรียมสารหลั่งจากถุงไข่สุกรเพื่อทดสอบการเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยงแบบปฐมภูมิ

ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

  1. เตรียมหลอดทดลองจ านวน 8 หลอด ส าหรับการเตรียมสาหลั่งจากถุงไข่ 

  2. น าอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาใช้ 

  3. ค านวณความเข้มข้นของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรด้วยสูตร 

   C1V1 = C2V2 

  หมายเหตุ C1 คือ ความเข้มข้นตั้งต้นของสารหลั่งจากถุงไข่ 

C2 คือ ความเข้มข้นของสารหลั่งจากถุงไข่ท่ีต้องการ 

V1 คือ ปริมาตรของสารละลายที่เตรียม 

V2 คือ ปริมาตรของสารละลายที่ต้องการ 

  4. ผสมสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กและขนาดกลางต่ออาหารเพาะเลี้ยงในหลอด

ทดลองในอัตราส่วนดังตารางที่ 8 และ ตารางที่ 9 และอัตราส่วนของปริมาตรสารหลั่งจากถุงไข่สุกร

ขนาดใหญ่ต่อปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยง 
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ตารางที่ 8 แสดงอัตราส่วนของปริมาตรสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กและขนาดกลางต่อปริมาตร
อาหารเพาะเลี้ยง 

ความเข้มข้นของ 
สารหลั่งจากถุงไข่สุกร 

(µg/ml) 

ปริมาตรของสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกร (ml) 

ปริมาตรของ 
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 

(ml) 

ปริมาตรรวม (ml) 

600 1.1 0.4 1.5 
500 1 0.2 1.2 

400 0.8 0.2 1.0 

200 0.4 0.4 0.8 
40 0.2 0.8 1.0 

20 0.4 0.4 0.8 
4 0.2 0.8 1.0 

2 0.4 0.4 0.8 
 

ตารางที่ 9 แสดงอัตราส่วนของปริมาตรสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ต่อปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยง 

ความเข้มข้นของ 
สารหลั่งจากถุงไข่สุกร 

(µg/ml) 

ปริมาตรของสารหลั่ง
จากถุงไข่สุกร (ml) 

ปริมาตรของ 
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ 

(ml) 

ปริมาตรรวม (ml) 

600 1.2 0.3 1.5 

500 1 0.2 1.2 

400 0.8 0.2 1.0 
200 0.4 0.4 0.8 

40 0.2 0.8 1.0 

20 0.4 0.4 0.8 
4 0.2 0.8 1.0 

2 0.4 0.4 0.8 
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4. การเตรียมสารเคมีส าหรับใช้ศึกษาโปรตีนของสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดต่างๆ ด้วยวิธี SDS-

PAGE (ท่ีมา: Lowry และคณะ, 1951) 

4.1 การวัดปริมาณโปรตีน 

1. เตรียม BSA จาก Stock 1 โดยละลาย BSA 1 กรัม ด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรใน 

ขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 

Stock 2 ดูดสารละลายจาก Stock 1 มา 0.05 มิลลิลิตร ปรับ 

ปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร 

 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA และเจือจางส าหรับการท ากราฟมาตรฐาน (Standard curve) ดังนี้ 

หลอดที่ ปริมาณ BSA 

(1mg/ml) (µl) 

น้ ากลั่น (µl) ความเข้มข้น

โปรตีน (µg) 

Blank - 100 - 

1 10 90 10 

2 20 80 20 

3 30 70 30 

4 40 60 40 

5 50 50 50 

6 60 40 60 

7 80 20 80 

8 100 - 100 

9   สารตัวอย่างที่เก็บได้จากถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 1-3 มิลลิเมตร) 100 ไมโครลิตร (µl) 

- - ? 

10 สารตัวอย่างที่เก็บได้จากถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 4-6 มิลลิเมตร) 100 ไมโครลิตร (µl) 

- - ? 

11 สารตัวอย่างที่เก็บได้จากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่าน

ศูนย์กลางมากกว่า 7 มิลลิเมตร) 100 ไมโครลิตร (µl) 

- - ? 
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2 เติม alkaline cupper ลงในแต่ละหลอดทดลอง โดยสามารถเตรียมสารได้ดังนี้ 

2.1 ชั่ง NaOH 4 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นในขวดปรับปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

  2.2 ละลาย Na2CO3 10 กรัม ใน 0.1M NaOH 500 มิลลิลิตร ------- สาร A 

  2.3 ละลาย CuSO4 ·5(H2O) 1 กรัม ในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร ------- สาร B 

  2.4 ละลาย Na tartrate ·2(H2O) 1 กรัม ในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร ------- สาร C 

2.5 ผสมสารทั้ง 3 ชนิดให้เข้ากัน ในอัตราส่วน  

สาร A 100 มิลลิลิตร ต่อ สาร B 1 มิลลิลิตร ต่อ สาร C 1 มิลลิลิตร   

2.6 น าสารละลายผสม ABC เติมลงในหลอดทดลองทั้งหมดที่เตรียมไว้ทุกหลอด 

หลอดละ 3 มิลลิลิตร  

2.7 น าสารละลายผสมไปปั่น (vortex) เพ่ือให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

2.8 ตั้งสารละลายทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

3. เตรียมสาร Folin phenol reagent 

3.1 เติม Folin phenol reagent ในอัตราส่วน Folin 5 มิลลิลิตร ต่อ น้ ากลั่น 6  

มิลลิลิตร (ต้องเตรียมสารใหม่ทุกครั้งเมื่อใช้งาน) 

3.2 ดูดสารละลาย 300 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลอดทดลอง 

3.3 น าสารละลายผสมไปปั่น (vortex) เพ่ือให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

3.4 ตั้งสารละลายทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือให้เกิดสี (ภาพท่ี 32) 
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ภาพที่ 32 แสดงการเกิดสีของสารละลายเมื่อตั้งทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
 

 4. เมื่อครบเวลาให้น าหลอด Blank ไปปรับศูนย์ (0) และวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาว

คลื่น 750 นาโนเมตร (nm) ในแต่ละหลอด ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

5. น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ น ามาเขียนกราฟมาตรฐาน โดยสารละลายตัวอย่างให้บันทึก

ค่าท่ีได้ แล้วน ามาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือค านวณหาปริมาณโปรตีนตัวอย่าง 

6. การศึกษาด้วยวิธี SDS-PAGE 

 

4.2 การศึกษาด้วยวิธี SDS-PAGE 

1. เตรียม staining solution ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

2. เตรียม Destaining solution ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

3. การเตรียม Running buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  4. ท าขั้นตอนกระบวนการอิเล็กโตรโฟรีซิส (Run-gel electrophoresis) 
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ภาคผนวก ข 

ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 
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ภาคผนวก ข 

ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 

 

ตารางที่ 10 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1458985.932 9 162109.548 15.823 .000 

Within Groups 512272.793 50 10245.456   

Total 1971258.724 59    

 

 

viability 

Duncana 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

dimension1 

0 6 100.00000    

2 6 101.20267    

4 6 106.32767    

20 6 159.88950    

40 6 217.69167 217.69167   

200 6  332.53100 332.53100  

10 6   400.84633 400.84633 

400 6   424.95517 424.95517 

600 6    490.84483 

500 6    498.17283 

Sig.  .077 .055 .141 .135 
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ตารางที่ 11 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลาง ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1190090.889 9 132232.321 39.843 .000 

Within Groups 66377.409 20 3318.870   

Total 1256468.298 29    

 

 

viability 

Duncana 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

dimension1 

0 3 100.00000   

2 3 125.35133   

4 3 148.59133   

20 3 180.28100   

40 3 201.41500   

10 3  392.95733  

200 3  430.98567  

400 3   570.42200 

500 3   597.18267 

600 3   625.35067 

Sig.  .065 .428 .283 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที่ 12 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 465483.647 9 51720.405 18.857 .000 

Within Groups 54853.996 20 2742.700   

Total 520337.644 29    

 

 

viability 

Duncana 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

dimension1 

0 3 100.00000   

2 3 149.09000 149.09000  

4 3 149.09033 149.09033  

20 3  211.81800  

40 3  230.90867  

10 3   359.99933 

200 3   376.36333 

600 3   376.36333 

400 3   440.00633 

500 3   456.36333 

Sig.  .291 .093 .055 
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ตารางที่ 13 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์บุผิวท่อน าไข่สุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ เปรียบเทียบที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

two Between Groups 4737.175 2 2368.588 3.990 .057 

Within Groups 5342.265 9 593.585   

Total 10079.440 11    

four Between Groups 5422.486 2 2711.243 1.716 .234 

Within Groups 14220.729 9 1580.081   

Total 19643.215 11    

twenty Between Groups 5414.510 2 2707.255 1.543 .265 

Within Groups 15791.483 9 1754.609   

Total 21205.993 11    

fourty Between Groups 1311.836 2 655.918 .123 .886 

Within Groups 48094.216 9 5343.802   

Total 49406.052 11    

twohundred Between Groups 19659.592 2 9829.796 1.601 .254 

Within Groups 55262.158 9 6140.240   

Total 74921.750 11    

fourhundred Between Groups 44836.890 2 22418.445 1.850 .212 

Within Groups 109085.033 9 12120.559   

Total 153921.924 11    

fivehundred Between Groups 32199.036 2 16099.518 1.071 .383 

Within Groups 135320.345 9 15035.594   

Total 167519.380 11    

sixhundred Between Groups 93292.769 2 46646.384 4.556 .043 

Within Groups 92147.257 9 10238.584   

Total 185440.026 11    
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two 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 6 101.20267  

2 3 125.35133 125.35133 

3 3  149.09000 

Sig. 

 

.216 .224 

 

four 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 6 106.32767 

2 3 148.59137 

3 3 149.09033 

Sig. 

 

.201 
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twenty 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 6 159.88950 

2 3 180.28100 

3 3 211.81800 

Sig. 

 

.146 

 

 

fourty 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

2 3 201.41500 

1 6 217.69167 

3 3 230.90867 

Sig. 

 

.617 
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twohundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 6 332.53100 

3 3 376.36333 

2 3 430.98567 

Sig. 

 

.141 

 

 

fourhundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 6 424.95517 

3 3 440.00633 

2 3 570.42200 

Sig. 

 

.124 
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fivehundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for 

alpha = 0.05 

1 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

3 3 456.36333 

1 6 498.17283 

2 3 597.18267 

Sig. 

 

.174 

 

 

sixhundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

3 3 376.36333  

1 6 490.84483 490.84483 

2 3  625.35067 

Sig. 

 

.163 .108 
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ตารางที่ 14 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดเล็กที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 68160.733 9 7573.415 25.482 .000 

Within Groups 5944.060 20 297.203   

Total 74104.794 29    

 

 

viability 

Duncana 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

dimension1 

40 3 60.58200     

4 3 65.34400     

20 3 65.60867     

2 3 70.10567 70.10567    

600 3 82.53967 82.53967 82.53967   

500 3 84.39133 84.39133 84.39133   

0 3  100.00000 100.00000 100.00000  

400 3   113.22733 113.22733  

200 3    117.46000  

10 3     229.89400 

Sig.  .148 .064 .058 .254 1.000 
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ตารางที่ 15 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดกลางที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 165615.756 9 18401.751 4.070 .000 

Within Groups 479238.940 106 4521.122   

Total 644854.696 115    

 

 

viability 

Duncana,b 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

dimension1 

0 13 100.00000   

2 12 151.38167 151.38167  

20 10  170.34500 170.34500 

4 11  178.87545 178.87545 

40 11  182.52000 182.52000 

10 11  206.16000 206.16000 

500 12  211.03083 211.03083 

400 12  214.41417 214.41417 

600 12   218.19083 

200 12   224.63000 

Sig.  .069 .053 .102 
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ตารางที่ 16 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่สุกรขนาดใหญ่ที่ความเข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 
400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

viability 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 282662.153 9 31406.906 5.165 .000 

Within Groups 486447.186 80 6080.590   

Total 769109.339 89    

 

 

viability 

Duncana 

concentration 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

dimension1 

0 9 100.00000    

2 9 119.16222    

4 9 140.04222 140.04222   

20 9 157.57111 157.57111   

40 9 172.64778 172.64778 172.64778  

10 9  215.97000 215.97000 215.97000 

600 9   240.72667 240.72667 

200 9   242.69778 242.69778 

400 9   243.92000 243.92000 

500 9    264.22444 

Sig.  .081 .061 .087 .250 
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ตารางที่ 17 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์แกรนูโลซาสุกร 
ภายหลังการทดสอบด้วยสารหลั่งจากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ เปรียบเทียบที่ความ
เข้มข้นโปรตีน 2, 4, 20, 40, 200, 400, 500 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

two Between Groups 16541.661 2 8270.830 18.445 .000 

Within Groups 9416.679 21 448.413   

Total 25958.340 23    

four Between Groups 32397.165 2 16198.583 12.608 .000 

Within Groups 26980.199 21 1284.771   

Total 59377.364 23    

twenty Between Groups 26702.694 2 13351.347 9.281 .001 

Within Groups 30209.657 21 1438.555   

Total 56912.352 23    

fourty Between Groups 36870.468 2 18435.234 6.280 .007 

Within Groups 61648.020 21 2935.620   

Total 98518.488 23    

twohundred Between Groups 36342.178 2 18171.089 2.274 .128 

Within Groups 167836.307 21 7992.205   

Total 204178.485 23    

fourhundred Between Groups 38491.482 2 19245.741 2.803 .083 

Within Groups 144174.165 21 6865.436   

Total 182665.646 23    

fivehundred Between Groups 73171.807 2 36585.903 4.716 .020 

Within Groups 162897.598 21 7757.028   

Total 236069.405 23    

sixhundred Between Groups 58038.263 2 29019.132 2.686 .091 

Within Groups 226884.893 21 10804.043   

Total 284923.157 23    
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two 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

d
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m
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1 

1 3 70.10567   

3 9  124.06889  

2 12   151.38167 

Sig. 

 

1.000 1.000 1.000 

 

 

four 
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N 
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d
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i

o

n
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1 3 65.34400  

3 9  140.04222 

2 12  178.87500 

Sig. 

 

1.000 .082 
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twenty 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 65.60867  

3 9  157.57111 

2 12  170.34417 

Sig. 

 

1.000 .576 

 

 

fourty 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 60.58200  

3 9  172.64778 

2 12  182.52000 

Sig. 

 

1.000 .762 
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Twohundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 117.46000  

2 12 224.63000 224.63000 

3 9  242.69778 

Sig. 

 

.056 .737 

 

 

 

 

fourhundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 113.22733  

2 12 214.41417 214.41417 

3 9  243.92000 

Sig. 

 

.052 .555 
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fivehundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 84.39133  

2 12  211.03083 

3 9  264.22444 

Sig. 

 

1.000 .320 

 

 

 

sixhundred 

Duncana,b 

group 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

d

i

m

e

n

s

i

o

n

1 

1 3 82.53967  

2 12  218.19083 

3 9  240.72667 

Sig. 

 

1.000 .718 
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