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บทคัดย่อภาษาไทย 

58303801 : ชวีวิทยา แบบ 1.1  ปรัชญาดุษฎบัีณฑติ 
คำสำคัญ : สารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหลั่งสู่อาหารเพาะเลี้ยง, เซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ, น้ำในถุงไข่,
โปรตีน, สุกร, รังไข่ 

นางสาว หทัยรัก ตุงคะเสน: ศึกษารังไข่ เซลล์ไข่ น้ำในถุงไข่และสารหลั่งเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ี
เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพื่องานเทคโนโลยีชีวภาพ อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : รองศาสตราจารย์ 
ดร. มยุวา ยงทรัพย์อนันต์ 

 
ระบบสืบพันธุ์ของสุกรเป็นส่วนท่ีกินไม่ได้ แต่เป็นแหล่งฮอร์โมนและปัจจัยในการเจริญเติบโตท่ีมี

คุณค่าสำหรับเซลล์ การศึกษาเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ (pCOCs) เซลล์แกรนูโลซาและรูปแบบ
โปรตีนของน้ำในถุงไข่จากสุกรพันธุ์ผสม Large White x Landrace x Duroc (6 เดือน -2 ปี และน้ำหนัก
ระหว่าง 100-150 กิโลกรัม) โดยการเก็บรังไข่ 64 รังไข่ จากโรงฆ่าสัตว์ในพื้นท่ีจังหวัดนครปฐม ประเทศไทย
พบว่ามีเซลล์ไข่ท้ังหมด 1,675 เซลล์ไข่ซึ่งเซลล์ไข่จะมีขนาดแตกต่างกันไปตามขนาดของถุงไข่  คือ ถุงไข่
ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร จำนวน 1,208 เซลล์ไข่) ถุงไข่ขนาดกลางแบ่งออกเป็นสองกลุ่ม 
คือ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร จำนวน 372 เซลล์ไข่ และเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
จำนวน 72 เซลล์ไข่) และถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร จำนวน 23 เซลล์ไข่) เซลล์ไข่
สามารถแบ่งได้เป็น 5 แบบ คือ แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น แบบท่ี 2 คือ 
เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายชั้น แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน 
แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ และแบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเสื่อมสลาย พบว่าเซลล์ไข่แบบ
ท่ี 1 และแบบท่ี 2 มีเปอร์เซ็นต์สูงและมีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง  M199 ท่ีเสริมด้วย 
Earle’s salts (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA), 10% heat-treated fetal bovine serum 
(HTFBS), 2.2 mg/mL NaHCO3, 1 M HEPES (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA), 0.25 mM 
pyruvate, 15 µg/mL, porcine FSH, 1 µg/mL LH,1 µg/mL estradiol, 50 µg/mL gentamycin 
sulfate พบว่าสามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ไข่ท่ีเจริญได้หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา  44-48 ชั่วโมง เมื่อ
เพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาของสุกรท่ีความเข้มข้น 5x105 เซลล์/มิลลิลิตร ในอาหารเพาะเลี้ยง M199 ท่ีเสริม
ด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate พบว่า
เมื่อเร่ิมต้นเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาจะมีรูปร่างกลม หลังจากผ่านไป 24 ชั่วโมง เซลล์จึงยืดออกและยึดติด
กับพื้นผิวของภาชนะเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 และ 96 ชั่วโมง เซลล์จะขยายตัวและขยายออกไปท่ัวท้ัง
พื้นผิว จนกระทั่งเวลา 144 ชั่วโมง เซลล์แกรนูโลซาท้ังหมดจะยึดติดกับภาชนะและมีเป็นรูปร่างแหลมต้ังแต่
หัวจรดปลายเป็นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ท่ัวท้ังภาชนะ โดยเก็บอาหารท่ีเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาทุกๆ 2 วัน  
ผลการวิเคราะห์รูปแบบโปรตีนของน้ำในถุงไข่และสารหลั่งจากเซลล์แกรนูโลซาสู่อาหารเพาะเลี้ยง  
(condition medium) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าน้ำในถุงไข่ขนาดเล็กมีน้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 27, 30, 
35,40, 50, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, >180 และ >220 กิโลดาลตัน ถุงไข่
ขนาดกลาง คือ กลุ่มท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร มีน้ำหนักโมเลกุล 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 
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85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, >180 และ >220 กิโลดาลตัน และกลุ่มท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-
6 มิลลิเมตร มีน้ำหนักโมเลกุล  27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, 
>180 และ>220 กิโลดาลตัน     ส่วนถุงไข่ขนาดใหญ่มีน้ำหนักโมเลกุล 30, 35, 58, 65, 70, 79, 90, 100, 
115, 150, 180 และ >220 กิโลดาลตัน และสารหลั่งจากเซลล์แกรนูโลซาสู่อาหารเพาะเลี้ยงมีน้ำหนัก
โมเลกุล  25, 40, 50, 60, 115, 120 และ  >250 กิ โลดาลตัน  การวิเคราะห์แถบโปรตีน ด้วยเทคนิค 
LC/MS/MS พบว่าน้ำหนักโมเลกุลท่ี 65 กิโลดาลตัน คือ ซีรัมอัลบูมิน น้ำหนักโมเลกุลท่ี 70 กิโลดาลตัน คือ 
hemopexin, serum albumin แ ล ะ  vitronectin น้ ำ ห นั ก โ ม เล กุ ล ท่ี  79 กิ โ ล ด า ล ตั น  คื อ 
serotransferrininhibitorcarbonic anhydrase prothrombin แ ล ะ  thyroxine-binding globulin 
น้ำหนักโมเลกุลท่ี 115 กิโลดาลตัน ท่ีพบจากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด คือ แฮปโตโกลบิน โปรตีนท้ังหมดมีบทบาท
สำคัญในการส่งเสริมและควบคุมการเจริญเติบโตและการพัฒนาของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์  ผลการศึกษานี้
แสดงให้เห็นว่าระบบสืบพันธุ์ของสุกรเป็นแหล่งท่ีมีคุณค่าสำหรับเซลล์เทคโนโลยี โดยเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์
คูมูลัสล้อมรอบ  (pCOCs) และเซลล์แกรนู โลซานั้ นสามารถใช้ เป็นแบบจำลองสำหรับการศึกษา
เทคโนโลยีชีวภาพ ส่วนการศึกษาโปรตีนจากน้ำในถุงไข่และสารหลั่งจากเซลล์แกรนูโลซาสู่อาหารเพาะเลี้ยง 
อาจใช้เป็นอาหารเสริมทดแทน fetal bovine serum ในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตและ
การพัฒนาในด้านเซลล์เทคโนโลยีชีวภาพ เช่น การเจริญเติบโตของเซลล์ไข่และเซลล์ต่างๆ ในหลอดทดลอง
และการพัฒนาของตัวอ่อนในสัตว์ได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

58303801 : Major BIOLOGY 
Keyword : condition medium/ porcine cumulus-oocyte complexes (pCOCs)/ follicular fluid/ 
protein/ pig/ ovary 

MISS HATAIRUK TUNGKASEN : STUDY ON PORCINE OVARIES FOLLICULAR 
FLUID AND IN VITRO    GRANULOSA CELLS SECRETION FOR BIOTECHNOLOGY 
RESEARCH  THESIS ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR MAYUVA YOUNGSABANANT, 
Ph.D. 

Porcine reproductive system is an un-eatable part but being valuable source of 
hormones and growth factors for cell maturation. In this study, porcine cumulus-oocyte 
complexes (pCOCs), granulosa cells, protein patterns of follicular fluid in the ovaries of 
Large White x Landrace x Duroc (6 months -2 years and weight between 100-150 kg), and 
condition medium from granulosa cell culture were investigated. Sixty-four pig ovaries 
were collected from local slaughterhouses in Nakhon Pathom Province, Thailand, yielding 
in a total of (n=1,675) oocytes. The oocytes were varied in sizes as small size follicles (1-2 
mm in diameters; n=1,208), medium size follicles, (divided into two groups: 3-4 mm in 
diameters; n=372 and 5-6 mm in diameters; n=72), and large size follicles (7-8 mm in 
diameters; n=23). The oocytes can be categorized into intact-cumulus cell layer oocytes, 
multi-cumulus cell layer oocytes, partial-cumulus cell layer oocytes, complete-denuded 
oocytes, and degenerated oocytes. Of which, high percentages of intact- and multi-
cumulus cell layers, where they have high potential for culture in M199 with Earle’s salts 
(Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) with 10% heat-treated fetal bovine serum (HTFBS), 
2.2 mg/mL NaHCO3, 1 M HEPES (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA), 0.25 mM 
pyruvate, 15 µg/mL, porcine FSH, 1 µg/mL LH, 1µg/mL estradiol, 50 µg/mL gentamycin 
sulfatewere developed into mature oocytes in 44-48 h in vitro. To study property of 
porcine granulosa cells in culture condition, cells at concentration of 5x105cells/mL were 
cultured in M199 with10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL 
gentamycin sulfate. At the beginning, granulosa cells were round-shaped, then extended 
and adhered to the surface of the plate. After 24 h, the cells proliferated and extended 
covering all over the surface. As cultured for 48 and 96 h, they expanded more, and for 
144 h, all granulosa cells were adhered to the plate and appeared in sharp-pointed shape 
from head to bottom, fibroblastic and reticulated over the entire dish. The condition 
medium from granulosa cell culture was collected every 2 days for protein pattern 
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analysis. Determination of protein patterns of follicular fluid and condition medium using 
SDS-PAGE technique revealed that the follicular fluid in small follicles proteins at 
molecular weights of 27, 30, 35, 40, 50, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, 
>180 and >220 kDa. Medium follicles with diameters of 3-4 mm were found protein at 
molecular weights of 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, >180 
and >220 kDa whereas those with 5-6 mm diameters exhibited proteins at molecular 
weights of 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, >180 and >220 
kDa. Large follicles contained proteins at molecular weights of 30, 35, 58, 65, 70, 79, 90, 
100, 115, 150, 180 and >220 kDa. Finally, the condition medium contained proteins at 
molecular weights of 25, 40, 50, 60, 115, 120 and >250 kDa. Analysis of proteins by 
LC/MS/MS indicated that the 65 kDa protein was serum albumin, the 70 kDa proteins were 
hemopexin, serum albumin and vitronectin. For the 79 kDa proteins, they were 
serotransferrin, inhibitor of carbonic anhydrase, prothrombin, and thyroxine-binding 
globulin, and for 115 kDa protein that was presentin all follicular fluid samples were 
haptoglobin. All identified proteins play important roles in promotion and regulation on 
growth and development of reproductive cells. In conclusion, the results of this study 
demonstrated that porcine reproductive system is valuable source in cell technology. 
Porcine cumulus-oocyte complexes (pCOCs) and granulosa cells could be usedas a model 
for biotechnology study. The follicular fluid and condition medium proteins could be used 
as supplement replacing hormones and fetal bovine serum in culture medium to 
promote all cell growth and development in biotechnological fields such as in vitro oocyte 
maturation and embryonic development in animals. 
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วิทยานิพนธ์ เรื่อง ศึกษารังไข่ เซลล์ไข่ น้ำในถุงไข่และสารหล่ังเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ี
เพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการเพื่องานเทคโนโลยีชีวภาพ ฉบับนี้สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี โดยได้รับความกรุณา
จากรองศาสตราจารย์ ดร.มยุวา ยงทรัพย์อนันต์ ท่ีปรึกษา ท่ีให้ความช่วยเหลือ สนับสนุนและให้
คำแนะนำท่ีเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อผู้วิ จัย  ผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร .ยศเวท สิริจามร ประธาน
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ รองศาสตราจารย์ ดร.บุษบา ปันยารชุน และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
ธนาพร ช่ืนอิ่ม กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิท่ีกรุณาแนะนำและให้ข้อคิดเห็นเพื่อนำมาปรับปรุงเล่มวิทยานิพนธ์
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บทที่ 1 
บทนำ 

 

1. ความสำคัญของปัญหาและที่มาของโครงการวิจัย 

 สุกรเป็นสัตว์เศรษฐกิจท่ีสำคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทยท่ีมีการเล้ียงอย่างแพร่หลาย 
เนื่องจากเป็นสัตว์ท่ีเล้ียงง่าย โตเร็ว ให้ลูกจำนวนมากและการเล้ียงสุกรเป็นกิจการท่ีให้กำไรดีซึ่งคน
นิยมนำส่วนต่างๆ ของสุกรมาบริโภค ซึ่งจังหวัดนครปฐมเป็นจังหวัดหนึ่งท่ีมีฟาร์มเล้ียงสุกรอยู่หลาย
แห่งทำให้มีโรงชำแหละสุกร เพื่อนำเนื้อและอวัยวะภายในส่งออกจำหน่ายสำหรับการบริโภค 
นอกจากนี้ยังมีอวัยวะของสุกรท่ีไม่สามารถนำไปบริโภคหรือใช้ประโยชน์ทางการค้าได้ เช่น รังไข่ 
(ovary) ท่ีถูกตัดท้ิงและอาจก่อให้เกิดปัญหาขยะเน่าเหม็นท่ีต้องกำจัดท้ิง จึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจในการ
นำอวัยวะท่ีไม่เกิดประโยชน์ทางการค้านำมาศึกษา เพื่อเพิ่มคุณค่าในงานด้านชีววิทยา ซึ่งการศึกษา
เกี่ยวกับระบบสืบพันธุ์ของสุกรเป็นพื้นฐานสำคัญสำหรับการพัฒนางานด้านเทคโนโลยีชีวภาพ 
(Denning และ Priddle, 2003; Li และคณะ, 2003; Shang และคณะ, 2007; Xu และคณะ, 2007) 
รายงานวิจัยพบว่าสุกรมีประโยชน์ในการใช้เป็นสัตว์ต้นแบบท่ีใช้เป็นแบบจำลอง (model)  เนื่องจาก
สุกรเป็นสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม ท่ีมีความใกล้เคียงกับมนุษย์ท้ังทางด้านพันธุศาสตร์ กายวิภาคและ
สรีรวิทยา เช่น สมอง ระบบเลือด ระบบย่อยอาหาร ผิวหนังและระบบสืบพันธุ์ เป็นต้น (Bode และ
คณะ, 2010; Squier และคณะ, 2008; Turk และคณะ, 2005)  

นอกจากนี้มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนามจันทร์ ยังอยู่ใกล้กับโรงฆ่าสุกร 
จึงสามารถเก็บรังไข่และปีกมดลูกสุกรและนำมาศึกษาในห้องปฏิบัติการได้ในระยะเวลาอันรวดเร็ว      
ซึ่งจะส่งผลดีต่อคุณภาพของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ท่ีนำมาศึกษา เนื่องจากในงานวิจัยพบว่าระยะเวลา
ในการนำตัวอย่างรังไข่มาศึกษาในห้องปฏิบัติการนั้นส่งผลกระทบต่อคุณภาพของเซลล์ไข่ ซึ่งมีรายงาน
ในสัตว์หลายชนิด เช่น การศึกษาในเซลล์ไข่ม้า (Guignot และคณะ, 1999) เซลล์ไข่โค (Yang และ
คณะ, 1990; Solano และคณะ, 1994) รังไข่แมว (Evecen และคณะ, 2009) และในเซลล์ไข่สุกร 
(Lin และคณะ, 2010)  ภายในรังไข่จะมีถุงไข่มีขนาดแตกต่างกันขึ้นอยู่กับระยะการเจริญของถุงไข่ซึ่ง
จะส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ภายในถุงไข่ด้วย เมื่อถุงไข่มีการเจริญพัฒนาเพิ่มขึ้นต้ังแต่ระยะ
เริ่มต้นจนถึงระยะ กราเฟียนจะเกิดช่องว่างในถุงไข่ เรียกว่า แอนทรัม ซึ่งจะมีน้ำในถุงไข่ (follicular 
fluid) ท่ีมีสารต่างๆ กระตุ้นให้เซลล์ไข่สุกและเซลล์ไข่ตก หรือพร้อมท่ีจะปฏิสนธิได้ 
 จากรายงานการศึกษาน้ำในถุงไข่พบว่ามีโปรตีนท่ีช่วยในการส่งเสริมการเจริญพัฒนาของ
เซลล์ไข่หรือโปรตีนท่ีช่วยในการยับยั้งการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ เช่น รายงานการศึกษาเกี่ยวกับ
ระบบสืบพันธุ์ในโคพบว่าเซลล์ไข่ในถุงไข่มีขนาดต้ังแต่ 1-3 มิลลิเมตร และหยุดอยู่ในระยะเมตาเฟส
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ครั้ง ท่ีสอง (Fiihrer และคณะ , 1989) ซึ่ งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้น                    
ผ่านศูนย์กลาง 2.5 มิลลิเมตร พบเซลล์ไข่สุกรท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 110 -120 ไมโครเมตร           
ซึ่งหยุดการแบ่งเซลล์อยู่ในระยะเมตาเฟสครั้งท่ีสองได้เช่นเดียวกัน (Fair และคณะ, 1996) นอกจากนี้
ยังมีรายงานการทำงานของ oocyte-secreted factors ซึ่งทำหน้าท่ีในการควบคุมคุณภาพของเซลล์
ไข่โดยพบว่าการศึกษาเซลล์แกรนูโลซาและเซลล์ทีกาท่ีแยกจากถุงไข่สุกรขนาด 2-6 มิลลิเมตร มีการ
ทำงานของ oocyte-secreted factors คือ stem cell factor (SCF) และ insulin-like growth 
factor-1 (IGF-1) ท่ีมีการทำงานท้ังในเซลล์แกรนูโลซาและเซลล์ทีกา รายงานการศึกษาของน้ำใน            
ถุงไข่สุกร 3 ขนาด คือ ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 3 มิลลิเมตร) ขนาดกลาง (เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 3-6 มิลลิเมตร) และขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 6 มิลลิเมตร) พบสารที่หล่ังจาก
เซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่ คือ สารท่ียับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่ (oocyte maturation inhibitor;  
OMI) อินฮิบิน (inhibin) ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน และ oestradiol-17β ท่ีวิเคราะห์จากความเข้มข้นท่ี
ตรวจได้ในวันท่ี 5, 10, 15 และ 18 ของรอบการเป็นสัด และ 24 ช่ัวโมง หลังการเป็นสัด พบว่าความ
เข้มข้นของสารท่ียับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่ และอินฮิบินจะลดลงเมื่อขนาดของเซลล์ไข่เพิ่มขึ้นแสดง
ว่าน้ำในถุงไข่ท่ีได้จากถุงขนาดเล็กมีอัตราการยับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่ มากกว่าในถุงขนาดกลาง
และขนาดใหญ่ ตามลำดับ โดยไม่มีการเปล่ียนแปลงในฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน และ estradiol-17β 
(Van de Wiel และคณะ, 1983)  นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาถุงไข่สุกรระยะเริ่มแรกของวงรอบ
การเป็นสัดมีประมาณ 30-40 ถุง ซึ่งส่วนใหญ่มีขนาดเล็กกว่า 3 มิลลิเมตร จากนั้นจะเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้น ในช่วงกึ่งกลางของระยะลูเตียล (mid-luteal phase) เป็นประมาณ 80 ถุง โดย 50 ถุง           
มีขนาดเล็กและอีก 30 ถุงเป็นขนาดกลาง คือ มีขนาดต้ังแต่  3.0-6.9 มิลลิเมตร ซึ่งอาจมีบางส่วนท่ี
ผิดปกติจากการเส่ือมและการสลายของถุงน้ำในรังไข่ก่อนท่ีจะครบกำหนดระหว่างวันท่ี 7 และ 15 
รอบของการเป็นสัด โดยมีสัดส่วนระหว่าง 12-73 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในเวลานั้นไม่พบถุงไข่ขนาดใหญ่
มากกว่า 7 มิลลิเมตร เนื่องจากถุงไข่มีการหล่ังสารยับยั้ง ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (Schwarz และ
คณะ, 2008) เป็นต้น  
 จากข้อมูลท้ังหมดผู้วิจัยจึงสนใจนำเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ท่ีอยู่ในอวัยวะท่ีไม่ได้ใช้ประโยชน์
ของสุกรมาศึกษา โดยเริ่มจากการนำรังไข่สุกรท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ มาศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา
ของรังไข่ เซลล์ไข่ รวมท้ังน้ำในถุงไข่ท่ีเก็บจากสุกรในธรรมชาติด้วยเทคนิคปลอดเช้ือและศึกษาเซลล์  
แกรนูโลซาของสุกรท่ีเพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการเพื่องานทางเทคโนโลยีชีวภาพ สำหรับเปรียบเทียบ
ผลการศึกษาน้ำในถุงไข่ท่ีได้จากการเจาะเก็บจากถุงไข่สุกรสด ( in vivo) เปรียบเทียบกับสารท่ีเซลล์
แกรนูโลซาสุกรหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง (in vitro) ซึ่งเรียกว่า condition medium โดยเปรียบเทียบ
ว่าจะมีสารท่ีเซลล์หล่ังหรือโปรตีนท่ีเหมือนหรือแตกต่างกันอย่างไร ซึ่งคาดว่าการศึกษานี้จะได้ข้อมูลท่ี
ทำให้เกิดความเข้าใจเรื่องบทบาทและหน้าท่ีของ รังไข่ น้ำในถุงไข่สดและเซลล์แกรนูโลซาสุกรใน
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อาหารเพาะเล้ียง รวมท้ังข้อมูลในการเลือกน้ำในถุงไข่ขนาดต่างๆ เพื่อนำไปใช้ประโยชน์สำหรับ
การศึกษากับเซลล์สืบพันธุ์ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม หรือการพัฒนาวิธีการนำน้ำในถุงไข่สุกรมาใช้ให้
เกิดประโยชน์ ซึ่งอาจนำน้ำในถุงไข่สุกรมาใช้ในการเพาะเล้ียงเซลล์ต่างๆ เช่น เซลล์ปฐมภูมิ (primary 
cell culture) เซลล์เพาะเล้ียงแบบยาวนาน (long-term culture) และเซลล์ไลน์ (cell line) ซึ่งหาก
สามารถใช้น้ำในถุงไข่แทนฮอร์โมน เช่น เอสโตรเจนและโกรทฮอร์โมนได้ ตลอดจนใช้แทน fetal 
bovine serum ท่ีนิยมใช้ในการเพาะเล้ียงเซลล์ต่างๆ ซึ่งมีราคาแพงมากและต้องใช้เวลารอนานใน
การส่ังซื้อ เนื่องจากต้องส่ังเข้ามาจากต่างประเทศ นอกจากนี้หากการเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ และเซลล์   
แกรนูโลซาจากรังไข่สุกรในห้องปฏิบัติการประสบผลสำเร็จ จะสามารถใช้เซลล์เหล่านี้เป็นต้นแบบเพื่อ
ใช้ทดสอบสารต่างๆ แทนสัตว์ทดลองได้ ซึ่งจะทำให้ถูกต้องตามหลักจริยธรรมด้วย 
 

2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 2.1 เพื่อศึกษาสัณฐานวิทยาของรังไข่และเนื้อเยื่อของรังไข่สุกรสด 
 2.2 เพื่อศึกษา เซลล์ไข่ การเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาและเก็บสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่
อาหารเพาะเล้ียง (condition medium) พร้อมศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซา
สุกรท่ีเพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการ 
 2.3 เพื่อศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนของน้ำในถุงไข่สดและสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหาร
เพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการ 

3. สมมติฐานของงานวิจัย 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของรังไข่และเซลล์ไข่สุกรจะทำให้สามารถเลือกใช้ตัวอย่างเซลล์ท่ี
เหมาะสมในการนำไปเพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการได้ เช่น เซลล์ไข่ เซลล์แกรนูโลซา ส่วนการวิเคราะห์
เปรียบเทียบระหว่างน้ำในถุงไข่สุกรสดและสารหล่ังจากเซลล์แกรนูโลซาสุกรสู่อาหารเพาะเล้ียง                
หากพบโปรตีนท่ีมีลักษณะเหมือนหรือต่างกัน จะสามารถเลือกไปใช้ประโยชน์ต่างๆ เช่น การผลิตสาร
ท่ีส่งเสริมหรือยังยั้งการเจริญของเซลล์ไข่และเซลล์เพาะเล้ียงต่างๆ เป็นต้น หากพบสารท่ีมีประโยชน์
ลักษณะเดียวกันจะสามารถเลือกสารท่ี ต้องการจาก เซลล์เพาะเล้ียงไปใช้ประโยชน์ทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ ในการเพาะเล้ียงเซลล์ต่างๆ ในห้องปฏิบัติการโดยท่ีไม่ต้องเก็บตัวอย่างรังไข่สุกร
ใหม่ทุกครั้ง 
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4. ขอบเขตการศึกษาวิจัย 

 4.1 การศึกษานี้เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการแบบปลอดเช้ือ 
 4.2 ตัวอย่างการศึกษานี้ใช้รังไข่สุกรพันธุ์ผสม (Large White x Landrace x Duroc) อายุ           
6 เดือน ถึง 2 ปี และน้ำหนักระหว่าง 100-150 กิโลกรัม ท่ีเก็บตัวอย่างแบบปลอดเช้ือ 
 4.3 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรังไข่ศึกษาเนื้อเย่ือของรังไข่ด้วยวิธีพาราฟินเทคนิค
และศึกษาลักษณะเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการด้วยกล้องจุลทรรศน์
แบบหัวกลับ กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
 4.4 ศึกษาวิเคราะห์น้ำในถุงไข่สุกรและสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงหล่ังสู่อาหาร
เพาะเล้ียงในห้องปฏิบั ติการด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (Reverse 
transcription polymerase chain reaction: RT-PCR) เทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริ-
ลาไมด์เจลอิ เล็กโตรโฟลิซิส (Sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis: 

SDS-PAGE) แ ล ะ เท ค นิ ค  LC /MS /MS (Liquid chromatography /Mass spectrometer /Mass 
spectrometer) 
 

5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

 5.1 สามารถศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรังไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงใน
ห้องปฏิบัติการและเนื้อเยื่อของรังไข่เพื่อนำข้อมูลมาศึกษาพัฒนางานวิจัยด้านเทคโนโลยีชีวภาพได้ 
เช่นการเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ให้สุกและเซลล์แกรนูโลซาในห้องปฏิบัติการ 
 5.2 สามารถใช้เซลล์ไข่และเซลล์เเกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงและแช่แข็งได้ เพื่อใช้เป็นเซลล์ท่ี
ทดสอบกับสารต่างๆ ในห้องปฏิบัติการแทนการใช้สัตว์ทดลอง 
 5.3 สามารถศึกษาและทราบชนิดโปรตีนหรือสารหล่ังของน้ำในถุงไข่สุกรและสารหล่ังท่ีเซลล์
แกรนูโลซาเพาะเล้ียงหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง ในห้องปฏิบัติการเพื่อนำน้ำในถุงไข่สุกรสดและสารหล่ังท่ี
เซลล์แกรนูโลซาเพาะเล้ียงหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง มาใช้เสริมในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์เพาะเล้ียงเพื่อ
ใช้ส่งเสริมหรือยับยั้งการเจริญพัฒนาในการเพาะเล้ียงเซลล์ต่างๆ ต่อไปได้ เพื่อใช้ทดแทนฮอร์โมนและ 
fetal bovine serum ท่ีนิยมใช้เสริมในการเพาะเล้ียงเซลล์ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
 สุกรเป็นสัตว์เล้ียงลูกด้วยน้ำนมท่ีใช้เป็นแบบจำลอง (model) เนื่องจากมีสรีรวิทยาและกาย
วิภาคศาสตร์ คล้ายคลึงกับมนุษย์ (Bode และคณะ, 2010; Squier และคณะ, 2008; Turk และคณะ
, 2005) โดยเฉพาะการศึกษารังไข่และเซลล์ไข่ในระบบสืบพันธุ์ของสุกร เช่น การพัฒนาของเซลล์ไข่ 
คุณภาพของเซลล์ไข่และการสุกของเซลล์ไข่จะช่วยอธิบายลักษณะของเซลล์ไข่และปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง
ในระหว่างการเจริญเติบโต ในระบบร่างกายและในห้องทดลอง รวมท้ังสามารถศึกษากระบวนการ
อื่นๆ ของการช่วยการเจริญพันธุ์ด้วย นอกจากนี้ยังมีรายงานการสุกของเซลล์ไข่ซึ่งเกิดผลจากปฏิกิริยา
ของเซลล์ไข่และเซลล์ล้อมรอบหรือเซลล์คูมูลัส (Memili และคณะ, 2007) ในระหว่างการพัฒนาของ
เซลล์ไข่โดยเฉพาะเซลล์แกรนูโลซานั้นมีความสำคัญต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ ซึ่งการเจริญของ
ถุงไข่จะล้อมรอบด้วยเส้นเลือดฝอยท่ีส่งผลต่อการเจริญของเซลล์คูมูลัสและมีความสำคัญในการ
ปกป้องเซลล์ไข่และน้ำในถุงไข่อีกด้วย (Siu และ Cheng, 2012) 
 

1. ระบบสืบพันธุ์ในสุกรเพศเมีย 
ระบบ สืบพั น ธุ์ ใน สุกรเพ ศเมี ยประกอบ ด้วย  รั ง ไข่  (ovaries) ท่ อน ำไข่  (oviduct)                 

ปีกมดลูก (uterine horns) ปากมดลูก (cervix) ช่องคลอด (vagina) และปากช่องคลอด (vulva)            
รังไข่ของสุกรเพศเมียมี 2 ข้าง อยู่ตรงปลายสุดของท่อนำไข่ มีลักษณะคล้ายกับพวงองุ่น มีถุงหุ้มรังไข่ 
และมีผนังยึดระหว่างรังไข่กับมดลูก ภายในรังไข่มีถุงไข่ (follicle) ท่ีอยู่ในระยะของการเจริญเติบโต
ขนาดต่างๆ น้ำหนักของรังไข่แต่ละข้างประมาณ 3-7 กรัม และมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ                  
5 มิลลิเมตร รังไข่ทำหน้าท่ีสำคัญ 2 ประการ คือ เป็นท่ีอยู่ของถุงไข่ ซึ่งภายในมีเซลล์ไข่ เป็นท่ีพัฒนา
เซลล์ไข่และผลิตฮอร์ โมนเพศเมีย คือ โปรเจสเตอโรนและเอสโตรเจน  นอกจากนี้ยั งสร้าง                       
คอร์ปัสลูเทียม (corpus luteum) ซึ่งผลิต ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน เพื่อควบคุมการต้ังครรภ์ โดยถุงไข่
จะเริ่มขยายตัวใหญ่ขึ้นจนมีการตกไข่ สู่ท่อนำไข่ท่ีมีความยาวประมาณ 20 เซนติเมตร โดยมีผนังด้าน
ในประกอบด้วยเซลล์บุท่อนำไข่ (oviductal epithelial cells) 2 ชนิด โดยชนิดแรก คือ เซลล์ทรง
กลมท่ีไม่มีซีเลีย (non-ciliated round shape epithelial cells) ทำหน้าท่ีในการหล่ังของเหลวและ
ปรับสภาพแวดล้อมภายในให้เหมาะสมเพื่อการปฏิสนธิ ชนิดท่ีสอง คือ เซลล์รูปทรงกระบอกท่ีมีซีเลีย 
(ciliated columnar epithelial cells) ทำหน้าท่ีคอยพัดโบกเซลล์ไข่และเซลล์อสุจิท่ีผ่านในท่อนำไข่
และส่งผ่านตัวอ่อนไปยังท่อนำไข่ซึ่งสามารถยืดและหดตัวได้ (Areekijseree และคณะ, 2012) 
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มดลูกประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ปีกมดลูกหรือท่อนำไข่ ตัวมดลูกและคอมดลูก โดยมีผนังยึด
มดลูก เรียกว่า broad ligaments of uterus ส่วนแรก คือ ปีกมดลูก (uterine horns) มีความยาว
และยืดหยุ่นได้ มีอยู่ 2 ข้าง ปลายข้างหนึ่งติดกับท่อนําไข่ อีกข้างติดกับตัวมดลูก ปีกมดลูกของสุกรจะ
ยาวและคดเค้ียว มีความยาวประมาณ 1 เมตร ส่วนท่ี 2 ตัวมดลูก มีลักษณะแข็ง ขนาดเล็ก ความยาว
ประมาณ 5 เซนติเมตร ทำหน้าท่ีเป็นทางผ่านของอสุจิและตัวอ่อนเมื่อคลอด ส่วนท่ี 3 คอมดลูกหรือ
ปากมดลูก (cervix) เป็นกล้ามเนื้อวงแหวน (circular ring) มีผนังหนาแข็งแรง เป็นโพรงแคบภายในมี
ก้อนเนื้อนูนยื่นออกมา มีลักษณะวน เป็นเกลียวสว่าน (cervical fold) มีหน้าท่ีรับการผสมของเพศผู้
และป้องกันส่ิงแปลกปลอมผ่านเข้าช่องคลอดสุกรท่ีผสมตามธรรมชาติอวัยวะเพศผู้จะเข้าไปภายใน              
คอมดลูก 2-3 เกลียว (Karin, 2009) ดังภาพท่ี 1 

 

    

 
ภาพท่ี 1 ส่วนประกอบรังไข่และมดลูกของสุกร มีส่วนประกอบ คือ มดลูกสุกร 
(body of uterus: BU) ปากมดลูก (cervix: CV) ปีกมดลูก (uterine horn: UH) ปากช่องคลอด 
(valva: V) ช่องคลอด (vagina: VG) ภาพท่ีขยายแสดงส่วนของรังไข่ (ovary: O) (Vicencio และ
คณะ 2017) 
 

2. ฮอร์โมนจากรังไข่และวงรอบการเป็นสัดของสุกร 
 ฮอร์โมนจากรังไข่ รังไข่ผลิตฮอร์โมนเพศเมียหลายชนิดท่ีสำคัญ คือ ฮอร์โมนเอสโตรเจนและ
โปรเจสเตอโรน ฮอร์โมนท้ังสองชนิดนี้เป็นสารประกอบสเตียรอยด์ มีไขมันเป็นส่วนประกอบและเป็น
ฮอร์โมนท่ีมีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับการเจริญและการทำงานของอวัยวะต่างๆ ในระบบสืบพันธุ์
ตลอดถึงลักษณะความเป็นเพศเมีย ฮอร์โมนเอสโตรเจนเป็นฮอร์โมนเพศเมียท่ีสร้างขึ้นจากถุงไข่ใน          
รังไข่แล้วจะหล่ังเข้าสู่กระแสเลือด เพื่อทำหน้าท่ีส่งเสริมการเจริญของอวัยวะต่างๆ ในระบบสืบพันธุ์

A 

ข 
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เพศเมียและเตรียมให้อยู่ในลักษณะท่ีพร้อมจะทำการสืบพันธุ์คือกระตุ้นการเจริญของเยื่อบุมดลูกและ
กล้ามเนื้อมดลูกโดยมีการเจริญของเซลล์ต่างๆ ในช้ันเยื่อบุมดลูกมากขึ้น เพื่อรอรับการฝังตัวของตัว
อ่อนท่ีได้รับการผสมแล้วและท่ีช้ันกล้ามเนื้อของมดลูกท่ีสะสมสารโปรตีนโดยเฉพาะแอคตินและ            
ไมโอซิน ซึ่งเป็นตัวสำคัญท่ีใช้ในกลไกการหดตัวของกล้ามเนื้อเพื่อเตรียมไว้ใช้ในการหดตัวของ
กล้ามเนื้อเรียบท่ีมดลูกให้มดลูกบีบตัวได้แรงขึ้น เอสโตรเจนช่วยให้กล้ามเนื้อเรียบนี้บีบตัวเป็นจังหวะ
ช่วยในการเคล่ือนท่ีของอสุจิหากไข่ไม่ได้รับการผสมกับตัวอสุจิเยื่อบุมดลูกท่ีหนาตัวขึ้นจะลอกหลุด
ออกไปในภายหลัง กระตุ้นการเจริญของเนื้อเย่ือต่างๆ ในท่อนำไข่โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อมซึ่งทำหน้าท่ี
หล่ังสารอาหารสำหรับเล้ียงไข่ท่ีตกออกมาจากรังไข่และช่วยกระ ตุ้นให้เซลล์ซึ่งทำหน้าท่ีพัดโบกใน
ทิศทางจากปากแตรไปยังส่วนคอคอดและกระตุ้นท่อนำไข่ให้บีบตัวทำให้ไข่เดินทางไปได้สะดวกขึ้น 
ทำให้เกิดการหล่ังน้ำเมือกออกจากคอมดลูกในขณะท่ีเกิดการเป็นสัดหากมีปริมาณมากจะออกมา
สะสมอยู่ท่ีบริเวณช่องคลอดและเมื่อมีการสะสมมากขึ้นก็จะไหลย้อนออกมาจากช่องคลอดอยู่ท่ี
บริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ ส่วนนอก  ช่วยให้เกิดการเป็นสัดและทำให้ สัตว์แสดงพฤติกรรมต่างๆ             
ในกระบวนการสืบพันธุ์ เช่น มีอาการแสดงออกถึงการเป็นสัดอวัยวะเพศจะบวมแดงหรือสีชมพู              
ในสุกรสาวจะชอบปีนป่ายตัวอื่นหรือยอมให้ตัวอื่นปีน  มีอาการกระวนกระวาย กินอาหารน้อยลงกว่า
ปกติ หรือชอบเอาปากงัดแงะส่ิงอื่น มีการปัสสาวะบ่อย ถ้าเจอสุกรเพศผู้จะหยุดนิ่งไม่เคล่ือนไหวและ
ยอมรับการผสมพันธุ์ซึ่งช่วยส่งเสริมให้เกิดการกระตุ้นทางเพศในกระบวนการสืบพันธุ์ของสัตว์การ
ทำงานของฮอร์โมนเอสโตรเจนทำให้เส้นเอ็นเชิงกรานเกิดการหย่อนตัวช่วยให้คลอดลูกง่าย รวมถึง
การกระตุ้นให้เต้านมขยายใหญ่ขึ้นมีไขมันมาสะสมมากและแบ่งเซลล์เพิ่มขึ้นท่ีบริเวณต่อมน้ำนม
นอกจากนี้ยังมีผลต่อการสลายตัวของคอปัสลูเทียมท่ีรังไข่โดยเอสโตรเจนจะกระตุ้นให้เกิดการสร้าง
ฮอร์โมนโพรสตาแกรนดินขึ้นที่ผนังมดลูกแล้วจะทำให้คอร์ปัสลูเทียมสลายตัว กระบวนการนี้เกิดขึ้นใน
วงจรการเป็นสัดซึ่งหากไม่ได้รับการผสมกับตัวอสุจิคอร์ปัสลูเทียมจะสลายตัวไป (Elizabeth, 2021) 
 ฮอร์โมนในกลุ่มโปรเจสเตอโรนส่วนใหญ่สร้างขึ้นในคอร์ปัสลูเทียม มีบางส่วนท่ีสร้างจาก           
ต่อมหมวกไตส่วนนอก ส่วนใหญ่โปรเจสเตอโรนจะทำงานร่วมกับเอสโตรเจน โดยทำหน้าท่ีส่งเสริม
การเจริญของผนังมดลูกช้ันในทำให้เซลล์ต่างๆ ในช้ันเนื้อเยื่อบุมดลูกหนาขึ้นมีการเจริญของเซลล์ต่อม
ต่างๆ มากขึ้นและหล่ังสารออกมามากขึ้นเตรียมพร้อมท่ีจะรับการฝังตัวของตัวอ่อนรวมถึงทำหน้าท่ีลด
บทบาทของเอสโตรเจนทำให้ส่วนต่างๆ ของมดลูกมีการบีบตัวน้อยลงเพื่อให้ไข่ท่ีได้รับการผสมกับตัว
อสุจินั้นสามารถฝังตัวในมดลูกและอยู่จนถึงเวลาคลอดโปรเจสเตอโรนจะทำหน้าท่ีรักษาสภาพการต้ัง
ท้องให้คงอยู่ไปจนถึงการคลอดโดยในช่วงแรกของการต้ังท้องเป็นการทำงานของโปรเจสเตอโรนจาก
รังไข่และในช่วงหลังจะได้โปรเจสเตอโรนจากรกนอกจากนี้ยังส่งเสริมการเจริญของเต้านมและต่อม
น้ำนมให้เจริญเต็มท่ีพร้อมท่ีจะสร้างและหล่ังน้ำนมเล้ียงลูกอ่อนโดยกระตุ้นให้มีการเพิ่มจำนวนเซลล์
ซึ่งทำหน้าท่ีในการผลิตน้ำนมนอกจากนี้ยังยับยั้งการสร้างฮอร์โมนโกนาโดโทรปิ ครีลิสซิ่งของ                      
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ไฮ โป ท าล ามั ส และยั บ ยั้ ง ก ารสร้ า งฮอร์ โม น  Follicle Stimulating Hormone (FSH) แล ะ 
Luteinizing hormone (LH) ของต่อมใต้สมองส่วนหน้าทําให้ไม่มีการเจริญของถุงไข่ซึ่งจะไปมีผล
ควบคุมการสร้างเอสโตรเจนทำให้สัตว์ไม่เป็นสัดและไม่มีการตกไข่  
 วงรอบการเป็นสัดของสุกรมักจะใช้เวลาประมาณ 18-21 วัน โดยเริ่มจากการสังเกต
พฤติกรรมการเป็นสัดและส้ินสุดด้วยการการเป็นสัดครั้งต่อไป ในระหว่างรอบนี้ระดับฮอร์โมนจะมีการ
เป ล่ียนแปลงท้ังเพิ่ มขึ้นและลดลงในการเจริญ เติบโตของเซลล์และการพัฒนาของอวัยวะ                  
การเปล่ียนแปลงของฮอร์โมนเหล่านี้จะควบคุมวงรอบการเป็นสัด 4 ระยะ คือ ระยะก่อนการเป็นสัด 
(proestrus) ระยะเป็นสัด (estrus) ระยะคลายการเป็นสัด (metestrus) และระยะหมดการเป็นสัด 
(diestrus) ซึ่งวงรอบการเป็นสัดนั้นแบ่งการเจริญของรังไข่ออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะฟอลลิคูล่าและ
ระยะลูเตียล โดยระยะฟอลลิคูล่าเป็นการเพิ่มการหล่ังฮอร์โมนเอสโตรเจนเมื่อเซลล์ไข่และถุงไข่เจริญ
เต็มท่ีสำหรับการตกไข่ ซึ่งประกอบด้วยระยะก่อนการเป็นสัด (proestrus) และระยะเป็นสัด (estrus) 
ส่วนระยะลูเตียลเป็นการเพิ่ มฮอร์ โมนโปรเจสเตอโรนจากการพัฒนาของคอร์ปั สลู เทียม                         
ซึ่ งประกอบด้วยระยะคลายการเป็นสัด (metestrus) และระยะหมดการเป็น สัด  (diestrus) 
(Elizabeth, 2021) ดังภาพท่ี 2 
 

 
 
ภาพท่ี 2 แสดงวงรอบการเป็นสัด 4 ระยะ  

ซึ่งแบ่งการเจริญของรังไข่ออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะฟอลลิคูล่า ประกอบด้วยระยะก่อนการ
เป็นสัด (proestrus: 4) และระยะเป็นสัด (estrus: 1) และระยะลูเตียล ประกอบด้วยระยะคลายการ
เป็นสัด (metestrus: 2) และระยะหมดการเป็นสัด (diestrus: 3) (Elizabeth, 2021) 
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการทำงานของวงจรการเป็นสัด ได้แก่ ฮอร์โมน พันธุกรรม โภชนาการและ
ส่ิงแวดล้อม รายละเอียด (Tortora และคณะ 2009) ดังนี้  
 1. ฮอร์โมน การทำงานร่วมกันของฮอร์โมนหลายชนิดจากไฮโปทาลามัสและต่อมใต้สมองช่วย
กระตุ้นให้รังไข่ท้ัง 2 ข้าง ทำการผลิตไข่ ทำให้เกิดความต้องการทางเพศและอวัยวะในระบบสืบพันธุ์
เจริญเติบโต เนื่องจากอิทธิพลของฮอร์โมนเอสโตรเจน  ท่ีรังไข่ผลิตขึ้น ซึ่งลูกสัตว์นั้นสามารถสร้าง
ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน คือ FSH และ LH ได้ต้ังแต่ยังอยู่ในท้องแม่ ต่อมาเมื่อถึงกำหนดคลอดฮอร์โมน
นี้จะมีระดับลดลง โดยลูกสุกรจะสร้างฮอร์โมนโกนาโดโทรฟิน ได้ก่อนคลอดและระดับฮอร์โมนจะ
ลดลงก่อนคลอด 1 เดือน เมื่อระดับฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน ในลูกสัตว์ลดลงแล้วจะคงสภาพอยู่ใน
ระ ดับ ต่ำ เนื่ อ งจากระบบประสาทส่วนกลางไปยับยั้ ง ไฮโปทาลามั ส  ไม่ ให้ห ล่ังฮอร์ โมน                                 
โกนาโดโทรปินรีลิสซิ่ง จนกว่าร่างกายสัตว์จะเจริญเติบโตจนถึงรอบการเป็นสัดซึ่งในสุกรใช้เวลา 1 
เดือน ก่อนเริ่มเข้าสู่รอบการเป็นสัด  
 2. พันธุกรรม อิทธิพลของพันธุกรรมต่ออายุท่ีเริ่มเข้าสู่รอบการเป็นสัดนั้น สังเกตได้จากความ
แตกต่างระหว่างอายุท่ีเริ่มเข้าสู่รอบการเป็นสัดของสัตว์พันธุ์แท้กับสัตว์ลูกผสม โดยสุกรพันธุ์แท้ท่ีมี
ขนาดใหญ่กว่าจะเข้าสู่วัยสาวช้ากว่าพันธุ์ท่ีมีขนาดเล็กและเจริญเติบโตเต็มท่ีได้เร็วกว่าพันธุ์ท่ีมีขนาด
เล็ก 
 3. โภชนาการ อิทธิพลของโภชนาการต่ออายุท่ีเริ่มเข้าสู่การเป็นสัดนั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ 
เช่น หากสัตว์ได้รับอาหารไม่เพียงพอจะเริ่มเข้าสู่การเป็นสัดช้าลงและหากได้รับอาหารมากเกินความ
ต้องการจะช่วยเร่งให้เข้าสู่รอบการเป็นสัดได้เร็วขึ้น แต่การตอบสนองต่อโภชนาการนี้ขึ้นอยู่กับ
ศักยภาพของพันธุกรรมด้วย  
 4. ส่ิงแวดล้อม สภาวะความเครียดต่างๆ ซึ่งอาจเกิดจากอุณหภูมิ ความช้ืนหรือโภชนาการ           
ไม่เหมาะสมจะทำให้สัตว์เข้าสู่ภาวะการเป็นสัดได้ช้าลง เช่น สุกรในประเทศหนาว  ซึ่งคลอดใน               
ฤดูใบไม้ร่วง มีแนวโน้มท่ีจะเข้าสู่วัยสาวเร็วกว่าสุกรท่ีคลอดในฤดูใบไม้ผลิ เป็นต้น 

โดยเริ่มจากสมองส่วนไฮโปทาลามัส  (Hypothalamus) จะสร้างและหล่ังฮอร์ โมน                
โกน าโด โทรปิ น รี ลีสซิ่ ง  (Gonadotropin releasing hormone) ออกมาซึ่ งจะ ไปกระ ตุ้น ให้                        
ต่อมใต้สมองส่วนหน้าสร้างและหล่ังฮอร์โมนฟอลลิเคิลสติมิวเลติง ซึ่งจะกระตุ้นให้รังไข่หล่ัง Follicle 
stimulating hormone (FSH)  และฮอร์โมนลูติไนซิ่ง (Luteinizing hormone) จะส่งผลต่อรังไข่
โดยกระตุ้นให้เซลล์ไข่สุกและมีการผลิตฮอร์โมนเอสโตรเจน โดยในโคจะถูกกระตุ้นระหว่างวันท่ี       
16-18 ของวงรอบการเป็นสัดและในสุกรและแกะจะถูกกระตุ้นประมาณวันท่ี 15 โดยระดับฮอร์โมน
โปรเจสเตอโรนในกระแสเลือดจะลดลง ในขณะเดียวกันระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนในกระแสเลือดจะ
สูงขึ้นโดยการทำงานผ่านทางไฮโปทาลามัสซึ่งจะมีผลทำให้เกิดการแสดงอาการเป็นสัดโดยผ่านทาง
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ระบบประสาทและเกิดการเพิ่มสูงขึ้นของฮอร์โมนลูติไนซิ่งกระตุ้นเซลล์แกรนูโลซาของถุงไข่ให้เจริญ
และผลิตโปรเจสเตอโรน ดังภาพท่ี 3 

 
 
ภาพท่ี 3 ฮอร์โมนในระบบสืบพันธุ์เพศเมียและอวัยวะเป้าหมาย  
(Waugh และ Grant, 2014) 

 
 ในช่วงเวลาเดียวกันจะมีเอนไซม์ย่อยคอลลาเจน ซึ่งมีผลต่อผนังของถุงไข่ทำให้เกิดการอ่อน
และเปราะบางมากขึ้น ซึ่งง่ายต่อการแตกของถุงไข่โดยแรงดันของของเหลวภายในกลไกนี้ทำให้เกิด
การตกไข่ ในโคจะเกิดการตกไข่ประมาณ 12 ช่ัวโมง หลังหมดการเป็นสัด ในแกะประมาณ 30 ช่ัวโมง 
หลังเริ่มการเป็นสัด ในสุกรประมาณ 44 ช่ัวโมงหลังจากเริ่มการเป็นสัด และในม้าประมาณ 1-2 วัน 
ก่อนหมดการเป็นสัด ดังตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1 ตารางแสดงระยะเวลา วงรอบการเป็นสัดและการตกไข่ของสัตว์ชนิดต่างๆ 
 

ชนิด
สัตว์ 

ระยะเวลาการเป็นสัด 
(วันหรือช่ัวโมง) 

วงรอบการเป็นสัด  
(วัน) 

ช่วงเวลาการตกไข่ 

 เฉล่ีย            ช่วง เฉล่ีย          ช่วง  
โค 

แกะ 
12 ชม. 
30 ชม. 

6-27 ชม. 
20-24 ชม. 

21 
17 

19-23 
14-19 

30 ช่ัวโมงหลังจากเริ่มเป็นสัด 
26 ช่ัวโมงหลังจากเริ่มเป็นสัด 

ม้า 6 วัน 1-37 วัน 21 10-37 1 วันก่อนส้ินสุดการเป็นสัด 
สุกร 
แพะ 

44 ชม. 
39 ชม. 

1-4 วัน 
20-28 ชม. 

21 
17 

19-23 
12-27 

30-38 ช่ัวโมงหลังจากเริ่มเป็นสัด 
วันท่ีสองของการเป็นสัด 

แมว 5 วัน 4-7 วัน 10 8-14 24 ช่ัวโมงหลังจากผสมพันธุ์ 
สุนัข 9 วัน 4-13 ชม. - - 24-48 ช่ัวโมงเริ่มการเป็นสัด 

40-50 ช่ัวโมงหลังจากผสมพันธุ์ 
มิงค์ 2 วัน ผสมพันธุ์เป็นฤดูกาล (มีนาคม)  

 
หมายเหตุ: สุนัขไม่มีวงรอบการเป็นสัด แต่จะเป็นสัด 2 ครั้งต่อปี 
ท่ีมา: กฤตพล, 2543 
 

วงรอบการเป็นสัดหมายถึงช่วงเวลาระหว่างการเริ่มต้นการเป็นสัดครั้งหนึ่งกับการเริ่มต้นการเป็น
สัดครั้งต่อไป (Karin, 2009) ดังนี้ 

1. ระยะก่อนการเป็นสัด (proestrus) (1-3 วัน) 
 เป็นระยะท่ีเกิดก่อนสัตว์จะแสดงอาการเป็นสัดเล็กน้อยเป็นระยะเตรียมก่อนการตกไข่และ
การผสมพันธุ์ คอร์ปัสลูเทียม เกิดการสลายตัวทำให้ระดับของโปรเจสเตอโรน ต่ำลงเกิดการเริ่มของ
วงรอบการเป็นสัดในระยะนี้จะมีการเจริญและเกิดความต่ืนตัวของอวัยวะสืบพันธุ์ขึ้นอย่างเห็นได้ชัด 
เริ่มมีการเจริญของถุงไข่อย่างรวดเร็ว มดลูกขยายตัวขึ้นในช้ันเย่ือเมือก เริ่มมีเลือดมาค่ังและมีการบวม
น้ำ ส่วนช่องคลอดมีอาการบวมแดงขึ้นที่ช้ันเย่ือเมือกมีการหล่ังน้ำคัดหล่ังมากขึ้นในสุกรนานประมาณ 
24-72 ช่ัวโมง ระดับฮอร์โมนเอสโตรเจน ท่ีเพิ่มขึ้นจากถุงไข่ท่ีกำลังพัฒนาจะนำไปสู่การเพิ่มขึ้นของ
การหล่ังและสัญญาณภายนอกท่ัวไปของระยะการเป็นสัดท่ีใกล้เข้ามา 
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2. ระยะเป็นสัด (estrus) (1-3 วัน) 
 เป็นระยะแสดงอาการเป็น สัด ในระยะนี้ สัตว์จะยอมให้ ตัว ผู้ขึ้น ทับและผสมพันธุ์                
ต่อมต่างๆ ท่ีอยู่ในส่วนมดลูก คอมดลูก และช่องคลอด จะหล่ังสารคัดหล่ังออกมาเป็นจำนวนมาก 
อวัยวะเพศบวมแดง ช่วงนี้สัตว์จะพยายามร้องหรือแสดงอาการกระวนกระวาย และแสดงอาการยืน
นิ่ง ให้ตัวผู้ขึ้นผสม ในส่วนคอมดลูกจะมีน้ำเมือกเยิ้ม และช่องเปิดของคอมดลูกจะเปิดเพื่อให้เป็น
ทางผ่านของตัวอสุจิหรือลึงค์แล้วแต่ชนิดสัตว์ระยะนี้ถุงไข่เจริญจนสุกแก่เต็มท่ีของเหลวภายในถุงไข่มี
ฮอร์โมนเอสโตรเจนสูงและส่งไปตามกระแสเลือดทำให้ตัวเมียมีพฤติกรรมเป็นสัดทำให้ท่อนำไข่บวมน้ำ
และการเพิ่มการหล่ังของเมือก ในสุกรนานประมาณ 24-72 ช่ัวโมง 

3. ระยะคลายการเป็นสัดหรือหลังเป็นสัด (metestrus) (2-3 วัน) 
 เป็นระยะต่อจากระยะเป็นสัด คือ ระยะส้ันๆ หลังการตกไข่ ในระยะนี้จะมีการเจริญของ                
ถุงไข่ท่ีตกไข่แล้วอย่างรวดเร็วเกิดเป็นคอร์ปัสลูเทียมขึ้น พบว่าระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลงและ
ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนเพิ่มขึ้นสำหรับการต้ังท้อง ส่วนท่ีมดลูกจะมีการเจริญของต่อมต่างๆ และ
เส้นเลือดต่างๆ ในช้ันเย่ือเมือกอย่างเห็นได้ชัด เพื่อเตรียมตัวรองรับการฝังตัวของลูกอ่อน ส่วนท่ีช่อง
คลอดมีน้ำเมือกท่ีเกิดขึ้นลดน้อยลงภายในน้ำเมือกนั้นจะมีเซลล์เม็ดเลือดขาวและเย่ือบุผิวปะปนอยู่ใน
สุกรนานประมาณ 24-72 ช่ัวโมง 

4. ระยะหมดการเป็นสัดหรือระยะสงบ (diestrus) (13-18 วัน) 
สัตว์จะไม่แสดงอาการทางเพศใดๆ ซึ่ งระยะนี้ ใช้ เวลายาวท่ี สุดมี ลักษณะเด่น  คือ                  

คอร์ปัสลูเทียม มีการเจริญเต็มท่ีสร้างฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนช่วยกระตุ้นการหล่ังจากต่อมมดลูก       
มีการเจริญของต่อมต่างๆ ท่ีมดลูก มดลูกถูกเตรียมไว้สำหรับการติดพังผืดของตัวอ่อนในครรภ์ 
กล้ามเนื้อมดลูกหย่อนตัว ส่วนท่ีคอมดลูกมีการหดตัวปากมดลูกจะปิดลง ระยะนี้ถ้าสัตว์ไม่ต้ังท้อง  
คอร์ปัสลูเทียมจะเริ่มสลายไป นานประมาณ 312-432 ช่ัวโมง 

นอกจากนี้เมื่อตกไข่แล้ว รังไข่ส่วนท่ีเคยมีถุงไข่อยู่จะเป็นแอ่งจากนั้นเซลล์จะเปล่ียนเป็น
ลูเตียลแล้วเจริญต่อไปเป็น คอร์ปัส ฮีโมราจิกัม (corpus hemorrhagicum) ซึ่งเป็นสีเหลืองแดง 
ต่อมาเซลล์นี้จะเจริญมากขึ้นเรื่อยๆ จนกลายเป็นคอร์ปัสลูเทียมประมาณวันท่ี 5 หลังการตกไข่                      
คอร์ปัสลูเทียม จะสร้างโปรเจสเตอโรนซึ่งเป็นฮอร์โมนท่ีควบคุมการต้ังท้อง ถ้าไข่ท่ีตกจากรังไข่ได้รับ
การผสมกับอสุจิ เรียกว่า เกิดการปฏิสนธิตัวอ่อนจะฝังตัวท่ีปีกมดลูกเกิดการต้ังท้อง เมื่อตัวอ่อนมีการ
ฝังตัวท่ีปีกดมลูกคอร์ปัสลูเทียมก็จะคงอยู่ต่อไปเพื่อสร้างฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ตลอดระยะการต้ัง
ท้องและฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน นี้จะไปยับยั้งการสร้างและหล่ังฮอร์โมนโกนาโดโทรปินรีลีสซิ่ง             
ทำให้ไม่มีวงรอบการเป็นสัดรอบต่อไปเกิดขึ้นแต่ถ้าไข่ท่ีตกลงท่ีท่อนำไข่ไม่ได้รับการผสมหรือผสมไม่ติด 
ในประมาณวัน ท่ี  16-18 ของวงรอบการเป็น สัด เยื่ อบุ ด้าน ในของมดลูกจะสร้างฮอร์ โมน                          
โพลสตราแกลนดินไปสลายคอร์ปัสลูเทียมทำให้ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน 
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ลดลง สมองส่วนไฮโปทาลามัสจะสร้างและหล่ังฮอร์โมนโกนาโดโทรปินรีลีสซิ่งออกมาใหม่และมีผลต่อ
กระบวนการสร้างและการตกไข่ ซึ่งจะวนเป็นวงรอบ เรียกว่า วงรอบการเป็นสัด ใช้เวลา 17-24 วัน 
เฉล่ีย 21 วัน  

วงรอบการเป็นสัดของสุกรแบ่งได้เป็น 2 ระยะใหญ่ คือ 
1. ระยะฟอลลิคูล่า (follicular phase) ซึ่งเป็นระยะท่ีมีการเจริญของฟอลลิเคิลจนกระท่ังมีการ

ตกไข่ ประกอบด้วยระยะก่อนการเป็นสัด (proestrus) และระยะเป็นสัด (estrus) ในโคและสุกร ใช้
เวลา 3-6 วัน 

2. ระยะลูเตียล (luteal phase) ซึ่งเป็นระยะการเจริญและการทำงานของคอร์ปัสลูเทียม
ประกอบด้วยระยะคลายการเป็นสัด (metestrus) และระยะหมดการเป็นสัด (diestrus) ซึ่งในสุกรจะ
ใช้เวลาประมาณ 16-17 วัน 

การเปล่ียนแปลงของฮอร์โมนท่ีมีผลต่อการทำงานของรังไข่ในรอบวงจรการเป็นสัด ดังนี้ 

1. หลังการสลายตัวของคอร์ปัสลูเทียม จากการทำงานของออร์โมน PGF2α ซึ่งต่อมใต้สมองส่วน
หน้าจะหล่ัง FSH เพิ่ม LH เพิ่มขึ้น เนื่องจากอิทธิพลการยับยั้งจากโปรเจสเตอโรน หมดไป 

2. LH และ FSH กระตุ้นให้ฟอลลิเคิลสร้างฮอร์โมนเอสโตรเจน ทำให้ปริมาณเอสโตรเจนสูงขึ้น 
3. FSH กระตุ้นการทำงานของ LH receptor บนเซลล์แกรนูโลซา 
4. ความเข้มข้นของฮอร์โมนเอสโตรเจน ท่ีสูงขึ้นจะกระตุ้นให้ต่อมใต้สมองส่วนหน้าหล่ัง LH ใน

ระดับสูง เรียกว่า LH surge  
5. LH surge กระตุ้นให้เซลล์ไข่พัฒนาการแบ่งตัวแบบไมโอซิสจนถึงระยะท่ีเกิด first polar 

body และเตรียมความพร้อมสำหรับการตกไข่ 
6. LH surge ทำให้จำนวน FSH receptor บนเซลล์แกรนูโลซาลดลง ดังนั้นการผลิตฮอร์โมน          

เอสโตรเจนจึงลดลง 
 

3. การเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 

การเจริญของถุงไข่ (folliculogenesis)  ภายในถุงไข่จะมีเซลล์ไข่ ซึ่งจะเจริญพัฒนาจน
กลายเป็นเซลล์ไข่ท่ีสมบูรณ์ และถูกปล่อยออกมา เรียกว่า การตกไข่ ดังภาพท่ี 4 แสดงให้เห็นการ
เจริญพัฒนาของถุงไข่เริ่มต้ังแต่ถุงไข่ระยะแรก (early primary follicle) ซึ่งจะมีขนาดของ ถุงไข่และ
เซลล์ไข่โตขึ้นจนเซลล์ไข่เจริญพัฒนาสมบูรณ์เต็มท่ีและพร้อมท่ีจะถูกปล่อยออกมา เซลล์ไข่จะถูกขับ
ออกมาจากถุงไข่หลังจากปล่อยไข่ (released oocyte) ออกมาแล้วถุงไข่จะกลายเป็นคอร์ปัสลูเทียม 
ซึ่งจะมีหน้าท่ีผลิตฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน  

 



  14 

 
 
ภาพท่ี 4 แสดงระยะการเจริญของถุงไข่ ต้ังแต่ถุงไข่ระยะแรกพฒันาจนไข่ตก (Ross และ Pawlina, 
2006) 
 

ในการพัฒนาระยะแรกขนาดของเซลล์ไข่จะมีเซลล์แกรนูโลซาซึ่งมีลักษณะแบนเป็นช้ันเดียว
ล้อมรอบ เรียกว่า ถุงไข่ระยะแรก (primary follicle หรือ follicle cell) ดังภาพท่ี 5 (ก) หลังจากนั้น
เซลล์แกรนูโลซาจะแบ่งตัวและหล่ังสารไกลโคโปรตีน คือ โซนา เพลลูซิดา ออกมาหุ้มเซลล์ไข่ไว้
จากนั้นระดับ FSH และ LH จะเพิ่มสูงขึ้นซึ่ง FSH จะกระตุ้นให้ถุงไข่ระยะแรกเจริญเติบโต จากนั้น
เซลล์แกรนูโลซาจะแบ่งตัวอย่างรวดเร็วเป็นเซลล์หลายช้ันและมีเซลล์รูปกระสวยรวมเป็นกลุ่ม
ล้อมรอบเซลล์แกรนูโลซา เรียกว่า เซลล์ทีกา (theca cells) ดังภาพท่ี 5 (ข) 
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ภาพท่ี 5 (ก) แสดงถุงไข่ระยะแรก (primary follicle) มีลักษณะแบนเป็นช้ันเดียวล้อมรอบ และ                   
(ข) ถุงไข่ระยะท่ีสอง (secondary follicle)           
                                                             

เซลล์แกรนูโลซาจะแบ่งตัวและหล่ังสารไกลโคโปรตีน คือ โซนา เพลลูซิดา ซึ่ งเซลล์                 
แกรนูโลซาจะแบ่งตัวอย่างรวดเร็วเป็นเซลล์หลายช้ันและมีเซลล์รูปกระสวยรวมเป็นกลุ่มล้อมรอบ
เซลล์แกรนูโลซา เรียกว่า เซลล์ทีกา (theca cells) (Tortora และคณะ 2009) 

 
 หลังจากนั้นเซลล์ไข่อ่อนและถุงไข่จะค่อยๆ เจริญพัฒนาเกิดมีช่องว่าง เรียกว่า แอนทรัม 
(antrum) ล้อมรอบ ซึ่ งในช่องว่างจะมีของเหลวหรือน้ำในถุงไข่  เป็นสารท่ีสร้างมาจากเซลล์                    
แกรนูโลซาและเซลล์ทีกา ประกอบด้วยฮอร์โมนและสารต่างๆ สำหรับไข่ตลอดจนเอนไซม์ท่ีใช้ย่อย
เซลล์ถุงไข่ เซลล์แกรนูโลซาจะทำหน้าท่ีสร้างฮอร์โมนเอสโตรเจนและอินฮิบิน ส่วนเซลล์ทีกาจะสร้าง
ฮอร์โมนแอนโดรเจนซึ่งจะเปล่ียนเป็นฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีเซลล์แกรนูโลซาด้วยเอนไซม์อะโรมาเทส 
(aromatase) นอกจากนี้เซลล์ทีกาจะกลายเป็นเปลือกหุ้มของถุงไข่ซึ่งจะเจริญภายใต้การทำงานของ 
FSH ฮอร์โมนเอสโตรเจนจะมีผลเพิ่มตัวรับ LH ท่ีเซลล์แกรนูโลซา ขณะท่ีท้ังฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีหล่ัง
ออกมาและ FSH จะกระตุ้นตัวรับ LH ของเซลล์แกรนูโลซาให้หล่ังของเหลวมากขึ้น ซึ่งฮอร์โมน
เอสโตรเจนท่ีเพิ่มขึ้นและ LH จะทำให้เซลล์ทีกาแบ่งตัวและหล่ังของเหลวทำให้ถุงไข่โตอย่างรวดเร็ว 
ในขณะท่ีถุงไข่ขยายโตขึ้นนี้เซลล์ไข่ยังถูกตรึงอยู่กับส่วนของเซลล์คูมูลัสท่ีขั้วด้านหนึ่งเรียกไข่ท่ีถูกเซลล์
แกรนูโลซาหุ้มรอบอยู่ด้วยกันนี้ว่า cumulus oophorus หลังจากนั้นจะมีถุงไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี 
เรียกว่า ถุงไข่ระยะกราเฟียน (graafian follicle) เป็นระยะท่ีเจริญสมบูรณ์เต็มท่ีใกล้จะตกไข่ มีการ
ขยายของถุงน้ำเพิ่มมากท่ีสุด คือ แอนทรัม เซลล์ไข่พร้อมท่ีจะตก ดังภาพท่ี 6 

(ก) (ข) 
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ภาพท่ี 6 (ก) แสดงการเจริญพัฒนาของถุงไข่ (ข) ถุงไข่ระยะกราเฟียน 

(ก) ถุงไข่ซึ่งมีช่องว่าง เรียกว่า แอนทรัม (antrum) ล้อมรอบ ซึ่งในช่องว่างจะมีของเหลวหรือ
น้ำในถุงไข่ (follicle fluid)  (ข) ถุงไข่ระยะกราเฟียน เป็นระยะท่ีเจริญสมบูรณ์เต็มท่ีใกล้จะตกไข่             
มีการขยายของถุงน้ำเพิ่มมากท่ีสุดคือแอนทรัม เซลล์ไข่พร้อมท่ีจะตกออกมา (Tortora และคณะ, 
2009) 

 
Areekijseree และคณะ (2015) ศึกษาความสัมพันธ์ทางด้านรูปร่างของเซลล์ล้อมรอบเซลล์

ไข่ของสุกรในหลอดทดลอง ตรวจสอบโดยศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและ
แบบส่องผ่าน พบเซลล์ไข่ 1,923 เซลล์ เซลล์ไข่มีรูปร่างกลมและมีช้ันของโซนา เพลลูซิดาและช้ันของ
เซลล์คูมูลัสล้อมรอบโดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ระหว่าง 59.29-202.14 ไมโครเมตร ซึ่งสามารถ
จำแนกช้ัน เซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่ได้เป็น  intact cumulus cells layer oocyte, multi 
cumulus cells layer oocyte, partial cumulus cells layer oocyte แ ล ะ  completely 
denuded oocyte มี เปอร์ เซ็น ต์การพบเท่ากับ  22.80 32.70 18.60 และ 25.90 เปอร์ เซ็น ต์  
ตามลำดับ โดยสามารถนำเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (pCOCs) มาเพาะเล้ียงท่ี 37 องศาเซลเซียส                 
5 เปอร์เซ็นต์ CO2, 95 เปอร์เซ็นต์ ของช้ันบรรยากาศและมีความช้ืนสูงเป็นเวลา 44 ช่ัวโมง ในอาหาร
เล้ีย ง เซล ล์ สูต ร M199 ใน  10 เป อร์ เซ็ น ต์  HTFCS, 22 mg/ml NaHCO3, 1 M Hepes, 0.25 
มิ ล ลิ เ ม ต ร  pyruvate, 15 µg/mL FSH, 1  µ g/mL LH, 1 µ g/mL estradiol, 50 µ g/mL 
gentamycin sulfate ทำการศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนในช่วงแรกของการบ่มเล้ียง

(ก) (ข) 
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พบว่าเซลล์คูมูลัสติดแน่นกับไข่เพื่อท่ีจะหล่ังสารจากปลายถุงไข่ไปยังโซนา เพลลูซิดาของไข่ และส่งไป
ยังเซลล์ข้างเคียงทางไมโครวิลไลแสดงว่าเซลล์คูมูลัสมีการติดต่อส่ือสารกับเซลล์ไข่ โดยการแทรก       
ไมโครวิลไลไปยังช่องว่างในไซโตพลาสซึมของเซลล์ไข่ ก่อนท่ีจะหล่ังสารจากปลายถุงของไมโครวิลไล
เพื่ อยับยั้ งการพัฒนาเป็นระยะ prophase I ของเซลล์ไข่ระยะแรก  (primary oocyte) การ
เปล่ียนแปลงทางด้านรูปร่างสังเกตหลังจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบว่า 100 
เปอร์เซ็นต์ ของช้ันเซลล์คูมูลัส จะแผ่และขยายออกแยกเป็นเซลล์เด่ียวๆ จากผิวไข่ นอกจากนั้นเซลล์
คูมูลัส ท่ีรูปร่างกลมจะเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ียืดยาวหรือเป็นเซลล์ทรงกระบอก (columnar cells) 
หลังจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 44 ช่ัวโมง พบว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของไข่ท่ีถูกล้อมรอบด้วย เซลล์
คูมูลัสจะมีขนาดกว้างขึ้นมากกว่าก่อนนำไปบ่มเล้ียง และพบว่ารูปร่างของเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่
เปล่ียนไปหลังจากได้รับฮอร์โมน ซึ่งทำให้ไข่เกิดการเจริญพัฒนา การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าฮอร์โมน
ในอาหารเล้ียงเซลล์สูตร M199 ช่วยกระตุ้นถุงไข่สุกรใน 44 ช่ัวโมง ในห้องปฏิบัติการโดยสามารถใช้
ประโยชน์จากการศึกษานี้ในการควบคุมให้ถุงไข่เกิดการเจริญพัฒนาได้เร็วขึ้น เป็นประโยชน์ทางด้าน
เซลล์เทคโนโลยี 

 
4. การศึกษาขนาดของถุงไข่เซลล์ไข่และคุณภาพของเซลล์ไข่ 

การศึกษารังไข่ประกอบด้วยถุงไข่ ท่ีสร้างมาล้อมรอบเซลล์ไข่ โดยถุงไข่จะประกอบด้วยเซลล์
ไข่ท่ีมีลักษณะแบนล้อมรอบด้วยเซลล์ช้ันเดียว เรียกว่า เซลล์แกรนูโลซา จึงคาดว่าถุงไข่ท่ีมีขนาด
แตกต่างกันจะส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่และทำให้ลักษณะของเซลล์ไข่แตกต่างกันด้วย รายงาน
การศึกษาเซลล์ไข่ท่ีเจาะได้จากสุกรเพศเมียพันธุ์ ลาร์จไวท์ (Large White pig) พบว่าเซลล์ไข่มีรูปร่าง
กลมและมีขนาดอยู่ในช่วง 89.16-144.68 ไมโครเมตร เซลล์ไข่ถูกหุ้มด้วยสารไกลโคโปรตีน เรียกว่า 
โซนา เพลลูซิดา ซึ่งถัดจากช้ันโซนา เพลลูซิดา จะเป็นช้ันของเซลล์คูมูลัส โดยเซลล์ไข่แบ่งตามลักษณะ
เซลล์ล้อมรอบได้ 4 แบบ คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบ
เซลล์ไข่หลายช้ัน เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน และเซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบ
เซลล์ไข่ (Areekijseree และ Vejaratpimol, 2006) การศึกษาในเซลล์ไข่ท่ีเจาะจากสุกรสาวก่อนวัย
เจริญพันธุ์ท้ังหมด 921 เซลล์ไข่จากท้ังหมด 20 รังไข่ คิดเป็นค่าเฉล่ีย 46 เซลล์ไข่ต่อรังไข่ มีลักษณะ
เป็นรูปทรงกลมล้อมรอบด้วยโซนา เพลลูซิดา และช้ันของเซลล์คูมูลัสมีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 
89.16 และ 144.68 ไมโครเมตร แบ่งเซลล์ไข่ตามลักษณะเซลล์ล้อมรอบเซลล์ได้เป็น 5 แบบ คือ                 
1. เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น 2. เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน 
3. เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แผ่ขยายหลายช้ัน 4. เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียง
บางส่วน และ 5. เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (Areekijseree และคณะ, 2012) 



  18 

การศึกษาท่ีอธิบายถึงความสำคัญของเซลล์แกรนูโลซา จำนวนถุงไข่และความสามารถของน้ำ
ในถุงไข่ต่อการเจริญของเซลล์ไข่ โดยศึกษาจากการเติมน้ำในถุงไข่ลงในอาหารเพาะเล้ียง คือ เซลล์ไข่
สุกรท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาจำนวนมาก เปรียบเทียบกับเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาจำนวนน้อย  
เพาะเล้ียงเซลล์ในห้องปฏิบัติการ จากนั้นวิเคราะห์การเจริญและคุณภาพของเซลล์ไข่ท่ีได้จาก early 
antral follicles พบว่าเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาจำนวนมากช่วยเสริมการเจริญของเซลล์ไข่
และการเปล่ียนแปลงของโครมาทินและปริมาณไขมันของเซลล์ไข่เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์
แกรนูโลซาจำนวนน้อย การศึกษาเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาจำนวนมากท่ีเสริมด้วยน้ำในถุงไข่ลง
ในอาหารเพาะเล้ียงยังช่วยให้เซลล์ไข่ท่ีได้จากถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 มิลลิเมตร) 
สามารถเข้าสู่ ระยะบลาส-โตซิสได้สูงขึ้น นอกจากนี้การเสริมน้ำในถุงไข่สุกรท้ังกลุ่มท่ีมีเซลล์                 
แกรนูโลซาจำนวนมากและจำนวนน้อยจะช่วยเสริม histone acetylation ในการเจริญของเซลล์ไข่
ด้วย จึงสรุปได้ว่าการเสริมน้ำในถุงไข่สุกรท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาจำนวนมากนั้นมีบทบาทสำคัญในการ
เสริมการเจริญของเซลล์ไข่ในห้องปฏิบัติการด้วย (Shibahara และคณะ, 2019) 

คุณภาพของถุงไข่มีความสำคัญในการศึกษาเซลล์ไข่เพื่อไปใช้ในเทคโนโลยีชีวภาพอื่นๆ ถุงไข่
สุกรจะพัฒนาในระยะฟอลลิคูล่า ซึ่งการเจริญเติบโตของถุงไข่นั้นมีน้ำในถุงไข่ ท่ีมีส่วนสำคัญในการ
พัฒนาเซลล์ไข่ ซึ่งจะนำสารต่างๆ เช่น ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน ฮอร์โมนท่ีเกี่ยวกับเมแทบอลิซึมและ
ปัจจัยท่ีทำให้เจริญเติบโตหล่ังจากเซลล์แกรนูโลซา (Fortune, 1994) สารจากน้ำในถุงไข่อาจมีปัจจัย
ท่ีส่งผลต่อสภาวะการเจริญพันธุ์จึงศึกษาด้วยการเก็บตัวอย่างน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดมากกว่า 8 
มิลลิเมตร โดยศึกษาร่วมกับการเก็บตัวอย่างซีรัมของเลือดจากวัวท่ีให้ผลผลิตสูง 9 ตัว ระหว่าง 7 วัน
ก่อนคลอดวันท่ี 14 หลังการคลอดและ 46 วันหลังจากคลอด จากนั้นนำมาวิเคราะห์กลูโคส β-ไฮด
รอกซีบิวทิเรต (β-OHB) ยูเรีย (urea) โปรตีน (total protein) ไตรกลี-เซอไรด์ (triglycerides) กรด
ไขมันอิสระ (non-esterified fatty acids) และโคเลสเตอรอล (total cholesterol) ผลการศึกษา
พบว่า น้ำในถุงไข่มีปริมาณกลูโคสสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับซีรัมของเลือด ขณะท่ีปริมาณของโปรตีน           
ไตรกลีเซอไรด์ กรดไขมันอิสระและโคเลสเตอรอลต่ำลงเมื่อเปรียบเทียบกับซีรัมของเลือด เมื่อเวลา
ผ่านไปพบว่าปริมาณของกลูโคส β-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ยูเรีย ไตรกลีเซอไรด์ในซีรัมของเลือดและน้ำ          
ในถุงไข่มีการเปล่ียนแปลง แสดงให้เห็นว่าการเปล่ียนแปลงของเมแทบอลิซึมเหล่านี้ในซีรัมของเลือดมี
ผลการเปล่ียนแปลงเช่นเดียวกับน้ำในถุงไข่ โดยเฉพาะกลูโคส β-ไฮดรอกซีบิวทิเรตและยูเรียมีการ
เปล่ียนแปลงสูงมากการศึกษานี้จึงสรุปได้ว่าเมแทบอลิซึมเหล่านี้พบในซีรัมของวัวหลังคลอดและมีผล
กับน้ำในถุงไข่ด้วย ดังนั้นจึงส่งผลต่อคุณภาพของเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซา (Leroy และคณะ, 
2004) นอกจากนี้รอบการเป็นสัดหรือสารอาหารนั้นจะส่งผลต่อการพัฒนาขนาดของถุงไข่หรือการ
เปล่ียนแปลงส่วนประกอบของน้ำในถุงไข่และเซลล์คูมูลัสซึ่งจะส่งผลต่ออัตราการเจริญของเซลล์ไข่
และการพัฒนาของตัวอ่อนด้วย (Mohammed และคณะ, 2005; Spacek และ Carnevale, 2018, 
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Mohammed 2 0 1 1, Mohammed แ ล ะ  Attaai 2 0 1 1 , Mohammed แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 1 2 , 
Mohammed และ Kassab 2015, Sinclair และคณะ, 2008, Mohammed 2006; Mohammed 
2008; Mohammed และคณะ, 2008; Mohammed และคณะ, 2010)  

5. น้ำในถุงไข่  
 น้ำในถุงไข่เป็นสารประกอบโปรตีนท่ีสร้างโดยเซลล์ท่ีอยู่ล้อมรอบการศึกษาน้ำในถุงไข่ของ
มนุษย์ได้รับการพิสูจน์แล้วว่ามีโมเลกุลและโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งอาจส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตของถุงไข่และการปฏิสนธิของไข่ ตามแนวคิดนี้การศึกษาลักษณะเฉพาะของโปรตีนจากน้ำ
ในถุงไข่จึงเป็นเป้าหมายในการประเมินคุณภาพของไข่และอาจใช้ในการส่งเสริมการปฏิสนธินอก
ร่างกาย (IVF) (Bianchi และคณะ, 2013) คือ เซลล์แกรนูโลซาซึ่งมีการหล่ังโปรตีนออกมาภายใน          
ถุงไข่ (Mahajan และ Little, 1978) และบางส่วนถูกสร้างมาจากน้ำเลือดแล้วถูกขนส่งมายัง blood 
follicular barrier (Revelli และคณะ, 2009) ซึ่งโปรตีนนี้ส่งผลต่อถุงไข่และมีผลต่อกระบวนการสุก
ของเซลล์ไข่ (Ducolomb และคณะ, 2013) การศึกษาโปรตีนของน้ำในถุงไข่มนุษย์ จากกลุ่มตัวอย่าง 
10 คน พบโปรตีน 7 ชนิด คือ ทรานสเฟอริน (transferrin) ซีรัมอัล-บูมิน (serum albumin) แอลฟ่า 
1 แอนต้ีทริปซิน (1-antitrypsin) แฮพโทโกรบูลิน 1 (haptoglobulin-1) immunoglobulin Ig-K 
chain C region apolipoprotein A-l และ subunit หรือ fragment ของ serum albumin แสดง
ให้เห็นว่า โปรตีนของน้ำในถุงไข่มีผลต่อสรีรวิทยาของถุงไข่ (Spitzer และคณะ, 1996) 

การศึกษาโปรตีนต่างๆ ในถุงไข่ คือ การศึกษาในโคพบว่ามีโปรตีนพรีอัลบูมิน (prealbumin) 
อัลบูมิน (albumin) GC-globulin β2-glycoprotein III อิมมูโนโกลบูลินจี (IgG) α1-lipoprotein 

α2-macroglobulin และอิมมูโนโกลบูลินเอ็ม (IgM) (Mette และคณะ , 1976) การศึกษาในสุกร            
พบสารท่ียับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่ (oocyte maturation inhibitor) (Tsafriri และ Pomerantz, 
1986) ซึ่งมีรายงานว่า FSH-binding inhibitor ในสุกร สามารถยับยั้งเปปไทด์จากของเหลวในถุงไข่
ได้ (Furukawa และคณะ, 1994)  นอกจากนี้มีรายงานพบว่าในสุกร พบโปรตีนอิมมูโนโกลบูลินแลม-
ด า เช น  ( immunoglobulin lambda-chain), Cytokeratin-14 type I cytoskeletal, Keratin 
type II cytoskeletal 1 , immunoglobulin gamma-chain เป็ น ต้ น  (Ducolomb และคณ ะ , 
2013) และมีรายงานการศึกษาเกี่ ยวกับ Growth differentiation factor 8 (GDF8) เรียกว่า 
myostatin อยู่ในกลุ่มของ transforming growth factor-β (TGF-β) โดย GDF8 ตรวจพบในระบบ
สืบพันธุ์ คือ รกและมดลูกของมนุษย์ ผู้วิจัยจึงได้สังเกตผลของ GDF8 ระหว่างการศึกษาการเจริญ
พัฒนาของเซลล์ไข่สุกรในหลอดแก้ว เพื่อวิเคราะห์คุณภาพของเซลล์ไข่สุก พบว่าการให้ GDF8 ใน
อาหารเล้ียงเซลล์จะช่วยเสริมการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสและการเจริญพัฒนาของไซโตพลาสซึมทำให้
เกิดการเปล่ียนแปลงของ transcriptional patterns ของ Sma- และ Mad-related protein 2/3 
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(SMAD2/3) นอกจากนี้ยังมีการยับยั้งการทำงานของ GDF8-induced Smad 2/3 ส่งผลให้คุณภาพ
ของเซลล์ไข่สุกลดลง (Yoon และคณะ, 2019) นอกจากนี้จากการศึกษาในผู้ป่วยท่ีมีภาวะมีบุตรยาก
เกี่ยวกับเยื่อบุโพรงมดลูกเจริญผิดท่ีเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี จากการศึกษาน้ำในถุงไข่
พบว่ามีการทำงานของ IL-6, IL-10, IL-1β (Pellicer และคณะ, 1998) และซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 
(superoxide dismutase: SOD) (Prieto และคณะ, 2012) การศึกษาสารหล่ังจากถุงไข่สุกรด้วย
เทคนิค SDS-PAGE และวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี LC/MS/MS จากน้ำในถุงไข่สุกร ระยะฟอลลิคูล่า           
ในถุงไข่ สุกรขนาด 3-5 มิลลิเมตร พบว่าแถบโปรตีน ท่ีน้ำหนักโมเลกุล  27 กิโลดาลตัน คือ 
immunoglobulin 45 กิ โ ล ด า ล ตั น  คื อ  haptoglobin complement component 3 แ ล ะ 
apolipoprotein A-IV 140 กิโลดาลตัน คือ ceruloplasmin และน้ำหนักโมเลกุลท่ีมากกว่า 220 
กิโลดาลตัน คือ fibronetin และ keratin 1 ส่วนน้ำในถุงไข่สุกรระยะลูเตียลพบว่าน้ำหนักโมเลกุล
มากกว่า 220 กิโลดาลตัน คือ โปรตีน alpha-2-macroglobulin และพบโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับ
ภูมิ คุ้มกันบางตัวท่ีสำคัญ เช่น HPS84 TRAP-1 และ p60 เป็นต้น (วรรณา, 2552) นอกจากนี้
การศึกษาในหลอดทดลองจะช่วยให้เข้าใจกระบวนการเปล่ียนแปลงและพัฒนาถุงไข่ซึ่งส่งผลต่อการ
เจริญของเซลล์ไข่ เช่น การเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซามีการทำงานของ FGF (fibroblast growth 
factor) และ EGF (epidermal growth factor) และตัวรับ FGF กับ EGF (Wandji, 1992) เป็นต้น 
 ซึ่งจากการศึกษางานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับสาร ฮอร์โมนและแฟกเตอร์ต่างๆ ท่ีพบในถุงไข่สัตว์
เล้ียงลูกด้วยนม ดังตารางท่ี 2 และโปรตีนท่ีพบในถุงไข่สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม ดังตารางท่ี 3 รายงานวิจัย
ท่ีผ่านมานักวิทยาศาสตร์พบว่าเซลล์คูมูลัสมีส่วนสำคัญในการส่งสารบางชนิด เช่น โปรตีน เอนไซม์
และฮอร์โมนท่ีจำเป็นเข้าสู่ในเซลล์ไข่ อีกท้ังยังสร้างสารเคมีหรือโปรตีนบางตัวที่มีประโยชน์ในการทำ
ให้เกิดการคงสภาพของเซลล์ไข่ทำให้ผู้วิจัยคาดหมายว่าการศึกษาสัณฐานวิทยาของรังไข่ เนื้อเยื่อของ
รังไข่สุกรสด เซลล์ไข่ การเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาและวิเคราะห์โปรตีนของน้ำในถุงไข่สดและสารท่ี
เซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง (condition medium) ในห้องปฏิบัติการนั้นจะสามารถทำให้
เกิดความเข้าใจมากขึ้นในเรื่องบทบาทและหน้าท่ีของสารหล่ังในเซลล์ไข่ และคาดหวังว่าจะนำไปใช้
ประโยชน์ทางด้านงานวิจัยต่างๆ ได้ในอนาคต       
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ตารางท่ี 2 สาร ฮอร์โมนและแฟกเตอร์ต่างๆ ท่ีพบในน้ำในถุงไข่สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 
สาร ฮอร์โมนและ 
แฟกเตอร์ต่างๆ  

ขนาดของถุงไข่ สัตว์ทดลอง ผลท่ีเกิดขึ้น เอกสารอ้างอิง 

1. สารท่ียับย้ังการ
เจริญของเซลล์ไข่  
(oocyte maturation 
inhibitor) 
2. อินฮิบิน (inhibin) 
3. ฮอร์โมนโปรเจส-
เตอโรน 
4. oestradiol-17β 

ขนาดเล็ก  
(น้อยกว่า 3 
มิลลิเมตร) 
ขนาดกลาง  
(3-6 มิลลิเมตร) 
ขนาดใหญ่  
(มากกว่า 6 
มิลลิเมตร) 
 

สุกร 
(Dutch 
Landrace x 
Great 
Yorkshire gilts) 

การศึกษาอัตราการ
ยับย้ังการเจริญของ
เซลล์ไข่ในวันท่ี 5 
10 15 และ 18 
ของรอบการเป็นสัด
และ 24 ช่ัวโมงหลัง
การเป็นสัด พบว่า
ความเข้มข้นของ
OMI และอินฮิบิน
จะลดลงเมื่อขนาด
ของเซลล์ไข่เพิ่มข้ึน
แสดงว่าของเหลวที่
ได้จากถุงไข่ขนาด
เล็กมีอัตรายับยั้ง
การเจริญของเซลล์ 
 

Van de Wiel 
และคณะ, 1983 
 
 

1. สารท่ียับย้ังการ
เจริญของเซลล์ไข่  
(oocyte maturation 
inhibitor: OMI) 
2. อินฮิบิน (inhibin) 
3. ฮอร์โมนโปรเจส-
เตอโรน 
4. oestradiol-17β 

ขนาดเล็ก  
(น้อยกว่า 3 
มิลลิเมตร) 
ขนาดกลาง  
(3-6 มิลลิเมตร) 
ขนาดใหญ่  
(มากกว่า 6 
มิลลิเมตร) 

สุกร 
(Dutch 
Landrace x 
Great 
Yorkshire gilts) 

(ต่อ) 
ไข่ มากกว่าขนาด
กลางและขนาด
ใหญ่ โดยไม่การ
เปล่ียนแปลงท้ัง
ฮอร์โมน 
โปรเจสเตอโรนและ 
oestradiol-17β 
 
 

Van de Wiel 
และคณะ, 1983 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20de%20Wiel%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6687738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20de%20Wiel%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6687738
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สาร ฮอร์โมนและ 
แฟกเตอร์ต่างๆ  

ขนาดของถุงไข่ สัตว์ทดลอง ผลท่ีเกิดขึ้น เอกสารอ้างอิง 

1. โกรทดิฟเฟอเรนทิ
เอชันแฟกเตอร์ 9 
(growth 
differentiation 
factor 9) 
2. โบนมอร์โฟเจเนติก
โปรตีน 15 (bone 
morphogenetic 
protein 15) 

ไม่ระบุขนาด หนูและแกะ 
เพศเมียท่ี  
GDF 9  
บกพร่อง 
และแกะท่ี 
BMP15 
บกพร่อง 

เซลล์ไข่จะส่ง
สัญญาณผ่านเซลล์
แกรนูโลซาและ
เซลล์คูมูลัสโดยโก
รทดิฟเฟอเรนทิเอ
ชันแฟกเตอร์ 9 
และโบนมอร์โฟเจ-
เนติกโปรตีน 15 
เป็นปัจจัยสำคัญใน
การเจริญพัฒนา
ของเซลล์ไข่ 

Robert และ
คณะ, 2006; 
Dong และคณะ, 
1996; 
Hanrahan และ
คณะ, 2004 

1. กลูโคส-6-ฟอสเฟต 
ดีไฮโดรจีเนส
(glucose 6-
phosphate  
 

ขนาดเล็ก  
(น้อยกว่า 3 
มิลลิเมตร) 
ขนาดกลาง  
(3-5 มิลลิเมตร) 

สุกรพันธุ ์
(แลนเรซ) 
 
 
 

พบว่ามีการทำงาน
ของกลูโคส-6-
ฟอสเฟต  
ดีไฮโดรจีเนสและ
การทำงานของ 

Antosik และ
คณะ, 2009 
 
 
 

dehydrogenase: 
G6PDH) 
 
 
2. โซนา เพลลูซิดา  
ไกลโคโปรตีน (zona 
pellucida 
glycoproteins: 
pZP1, pZP2, pZP3, 
pZP 3  alpha) 
 
3. อินทิกรัลเบตา1 

(ต่อ) 
ขนาดใหญ่  
(มากกว่า 5
มิลลิเมตร) 

สุกรพันธุ ์
(แลนเรซ) 
 

(ต่อ) 
โซนา เพลลูซิดา 
ไกลโคโปรตีน 
pZP1, pZP3 
อินทิกรัลเบตา 1 
และเบตา 2 มีการ
แสดงออกสูงขึ้นใน
ถุงไข่ขนาดกลาง
มากกว่าขนาดเล็ก
และมีการ
แสดงออกของเอ็ม
อาร์เอ็นเอในถุงไข่

Antosik และ
คณะ, 2009 
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สาร ฮอร์โมนและ 
แฟกเตอร์ต่างๆ  

ขนาดของถุงไข่ สัตว์ทดลอง ผลท่ีเกิดขึ้น เอกสารอ้างอิง 

และเบตา 2 
(integrins beta 1 
และ beta 2) 

ขนาดใหญ่มากกว่า
ขนาดเล็กแสดงว่า
โปรตีนนี้มีส่วนใน
การปฏิสนธิและ
ขนาดของถุงไข่ 

1. อินฮิบินเบตาเอ

(INHβA) 
2. อินฮิบินเบตาบ ี

(INHβB) 
 
 
 

ขนาดเล็ก  
(น้อยกว่า 3 
มิลลิเมตร) 
ขนาดกลาง  
(3-5 มิลลิเมตร) 
ขนาดใหญ่ 
(มากกว่า 5 

สุกรพันธุ ์
แลนเรซ 
 
 
 
 
 

ศึกษาพบว่ามีการ
แสดงออกของ           
อินฮิบิน เบตาบีใน
เซลล์ไข่ขนาดใหญ่
และขนาดกลาง
มากกว่าเซลล์ไข่
ขนาดเล็กท้ังก่อน 

Kempisty และ
คณะ, 2013 
 
 
 
 
 

1. อินฮิบินเบตาเอ

(INHβA) 
2. อินฮิบินเบตาบ ี

(INHβB) 
 

(ต่อ) 
มิลลิเมตร) ท้ัง
ก่อนและหลัง
การเพาะเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก  
(in vitro 
maturation) 

สุกรพันธุ ์
แลนเรซ 
 

(ต่อ) 
และหลังการ
เพาะเล้ียงเซลล์ไข่
ให้สุกพบว่าการ
ทำงานของอินฮิบิน
มีความสัมพันธ์กับ
การเจริญและ
พัฒนาของถุงไข่
สุกร 

Kempisty และ
คณะ, 2013 
 

3. อินซูลินไลค์โกรท
แฟกเตอร์-1 (insulin-
like growth 
factor, IGF-I)  
ปริมาณ 0 60 120 
180   และ 240 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตร 

ขนาดเล็ก  
(2-5 มิลลิเมตร) 
ขนาดใหญ่  
(6-10 มิลลิเมตร) 
ด้วยการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก  
(in vitro 

สุกร  
 

อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เล้ียงเซลล์ไข่ให้สุก 
สำหรับถุงไข่ขนาด
เล็กให้ผลเหมือนกับ
ถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ี
ไม่ได้ใส่อินซูลินไลค์
โกรทแฟกเตอร-์1  

Oberlender 
และคณะ, 2013 
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สาร ฮอร์โมนและ 
แฟกเตอร์ต่างๆ  

ขนาดของถุงไข่ สัตว์ทดลอง ผลท่ีเกิดขึ้น เอกสารอ้างอิง 

maturation) 
และการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง 
(in vitro 
fertilization) 
 

แสดงให้เห็นว่าการ
เติมอินซูลินไลค์          
โกรทแฟกเตอร-์1 
ในอาหารเล้ียงจะ
เพิ่มการสุกของถุง
ไข่ขนาดเล็กและ
พัฒนาการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง 
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ตารางท่ี 3 โปรตีนที่พบในถุงไข่สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 
โปรตีน น้ำหนัก

โมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) 

สัตว์ทดลอง หน้าท่ี เอกสารอ้างอิง 

1. FSH-binding 
inhibitor 

178 สุกร 
 

ยับย้ังเปปไทด์
จากน้ำในถุงไข่ 
 

Furukawa และ
คณะ, 1994 

2. พรีอัลบูมิน
(prealbumin) 
 

55 
 

โค 
 

ขนส่งฮอร์โมน
ไทรอกซินจาก
ต่อมไทรอยด์ 
รวมถึงยังช่วย
ขนส่งวิตามินเอ
ร่วมกับ retinol-
binding 
protein 

Mette และ
คณะ,  
1976 
 

3. อัลบูมิน 
(albumin) 

68 โค 
 

สร้างเม็ดเลือด
และซ่อมแซม
ส่วนต่าง ๆ ของ
ร่างกายให้มี
ความแข็งแรง  

Mette และ
คณะ,  
1976 
 

4. GC-globulin 68 โค 
 

ทำหน้าท่ีใน
ระบบภูมิคุ้มกัน 
 

Mette และ
คณะ, 1976 

5. β2-glycoprotein 
III 

145 
 

โค 
 

ทำหน้าท่ีใน
ระบบภูมิคุ้มกัน 
 

Mette และ
คณะ, 1976 

6. อิมมโูนโกลบูลินจี 
(IgG) 

160 โค กำจัดแบคทีเรีย 
ไวรัส และ
สารพิษในเลือด
และน้ำเหลือง 

Mette และ
คณะ,  
1976 
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โปรตีน น้ำหนัก
โมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) 

สัตว์ทดลอง หน้าท่ี เอกสารอ้างอิง 

IgG จะอยู่ในรูป
โมโนเมอร ์
 

 

7. α1-lipoprotein 
 

260 โค 
 

ทำให้ร่างกาย
ขนส่งไขมันไปใน
น้ำ เช่น เลือด 
และของเหลว
ภายนอกเซลล์ได้ 
 

Mette และ
คณะ, 1976 
 

8. α2-
macroglobulin 

820 โค 
 

ลำเลียง 
thyroxine จาก
กระแสเลือดไป
สมอง 

Mette และ
คณะ, 1976 
 

9. อิมมูโนโกลบูลิน
เอ็ม (IgM) 

1,000 โค 
 

ลำเลียง 
thyroxine จาก
กระแสเลือดไป
สมอง 

Mette และ
คณะ, 1976 
 

10. สารท่ียับย้ังการ
เจริญของเซลล์ไข่ 
(oocyte 
maturation 
inhibitor: OMI) 

30-100 สุกร ยับย้ังการเจริญ
ของเซลล์ไข่ 

Tsafriri และ
Pomerantz, 
1986 

11. ซูเปอร์ออกไซด์
ดิสมิวเทส 
(superoxide 
dismutase: SOD) 

130 มนุษย์ เปล่ียนซูเปอร์
ออกไซด์เป็น
ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์และ
ออกซิเจน 

Prieto และ
คณะ, 2012 
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โปรตีน น้ำหนัก
โมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) 

สัตว์ทดลอง หน้าท่ี เอกสารอ้างอิง 

12. อินเตอร์ลิวคีน         
(IL-6, IL-10 และ          
IL-1β) 
 

น้ำหนัก
โมเลกุลของ 
IL-6, IL-10 
และ IL-1β 
คือ 23.18  
37 และ 
30.7 

มนุษย์ 
 

หน้าท่ีในระบบ
ภูมิคุ้มกันท่ี
แตกต่างไปในแต่
ละเซลล์ 
 

Pellicer และ
คณะ, 1998 
 

13. 
immunoglobulin 
lambda chain 

19.32 
 

สุกร เสริมการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก   
(in vitro 
maturation)  

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
 

13. 
immunoglobulin 
lambda chain 

19.32 
 

สุกร (ต่อ) 
และการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง   
(in vitro 
fertilization) 

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
 

14. Cytokeratin-14 
type I cytoskeletal 

52.68 
 

สุกร เสริมการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก  
(in vitro 
maturation) 
และการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง  
(in vitro 
fertilization) 

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
 

15. keratin type II 
cytoskeletal 1 

65.48 
 

สุกร เสริมการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก  
(in vitro 

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
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โปรตีน น้ำหนัก
โมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) 

สัตว์ทดลอง หน้าท่ี เอกสารอ้างอิง 

maturation) 
และการปฏิสนธิ
ใน 

15. keratin type II 
cytoskeletal 1 

65.48 
 

สุกร (ต่อ) 
หลอดทดลอง  
(in vitro 
fertilization) 

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
 

16. อิมมูโนโกลบ-ู 
ลินแกมมาเชน
(immunoglobulin 
gamma-chain) 

52.21 สุกร เสริมการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้สุก  
(in vitro 
maturation) 
และการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง  
(in vitro 
fertilization) 

Ducolomb 
และคณะ, 2013 
 

 
การศึกษาพบว่าการส่งสัญญาณผ่านเซลล์แกรนูโลซาและเซลล์คูมูลัสโดยมีโกรทดิฟเฟอเรน-         

ทิเอชันแฟกเตอร์ 9 และโบนมอร์โฟเจเนติกโปรตีน 15 เป็นปัจจัยสำคัญในการเจริญพัฒนาของเซลล์
ไข่ (Robert และคณะ, 2006) นอกจากนี้พบว่ามีการทำงานของกลูโคส-6-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนสและ
การทำงานของโซนา เพลลูซิดา ไกลโคโปรตีน pZP1, pZP3 อินทิกรัลเบตา 1 และเบตา 2 มีการ
แสดงออกสูงขึ้นในถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 มิลลิเมตร) มากกว่าขนาดเล็ก                    
(เส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 3 มิลลิเมตร)  นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอทุกตัวใน                
ถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 5 มิลลิเมตร) มากกว่าขนาดเล็กแสดงให้เห็นว่าโปรตีน
เหล่านี้มีส่วนในการปฏิสนธิและเกี่ยวข้องกับขนาดของถุงไข่ด้วย (Antosik และคณะ, 2009) และยัง
พบการแสดงออกของโปรตีนอินฮิบินเบตาเอ (INHβA) และอินฮิบินเบตาบี (INHβB) ท้ังก่อนและหลัง
การเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ให้ สุก (in vitro maturation) ศึกษาด้วยวิธี เวสเทิร์นบลอทพบว่ามีการ
แสดงออกของอินฮิบินเบตาบีในเซลล์ไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 5 มิลลิเมตร) และ
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ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 มิลลิเมตร) มากกว่าเซลล์ไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลางน้อย
กว่า 3 มิลลิเมตร) ท้ังก่อนและหลังการเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ให้สุกแสดงให้เห็นว่าการทำงานของอินฮิบินมี
ความสัมพันธ์กับการเจริญและพัฒนาของถุงไข่สุกร (Kempisty และคณะ, 2013) การศึกษาสารหล่ัง
จากสุกรด้วยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (SDS-PAGE) และ
วิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี LC/MS/MS พบว่าน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง                
3-5 มิลลิเมตร มีแถบโปรตีนหลายแถบเมื่อวิเคราะห์โปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 27 กิโลดาลตัน คือ 
อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) แถบโปรตีนน้ำหนักโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน คือ Haptoglobin, 
Complement component 3 และ Apolipoprotein A-IV แถบโปรตีนน้ ำหนั กโม เลกุล 140         
กิโลดาลตัน คือ Ceruloplasmin และน้ำหนักโมเลกุลท่ีมากกว่า 220 กิโลดาลตัน คือ Fibronectin 
และ Keratin 1 นอกจากนี้วิเคราะห์น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียล เลือกแถบโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล
มากกว่า 220 กิโลดาลตัน คือ โปรตีน Alpha-2-macroglobulin และพบโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับ
ภูมิคุ้มกันบางตัวที่สำคัญ เช่น HPS84, TRAP-1 และ p60 เป็นต้น (วรรณา, 2552) รายงานการศึกษา
การเล้ียงเซลล์ไข่ ให้ สุก  (in vitro maturation) และการปฏิสน ธิ ในหลอดทดลอง (in vitro 
fertilization) โดยทำการเพาะเล้ียงและเสริมด้วยอินซู ลินไลค์โกรทแฟกเตอร์-1 (insulin-like 
growth factor, IGF-I) ปริมาณ 0, 60, 120, 180 และ 240 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเล้ียงเซลล์ไข่ให้สุก สำหรับถุงไข่ขนาดเล็ก (2-5 มิลลิเมตร) ให้ผลเหมือนกับถุงไข่ขนาดใหญ่         
(6-10 มิลลิเมตร) ท่ีไม่ได้ใส่อินซูลินไลค์โกรทแฟกเตอร์-1 แสดงว่าการเติม อินซูลินไลค์โกรทแฟก-
เตอร์-1 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงจะเพิ่มการสุกได้ในถุงไข่ขนาดเล็กและสามารถพัฒนาให้เกิด            
การปฏิสนธิในหลอดทดลองได้ (Oberlender และคณะ, 2013) 

Areekijseree และคณะ (2015) ศึกษาแถบโปรตีนจากสารหล่ังจากถุงไข่ขนาดกลางและ
ขนาดใหญ่ โดยได้รังไข่จากระบบสืบพันธุ์เพศเมียของสุกรท่ีได้จากโรงฆ่าสัตว์ในจังหวัดนครปฐม             
นำสารหล่ังจากถุงไข่ขนาดกลาง ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ขนาดใหญ่         
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร มาทำการทดลอง โดยใช้เทคนิคท่ีปลอดเช้ือและวิเคราะห์
แถบของโปรตีนจากถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่าแถบของโปรตีนท้ังสอง
ไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (standard protein) ดังนั้น จึงเลือกแถบโปรตีน 
ท่ีมีมวลโมเลกุล (MW)  52 , 65, 76, 90, 110, 120, 160, 190 และมากกว่า 220 กิ โลดาลตัน               
ม าวิ เค ร าะ ห์ ด้ ว ย วิ ธี  LC/MS/MS ซึ่ ง ผ ลแ สด ง ให้ เห็ น ว่ า ท่ี  50 กิ โล ด าล ตั น  พ บ โป ร ตี น 
immunoglobulin gramma chain 65 กิโลดาลตัน คือ keratin 76   กิโลดาลตัน คือ transferrin 
90 กิ โลดาลตัน  คือ heat shock protein/plasminogen และท่ีมากกว่า 120 กิโลดาลตัน  คือ 
glycogen phosphate protein kinase โปรตีนจากถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมากกว่า 220 กิโลดาลตัน เป็น 
protease ซึ่งโปรตีนทุกชนิดมีบทบาทสำคัญในการกระตุ้นและควบคุมการเจริญเติบโตการพัฒนาของ
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เซลล์ในระบบสืบพันธุ์ ผลการศึกษาพบว่ามีโปรตีนบางชนิดท่ีมีประโยชน์และสำคัญในการเพาะเล้ียง
เซลล์ไข่ให้เจริญพัฒนาเป็นตัวอ่อนในเซลล์เทคโนโลยี ซึ่งการศึกษาในอนาคตอาจใช้สารหล่ังโปรตีน
จากถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่มาเป็น  สารใช้เสริมในสภาพเพาะเล้ียงเพื่อกระตุ้นให้ไข่และ              
ตัวอ่อนเจริญพัฒนาเป็นตัวเต็มวัย 

จากรายงานพบว่าน้ำในถุงไข่จะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์เพาะเล้ียงแบบปฐมภูมิ  
จากระบบสืบพันธุ์ให้มีการเจริญเติบโตท่ีดีขึ้น เนื่องจากพบว่าน้ำในถุงไข่มีโปรตีนต่างๆ   ท่ีส่งผล            
ต่ อ ก า ร เจ ริ ญ  เ ช่ น  trypsin precursor beta-actin, albumin, keratin แ ล ะ  fibronectin                                 
(Alavi และคณะ, 2008)  

 

6. การเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซาในห้องปฏิบัติการ 
Ledwitz-Rigby และคณะ (1979) ศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาในอาหารเพาะเล้ียง 

M199 ท่ีเสริมด้วยน้ำในถุงไข่ขนาด 1-2 มิลลิเมตร น้ำในถุงไข่ขนาด 6-12 มิลลิเมตร และซีรัมของสุกร
เพศเมียวัยเจริญพันธุ์ (puberty) ท่ีมีหรือไม่มีน้ำในถุงไข่ปริมาตร 100  นาโนกรัม เป็นระยะเวลา      
6 วัน พบว่าหลังการเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซา 4 วัน  เซลล์มีการเจริญเติบโตเป็น ช้ันเดียว 
(monolayer) โดยเซลล์ท่ีเสริมด้วยน้ำในถุงไข่จะส่งเสริมการหล่ังฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน  มากกว่า
เซลล์ท่ีเสริมด้วยถุงไข่ขนาดเล็กและเซลล์ท่ีเสริมด้วยซีรั่มของสุกร จากการศึกษาครั้งนี้จึงพบว่าการ
เจริญเติบโตของเซลล์แกรนูโลซา พบมากขึ้นตามน้ำในถุงไข่และขนาดของถุงไข่ 

Areekijseree และ Vejaratpimol (2006) ศึกษาเทคโนโลยีการเพาะเล้ียงเซลล์สัณฐาน
วิทยาและชนิดของโปรตีนท่ีหล่ังจากเซลล์ท่อบุนำไข่และเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่สุกร พบว่าการ
เพาะเล้ียงเซลล์ในอาหาร M199, RPMI 1640 และ DMEM ท่ีเสริมด้วยฮอร์โมน FSH, LH และ 
เอสโตรเจน ให้ผลการเพาะเล้ียงท่ีดีและเซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดสูง 

Ito และคณะ (2008) ศึกษาผลของสารหล่ังโปรตีนในถุงไข่ท่ีเจาะเก็บได้จากถุงไข่ขนาดกลาง 
(เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร) และถุงไข่ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร) ต่อ
กระบวนการ nuclear maturation อตัราการปฏิสนธิและประสิทธิภาพในการเจริญพัฒนาของเซลล์
ไข่สุกร เมื่อทำการเสริมสารในถุงไข่จากถุงไข่ท้ังสองขนาดลงในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ โดยพบว่า
เซลล์ไข่ท่ีเจริญในอาหารเพาะเล้ียงท่ีเสริมด้วยสารในถุงไข่ท่ีได้จากถุงไข่ขนาดใหญ่  ส่งผลกระตุ้น
กระบวนการ nuclear maturation ได้ดีกว่าและเซลล์ไข่มีอัตราการปฏิสนธิและมีประสิทธิภาพใน
การเจริญพัฒนาดีกว่าเซลล์ไข่ท่ีเจริญในอาหารเพาะเล้ียงท่ีเสริมด้วยสารในถุงไข่ท่ีได้จากถุงไข่ขนาด
เล็ก นอกจากนั้นยังพบว่าเซลล์ไข่ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีเสริมด้วยสารในถุงไข่ท่ีได้จากถุงไข่
ขนาดใหญ่มีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าอย่างมีนัยสําคัญ 
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Maria และคณะ (2014) ศึกษาผลจากการนำน้ำในถุงไข่ช่วยเสริมในอาหารเล้ียงตัวอ่อนของ
โคในห้องปฏิบัติการ โดยผู้วิจัยใช้น้ำในถุงไข่ของกระบือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-8 มิลลิเมตร พบว่า
สามารถใช้ในการเล้ียงเซลล์ในห้องปฏิบัติการได้และน้ำในถุงไข่ส่งผลให้การแบ่งตัวของตัวอ่อนท่ีเล้ียง
ในอาหาร TCM-199 ลดลง เนื่องจากส่งผลยับยั้งการทำงานของ cortical granules ให้ทำงานช้าลง
และยังยับยั้งการ เจริญของไซโตพลาสซึม อีกท้ังยังส่งผลให้ cumulus-oocyte complexes (COCs) 
ยึดติดกันแน่นมากขึ้นทำให้ยับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่ (Damiani และคณะ, 1996) โดยการทำงาน
ของน้ำในถุ งไข่นี้ ค ล้ายคลึงกับออกฤทธิ์ของฮอร์ โมนต่างๆ ในร่างกาย เช่น  steroids และ 
gonadotrophins ท่ีมีหน้าท่ีในการเจริญของเซลล์ไข่ตามธรรมชาติ 
 Lee และคณะ (2021) ศึกษาผลของกรดกลูโคโรนิก (glucuronic acid) และ N-acetyl-D-
glucosamine (AG) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของกรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) ระหว่างการสุก
ของไข่สุกรในหลอดทดลอง (in vitro maturation) โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของไข่ ความหนาของ
ช่องว่างระหว่างไซโตพลาสซึมของไข่และโซนา เพลลูซิดา ระดับอนุมูลอิสระ (reactive oxygen 
species: ROS) และการขยายตัวของเซลล์คูมูลัสและยีนท่ีเกี่ยวข้องกับ ROS และตรวจสอบปฏิกิริยา
ของ CG (cortical granule) ของเซลล์ไข่ พบว่าการเติม  กรดกลูโคโรนิก 0.05 มิลลิลิตร และ          
N-acetyl-D-glucosamine 0.05 มิลลิลิตร ในช่วง 22 ช่ัวโมง แรกของการเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ ทำให้
เซลล์ไข่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ มีเส้นผ่านศูนย์กลางและขนาดช่องว่างระหว่างไซโตพลาสซึมของไข่
และโซนา เพลลูซิดา เพิ่ มขึ้น เมื่ อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม การเพิ่ มกรดกลูโคโรนิกและ                            
N-acetyl-D-glucosamine สามารถลดระดับของ  ROS ภายในเซลล์ไข่และ เพิ่มการแสดงออกของ 
CD44 และ CX43 ในเซลล์คูมูลัสและ PRDX1 และ TXN2 ในเซลล์ไข่ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียง
ท่ีผสมกับน้ำในถุงไข่สุกร เซลล์ไข่ท่ีเสริมด้วยกรดกลูโคโรนิกและ N-acetyl-D-glucosamine มีอัตรา
ก าร เกิ ด บ ล าส โต ซิ ส ต์ สู ง ก ว่ า ก ลุ่ ม ค ว บ คุ ม  ส รุ ป ไ ด้ ว่ า ก า ร เพิ่ ม ก ร ดก ลู โค โรนิ ก แ ล ะ                                             
N-acetyl-D-glucosamine ระหว่าง in vitro maturation ในเซลล์ไข่ สุกรมีผลดีต่อเซลล์ไข่ใน
ระยะแรก  
 Kimura และคณะ (2002) ไฮยาลูโรแนน เป็นองค์ประกอบส่วนหนึ่งของเซลล์คูมูลัส ทำให้
เกิดการขยายตัวของ cumulus-oocyte complexes (COCs)  จึงศึกษาการแสดงออกของ mRNA 
จาก Hyaluronan synthase 2 (Has2) Hyaluronan synthase 3 (Has3) และ CD44 รวมท้ังการ
ตอบสนองต่อ gonadotropin และน้ำในถุงไข่สุกร ของยีนเหล่านี้ใน COCs, oocytectomized และ
ก ารพั ฒ น าข อ ง เซ ล ล์ ไข่ ใน ร ะ ห ว่ า ง ก าร สุ ก ใน ห ลอ ด ท ดล อ ง  ด้ ว ย วิ ธี ก าร วิ เค ร าะ ห์  
Immunolocalization ของ CD44 ใน COCs หลังจากเพาะเล้ียงด้วย M199 ท่ีเสริมด้วยสาร 2 ชนิด 
ร่วมกัน คือ โกนาโดโทรปิน  10 IU/mL และ pFF 10% (v/v) เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์คูมูลัส
สามารถแผ่ขยายได้อย่างมีนัยสำคัญมากกว่าโกนาโดโทรปิน  หรือ น้ำในถุงไข่สุกรเพียงอย่างเดียว การ
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วิเคราะห์ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ RT-PCR (Reverse transcription-
polymerase chain reaction) พบว่ามีการทำงานของ Hyaluronan synthase 3 ในเซลล์ไข่  
ในขณะท่ีเซลล์คูมูลัสมีการแสดงออกของ mRNA ท้ัง  Has2 และ CD44 ซึ่งมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น ใน
การเพาะเล้ียงท่ีเสริมด้วยโกนาโดโทรปิน  และน้ำในถุงไข่สุกรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการศึกษานี้
แสดงให้เห็นว่าเซลล์ไข่สุกรสามารถแผ่ขยายตัวได้เพิ่มขึ้นจาก gonadotropin และการทำงานของ 
mRNA จาก Has 2 ในเซลล์คูมูลัส  
 

7. สารหลั่งของเซลล์แกรนูโลซาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

สารหล่ังของเซลล์แกรนูโลซาเพาะเล้ียง (condition medium) คือ สารท่ีเก็บจากอาหารท่ีใช้
เพาะเล้ียงเซลล์นาน 2 วัน (โดยเปล่ียนอาหารทุกๆ 48 ช่ัวโมง) โดยคาดว่าจะมีการหล่ังสารลงสู่อาหาร
เล้ียงเซลล์ มีรายงานการศึกษาท่ีเกี่ยวข้อง ดังนี้ 

McElroy และคณะ (2008) ศึกษาการเพาะเล้ียง somatic cell nuclear transfer (SCNT) 
ของสุกรในระยะบลาสโตซิสต์ ในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ M199 ท่ีเสริมด้วยสารอาหารท่ีแตกต่างกัน 
คือ 10% fetal bovine serum (FBS) เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีเสริมด้วย 10% FBS ร่วมกับ calcium 
1 .0  mM พ บ ก ารท ำงาน ข อ ง โป ร ตี น  heat shock protein 70 .2  integrin beta1 ( ITGB1 ) 
phosphoglycerate kinase 1(PGK1) BAX และ insulin-like growth factor 2 receptor (IGF2R) 
สรุปว่าสารอาหารท่ีแตกต่างกันมีผลต่อการทำงานของโปรตีนและการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนสุกรใน
ระยะบลาสโตซิสต์ 
  Zhang และคณะ (2020) เซลล์แกรนูโลซา เป็นองค์ประกอบหลักของ ถุงไข่ ซึ่งปฏิกิริยา
ระหว่างเซลล์แกรนูโลซาต่อการเจริญเติบโตของถุงไข่ยังไม่เป็นท่ีแน่ชัด จึงศึกษาสารหล่ังของเซลล์
แกรนูโลซาของกระบือในการเพาะเล้ียง (granulsa cells condition medium; GCCM) พบว่า 
GCCM ท่ีเก็บเมื่อเพาะเล้ียงเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ส่งเสริมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แอนโดรเจน คือ CYP11A1 , CYP17A1 , 3β-HSD และ Star จึงเป็นพื้นฐานสำหรับ
การศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่าง เซลล์แกรนูโลซาและการสร้าง สเตียรอยด ์ในรังไข่ 
 Mohammad และคณะ (2021) การศึกษาสารหล่ังของเซลล์แกรนูโลซาในการเพาะเล้ียง
ของหนู โดยการนำรังไข่ของหนูเมาส์อายุ 1 วัน  มาเพาะเล้ียงในสารต่างๆ 4 ชนิด ได้แก่ CON                  
(กลุ่มควบคุม มี GGCM เท่านั้น) PYR (GCCM กับไพรูเวต) ITS (GCCM กับ ITS (transferrin และ 
selenium) หรือ TES (GCCM กับฮอร์โมนเพศชาย คือ เทสโทสเทอโรน) เป็นเวลา 11 วัน ด้วยการ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการพัฒนาถุงไข่ โดยใช้การตรวจเนื้อเยื่อและเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (RT-PCR) ในวันท่ี 5 และ 11 พบว่าการเพาะเล้ียงด้วย            

https://link.springer.com/article/10.1007/s11626-020-00509-7#auth-Jun-Zhang
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Atrabi+MJ&cauthor_id=33910666
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ไพรูเวตช่วยกระตุ้นการพัฒนาของถุงไข่ไปเป็นถุงไข่ระยะแรก กลุ่ม ITS ไม่มีการเปล่ียนแปลงและ
จำนวนถุงไข่ลดลงในวันท่ี 11 ของการเพาะเล้ียง นอกจากนี้ ITS ลดการควบคุม Pi3k, Gdf9, Bmp15 
และ Cx37 (P <0.05) พบว่าการเสริมด้วยไพรูเวตและฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนร่วมกัน สามารถเพิ่ม
อัตราการพัฒนาของถุงไข่ในระยะเริ่มต้นในรังไข่ของหนูเมาส์อายุ 1 วันท่ีเพาะเล้ียงได้ 
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บทที่ 3  

วิธีดำเนินการวิจัย 

อุปกรณ์และสารเคมี 

1. อุปกรณ์ 
  1. บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 50, 100, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 
  2. จานแก้ว (petri dish) 
  3. เข็มเบอร์ 18 
  4. หลอดฉีดยา (syringe) 
  5. หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 
  6. กรวยแก้ว (glass funnel) 
  7. เครื่องดูดจ่ายสารละลายด้วยไฟฟ้าขนาด 1-10 มิลลิลิตร 
  8. ปิเปต (pipette) ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
  9. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
  10. กระจกปิดสไลด์ (cover slide) 
  11. สไลด์ (slide) 
  12. กรรไกร (scissors) 
  13. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
  14. ผ้ากอซ (gauze) 
  15. ปากคีบ (forceps) 
  16. ด้ามมีด และใบมีดผ่านตัด (scalpel handle, blade) 
  17. ถุงซิปล็อก (zip lock bag) 
  18. พาสเจอร์ปิเปต (pasture pipette) 
  19. ขวดเพาะเล้ียงเซลล์ (cell culture flask)  
  20. เตาไฟฟ้า (hot plate) 
  22. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส (pH meter) 
  23. เครื่องช่ังสาร (analytical) 
  24. หม้อนึ่งความดันไอน้ำ (autoclave) 
  25. ตู้ดูดความช้ืน (desiccator) 
  26. เครื่องตัดตัวอย่างให้บาง (ultramicrotome) 
  27. เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven) 
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  28. กล้องดิจิตอล (digital camera) 
  29. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (electron microscopes)  
  30. กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope) 
  31. ตู้อบแห้ง (hot air oven) 
  32. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
  33. ตู้บ่มเซลล์ (incubator)  
  34. เครื่องทำแห้งตัวอย่าง ณ จุดวิกฤต (critical point drier, CPD) 
  35. ตู้ปลอดเช้ือ (laminar air flow) 
  36. NuPAGE gel 
  37. เครื่อง Ion sputter coater 
  38. เครื่อง UV-transilluminator 
  39. เครื่องวิเคราะห์มวลสาร (mass spectrometer 
  40. เครื่องหมุนเหวี่ยงสุญญากาศ 
  41. เครื่อง LC/MS/MS 
  42. เครื่อง XcellSureLock™ Mini-Cell Electrophoresis 
  43. เครื่อง Nanodrop spectrophotometer 
  44. เครื่อง Thermal cycler 
  44. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
 microscope: SEM) 
 
2. สารเคมี 
  1. เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) 
  2. กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (trifluoroacetic acid)  
  3. น้ำกล่ัน (distilled water) 
  4. น้ำปราศจากไอออน (deionized water) 
  5. น้ำเกลือ 0.9 เปอร์เซ็นต์ (0.9% normal saline solution) 
  6. แอมโฟเทอริซิน บี (amphotericin B) 
  7. เพนนิซิลิน จี โซเดียม (penicillin G sodium) 
  8. สเตรปโทมายซิน (streptomycin) 
  9. สารกลูทารอลดีไฮด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์ 
  10. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
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  11. ออสเมียม เตตรอกไซด์ 
  12. ยูรานิล อาซิเตท 
  13. เลดซิเตท 
  14. ไซลีน 
  15. Loading dye     
  16. บัฟเฟอร์ NuPAGE reagent  
  17. โปรตีนมาตรฐาน Benchmark  protein ladder และ Benchmark  prestain 

protein ladder 
  18. Coomassie brilliant blue R-250  
  19. Detaining solution 
  20. อะซิโตไนไตรล์ 
  21. แอมโมเนียมไบคาร์บอเนต 
  22. ทริปซิน 

23. ฟอลินซิโอแคลตูรีเอเจนต์ (Follin-Ciocalteu reagent) 
  24.  เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 
  25. อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile: ACN) 50 เปอร์เซ็นต์ 
  26. แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต (Ammonium bicarbonate: NH4HCO3) 
  27. กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (trifluoroacetic acid: TFA) 5 เปอร์เซ็นต์ 
  28. ฟอสโฟโมลิบเดตฟอสโฟทังสเตต (Phosphomolybdate 
phosphotungstate) 
 

วิธีการศึกษาการวิจัย 

1.การเก็บตัวอย่าง การเตรียม และเพาะเลี้ยงเซลล์ จากรังไข่สุกร (มยุวา, 2551) 

 1.1 การเก็บตัวอย่างรังไข่สุกร 

 1.1.1 เก็บตัวอย่างรังไข่สดของสุกรพันธุ์ผสม (Large White x Landrace x Duroc) อายุ           
6 เดือน ถึง 2 ปี และน้ำหนักระหว่าง 100-150 กิโลกรัม ท่ีถูกชำแหละไม่เกิน 30 นาที ด้วยเทคนิค
ปลอดเช้ือจากโรงฆ่าสัตว์ จังหวัดนครปฐม   

1.1.2 ล้างรังไข่และปีกมดลูกด้วยน้ำเกลือมีความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ
เพนนิซิลิน 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สเตรปโทมายซิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แอมโฟเทอริซิน บี   
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250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นบรรจุในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ เก็บในภาชนะท่ีมีการรักษา
อุณหภูมิท่ี 30-35 องศาเซลเซียส โดยรีบนำกลับห้องปฏิบัติการภายใน 1 ช่ัวโมง 

 
การศึกษาแบ่งออกเป็น 3 การทดลอง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การทดลองที่ 1: ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรังไข่และเนื้อเยื่อของรังไข่สุกรสด 

1.1 ศึกษาโครงสร้างภายนอกของรังไข่และเนื้อเยื่อของรังไข่สุกร โดยวัดขนาดรังไข่และช่ัง
น้ำหนัก การศึกษาความสัมพันธ์ของเส้นเลือดท่ีเย่ือยึดปีกมดลูกกับรังไข่สุกร 
 1.2 ศึกษาเนื้อเย่ือของรังไข่สุกรด้วยวิธีพาราฟินเทคนิค (paraffin technique) โดยนำรังไข่
มาตัดให้มีขนาดเล็กลงด้วยใบมีดโกน นำมาแช่ในสารละลายรักษาสภาพเนื้อเยื่อ Bouin’s fluid 
จากนั้นล้าง Bouin’s fluid ออกจากเนื้อเย่ือด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ แอลกอฮอล์ หลายๆ ครั้ง จนกระท่ัง
หมดสีเหลืองของ picric acid 
 1.3 นำตัวอย่างเปล่ียนมาแช่ใน แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้งๆ ละ  
1 ช่ัวโมง แล้วแช่ใน แอลกอฮอล์ 100 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้งๆ ละ 1 ช่ัวโมง เพื่อดึงน้ำออกจาก
เนื้อเยื่อ จากนั้นนำไปแช่ในไซลีน จำนวน 2 ครั้งๆ ละ 1 ช่ัวโมง เพื่อทำให้เนื้อเยื่อใส  
 1.4 นำเนื้อเยื่อใส่ในพาราฟินเหลวในตู้อบอุณหภุมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้น
ทำการฝังเนื้อเยื่อในพาราฟิน (embedding) ตัดแต่งและติดบล็อกพาราฟินตัดเนื้อเยื่อด้วยเครื่อง 

เก็บตัวอย่างรังไข่สุกรพันธุ์ผสม (Large White x Landrace x Duroc) อายุ 6 เดือน ถึง 2 ปี 

และน้ำหนักระหว่าง 100-150 กิโลกรัม 

การทดลองที่ 3 
ศึกษาและวิเคราะห์โปรตีน
ของน้ำในถุงไข่สดและสาร
ท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่
อาหารเพาะเล้ียงใน
ห้องปฏิบัติการ 

การทดลองที่ 1 
การศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ   
รังไข่และเนื้อเยื่อของ
รังไข่สุกรสด 

การทดลองที่ 2 
การเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซา
และการเก็บสารท่ีเซลล์หล่ังสู่
อาหารเพาะเล้ียง พร้อม
การศึกษาสัณฐานวิทยาของ
เซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซา
สุกรท่ีเพาะเล้ียงใน
ห้องปฏิบัติการ 
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rotary microtome ให้เป็นแผ่นบางๆ ขนาดความหนาของเนื้อเยื่อ 7-10 ไมโครเมตร ย้อมเนื้อเยื่อ
ด้วยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซิน 
 1.5 นำสไลด์ไปศึกษาสัณฐานวิทยาของเนื้อเย่ือภายส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและ
ถ่ายภาพ 
 

การทดลองที่ 2: การเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาและการเก็บสารที่เซลล์หลั่งสู่อาหารเพาะเลีย้ง 
พร้อมการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

2.1 การเก็บตัวอย่างรังไข่ เซลล์ไข่ เซลล์แกรนูโลซาจากรังไข่สุกรและเพาะเล้ียงเซลล์  
 2.1.1 ตัวอย่างรังไข่สุกรระยะฟอลลิคูล่าและระยะลูเตียลโดยแบ่งออกเป็น 4  

กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มท่ี 1 คือ  ถุงไข่ขนาดเล็กท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดกลาง    
2 กลุ่ม แบ่งตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง โดยกลุ่มท่ี 2 คือ ถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง                    
3-4 มิลลิเมตร และกลุ่มท่ี 3 ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และกลุ่มท่ี 4 คือ                 
ถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 
  2.1.2 นำรังไข่มาล้างด้วยน้ำเกลือท่ีผสมยาปฏิชีวนะ เพื่อทำความสะอาดรังไข่         
ซับรังไข่สุกรให้แห้งด้วยผ้าก๊อซปลอดเช้ือ จึงตัดรังไข่ออกจากเนื้อเยื่อเกี่ยวพันทำในตู้ปลอดเช้ือ 
               2.1.3 การเตรียมเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ (ตามวิธีการทดลอง 
Areekijseree และ Vejaratpimol, 2006) โดยนำรังไข่มาเจาะน้ำในถุงไข่ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด
ต่างๆ เจาะด้วยเข็มเบอร์ 18 ท่ีต่อกับกระบอกฉีดยา 5-10 มิลลิลิตร โดยจำแนกถุงไข่ตามขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง คือ กลุ่มท่ี 1 ถุงไข่ขนาดเล็กเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 1-2 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดกลางมี 
2 กลุ่ม แบ่งตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง คือ กลุ่มท่ี 2 ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง3-4 มิลลิเมตร 
และกลุ่มท่ี 3 ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร กลุ่มท่ี 4 คือถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร จะได้น้ำในถุงไข่ท่ีมีเซลล์ไข่และเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่และเซลล์
แกรนูโลซาอยู่รวมกัน  
      2.1.4 เมื่อเจาะถุงไข่แล้วจะได้น้ำในถุงไข่และเซลล์แกรนูโลซาซึ่งอยู่ภายในถุงไข่  
ใช้ปิ เปตขนาด 220-240 ไมโครเมตร แยกเซลล์ไข่ออกจากเซลล์แกรนู โลซาและน้ำในถุงไข่                 
โดยศึกษาเซลล์ไข่แบ่ งตามลักษณะของเซลล์คูมู ลัสท่ี ล้อมรอมภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ                 
สเตอริโอ  
      2.1.5 นำเซลล์ไข่เพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียง M199 ท่ีประกอบด้วย Earle’s 
salts (Sigma Company, St Louis MO) เ ส ริ ม ด้ ว ย  10% heat treated bovine serum, 
NaHCO3 2.2 mg/mL (Sigma Company, St Louis MO), 1 M Hepes (Sigma, St Louis MO), 
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0.25 mM pyruvate, 15 µg/mL ท่ี เ ส ริ ม ฮ อ ร์ โ ม น  porcine FSH, 1 µg/mL LH,1 
µg/mL estradiol และ 50 µg/mL gentamycin sulfate โดยกรองอาหารเพาะเล้ียงและปรับค่า
ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7.2-7.4 (Areekijseree และคณะ 2006) ในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ               
37 องศาเซลเซียส เสริมแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ มีความช้ืนสัมพัทธ์ที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 

  2.1.6 นำน้ำในถุงไข่ท่ีเจาะจากถุงไข่ปกติขนาดต่างๆ และเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติใน 
รังไข่เดียวกับท่ีมีซิสต์เพื่อศึกษาแถบของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

   2.1.7 จากนั้นนำน้ำในถุงไข่ไปป่ันเหวี่ยง 1,500 รอบต่อนาทีเพื่อแยกเซลล์          
แกรนูโลซาให้ตกตะกอนท่ีก้นหลอดออกจากน้ำในถุงไข่ โดย ดูดน้ำในถุงไข่ท่ีอยู่บริเวณด้านบน        
เก็บรักษาแยกเป็นหลอดละ 1 มิลลิลิตร แล้วไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
  2.1.8 นำเซลล์แกรนูโลซาท่ีตกตะกอนท่ีก้นหลอดมาล้างด้วยน้ำเกลือความเข้มข้น 
0.9 เปอร์เซ็นต์ ผสมยาปฏิชีวนะ 7 ครั้ง โดยในแต่ละครั้งต้องท้ิงเซลล์ให้ตกตะกอนหรือปั่นเหวี่ยง และ
เมื่อล้างเสร็จแล้วให้ดูดน้ำเกลือด้านบนท่ีไม่มีเซลล์ท้ิงไปโดยการดูดของเหลวนั้นให้ตัดปลายปิเปต 
เพื่อให้สามารถดูดเซลล์ได้ดี ครบการล้างครั้งท่ี 7 แล้วให้เจือจางเซลล์แกรนูโลซาด้วยอาหารเพาะเล้ียง 
M199 เสริมด้วย 10% heat treated bovine serum แล้ว นับจำนวนเซลล์แกรนูโลซาเป็นเซลล์
ตายก่อนการเพาะเล้ียง โดยการย้อมสี 0.4 เปอร์เซ็นต์ trypan blue ในอัตราส่วน 1:1 นับเซลล์แกรนู
โลซาด้วย hemocytometer 
     2.1.9 จากนั้นเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาภายในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ ใน well-plate ท่ี
มีอาหารเพาะเล้ียง ให้เขย่าเบาๆ เพื่อให้เซลล์มีการกระจายตัวท่ัวท้ังจานเพาะเล้ียงจากนั้นนำจาน
เพาะเล้ียงท่ีมีเซลล์แกรนูโลซาใส่ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริมด้วยก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีความช้ืนสูง เพื่อเก็บสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง 
(condition medium) ทุก 48 ช่ัวโมง 
 
 2.2 การเก็บสารท่ีเซลล์หล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง  

     2.2.1 เก็บสารหล่ังของเซลล์แกรนู โลซาสุกรเพาะเล้ียงสู่อาหารเพาะเล้ียง                      
เมื่อเพาะเล้ียง 0, 48, 96, 120 และ 144 ช่ัวโมง โดยดูดอาหารเพาะเล้ียงเดิมออกมา 50 เปอร์เซ็นต์ 
แล้วเติมอาหารเพาะเล้ียงใหม่เข้าไป 50 เปอร์เซ็นต์ 
  2.2.2 จากนั้นนำอาหารเพาะเล้ียงเดิมมาปั่นแยกเซลล์กับสารหล่ังของเซลล์       
แกรนูโลซาสุกรเพาะเล้ียงสู่อาหารเพาะเล้ียง ท่ี 1,500 รอบต่อนาที  
  2.2.3 ดูดสารหล่ังด้านบนแยกใส่หลอดแข่แข็ง หลอดละปริมาณ 1 ไมโครลิตร แล้ว
นำสารหล่ังไปแช่แข็งท่ี -80 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปวิเคราะห์โปรตีน 

2.3 ศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่และเซลล์เพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการ 
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  2.3.1 แยกเซลล์ตัวอย่างกลุ่มหนึ่งมาศึกษาสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope: SEM) โดยนำตัวอย่างแช่ในน้ำยา
รักษาสภาพ (primary fixative) คือ สารกลูทารอลดีไฮด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีละลายในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-เบส 7.2-7.4 นาน 24 ช่ัวโมง 
  2.3.2 นําเซลล์ตัวอย่างล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ มีค่าความ
เป็นกรด-เบส 7.2-7.4 นาน 10 นาที จํานวน 3 ครั้งจากนั้นดึงน้ำออกจากตัวอย่างด้วยแอลกอฮอล์ท่ีมี
ความเข้มข้น 30, 50, 70, 90 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ท่ีความเข้มข้นละ 2 ครั้งๆ ละ 10 
นาที 
  2.3.3 ทําเซลล์ตัวอย่างให้แห้งด้วยเครื่องทําตัวอย่างให้แห้ง ณ จุดวิกฤต (critical 
point dryer) นำตัวอย่างท่ีแห้งไปเคลือบทองด้วยเครื่อง Ion sputter coater จากนั้นศึกษาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ี 15-20 กิโลโวลต์ (kV) พรอ้มบันทึกภาพ 
  2.3.4 แยกเซลล์ตัวอย่างอีกกลุ่มหนึ่งมาศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope: TEM) โดยนําเซลล์
ตัวอย่างรักษาสภาพโปรตีนในน้ำยารักษาสภาพชนิดท่ี 1 (primary fixative) คือ กลูทารอลดีไฮด์ 2.5 
เปอร์เซ็นต์ ท่ีละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.2-7.4 
เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
  2.3.5 ใช้ปิเปตดูดน้ำยาคงสภาพเดิมท้ิง แล้วปั่นล้างตัวอย่างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์
ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.2-7.4 ท่ีความเร็ว 900 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จํานวน 3 ครั้ง 
  2.3.6 นำตัวอย่างรักษาสภาพไขมันในไซลีนน้ำยารักษาสภาพชนิดท่ี 2 (secondary 
fixative) ด้วยออสเมียมเตตรอกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต์ ในฟอสเฟตบัฟเฟอรค์วามเข้มข้น 0.1 โมลาร์ มีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง 7.2-7.4 ต้องทําในท่ีมืดและทําในตู้ดูดไอสารเคมี แช่ช้ินตัวอย่างในน้ำยาคงสภาพ
นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาให้ใช้ปิเปตดูดออสเมียม เตตรอกไซด์ออก จากนั้นปั่นล้างตัวอย่างด้วยน้ำ
กล่ัน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที จากนั้นดึงน้ำออกจากตัวอย่างด้วยแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 30, 50, 70, 
80, 90 และ 95 เปอร์เซ็นต์  ทําขั้นตอนละ 2 ครั้งๆ ละ 10 นาที ตามลําดับ จากนั้นจึงแทนท่ี
แอลกอฮอล์ ด้วยไซลีนต่อเรซิน (resin) อัตราส่วน 2:1 ท้ิงไว้ข้ามคืน ผสมไซลีนต่อเรซิน อัตราส่วน 
1:2 นาน 8 ช่ัวโมง 
  2.3.7 ดูดตัวอย่างใส่ลงในเรซิน โดยใช้เรซินบริสุทธิ์ (pure resin) เป็นครั้งท่ี 1 ท้ิงไว้
ข้ามคืนดูดตัวอย่างใส่ในเรซินบริสุทธิ์เป็นครั้งท่ี 2 ท้ิงไว้ 8 ช่ัวโมงจากนั้นเขี่ยช้ินตัวอย่างนํามาฝัง 
(embedding) ในเรซินบริสุทธิ์ท่ีอยู่ในบีม แคปซูล (beam capsule) ทําตัวอย่างให้แข็งในตู้อบท่ี
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อุณหภูมิท่ี 70 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง เมื่อเรซินบริสุทธิ์แข็งตัว ให้แกะช้ินตัวอย่างในแม่พิมพ์
ออกและตัดแต่งบล็อก (block) ให้ได้ขนาด จึงนําตัวอย่างไปตัดให้บาง 
  2.3.8 นํ าบ ล็อกตัวอย่างไป ตัดด้วยเครื่อ งตัดตัวอย่างใ ห้บางด้วยเครื่องตัด                
ultramicrotome บาง 60-90 นาโนเมตร แล้ววางช้ินตัวอย่างท่ีตัดบนตะแกรงโลหะวางตัว (grid) 
จากนั้นย้อมช้ินตัวอย่างเพื่อเพิ่มความเปรียบต่าง (contrast) ด้วยยูรานิล อาซิเตท 5 เปอร์เซ็นต์ 
และเลดซิเตท 0.4 เปอร์เซ็นต์ ทําในท่ีมืดโดยตัดพาราฟิล์มวางในจานแก้วกดให้แน่น ใช้กระดาษกรอง
กรองสารยูรานิลอาซิเตท ให้เป็นหยดเล็กบนพาราฟิล์ม แล้วจึงวางด้านท่ีมีตัวอย่างบนหยดของยูรานิล
อาซิเตท ท้ิงไว้นาน 1-2 นาที 
  2.3.9 นำตะแกรงวางตัวอย่างซับให้แห้งด้วยกระดาษกรองแล้วล้างด้วยน้ำกล่ันต้ม
กรอง 2 บีกเกอร์ แต่ละบีกเกอร์จุ่มขึ้นลง 20 ครั้ง ซับด้วยกระดาษกรอง ล้างส่วนท่ีเกินออกด้วยน้ำ
กล่ันต้มกรองโดยจุ่มขึ้นลง ประมาณ 20 ครั้ง ซับให้แห้ง จากนั้นจุ่มตัวอย่างลงใน เลดซิเตทนาน               
10-15 นาที แล้ววางส่วนท่ีเกินออกด้วยน้ำกล่ันต้มกรองโดยจุ่มขึ้นลง ประมาณ 20 ครั้ง (ให้จุ่มข้ึนลง) 
จากนั้นซับให้ตะแกรงตัวอย่างให้แห้งแล้วเก็บในกล่องเก็บตะแกรงวางตัวอย่างเพื่อศึกษาช้ินตัวอย่าง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
 

การทดลองที่ 3: ศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนของน้ำในถุงไข่สดและสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหลั่งสู่
อาหารเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิัติการ 

3.1 ศึกษาการแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 (Hyaluronan synthase 2: Has2) 
ของน้ำของถุงไข่สุกร ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (RT-PCR) เพื่อเพิ่มปริมาณ
ของ อาร์เอ็นเอ ท่ีสามารถวัดการแสดงออกของยีนซึ่งปฏิกิริยาลูกโซ่  พอลิเมอ-เรส แบบย้อนกลับนั้น
ตัวอย่าง อาร์เอ็นเอ จะจับกับไพรเมอร์และคัดลอกเป็นลำดับของซีดีเอ็นเอ (cDNA) โดย เอนไซม์รี
เวอร์สทรานคริปเทส และทำปฏิกิริยาปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสต่อโดยใช้สาย ซีดีเอ็นเอ ท่ีสร้างขึ้น
จากนั้นจึงนำไปตรวจสอบด้วย อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส  ซึ่งการสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA) จากน้ำใน
ถุงไข่สุกรสดด้วยการแยกสกัดอาร์เอ็นเอครั้งนี้ใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอ  สำเร็จรูป (RNeasy Kit ของ 
QIAGEN) มีข้ันตอนดังนี้ 

          3.1.1 นำน้ำในถุงไข่ใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมบัฟเฟอร์ 
RLT ท่ีเติม Beta mercaptoethanol (10 ไมโครลิตรต่อ 1 มิลลิลิตร RLT) 450 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันและนำหลอดไปรักษาอุณหภูมิท่ี 56 องศาเซลเซียส นาน 1-3 นาที จากนั้นดูดส่วนผสมท้ังหมด
ใส่ใน QIA shredder spin column (สีม่วง) นำคอลัมน์ซ้อนบนหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยง
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ตะกอนท่ีความเร็ว 1,200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที น้ำใสจะผ่านนคอลัมน์ลงในหลอดท่ีรองรับ
ขนาด 2 มิลลิลิตร ส่วนเศษช้ินส่วนต่างๆ ติดอยู่ด้านบนคอลัมน์ 

3.1.2 ให้เติมเอทานอลบริสุทธิ์ในหลอดท่ีรองรับน้ำใส ปริมาตร 0.5 เท่า (225 
ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ไมโครปิเปตดูดขึ้นลง แล้วจึงดูดส่วนผสมท้ังหมดใส่ลงใน RNeasy 
mini column (สีชมพู) และวางซ้อนบนหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงตะกอนท่ี 
1,200 รอบต่อนาที นาน 15 วินาที 
  3.1.3 เทส่วนท่ีผ่านคอลัมน์แล้วเติมสารละลาย RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 
จากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงตะกอนท่ี 1,200 รอบต่อนาที นาน 15 วินาที แล้วจึงเทท้ิงส่วนท่ีผ่าน
นคอลัมน์แล้วล้างคอลัมน์ด้วย RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงตะกอนท่ี 
1,200 รอบต่อนาที นาน 15 วินาที 
  3.1.4 ย้ายคอลัมน์ซ้อนบนหลอดไมโครเซนทริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ำ 
(RNase-free water) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในคอลัมน์เพื่อชะล้างอาร์เอ็นเอจากคอลัมน์ 1 นาที 
จากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบต่อนาที นาน 1 นาที อาร์เอ็นเอ ท่ีได้ในน้ำผ่านคอลัมน์และเก็บ
ไว้ในหลอดรองรับ และเติม DNase (Sigma, USA) วิเคราะห์หาปริมาณและคุณภาพของ อาร์เอ็นเอท่ี 
สกั ด ได้ ด้ วย เค รื่ อ ง  Nanodrop spectrophotometer จากนั้ น น ำไป เก็ บ ไว้ ท่ี อุณ ห ภู มิ  -80             
องศาเซลเซียส 

3.2 เทคนิคลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ 
  3.2.1 นำตัวอย่าง ซีดีเอ็นเอ (cDNA) ท่ีสกัดจากอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด อาร์เอ็นเอ 
สำเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) จากน้ำในถุงไข่ไปเพิ่มปริมาณในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ-เมอเรส 
โดยข้ันตอนต่างๆ ดังนี้ 
  -ซีดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม 
  -เพิ่มปริมาณยีน GAPDH เป็นยีนควบคุม และยีน Has2 ท่ีต้องการศึกษา ด้วย           
ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์ส (forward and reverse primer) 0.2 ไมโครโมลาร์ 
  Has2   F คือ TTACAATCCTCCTGGGTGGT  
    R คือ TCAAGCACCATGTCGTACTG 
  GAPDH  F คือ GTCGGTTGTGGATCTGACCT 
    R คือ TTGACGAAGTGGTCGTTGAG 
  - dNTP 200  ไมโครโมลาร์ 
  - Taq polymerase ความเข้มข้น 1 หน่วย  
  - MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์ 
  - น้ำกล่ัน 
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  - ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 25 ไมโครลิตร 
  4.2.2 ทำปฏิกิริยาด้วยเครื่อง Thermal cycler โดยมีข้ันตอน ดังนี้ 
  ขั้นตอนท่ี 1 denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที           
ทำปฏิกิริยา 40 รอบ 
  ขั้นตอน ท่ี 2 annealing ท่ีอุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 30 วินาที                       
ทำปฏิกิริยา 40 รอบ 
  ขั้นตอนท่ี  3 extension ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 30 วินาที                          
ทำปฏิกิริยา 40 รอบ 

ก่อนส้ินสุดปฏิกิริยาให้คงอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้ 
เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่อย่างสมบูรณ์ (final extension) 
  4.2.3 เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยาจะได้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซึ่งสามารถ
ตรวจสอบ โม เลกุ ล ดี เอ็ น เอ ด้ วย อะกาโรส เจลอิ เลค โตรโฟ รีซิ สห รือ เก็ บผ ลิตภัณ ฑ์ ไว้ ท่ี                               
-20 องศาเซลเซียส 
 

4.3 ตรวจสอบขนาดโมเลกุลดีเอนเอด้วยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 การตรวจวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ โดยนำเอาผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส ผสม loading dye หยดในหลุมหวีเพื่อวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอบน 1 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยอาศัยหลักการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า จากนั้นย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 
(ethidium bromide) โดยใช้ 100 DNA ladder เป็นมาร์คเกอร์ เพื่อเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ 
ท่ีเกิดขึ้นกับ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
      4.3.1 เตรียมถาดสำหรับเทเจลในแนวราบและหวีให้เรียบร้อยจากนั้นช่ังผงอะกาโรส             
1 กรัม เติมบัฟเฟอร์สำหรับทำอิเลคโตรโฟรีซิส (10xTBE) 100 มิลลิลิตร 

     4.3.2. หลอมเจลอะกาโรสให้ละลายกับบัฟเฟอร์โดยใช้ไมโครเวฟ เขย่าเป็นครั้งคราวให้
ละลายเป็นเนื้อเดียวกันจากนั้นเทเจลอะกาโรสลงบนถาดท่ีเตรียมไว้โดยระวังวุ้นจับตัวกันเป็นก้อน  

     4.3.3 เสียบหวีตามตำแหน่งหวีบนถาดเทเจลเพื่อทำให้เกิดหลุมสำหรับหยดตัวอย่างดีเอ็น
เอ จากนั้นปล่อยให้เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง เมื่อเจลแข็งตัวดีแล้วจึงค่อยๆ ดึงหวีออก 

      4.3.4 นำเจลใส่ลงในเครื่องสำหรับทำอิเลคโตรโฟรีซิส ท่ีมีบัฟเฟอร์ท่วมเจล โดยให้สูง
กว่าผิวเจลประมาณ 2-3 มิลลิลิตร 

      4.3.5 ดูดสารละลาย ดี เอ็ น เอหรือผ ลิตภัณ ฑ์ ท่ี ได้ จากการทำปฏิ กิ ริ ย า ลูก โซ่                         
พอลิเมอเรสปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับสีติดตาม (loading dye) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้น
หยดลงไปในหลุมเจลท่ีเตรียมไว้ ใส่บัฟเฟอร์ให้ท่วมเจล 
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      4.3.6 เปิดกระแสไฟฟ้าเข้ากับเครื่องอิเลคโตรโฟริซิสสังเกตการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ 
โดยระวังอย่าให้สีเคล่ือนลงมากจนตกขอบเจล จากนั้นจึงปิดเครื่องทำอิเลคโตรโฟริซิส 

      4.3.7 นำเจลมาย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
นำไปแช่ในน้ำกล่ันหรือเปิดน้ำก๊อกให้ไหลเบาๆ เป็นเวลา 10 นาทีนำไปส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
(UV) ด้วยเครื่อง UV-transilluminator 
 
 4.4 การศึกษาโปรตีนจากน้ำในถุงไข่สุกรและสารที่ เซลล์หลั่ งสู่อาหารเพาะเลี้ยง 
(condition medium) 
 เพื่อศึกษาและหาน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีน โดย SDS ซึ่งเป็น detergent ท่ีมีประจุลบจะ
เกาะกับโปรตีนอย่างแน่นหนามากทำให้โปรตีนท้ังหมดมีประจุลบ 
  4.4.1 นำของเหลวท่ีเจาะจากถุงไข่สุกรและสารท่ีเซลล์หล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง มา
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของลาวรี (Lowry, 1951) ซึ่งเป็นวิธีท่ีวัดปริมาณโปรตีนได้ต้ังแต่
ความเข้มข้นน้อยๆ จนถึง 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสีท่ีเกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 2 ชนิด คือ ไบยูเรท 
และรีดักชันของกรดอะมิโนไทโรซีนและทริปโตเฟนด้วยฟอลินซิโอแคลตูรีเอเจนต์ (Follin-Ciocalteu 
reagent) ซึ่ ง มี ส่ ว น ผสม ข อ งฟ อ ส โฟ โม ลิ บ เดต ฟ อ ส โฟ ทั งส เตต  (Phosphomolybdate-
phosphotungstate) โดยต้ังท้ิงไว้ 40-60 นาที จะเกิดสีน้ำเงินเข้ม จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืน
แสง (absorbance) ได้ท่ี 650  นาโนเมตร เมื่อนำค่าท่ีได้เทียบกับกราฟความเข้มข้นมาตรฐาน 
(calibration curve) จะทราบค่าความเข้มข้นของโปรตีนในสารละลายได้ หลังจากคำนวณหาค่า
ความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟความเข้มข้นมาตรฐาน แล้วเตรียมสารตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีน
คงท่ีเท่ากันก่อนจะหยดลงเจลโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลิไมค์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส 
  4.4.2 เต รี ย ม เจ ล  NuPAGE Novex Bis-Tris gel ป ร ะ ก อ บ เข้ า กั บ เค รื่ อ ง 
XcellSureLock™ Mini-Cell Electrophoresis ในบัฟเฟอร์ NuPAGE® MES SDS Running Buffer 
(20X) สำหรับการวิเคราะห์โปรตีนท่ีได้จากของเหลวในถุงไข่ขนาดต่างๆ  
  4.4.3 ผสมโปรตีนตัวอย่างกับสีติดตาม (loading dye) จากนั้นให้ความร้อนสาร
ตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยอดสารตัวอย่างลงในหลุมหวีโดยมีปริมาตร 
10 ไมโครลิตร 
  4.4.4 หยอดสารตัวอย่างท่ีได้ในแต่ละหลุมหวีในเจล โดยหยอดโปรตีนมาตรฐาน 
Benchmark protein ladder หรือ Benchmark prestain protein ladder เพื่อเปรียบเทียบสาร
ตัวอย่างกับโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ำหนักโมเลกุล จากนั้นใส่บัฟเฟอร์ NuPAGE reagent ให้ท่วม
เจลและเปรียบ เทียบสารตัวอย่างกับ โปรตีนมาตรฐาน  Benchmark protein ladder หรือ 
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Benchmark prestain protein ladder เป็นมาร์คเกอร์ จากนั้นรันเจลท่ี 200 โวลต์ นานประมาณ 
50 นาที 
  4.4.4 นำเจลท่ีได้ไปล้างด้วยน้ำกล่ันแล้วทำการย้อมด้วย Coomassie brilliant 
blue R -250 เขย่าเบาๆ ท้ิงไว้ข้ามคืนจากนั้นทำการล้างสีส่วนเกินออก (destain) ด้วย destaining 
solution ถ่ายภาพด้วยกล้องดิจิตอล ก่อนนำมาวิเคราะห์โปรตีน 
 
 4.5 ศึกษาโปรตีนหรือสารหลั่งจากน้ำในถุงไข่สุกรด้วยเทคนิค LC/MS/MS 

LC/MS/MS เป็นเครื่องมือสำหรับแยกวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณของเหลวหรือโปรตีนโดย
ใช้ตัวตรวจวัด (detector) เป็นแบบเครื่องวิเคราะห์มวลสาร (mass spectrometer)  
  4.5.1 นำแถบโปรตีนขนาดท่ีสนใจมาย่อยด้วยเอนไซม์เปปซินให้เป็นเปปไทด์สาย
ส้ันๆ ล้างด้วยอะซิ โตไน ไตรล์ (Acetonitrile) 50 เปอร์ เซ็น ต์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต่อ 
แอมโมเนียม ไบคาร์บอเนต (Ammonium bicarbonate: NH4HCO3) ปริมาตร 25 ไมโครโมลาร์ 2 
ครั้ง ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  
  4.5.2 จากนั้นล้างสารละลายด้วยอะซิโตไนไตรล์100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50-100 
ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หรือจนกระท่ังเจลเป็นสีขาว 
  4.5.3 ล้างอะซิโตไนไตรล์ด้วยทริปซิน 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในแต่ละหลอด
แล้วบ่มท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
 4.5.4 ดูดส่วนบนของสารละลายใส่หลอดใหม่ จากนั้นสกัดสารละลายเปปไทด์  ครั้งท่ี 2              
ด้วยอะซิโตไนไตรล์ 50 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 15-25 ไมโครลิตร และกรดไตรฟลูออโรอะซิติก 
(trifluoroacetic acid: TFA) 5 เปอร์เซ็นต์ ใส่แต่ละหลอดเป็นเวลา 15 นาที 
 4.5.5 จากนั้นนำสารละลายเปปไทด์มารวมกับส่วนบนของสารละลายใส่หลอดใหม่และ    
เปปไทด์ท่ีสกัดได้ทำให้แห้งด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงสุญญากาศจากนั้นวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC/MS/MS 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

  

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรังไข่และเนื้อเยื่อของรังไข่สุกร 

 จากการเก็บตัวอย่างรังไข่ของสุกรเพศเมียพันธุ์ผสม (Large White x Landrace x Duroc) 
อายุ 6 เดือน ถึง 2 ปี และน้ำหนักระหว่าง 100-150 กิโลกรัม มาวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางและช่ัง
น้ำหนักรังไข่ โดยรังไข่ท่ีใช้ในการศึกษาอยู่ในระยะฟอลลิคูล่าร์ท้ังหมด 64 รังไข่ โดยแบ่งตามถุงไข่ท่ีมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร พบว่ารังไข่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
เฉล่ีย 2.54±0.19 เซนติเมตร ดังตารางท่ี 4  
 
ตารางท่ี 4 เส้นผ่านศูนย์กลางของรังไข่ท้ังหมด 64 รังไข ่

รังไข ่ ความยาว 

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

2.2 

2.9 

2.4 

2.8 

2.8 

2.5 

2.2 

2.6 

2.3 

2.8 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

2.4 

2.4 

2.2 

2.5 

2.5 

2.3 

2.9 

3.0 

2.5 

2.7 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

2.5 

2.9 

2.4 

2.8 

2.8 

2.5 

2.7 

2.5 

2.6 

2.5 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

2.6 

2.5 

2.5 

2.7 

2.5 

2.6 

2.4 

2.3 

2.7 

2.6 
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รังไข ่ ความยาว 

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

รังไข ่ ความยาว  

(ซม.) 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.3 

2.0 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

2.5 

2.6 

3.0 

2.5 

2.8 

2.4 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

2.6 

2.4 

2.5 

2.4 

2.5 

2.6 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

2.5 

2.8 

2.5 

2.7 

2.5 

2.4 

  
ผลการศึกษาจากการช่ังน้ำหนักของรังไข่ 64 รังไข่ นำไปหาค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน จากการเก็บรวบรวมข้อมูล  พบว่ามีน้ำหนักเฉล่ีย 3.35 ± 0.52 กรัม ดังตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 น้ำหนักของรังไข่ท้ังหมด 64 รังไข ่
รังไข่ น้ำหนัก  

(กรัม) 

รังไข ่ น้ำหนัก  

(กรัม) 

รังไข่ น้ำหนัก  

(กรัม) 

รังไข่ น้ำหนัก  

(กรัม) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

4.16 

3.35 

2.96 

4.50 

3.90 

3.66 

3.77 

2.75 

3.75 

3.17 

2.28 

2.54 

4.37 

2.58 

3.49 

2.57 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

3.49 

3.32 

2.93 

3.26 

2.49 

3.21 

2.69 

3.13 

2.74 

3.91 

3.07 

2.64 

3.42 

4.24 

2.89 

4.65 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

4.57 

3.29 

3.02 

2.84 

3.41 

3.37 

2.84 

3.22 

4.04 

3.59 

3.45 

3.57 

3.37 

3.19 

3.22 

2.94 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

61 

62 

63 

64 

3.21 

2.89 

3.23 

3.41 

3.49 

2.93 

3.24 

3.59 

4.05 

3.47 

3.54 

3.38 

4.12 

3.28 

3.34 

3.56 
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 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกของรังไข่สุกร ระยะฟอลลิคูล่าช่วงแรก 
(early follicular) พบถุงไข่ขนาด 1-2  มิลลิเมตร 100 เปอร์เซ็นต์ ไม่พบคอร์ปัส ฮีโมราจิกัม 
(corpora hemorrhagicum) คอร์ปัสลูเทียม (corpora lutea) หรือคอร์ปัส อัลบิแคนส์ (corpora 
albican) ระยะฟอลลิคูล่าช่วงหลัง (late follicular) พบถุงไข่ขนาด 3-4 มิลลิเมตร 90 เปอร์เซ็นต์ 
และพบถุงไข่ขนาด 1-2 มิลลิเมตร 10 เปอร์เซ็นต์ ไม่พบคอร์ปัส ฮีโมราจิกัม คอร์ปัสลูเทียมหรือ              
คอร์ปัส อัลบิแคน ส่วนระยะลูเตียลช่วงแรก (early luteal) พบถุงไข่ขนาด 5-6 มิลลิเมตร                        
80 เปอร์เซ็นต์ พบถุงไข่ขนาด 3-4 มิลลิเมตร 10 เปอร์เซ็นต์ และพบถุงไข่ขนาด 1-2 มิลลิเมตร               
10 เปอร์เซ็นต์  พบคอร์ปัสลูเทียม เส่ือมสภาพไม่มีหลอดเลือดบนพื้นท่ีผิว ส่วนระยะลูเตียลช่วงหลัง 
(late luteal) พบถุงไข่ขนาด 7-8 มิลลิ เมตร 85 เปอร์ เซ็น ต์  พบถุงไข่ขนาด 5-6 มิลลิ เมตร                       
10 เปอร์เซ็นต์ พบถุงไข่ขนาด 3-4 มิลลิเมตร 5 เปอร์เซ็นต์ พบคอร์ปัส อัลบิแคนส์ นอกจากนี้อาจพบ
ถุงไข่ขนาด 3-4 มิลลิเมตร 60 เปอร์เซ็นต์ และพบถุงไข่ขนาด 1-2 มิลลิเมตร 20 เปอร์เซ็นต์ ถุงไข่มี
เลือดและน้ำเหลืองมาเล้ียงมากจึงมีสีแดงเรียกว่า คอปัส ฮีโมราจิกัม พบประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์               
ดังตารางท่ี 6 

 

ตารางท่ี 6 การจำแนกรังไข่สุกรตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาแบ่งออกเป็น 5 แบบ 
รังไข่สุกร รังไข่สุกรในระยะ

ต่างๆ 

รอบการเป็นสัด สัณฐานวิทยาของรังไข ่

ระยะฟอลลิคูล่า    

 

early follicular 

 

ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 1-2 

มิลลิเมตร 

 

พบถุงไข่ขนาด 1-2 

มิลลิเมตร 100

เปอร์เซ็นต์ ไม่พบ           

คอร์ปัส ฮีโมราจิกัม 

คอร์ปัสลูเทียมหรือคอร์

ปัส อัลบิแคน  
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รังไข่สุกร รังไข่สุกรในระยะ

ต่างๆ 

รอบการเป็นสัด สัณฐานวิทยาของรังไข ่

ระยะฟอลลิคูล่า late follicular 

 

ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 3-4 

มิลลิเมตร 

 

พบถุงไข่ขนาด 3-4 
มิลลิเมตร 90 
เปอร์เซ็นต์ และพบ        
ถุงไข่ขนาด 1-2 
มิลลิเมตร 10 
เปอร์เซ็นต์ ไม่พบ           
คอร์ปัส ฮีโมราจิกัม 
คอร์ปัสลูเทียมและ  
คอร์ปัส อัลบิแคน  
 
 

 

ระยะลูเตียล early luteal 

 

ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 5-6 

มิลลิเมตร 

 

พบถุงไข่ขนาด 5-6 

มิลลิเมตร 80 

เปอร์เซ็นต์ พบถุงไข่

ขนาด 3-4 มิลลิเมตร 

10 เปอร์เซ็นต์ และพบ

ถุงไข่ขนาด 1-2 

มิลลิเมตร 10 

เปอร์เซ็นต์ พบ                

คอร์ปัสลูเทียม  

เส่ือมสภาพไม่มีหลอด

เลือดบนพื้นท่ีผิว 
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รังไข่สุกร รังไข่สุกรในระยะ

ต่างๆ 

รอบการเป็นสัด สัณฐานวิทยาของรังไข ่

ระยะลูเตียล 

 

late luteal 

 

ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 7-8 

มิลลิเมตร 

พบถุงไข่ขนาด 7-8 

มิลลิเมตร 85 

เปอร์เซ็นต์ พบถุงไข่

ขนาด 5-6 มิลลิเมตร 

10 เปอร์เซ็นต์ พบ   

ถุงไข่ขนาด 3-4 

มิลลิเมตร 5 

เปอร์เซ็นต์ พบ           

คอร์ปัส อัลบิแคน 

 

  

 

 

ถุงไข่มีคอปัส ฮีโมรา

จิกัม 

 

 

late luteal 

 

 

ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 3-4 

มิลลิเมตร 

 

 

พบถุงไข่ขนาด 3-4 
มิลลิเมตร 60 
เปอร์เซ็นต์ และพบ   
ถุงไข่ขนาด 1-2 
มิลลิเมตร 20 
เปอร์เซ็นต์ ถุงไข่มี
เลือดและน้ำเหลืองมา
เล้ียงมากจึงมีสีแดง
เรียกว่า   
คอปัส ฮีโมราจิกัม  
พบ 20 เปอร์เซ็นต์ 
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ศึกษาปริมาณเส้นเลือดท่ีมาเล้ียงถุงไข่และเปรียบเทียบสีของน้ำในถุงไข่ท้ัง 4 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่ม
ท่ี 1 คือ ถุงไข่ขนาดเล็กท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 -2 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดกลาง 2 กลุ่ม                  
แบ่งตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง โดยกลุ่มท่ี 2 คือ ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
และกลุ่มท่ี 3 ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และกลุ่มท่ี 4 คือ ถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 

พบว่าลักษณะของจำนวนหลอดเลือดและปริมาณเส้นเลือดท่ีมาเล้ียงรังไข่ รวมท้ังสีของ
ของเหลวท่ีได้จากการเจาะถุงไข่ท้ัง 4 กลุ่ม ตามขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางพบว่ามีความสัมพันธ์กับการ
เจริญของรังไข่โดยเส้นเลือดท่ีมาเล้ียงนั้นจะแปรผันตรงกับขนาดของถุงไข่ คือ ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร มีปริมาณเส้นเลือดมาเล้ียงน้อยกว่าถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง              
3-4 มิลลิเมตร ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
7-8 มิลลิเมตร ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่าถุงไข่ขนาดเล็กมีปริมาณเส้นเลือดมาเล้ียงน้อยกว่าถุงไข่
ขนาดกลางและถุงไข่ขนาดใหญ่ ตามลำดับ ดังภาพท่ี 7 

 

 
 
ภาพท่ี 7 แสดงปริมาณหลอดเลือดท่ีมาเล้ียงรังไข่  

(ก) ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร  (ข) ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
3-4 มิลลิเมตร (ค) ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร (ง) ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 
 
 ผลการศึกษาเปรียบเทียบสีของน้ำในถุงไข่ท่ีได้จากการเจาะถุงไข่ท้ัง 4 กลุ่ม คือ ถุงไข่ขนาด
เล็กท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดกลาง 2 กลุ่ม แบ่งตามขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง คือ ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
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5-6 มิลลิเมตร กลุ่มสุดท้าย คือ ถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร พบว่า    
น้ำในถุงไข่ขนาดเล็กมีสีเหลืองเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ซึ่งสีของน้ำในถุงไข่จะใส
ขึ้นเมื่อถุงไข่มีขนาดใหญ่ขึ้น เนื่องจากถุงไข่ขนาดใหญ่นั้นมีช่องว่างท่ีเต็มไปด้วยของเหลวหรือแอนทรัม 
(antrum) น้ำในถุงไข่ (follicular fluid) นั้นประกอบด้วยน้ำ อิเล็กโทรไลต์ โปรตีนในซีรัม และ
ฮอร์โมนสเตียรอยด์ท่ีมีความเข้มข้นสูงซึ่งหล่ังออกมาจากเซลล์แกรนูโลซาท่ีอยู่รอบๆ เซลล์ไข่ จึงทำให้
น้ำจากถุงไข่ขนาดใหญ่นั้นใสกว่าน้ำจากถุงไข่ขนาดเล็ก ดังภาพท่ี 8 
 

 
 
ภาพท่ี 8 แสดงลักษณะสีของของเหลวที่เจาะดูดจากถุงไข่ขนาดต่างๆ 

 (ก) ถุงไข่ขนาดเล็กท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร (ข) ถุงไข่ขนาดกลางท่ีมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร (ค) ถุงไข่ขนาดกลางท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร               
(ง) ถุงไข่ขนาดใหญ่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 
 

ผลการศึกษาเนื้อเยื่อของรังไข่ 

 การศึกษาลักษณะเนื้อเย่ือของรังไข่สุกรด้วยพาราฟินเทคนิคพบว่าโครงสร้างของรังไข่สุกร
แบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วนนอกเรียกว่า คอร์เท็กซ์ (cortex) และช้ันในเรียกว่า เมดัลลา (medulla) ซึ่ง
คอร์เท็กซ์ประกอบด้วยเซลล์ไข่และช้ันของเนื้อเย่ือต่างๆ ประกอบด้วยถุงไข่ท่ีเจริญพัฒนา ดังนี้ ถุงไข่
ระยะ เริ่ ม ต้ น  (primordial follicle)  ถุ ง ไข่ ระยะแรก  (primary follicle) ถุ ง ไข่ ระยะ ท่ี สอ ง 
(secondary follicle) ถุงไข่ระยะกราเฟียน (graafian follicle) ถุงไข่ระยะคอร์ปัสลูเทียม (corpus 
luteum) และถุงไข่ระยะคอร์ปัสอัลบิแคน (corpus albican) โดยถุงไข่จะฝังตัวแทรกอยู่ในเนื้อเย่ือ 
corpora lutea และช้ันเมดัลลาซึ่งเป็นช้ันท่ีมีเส้นประสาทเส้นเลือดและท่อน้ำเหลืองมาหล่อเล้ียง 
โครงสร้างของถุงไข่ซึ่งเป็นท่ีอยู่ของเซลล์ไข่ภายในรังไข่ พบว่า ถุงไข่มีการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้าง
ตามระยะการเจริญ การศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อของรังไข่ด้วยพาราฟินเทคนิคภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงรายละเอียด ดังภาพท่ี 9-14 

(ก)      (ข)   (ค)       (ง) 
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1. ถุงไข่ระยะเริ่มต้น (primordial follicle) ของรังไข่ระยะฟอลลิคูล่า ประกอบด้วยเซลล์ไข่
ระยะเริ่มต้น ท่ีล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซา ลักษณะเซลล์แบบแบนบางเพียงช้ันเดียว (single layer 
of flattened follicular cells) โดยมีเนื้อเยื่อบุผิวในระบบสืบพันธุ์ (germinal epithelium) และ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันทูนิก้า อัลบูจิเนีย (tunica albuginea) ดังภาพท่ี 9 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะเริ่มต้น 

แสดงลักษณะทางเนื้อเย่ือวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะเริ่มต้น (primordial follicle: 
PE) ท่ีกำลังขยาย 40X จากภาพพบเซลล์แกรนูโลซา ลักษณะเซลล์แบบแบนบางเพียงช้ันเดียว 
เนื้อเยื่อบุผิวในระบบสืบพันธุ์และเนื้อเยื่อเกี่ยวพันทูนิก้า อัลบูจิเนีย (เซลล์แกรนูโลซา (granulosa 
cell: GC), เนื้อเยื่อบุผิวในระบบสืบพันธุ์  (germinal epithelium: GEp), เนื้อเยื่อเกี่ยวพันทูนิก้า 
อัลบูจิเนีย (tunica albuginea: TA) 
 
 2. ถุงไข่ระยะแรก (primary follicle) จากรังไข่ระยะฟอลลิคูล่า โดยถุงไข่ระยะแรกจะพบ
มากท่ีสุดในรังไข่โดยเจริญพัฒนามาจากถุงไข่ระยะเริ่มต้น ประกอบด้วยเซลล์ไข่ระยะแรก (primary 
oocyte) มีขนาดใหญ่ขึ้นล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซา รูปทรงลูกบาศก์ (cuboidal) หรือเซลล์รูป

GEp 

TA 

PF 

GC 
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ทรงกระบอก (columnar) แต่จะมีถุงไข่ระยะแรกเพียงบางส่วนเท่านั้นท่ีสามารถพัฒนาจนกระท่ังเกิด
การตกไข่ได้ ส่วนถุงไข่ท่ีฝ่อตัวหรือพัฒนาแล้วแต่ไม่สามารถอยู่รอดจนเกิดการตกไข่ได้ เรียกว่า ถุงไข่
เส่ือม (atresia follicle) หมายเหตุ:  ลูกศรช้ีแสดงฟอลลิเคิลระยะแรก ดังภาพท่ี 10 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 10 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะแรก 

แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะแรก (primary follicle)                
ท่ีกำลังขยาย 40X  มีเซลล์ไข่ระยะแรก (primary oocyte) ล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซา รูปทรง
ลูกบาศก์ (cuboidal) หรือเซลล์รูปทรงกระบอก (columnar) (เซลล์ไข่ระยะแรก (primary oocyte 
หรือ oocyte: O)  เซลล์แกรนูโลซา (granulosa cell: GC) 
 

 3. ถุงไข่ระยะท่ีสอง (secondary follicle) จากรังไข่ระยะฟอลลิคูล่า ถุงไข่ระยะนี้เกิดจาก
การพัฒนาจากถุงไข่ระยะแรกท่ีล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซา ซึ่งจะแบ่งตัวเป็นหลายช้ันล้อมรอบ
เซลล์ไข่ โดยเซลล์แกรนูโลซา จะมีสารจำพวกไกลโคโปรตีนมาหุ้มเซลล์ไข่ เรียกว่า โซนา เพลลูซิดา 
ล้อมรอบเป็นช้ันห่อหุ้มเซลล์ไข่ และมีเซลล์ทีกา (thaca cell) ซึ่งเป็นเซลล์รูปกระสวยล้อมรอบเซลล์
แกรนูโลซา แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ theca internal และ theca external ซึ่งจะกระตุ้นและ          

Primary 
Follicle 

O 
GC 

GC 
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หล่ังสเตียรอยด์ เช่น แอนโดรเจน และเอสโตรเจน และสารอื่นๆ เพื่อใช้ในการพัฒนาของถุงไข่ และ
เซลล์ไข่และถุงไข่เจริญเติบโตขึ้นเริ่มมีการขยายของถุงน้ำเกิดเป็นช่องว่าง เรียกว่า แอนทรัม ภายในจะ
มีน้ำในถุงไข่ ซึ่งประกอบด้วยสาร ฮอร์โมนและเอนไซม์ท่ีเกี่ยวกับการเจริญของเซลล์ไข่ ดังภาพท่ี 11 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 11 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะท่ีสอง  

แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะท่ีสอง (secondary follicle)          
ท่ีกำลังขยาย 40X ภายในมีเซลล์ไข่ระยะท่ีสอง (secondary oocyte) ท่ีอยู่ในถุงไข่ระยะท่ีสอง 
(secondary follicle) ล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซาหลายช้ันล้อมรอบเซลล์ไข่  มีสารจำพวก           
ไกลโคโปรตีนมาหุ้มเซลล์ไข่ เรียกว่า โซนา เพลลูซิดา และเซลล์ทีกา พบถุงน้ำเป็นช่องว่าง เรียกว่า  
แอนทรัม (เซลล์ไข่ (oocyte: O) เซลล์แกรนูโลซา (granulosa cell: GC) โซนา เพลลูซิดา (zona 
pellucida: ZP) เซลล์ทีกา (thaca cells: TC) แอนทรัม (antrum: A) 
 
 4. ถุงไข่ระยะกราเฟียน (graafian follicle) จากรังไข่ระยะฟอลลิคูล่าเป็นถุงไข่ระยะท่ีเจริญ
สมบูรณ์เต็มท่ีใกล้จะตกไข่ มีการเพิ่มของเซลล์แกรลูโนซาและมีเซลล์ทีกา ล้อมรอบเซลล์แกรนูโลซา
หลายช้ัน โดยจะมีสารจำพวกไกลโคโปรตีนมาหุ้มเซลล์ไข่ เรียกว่า โซนา เพลลูซิดา ซึ่งพบว่ามีการ

O 

GC ZP 

A 

Secondary 
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GC 

TC 
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ขยายของถุงน้ำเพิ่มมากขึ้น คือ แอนทรัม มีขนาดใหญ่กว่า มีการสะสมของน้ำในถุงไข่ ประกอบด้วย
โปรตีน ฮอร์โมนชนิดเปปไทด์ และเอนไซม์ต่างๆ ซึ่งเซลล์ไข่เจริญจนพร้อมท่ีจะตกออกมา ถุงไข่ โดย
เซลล์ไข่ในถุงไข่ระยะกราเฟียนจะแบ่งตัวแบบไมโอซิสถึงระยะเมทาเฟส 2 โดยจะไม่เจริญต่อ จนกว่า
จะได้รับการผสมกับเช้ืออสุจิ ดังภาพท่ี 12 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 12 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะกราเฟียน 

แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของรังไข่สุกรส่วนถุงไข่ระยะกราเฟียน  ท่ีกำลังขยาย 40X 
เซลล์ไข่ระยะนี้มีการเพิ่มของเซลล์แกรลูโนซาและเซลล์ทีกาหลายช้ัน มีสารจำพวกไกลโคโปรตีนมาหุ้ม
เซลล์ไข่ เรียกว่า โซนา เพลลูซิดา พบว่ามีการขยายของช่องว่างภายในถุงไข่เพิ่มมากขึ้น คือ ช่องว่าง
ภายในถุงไข่หรือแอนทรัม (เซลล์ไข่ (oocyte: O), เซลล์แกรนูโลซา (granulosa cell: GC), เซลล์ทีกา 
(thaca cells: TC), โซนา เพลลูซิดา (zona pellucida: ZP), แอนทรัม (antrum: A) 

 

O A 
ZP GC 

Graafian 
Follicles 

GC 

TC 
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 5. ถุงไข่ระยะคอร์ปัสลูเทียม จากรังไข่ ซึ่งเป็นเนื้อเย่ือท่ีเจริญเปล่ียนแปลงมาจากถุงไข่ระยะ 
กราเฟียนหลังตกไข่ ผนังของฟอลลิเคิลจะยุบตัวลง เรียกว่า คอร์ปัส ลูเทียม และขยายตัวขึ้นมาอีก
ภายหลัง เนื่องจากมีเลือดและน้ำเหลืองมาเล้ียงมากจึงมีสีแดง รังไข่บริเวณนั้นจะมีเลือดออก
กลายเป็นก้อนสีแดง เรียกว่า คอปัส ฮีโมราจิกัม (corpus hemorrhagicum) และเซลล์แกรนูโลซาจะ
มีขนาดใหญ่ขึ้น ก้อนเลือดจะถูกแทนท่ีด้วยไขมันสีเหลืองจะเป็นเซลล์ลูเตียล (luteal cell) ซึ่งจะมี
การหล่ังสารสีเหลืองออกมาจากเซลล์นี้ เรียกกระบวนการนี้ว่า Luteinization ดังภาพท่ี 13 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 13 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของถุงไข่ระยะคอร์ปัสลูเทียม  

จากรังไข่สุกรท่ีกำลังขยาย 40X ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อท่ีเจริญเปล่ียนแปลงมาจากถุงไข่ระยะ 
กราเฟียนหลังตกไข่ ซึ่งผนังของฟอลลิเคิลจะยุบตัวลง เรียกว่า คอร์ปัส ลูเทียม และขยายตัวขึ้นมาอีก
ภายหลัง 
 

 6. ถุงไข่ระยะคอร์ปัส อัลบิแคน เกิดเมื่อเซลล์ไข่ไม่ได้รับการผสม คอร์ปัสลูเทียมจะเจริญ
ต่อไปเปล่ียนเป็นคอร์ปัสอัลบิแคน (corpus albican) เป็นเนื้อเยื่อท่ีกำลังสลายตัว เซลล์จะตายมี
เนื้อเยื่อสีขาว เรียกว่า คอร์ปัส อัลบิแคน ท่ีไม่ได้สร้างฮอร์โมนโปรเจสเทอโรน เย่ือบุมดลูกจึงสลายเกิด
เป็นเลือดประจำเดือน ดังภาพท่ี 14 
 

Corpus 
luteum 
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ภาพท่ี 14 แสดงลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาของถุงไข่ระยะคอร์ปัสอัลบิแคน  

จากรังไข่สุกรท่ีกำลังขยาย 40X 
 

ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาที่เพาะเลี้ยงในหอ้งปฏิบัติการ 

 ผลการศึกษาลักษณะเซลล์ไข่สุกรด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงจำแนกเซลล์ไข่ได้ท้ังหมด 5 
แบบ ดังนี้ 
 แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน (partial cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes)  
 แบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสภาพ (degenerated oocytes) 
 เซลล์ไข่จากถุงไข่ขนาดเล็กท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่างๆ จะมีรูปร่างกลมและล้อมรอบ
ด้วย โซนา เพลลูซิดาท่ีมีช้ันของเซลล์คูมูลัส เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงพบว่าสามารถ
แบ่งออกเป็น 5 แบบ ตามจำนวนของช้ันเซลล์คูมูลัสท่ีอยู่โดยรอบเซลล์ไข่ โดยแบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมี
เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่นจะมีช้ันของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ 5 ช้ัน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

Corpus  
albican 
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เฉล่ีย 149.47±3.72 ไมโครเมตร แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน จะมีช้ัน
ของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ 2-3 ช้ัน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 108.20±14.60 ไมโครเมตร                
โดยแสดงภาพของเซลล์ไข่เปรียบเทียบเซลล์ไข่ท่ีได้จากถุงไข่ขนาดเล็ก ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ของ
เซลล์ไข่แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) และเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus 
cells layer oocytes) พบว่าจำนวนช้ันของเซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่จากถุงไข่ขนาดเล็กน้อย
กว่าถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่ ตามลำดับ ดังภาพท่ี 15-16 และภาพของเซลล์ไข่แบบท่ี 3 เซลล์
ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วนจะมีช้ันของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบเพียงบางส่วน มีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 72.71±2.87 ไมโครเมตร แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่จะไม่มีช้ัน
ของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 77.50±4.23 ไมโครเมตรและแบบท่ี 5 เซลล์
ไข่ท่ีเส่ือมสภาพ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 59.49±1.64 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 15 
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ภาพท่ี 15 ภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมลอบเซลล์ไข่แบบติดแน่นจากถุงไข่ขนาดเล็ก 
ขนาดกลางและขนาดใหญ่  

(ก) แสดงภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่นจากถุงไข่ขนาด
เล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร) (ข) แสดงภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบ
เซลล์ไข่ ท่ีมี เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่นจากถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 
มิลลิเมตร) (ค) แสดงภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่
แบบติดแน่นจากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร) 
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ภาพท่ี 16 ภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันจากถุงไข่ขนาดเล็ก 
ขนาดกลางและขนาดใหญ่  

(ก) แสดงภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันจากถุงไข่
ขนาดเล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร) (ข) แสดงภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์
ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันจากถุงไข่ขนาดกลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร)  (ค) แสดง
ภาพเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันจากถุงไข่ขนาดใหญ่ (เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร) 



  63 

 

 
ภาพท่ี 17 ภาพแสดงเซลล์ไข่ท่ีจำแนกตามเซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอม (ก) แบบท่ี 3  (ข) แบบท่ี 4  (ค) 
แบบท่ี 5 

 ภาพแสดงเซลล์ไข่ท่ีจำแนกตามเซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอบ (ก) แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์
ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน (ข) แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (ค) แบบท่ี 5 เซลล์
ไข่ท่ีเส่ือมสภาพ การศึกษาถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่างๆ ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
พบว่าสามารถแบ่งออกเป็น 5 แบบ ตามจำนวนของช้ันเซลล์คูมูลัสท่ีอยู่โดยรอบเซลล์ไข่ พบจำนวน
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เซลล์ไข่และเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ไข่แบบท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 ดังตารางท่ี 7 เซลล์ไข่ส่วนใหญ่จะเป็น
แบบท่ี 1 และ 2 โดยเรียงตามถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร พบร้อยละ 53.84, 55.92, 56.94 และ 56.52 ตามลำดับ  

 
ตารางท่ี 7 จำนวนและเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ไข่จากรังไข่ 64 รังไข่ ท่ีมีถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง   
1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร  

 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 

ขนาดถุงไข่ 

(มิลลิเมตร) 

จำนวน

เซลล์ไข่ท่ี

เจาะได้ 

จำนวนชนิดเซลล์ไข่ท่ีพบ 

แบบท่ี 1 แบบท่ี 2 แบบท่ี 3 แบบท่ี 4 แบบท่ี 5 

1-2  1,208 162 

(13.41%) 

484 

(40.07%) 

207 

(17.14%) 

275 

(22.76%) 

80 

(6.62%) 

3-4  372 71 

(19.09%) 

137 

(36.83%) 

73 

(19.62%) 

68 

(18.28%) 

23 

(6.18%) 

5-6  72 24 

(33.33%) 

17 

(23.61%) 

11 

(15.28%) 

13 

(18.06%) 

7 

(9.72%) 

7-8 23 6 

(26.09%) 

7 

(30.43%) 

6 

(26.09%) 

1 

(4.35%) 

3 

(13.04%) 
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 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน (partial cumulus cells 
layer oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
 แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
   
 จากข้อมูลจำนวนและเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ไข่ท่ีพบในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2  
3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร นำมาวิเคราะห์เป็นกราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนและเปอร์เซ็นต์
เซลล์ไข่แต่ละชนิดท่ีพบในถุงไข่ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางต่างๆ ดังภาพท่ี 18-21 

 
 
ภาพท่ี 18 กราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนและเปอร์เซ็นต์เซลล์ไข่แต่ละชนิดท่ีพบในถุงไข่ขนาด
เล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร) ท่ีเจาะเก็บได้จากเซลล์ไข่ 1,208 เซลล์ 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน(partial cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
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 แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
  

จากภาพท่ี 18 พบว่าถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร มีจำนวนเซลล์ไข่แบบท่ี 
1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันมากท่ีสุด คือ จำนวน 484 เซลล์ไข่ เท่ากับ 40.07
เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่  จำนวน 275 เซลล์ไข่ เท่ากับ 
22.76 เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน จำนวน 207เซลล์ไข่ 
เท่ากับ 17.14 เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น จำนวน 162 
เท่ากับ 13.41 เปอร์เซ็นต์ และแบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย จำนวน 80 เซลล์ไข่ เท่ากับ 6.62 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

 

ภาพท่ี 19 กราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนและเปอร์เซ็นต์เซลล์ไข่แต่ละชนิดท่ีพบในถุงไข่ขนาด
กลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร) ท่ีเจาะเก็บได้จากเซลล์ไข่ 372 เซลล์ 
 
 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน(partial cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
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แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
 

จากภาพท่ี 19 พบว่าถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร มีจำนวนเซลล์ไข่แบบท่ี 
2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันมากท่ีสุด คือ จำนวน 137 เซลล์ไข่ เท่ากับ 36.83 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน คือ จำนวน 73 
เซลล์ไข่ เท่ากับ 19.62 เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น จำนวน 
71 เซลล์ไข่ เท่ากับ 19.09 เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ จำนวน 68 
เท่ากับ 18.28 เปอร์เซ็นต์ และแบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย 23 เซลล์ไข่ เท่ากับ 6.18 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ  

 
 
ภาพท่ี 20 กราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนและเปอร์เซ็นต์เซลล์ไข่แต่ละชนิดท่ีพบในถุงไข่ขนาด
กลาง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร) ท่ีเจาะเก็บได้จากเซลล์ไข่ 72 เซลล์ 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน(partial cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
 แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
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 จากภาพท่ี 20 พบว่าถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร มีจำนวนแบบท่ี 1 
เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่นมากท่ีสุด คือ 24 เซลล์ไข่ เท่ากับ 33.33 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมา คือแบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน จำนวน 17 เซลล์ไข่เท่ากับ 
23.61 เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ จำนวน 13 เซลล์ไข่ เท่ากับ 18.06 
เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วนจำนวน  11 เซลล์ไข่ เท่ากับ 
15.28 เปอร์เซ็นต์ และแบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลายจำนวน  7 เซลล์ไข่และ 9.72 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่าเซลล์ไข่ท้ัง 5 ชนิด ไม่แตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับนัยสำคัญ 
0.05 

 

ภาพท่ี 21 กราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนและเปอร์เซ็นต์เซลล์ไข่แต่ละชนิดท่ีพบในถุงไข่ขนาด
ใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร) ท่ีเจาะเก็บได้จากเซลล์ไข่ 23 เซลล์ 
 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน (partial cumulus cells 
layer oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
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 แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
  
 จากภาพท่ี 21 พบว่าถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร มีแบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมี
เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ันมากท่ีสุด คือ จำนวน 7 เซลล์ไข่ เท่ากับ 30.43 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมา คือ แบบท่ี 1 เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น จำนวน 6 เซลล์ไข่ เท่ากับ 26.09 
เปอร์เซ็นต์ แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน จำนวน 6 เซลล์ไข่ เท่ากับ 
26.09 เปอร์เซ็นต์แบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลายจำนวน 3 เซลล์ไข่ เท่ากับ13.04 เปอร์เซ็นต์ และ
แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ จำนวน 1 เซลล์ไข่ เท่ากับ 4.35 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่าเซลล์ไข่ท้ัง 5 แบบ ไม่แตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 
 

 

ภาพท่ี 22 กราฟแสดงการเปรียบเทียบจำนวนของเซลล์ไข่ท่ีพบในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร 
 
หมายเหตุ  
 แบบท่ี 1 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer 
oocytes) 
 แบบท่ี 2 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบหลายช้ัน (multi cumulus cells layer 
oocytes) 
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 แบบท่ี 3 คือ เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วน (partial cumulus cells 
layer oocytes) 
 แบบท่ี 4 คือ เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (completely denuded oocytes) 
 แบบท่ี 5 คือ เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสลาย (degenerated oocytes) 
 
 จากภาพท่ี 22 พบว่าถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ 7-8 มิลลิเมตร         
พบเซลล์ไข่แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบแบบหลายช้ันมากท่ีสุด ในขณะท่ีถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร พบแบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบแบบติดแน่นมากท่ีสุด นอกจากนี้
พบว่าจำนวนเซลล์ไข่ท่ีพบในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร มีจำนวนมากกว่าถุงไข่
ขนาดอื่นๆ รองลงมาเป็นถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร ตามลำดับ  
  

ผลการเพาะเลี้ยงเซลล์และการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่ 
ตัวอย่างเซลล์ไข่จากรังไข่สุกรท่ีเก็บด้วยเทคนิคแบบปลอดเช้ือ ท่ีเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ในอาหาร  

M199 with Earle’s salts (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) ท่ีเสริมด้วย 10% heat-
treated fetal bovine serum (HTFBS), 2.2 mg/mL NaHCO3 1 M HEPES (Sigma Chemical 
Co., St. Louis MO, USA) 0.25 mM pyruvate 15 µg/mL ท่ี เส ริ ม ฮอร์ โมน  porcine FSH 1 
µg/mL LH 1 µg/mL estradiol และ 50 µg/mL gentamycin sulfate ในสภาวะความช้ืนสูงท่ี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์ไข่ในระยะเริ่มต้น 
0 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์ไข่สุกรมีรูปร่างกลมล้อมด้วย  โซนา เพลลูซิดา พบเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่หรือ
เซลล์คูมูลัส เซลล์ล้อมรอบติดแน่นมาก พบเซลล์ล้อมรอบประมาณ 5-7 ช้ัน มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉล่ีย 187.5±43.67 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 23  
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ภาพท่ี 23 เซลล์ไข่สุกรท่ีเพาะเล้ียงเริ่มต้น 0 ช่ัวโมง  

เพาะเล้ียงในอาหาร M199 ท่ีมี  Earle’s salts (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, 
USA) ท่ี เสริมด้วย 10% HTFBS, 2.2 mg/mL NaHCO3 1 M HEPES (Sigma Chemical Co., St. 
Louis MO, USA), 0.25 mM pyruvate 15 µg/mL ท่ีเสริมฮอร์โมน porcine FSH 1 µg/mL LH,            
1 µg/mL estradiol และ 50 µg/mL gentamycin sulfate ในสภาวะความช้ืน สูง ท่ีคาร์บอน -              
ไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  (ก) ภาพเซลล์ไข่สุกรท่ีกำลังขยาย 100 เท่า 
พบเซลล์ไข่สุกรรูปร่างกลมและมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ (หรือเซลล์คูมูลัส) 5-7 ช้ัน แบบติดแน่นมาก 
(ข) เซลล์ไข่สุกรท่ีกำลังขยาย 400 เท่า พบเซลล์ไข่สุกรรูปร่างกลมล้อมรอบด้วยโซนาเพลลูซิดา 
 

(ก) 

(ข) 
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หลังจากเพาะเล้ียงเซลล์ไข่สุกรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบลักษณะของเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ท่ีมี
รูปร่างกลม จะขยายตัวแผ่ออกจากช้ันโซนา เพลลูซิดา จากนั้นวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ไข่
ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบแผ่ขยายออกเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับการเริ่มต้นในเวลาเพาะเล้ียงเริ่มต้นท่ี 0 ช่ัวโมง 
พบว่ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 120.66±17.09 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 24 ต่อมาเมื่อเพาะเล้ียง
เซลล์ไข่นาน 48 ช่ัวโมง พบลักษณะของเซลล์คูมูลัส ขยายตัวยืดยาวแยกออกจากเซลล์ไข่และช้ัน           
โซนา เพลลูซิดา เมื่อเทียบกับเซลล์เริ่มต้นท่ีเพาะเล้ียงเวลา 0 ช่ัวโมง พบว่ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
เฉล่ีย 143.33±20.81 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 24 เซลล์ไข่สุกรท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 ในอาหาร M199 ท่ีมี Earle’s salts (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) ท่ีเสริม
ด้ ว ย  10% HTFBS, 2.2mg/mL NaHCO3 1 M HEPES (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, 
USA), 0.25 mM pyruvate 15 µg/mL ท่ี เ ส ริ ม ฮ อ ร์ โ ม น  porcine FSH 1 µg/mL LH,                                 
1 µg/mL estradiol และ 50 µg/mL gentamycin sulfate ในสภาวะความช้ืน สูง ท่ีคาร์บอน -           
ไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ก) แสดงเซลล์ไข่สุกรเพาะเล้ียงเซลล์ไข่สุกร
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีกำลังขยาย 100 เท่า พบเซลล์ไข่สุกรรูปร่างกลมล้อมรอบด้วยโซนา เพลลูซิดา 

(ก) 

(ข) 
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และมีเซลล์คูมูลัสเริ่มยืดตัวออก (ข) เซลล์ไข่สุกรท่ีเพาะเล้ียงเซลล์ไข่สุกรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์คูมูลัสเริ่มยืดตัวออกและเกาะติดพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียง 50 เปอร์เซ็นต์ ยัง
พบเซลล์รูปร่างกลมเล็กน้อย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 25 เซลล์ไข่สุกรท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในอาหาร M199 ท่ีมี Earle’s salts (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) ท่ีเสริม
ด้วย  10% HTFBS, 2.2 mg/mL NaHCO3 1 M HEPES (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, 
USA) 0.25 mM pyruvate 15 µg/mL ท่ี เ ส ริ ม ฮ อ ร์ โ ม น  porcine FSH 1 µg/mL LH 1 
µg/mL estradiol แ ล ะ  50 µg/mL gentamycin sulfate ใ น ส ภ า ว ะ ค ว า ม ช้ื น สู ง ท่ี

(ก) 

(ข) 
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คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ก) เซลล์ไข่สุกรท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง ท่ีกำลังขยาย 100 เท่า พบเซลล์ไข่สุกรรูปร่างกลมล้อมรอบด้วยโซนา เพลลูซิดาและมีเซลล์
คูมูลัสท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่ 5-7 ช้ัน เริ่มยืดยาวออกเพิ่มขึ้นเป็นรูปหยดน้ำตา (ข) เซลล์ไข่สุกรท่ี
เพาะเล้ียงเป็นเวลานาน 48 ช่ัวโมง กำลังขยาย 400 เท่า เซลล์คูมูลัสยืดขยายออกจากเซลล์ไข่และ
เกาะติดพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียง 60-70 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าเซลล์ไข่มีการเจริญพัฒนาจากการ
ยืดขยายของเซลล์คูมูลัส 
 

ผลการเพาะเลี้ยงเซลล์แกรนูโลซาและการเก็บสารที่เซลล์หลั่งสู่อาหารเพาะเลี้ยง  
การศึกษาสัณฐานวิทยาเซลล์แกรนูโลซาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์

แกรนู โลซาสุกรในอาหาร เพาะเล้ียง M199 เสริม ด้วย 10%  HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3,        
0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate เวลา 0, 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 
ช่ัวโมง ตามลำดับ โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์              
5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง เวลาเริ่มต้น 0 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์มีลักษณะรูปร่างกลม ไม่มีซิเลีย ดังภาพ
ท่ี 26 นอกจากนั้นพบเซลล์ลอยอยู่ในอาหารเพาะเล้ียง เซลล์ไม่ยึดเกาะพื้นผิวภาชนะท่ีเพาะเล้ียง พบ
ได้ท้ังเซลล์เด่ียวๆ (singer cell) และพบเซลล์ท่ีเกาะกลุ่มรวมกัน (cluster cells) เซลล์แกรนูโลซามี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 6.4±19.41 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 27 (ก) หลังจากเพาะเล้ียงเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบลักษณะของเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่ท่ีมีรูปร่างกลม จะขยายตัวแผ่
ออกจากช้ันโซนา เพลลูซิดา เริ่มยึดเกาะพื้นผิว 50 เปอร์เซ็นต์ โดยพบลักษณะเซลล์มีการแผ่ตัวขยาย
ยืดยาวรูปกระสวย (fusiform shape) จากนั้นนำมาวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์
ล้อมรอบแผ่ขยายออกเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับการเริ่มต้นในเวลาเพาะเล้ียง 0 ช่ัวโมง พบว่ามีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉล่ีย 37.0±13.03 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 26 (ข)  
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ภาพท่ี 26 เซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเริ่มเพาะเล้ียง 0 ช่ัวโมง 
ใน อ าห าร  M199 เส ริ ม ด้ ว ย  10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 มิ ล ลิ เม ต ร 

pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate บ่ ม ใน ตู้บ่ มความ ช้ืน ท่ีคาร์บ อน ไดออก ไซ ด์  5 
เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะความช้ืนสูง  พบเซลล์รูปร่างกลม ไม่มีซิเลีย 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 27 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาในการเพาะเล้ียงท่ี 0 ช่ัวโมง 
และ 24 ช่ัวโมง 

(ก) แสดงเซลล์แกรนูโลซาเมื่อเริ่มเพาะเล้ียง 0 ช่ัวโมง ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS, 1 5  µg/mL NaHCO3 , 0 .2 5  mM pyruvate, 5 0  µg/mL gentamycin sulfate โด ย
เพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ใน

(ข) (ก) 



  76 

ความช้ืนสูง พบว่าเซลล์มีลักษณะรูปร่างกลม ลอยอยู่ในอาหารเพาะเล้ียงยังไม่ยึดเกาะพื้นผิวภาชนะท่ี
เพาะเล้ียง (ข) แสดงเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง พบลักษณะเซลล์มีการแผ่ขยายยืด
ยาว รูปกระสวย (fusiform shape) พบว่าเซลล์แกรนูโลซาเริ่มยึดเกาะพื้นผิว 50 เปอร์เซ็นต์ มีเส้น
ผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 37.0±13.03 ไมโครเมตร และเซลล์ยังมีรูปร่างเป็นทรงกลมยึดเกาะกับพื้นผิว
ภาชนะเพาะเล้ียงอยู่  
 

เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS, 1 5  µg/mL NaHCO3 , 0 .2 5  mM pyruvate, 5 0  µg/mL gentamycin sulfate โด ย
เพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ใน
ความช้ืนสูง พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียงประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ 
โดยพบลักษณะเซลล์มีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้นมีขนาดความยาว เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 
52.85±9.68 ไมโครเมตร และบางเซลล์ยังมีรูปร่างเป็นทรงกลมยึดเกาะกระจายท่ัวพื้นผิวภาชนะ
เพาะเล้ียง ดังภาพท่ี 28 เมื่อเพาะเล้ียงนาน 72 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิว
ภาชนะเพาะเล้ียงประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ โดยพบลักษณะเซลล์มีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้น มีขนาด
ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 79.9±6.58 ไมโครเมตร และบางเซลล์ยังมีรูปร่างเป็นทรงกลมยึด
เกาะกระจายท่ัวพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียงพบเซลล์กลมน้อยลง  ดังภาพท่ี 28 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 28 ภาพเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 48 ช่ัวโมง  

ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 
µg/mL gentamycin sulfate  โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง (ก) แสดงเซลล์แกรนูโลซาท่ีกำลังขยาย 100 เท่า 

(ก) (ข) 
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และ (ข) แสดงเซลล์แกรนูโลซา ท่ีกำลังขยาย 50 เท่า พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิว
ขวดเพาะเล้ียงประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ โดยพบลักษณะเซลล์มีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้น และบาง
เซลล์ยังมีรูปร่างเป็นทรงกลมยึดเกาะกระจายท่ัวพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียง มีความยาวเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉล่ีย 52.85±9.68 ไมโครเมตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 29 ภาพเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 72 ช่ัวโมง  
ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 

µg/mL gentamycin sulfate โดยเพาะเล้ียงใน ตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวขวด
เพาะเล้ียงประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ โดยพบลักษณะเซลล์มีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้นโดยส่วนท่ียืด
ยาวออกมาลักษณะหัวแหลมท้ายแหลม พบเซลล์กลมน้อยลง มีขนาดความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง
เฉล่ีย 79.9±6.58 ไมโครเมตร 
 

เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาในเวลา 96 ช่ัวโมง ในอาหารเล้ียงเซลล์ M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS, 1 5  µg/mL NaHCO3 , 0 .2 5  mM pyruvate, 5 0  µg/mL gentamycin sulfate โด ย
เพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์                 
ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์มีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวของภาชนะเล้ียงเซลล์ท้ังหมด การยืดยาวของเซลล์
เพิ่มมากขึ้นจนมีรูปร่างแบบไฟโบรบลาส (fibroblast) ท่ีมีลักษณะแหลมหัวท้ายขึ้น โดยเซลล์ยืดยาว
มากขึ้นถึง 90 เปอร์เซ็นต์ เซลล์มีการแผ่ขยายจนเกือบเต็มพื้นท่ี มีขนาดความยาว 129.87±23.51
ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 30 
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ภาพท่ี 30 ภาพเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 96 ช่ัวโมง  

ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3 , 0.25 mM pyruvate, 50 
µg/mL gentamycin sulfate โดยเพาะเล้ียงใน ตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวของ
ภาชนะเล้ียงเซลล์ท้ังหมด การยืดยาวของเซลล์เพิ่มมากขึ้นจนมีรูปร่างแบบไฟโบรบลาส ท่ีมีลักษณะ
หัวท้ายแหลม มีขนาดความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 153.91±21.99 ไมโครเมตร 

เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซานาน 120 ช่ัวโมง ในอาหารเล้ียงเซลล์ M199 เสริมด้วย 10% 
HTFBS, 1 5  µg/mL NaHCO3 ,0 .2 5  mM pyruvate, 5 0  µg/mL gentamycin sulfate โด ย
เพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์                      
ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์แกรนูโลซามีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้น  เซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ี
พื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียงกันอย่างหนาแน่นประมาณ 80-90 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 
153.91±21.99 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 31 
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ภาพท่ี 31 ภาพเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 120 ช่ัวโมง  
ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3 ,0.25 mM pyruvate, 50 

µg/mL gentamycin sulfate  โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์มีการแผ่ขยายยืดยาวเพิ่มขึ้นเซลล์             
แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวขวดเพาะเล้ียงกันอย่างหนาแน่นประมาณ 80-90 เปอร์เซ็นต์ มีความ
ยาวเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 153.91±21.99 ไมโครเมตร 
  

เมื่อเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซานาน 144 ช่ัวโมง ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS 
15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate  โดยเพาะเล้ียงในตู้
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่า
เซลล์แกรนูโลซาสุกรมีลักษณะยืดยาวมากขึ้นเป็นรูปกระสวย (fusiform  shape) เซลล์แกรนูโลซา
สุกรมีการยึดเกาะติดท่ีพื้นผิวจานเพาะเล้ียงกันอย่างหนาแน่นประมาณ 90-100 เปอร์เซ็นต์ ขนาดของ
เซลล์มีความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 165.45±13.25 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 32 
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ภาพท่ี 32 ภาพเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 144 ช่ัวโมง  

ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3 ,0.25 mM pyruvate, 50 
µg/mL gentamycin sulfate  โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าลักษณะเซลล์แกรนูโลซามีการแผ่ขยายยืดยาว
เพิ่มขึ้น เซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวขวดเพาะเล้ียงกันอย่างหนาแน่น 100 เปอร์เซ็นต์            
มีความยาว 165.45±13.25 ไมโครเมตร  

 
สัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซาสุกรที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

สัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่ 
ผลการศึกษาเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบแบบติดแน่นก่อนการเพาะเล้ียง ศึกษาด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าเซลล์คูมูลัสล้อมรอบซ้อนติดแน่นจำนวนมาก โดยเซลล์มี
ลักษณะกลมและเซลล์มีขนาด 5 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 33 และ ภาพท่ี 34  
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ภาพท่ี 33 ภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดของเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบแบบติดแน่น 
ก่อนการเพาะเล้ียง  
 

 
 

ภาพท่ี 34 ภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด แสดงภาพขยายเซลล์คูมูลัสท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่มี
ลักษณะค่อนข้างกลมซ้อนติดแน่น 
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เซลล์แกรนูโลซาสุกร 
         การเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาสุกรมาเพาะเล้ียง ในอาหาร M199 เสริมด้วย 10% HTFBS, 
15 µg/mL NaHCO3 , 0.25 mM pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate นาน  0, 24, 48, 
72, 96 120, 144 ช่ัวโมง ตามลำดับ โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริมด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียง 0 ช่ัวโมง          
มีขนาด 5 ไมโครเมตร ลักษณะรูปร่างกลม ไม่มีซิเลีย ดังภาพท่ี 35 เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีกำลังขยายสูงขึ้น แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาผิวของเซลล์แกรนูโลซา
สุกรและพบไมโครวิลไล (microvilli) มีขนาด 1-2 ไมโครเมตร ดังภาพท่ี 36 จากนั้นทำการเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เซลล์แกรนูโลซาสุกรมีรูปร่างยืดยาว เป็นรูปหยดน้ำตา (tear drop) ดังภาพท่ี 35 
 

 
 
ภาพท่ี 35 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงเซลล์แกรนูโลซาเพาะเล้ียงเริ่มต้น
ท่ี 0 ช่ัวโมง 

ในอาหารเพาะเล้ียง M199 เสริม ด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 mM 
pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate โดยเพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซค์ 5 เปอร์เซ็นต์ ในความช้ืนสูง พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาเซลล์
แกรนูโลซาสุกรเซลล์เด่ียว มีรูปร่างกลม ผิวเซลล์ไม่เรียบ ไม่มีซิเลียและไม่พบไมโครวิลไล  
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ภาพท่ี 36 (ก) และ (ข) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีกำลังขยายสูงขึ้น 

แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกร พบผิวเซลล์แกรนูโลซาสุกรมี
ลักษณะเป็นไมโครวิลไล  

 

 

 

ภาพท่ี 37 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงนาน 48 ช่ัวโมง 

ในอาหารสูตร M 199 ท่ีเสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 มิลลิเมตร 
pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate ในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริม 5 
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เปอร์เซ็นต์ แก็สคาร์บอนไดออกไซด์และมีความช้ืนสูง พบเซลล์แกรนูโลซาสุกรมีลักษณะรูปร่างยืดยาว
รูปหยดน้ำตา  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 72 ช่ัวโมง ในอาหารสูตร 
M199 เสริ ม ด้ วย  10% HTFBS, 15  µg/mL NaHCO3, 0.25 มิ ล ลิ เมตร  pyruvate 50 µg/mL 
gentamycin sulfate ในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริมด้วยคาร์บอนไดออกไซต์ 5 
เปอร์เซ็นต์ และความช้ืนสูง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าเซลล์มีลักษณะ
รูปร่างเรียวยาวหัวแหลมท้ายแหลมรูปกระสวย (fusiform shape) และเซลล์พบสานกันเป็นร่างแห 
ดังภาพท่ี 38 

 
 
ภาพท่ี 38 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เซลล์แกรนูโลซาท่ีเพาะเล้ียงนาน 72 ช่ัวโมง 

ในอาหารสูตร M 199 ท่ีเสริมด้วย 10% HTFBS,  15 µg/mL NaHCO3, 0.25 มิลลิเมตร 
pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate ในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริม
ด้วยคาร์บอนไดออกไซต์ 5 เปอร์เซ็นต์ และมีความช้ืนสูง พบเซลล์แกรนูโลซารูปร่างเรียวยาวหัวแหลม
ท้ายแหลมรูปกระสวย และเซลล์สานกันเป็นร่างแห 
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ผลการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์เซลล์แกรนูโลซาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 เซลล์แกรนูโลซาจำนวนมากท่ีศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านแสดง
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในช่วงเริ่มต้น 0 ช่ัวโมง ในอาหารสูตร M 199 ท่ีเสริมด้วย 
10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3 ,0.25 มิลลิเมตร pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate 
ในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริม 5 เปอร์เซ็นต์ แก็สคาร์บอนไดออกไซด์และมี
ความช้ืนสูง พบเซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างกลม มีนิวเคลียสภายใน ท่ีไซโตพลาสซึมพบไมโตครอนเดรีย
จำนวนมาก ด้านขอบไซโตพลาสซึมของเซลล์แกรนูโลซามีไมโครวิลไลจำนวนมากยื่นสัมผัสกับเซลล์
ข้างเคียงเพื่อส่งสารส่ือระหว่างเซลล์ ดังภาพท่ี 39 

    

 

ภาพท่ี 39 จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านแสดงเซลล์คูมูลัสท่ีเพาะเล้ียงในช่วงเริ่มต้น     
0 ช่ัวโมง  
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  86 

ในอาหารสูตร M 199 ท่ีเสริมด้วย 10% HTFBS, 15 µg/mL NaHCO3, 0.25 มิลลิเมตร 
pyruvate, 50 µg/mL gentamycin sulfate ในตู้เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเสริม                
5 เปอร์เซ็นต์  แก็สคาร์บอนไดออกไซด์และมีความช้ืนสูง พบเซลล์แกรนูโลซามีรูปร่างกลม มี
นิวเคลียส นิวเคลียส (Nucleus: N) ภายใน ท่ีไซโตพลาสซึมพบไมโตครอนเดรีย (Mitochondria: Mi) 
ด้านขอบไซโตพลาสซึมของเซลล์แกรนูโลซามีไมโครวิลไลจำนวนมากยื่นสัมผัสกับเซลล์ข้างเคียง 
 

ศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนของน้ำในถุงไข่สดและสารที่เซลล์แกรนูโลซาหลั่งสูอาหารเพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการ 

 ผลศึกษาการแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 (Hyaluronan synthase 2; Has2) 
ของน้ำในถุงไข่สุกร ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (RT-PCR) ดังภาพท่ี 40 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 40 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส (Hyaluronansynthase 2: 
Has2). 
 ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) 
 ช่องท่ี 2 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
GAPDH พบดีเอ็นเอขนาด 207 คู่เบส 
 ช่องท่ี 3 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
GAPDH พบดีเอ็นเอขนาด 207 คู่เบส 
 ช่องท่ี 4 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
GAPDH พบดีเอ็นเอขนาด 207 คู่เบส 

M       1-2     3-4      5-6     7-8    1-2     3-4    5-6     7-8  
      GADPH GADPH GADPH GADPH  Has2  Has2   Has2   Has2 
  

       

  1      2       3        4       5        6       7       8  9   



  87 

 ช่องท่ี 5 ของถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
GAPDH พบดีเอ็นเอขนาด 207 คู่เบส 
 ช่องท่ี 6 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
Has2 พบดีเอ็นเอขนาด 199 คู่เบส 
 ช่องท่ี 7 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
Has2 พบดีเอ็นเอขนาด 199 คู่เบส 
 ช่องท่ี 8 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
Has2 พบดีเอ็นเอขนาด 199 คู่เบส 
 ช่องท่ี 9 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร และไพรเมอร์ 
Has2 พบดีเอ็นเอขนาด 199 คู่เบส 
 
 จากภาพท่ี 40 การศึกษาการแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 (Hyaluronan 
synthase 2: Has2) ของน้ำในถุงไข่สุกรระยะฟอลลิคูล่าในถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง                 
1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (RT-PCR) 
พบว่ามีการแสดงออกของ ยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 (Has2) ท่ีขนาด 199 คู่เบสและ GAPDH ท่ี
ขนาด 207 คู่เบส 

  3.2 เทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 ผลการศึกษาการแสดงออกของน้ำในถุงไข่ด้วยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา
ไมด์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (SDS-PAGE) ในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 
5-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 
มิลลิเมตร พบว่ามีขนาดโปรตีน 65, 85, 115, 180 กิโลดาลตัน ดังภาพท่ี 41 
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ภาพท่ี 41 ผลการศึกษาการแสดงออกของน้ำในถุงไข่ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่า
ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 

โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีอยู่รังไข่เดียวกันท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 
มิลลิเมตร 
  ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder 
  ช่องท่ี 2 และ 3 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
  ช่องท่ี 4 และ 5 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
  ช่องท่ี 6 และ 7 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 3-4 มิลลิเมตร 
  ช่องท่ี 8 และ 9 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร โดย   
                     เจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกับซิสต์ 
  ช่องท่ี 10 และ 11 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร 
  ช่องท่ี 12 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder 
  หมายเหตุ: M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder FoCyst คือ ถุงไข ่ 
  ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
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 ผลการศึกษาการแสดงออกของน้ำในถุงไข่ด้วยเทคนิคโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลา-
ไมด์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (SDS-PAGE) ในระยะฟอลลิคูลาร์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง            
1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร และระยะลูเตียลของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4, 5-6 
มิลลิเมตร นอกจากนั้นยังศึกษาในระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2 และ 5-6 มิลลิเมตร ตามลำดับ พบว่าแถบโปรตีนท่ีปรากฏเป็นแถบขนาดใหญ่ไม่
สามารถแยกได้ชัดเจนมีขนาดโปรตีน 30, 35, 65, 100, 115, 180 กิโลดาลตัน ดังภาพท่ี 42 

 

ภาพท่ี 42 ผลการศึกษาการแสดงออกของน้ำในถุงไข่ ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร และระยะลูเตียลของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 1 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร  
   ช่องท่ี 2 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 3 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 4 ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 5 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder 
   ช่องท่ี 6 ของถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 7 ของถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
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   ช่องท่ี 8 ของถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 9 ถุงไข่ะยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกับ 
                       ซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร 
   ช่องท่ี 10 ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกับ 
                       ซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
 หมายเหตุ: M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder  Lu คือ ถุงไข่ 
                       ระยะลูเตียล LuCyst คือ ถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
 

ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
1-2 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร  

พบว่ามีแถบโปรตีนจางๆ น้ำหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ ท่ีมีขนาด                  
เส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร เข้มกว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 และ 5-6 มิลลิเมตร พบแถบ
โปรตีนเข้มน้ำหนักโมเลกุล 70 และ 79 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด ส่วนแถบโปรตีนน้ำหนัก
โมเลกุล  100, 120 และ 170 กิโลดาลตัน พบว่ามีความเข้มจากน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 มิลลิเมตร มากกว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 และ 5-6 มิลลิเมตร ในขณะท่ีพบแถบโปรตีน
จางๆ ท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล มากกว่า 180 กิ โลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด คือ ขนาดเส้น                    
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 มิลลิเมตร ดังภาพท่ี 43 
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ภาพท่ี 43 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้น                      
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร 
 ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder 

ช่องท่ี 2 และ 3 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร  
ช่องท่ี 4 5 และ 6 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร  

 ช่องท่ี 7 และ 8 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
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ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร  

ผลการศึกษาและวิเคราะห์พบว่ามีแถบโปรตีนท้ังหมด คือ แถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 
27 กิโลดาลตัน ในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร และ 3-4 มิลลิเมตร เข้มกว่าแถบ
โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และ 7-8 มิลลิเมตร 

พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร และ 3-4 มิลลิเมตร  

พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 40 และ 50 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร  

พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 58 และ 90 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 มิลลิเมตร และ 7-8 มิลลิเมตร ซึ่งแถบท่ีพบนั้นเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร  

พบแถบโปรตีนเข้ม น้ำหนักโมเลกุล 65 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด คือขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร 

พบแถบโปรตีนเข้ม น้ำหนักโมเลกุล 79 และ 150 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด  
พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 70 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ6-8 มิลลิเมตร ซึ่งแถบท่ีพบนั้นเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
5-6 มิลลิเมตร  

พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 115 และมากกว่า 220 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท่ีมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ 7-8 มิลลิเมตร ซึ่งแถบท่ีพบนั้นเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ท่ีมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร ดังภาพท่ี 44 
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ภาพท่ี 44 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร 

ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder 
ช่องท่ี 2 และ3 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร 
ช่องท่ี 4 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
ช่องท่ี 5 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
ช่องท่ี 6 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร 
 
 
 
 
 
 
 

 M      1-2       1-2    3-4        5-6    7-8    
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การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูลาร์ท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 

โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีอยู่รังไข่เดียวกับซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร พบว่ามีแถบโปรตีน คือ 

พบแถบโปรตีนจางๆ น้ำหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน พบแถบโปรตีนเข้ม น้ำหนักโมเลกุล 
65, 100, 160 และมากกว่า 180 กิโลดาลตัน จากการเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีอยู่รังไข่เดียวกับซิสต์ 
50 เปอร์เซ็นต์ จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร โดยพบแถบโปรตีนเข้ม
น้ำหนักโมเลกุล 120 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร สีเข้ม
มากกว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร ดังภาพท่ี 45 

 

 
 

ภาพท่ี 45 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์  
จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และ 5-6 มิลลิเมตร 
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 ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder 
 ช่องท่ี 2 และ 3 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ใน
รังไข่เดียวกับซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร  
 ช่องท่ี 4 และ 5 น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ใน
รังไข่เดียวซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ จากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
หมายเหตุ: M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark prestain protein ladder FoCyst คือ ถุงไข่
ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
 
การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียล 
 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลจากถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร พบว่ามีแถบโปรตีนจางๆ น้ำหนักโมเลกุล 27, 58, 90 และ 120            
กิโลดาลตัน น้ำหนักโมเลกุล 65 และ 79 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด พบแถบโปรตีน 65 เข้ม
ท่ีสุด 
 พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 70 และมากกว่า 220 กิโลดาลตัน และพบแถบโปรตีน
เข้มน้ำหนักโมเลกุล 150 และ 160 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 
มิลลิเมตร มีสีเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
 พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 115 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 มิลลิเมตร มีสีเข้มกว่าน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร ดังภาพท่ี 46 
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ภาพท่ี 46 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4, 5-6 มิลลิเมตร 
 ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder 
 ช่องท่ี 2 น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 
 ช่องท่ี 3 และ 4 น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร 
หมายเหตุ; M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder Lu คือ ถุงไข่ระยะลูเตียล 
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การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีท่ีมีซิสต์  50 เปอร์เซ็นต์               
โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีอยู่รังไข่เดียวกันของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 
มิลลิเมตร พบว่ามีแถบโปรตีนท้ังหมด คือ แถบโปรตีนจางน้ำหนักโมเลกุล 27, 70, 90, 120 และ
มากกว่า 220 กิโลดาลตัน  
 พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 30 และ 58 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท้ัง 2 ขนาด  
 พบแถบโปรตีนจาง น้ำหนักโมเลกุล 50 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 มิลลิเมตร 
 พบแถบโปรตีนเข้มท่ีสุด น้ำหนักโมเลกุล 65 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท้ัง 2 ขนาด 
 พบแถบโปรตีนเข้มมากน้ำหนักโมเลกุล 79, 150 และ 160 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท้ัง 2 
ขนาดและพบแถบโปรตีนเข้มน้ำหนักโมเลกุล 115 และมากกว่า 220 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ท้ัง 2 
ขนาด ดังภาพท่ี 47 
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ภาพท่ี 47 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกบัซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 
5-6 มิลลิเมตร 
 ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน BenchMark protein ladder 
 ช่องท่ี 2 น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่
เดียวกับซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร 

ช่องท่ี 3 และ 4 น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ใน
รังไข่เดียวกับซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร  
หมายเหตุ; M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder LuCyst คือ ถุงไข่ระยะลูเตียลมีท่ี
มีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
การศึกษาผลการศึกษาและวิเคราะห์น้ำในถุงไข่ท่ีแช่ในตู้ -80 องศาเซลเซียส 

ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะ 
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ถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวซิสต์กับของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร ตามลำดับ 
พบว่ามีแถบโปรตีนท้ังหมด คือ พบแถบโปรตีนจางๆ น้ำหนักโมเลกุล 27, 115, 120 และมากกว่า 
220 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร และถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมี
ซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกับซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
3-4 มิลลิเมตร นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนเข้มขึ้นจากน้ำในถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 
5-6 มิลลิเมตร  

พบแถบโปรตีนเข้มท่ีสุด น้ำหนักโมเลกุล 65 กิโลดาลตัน และแถบโปรตีนเข้มน้ำหนักโมเลกุล 
79, 125 และ 160 กิโลดาลตัน จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด ดังภาพท่ี 48 
 

 
 

ภาพท่ี 48 ผลการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1-2, 3-4 และ 5-6 มิลลิลิตร 

ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่เดียวกับซิสต์ของ
ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิลิตร 
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  ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder 
  ช่องท่ี 2 และ 3 น้ำในถุงไข่ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิลิตร 
  ช่องท่ี 4 และ 5 น้ำในถุงไข่ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิลิตร 
  ช่องท่ี 6 และ 7 น้ำในถุงไข่ในระยะฟอลลิคูล่าของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิลิตร 
  ช่องท่ี 8, 9 และ 10 ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะถุงไข่ปกติท่ีอยู่ในรังไข่ 
  เดียวกับซิสต์ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ: M คือ โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder Cyst คือ ถุงไข่ระยะลูเตียลมีท่ีมี
ซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
 จากการศึกษาแถบโปรตีนท้ังในระยะฟอลลิคูล่า ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
ระยะลูเตียลและระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ ของถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางขนาดต่างๆ 
สรุปได้ดังตารางท่ี 8 และ 9 
 
ตารางท่ี 8 สรุปน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนที่พบจากน้ำในถุงไข่สุกรระยะฟอลลิคูล่า 
 
1-2 มม. 3-4 มม. 5-6 มม. 7-8 มม. เอกสารอ้างอิง 

27 

30 

 

35 

50 

58 

65 

70 

79 

85 

27 

30 

 

35 

 

58 

65 

70 

79 

85 

27  

30 

 

35 

 

58 

65 

70  

79 

85 

 

30 

 

35 

 

58 

65 

70 

79 

 

วรรณา, 2552 

Besnard และคณะ, 1997; และ Ducolomb 
และคณะ, 2013 

Ducolomb และคณะ, 2013 

 

Ducolomb และคณะ, 2013 

Ducolomb และคณะ, 2013 

Gupta และคณะ, 1996 และ Ducolomb 
และคณะ, 2013  

Ducolomb และคณะ, 2013 
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1-2 มม. 

90 

100 

115 

120 

150 

180 

180 

220 

 

3-4 มม 

90 

100 

115 

120 

150 

180 

180 

220 

 

5-6 มม. 

90 

100 

115 

120 

150 

180 

180 

220 

 

7-8 มม. 

 

100 

115 

 

150 

180 

 

220 

 

เอกสารอ้างอิง 

 

Kiczak และคณะ, 2013 

 

Nagyova, 20 

 

 

 

วรรณา, 2552 

 

3-4 มม. ท่ีมีซิสต์  5-6 มม. ท่ีมีซิสต์ เอกสารอ้างอิง 

30 

 

65 

85 

100 

120 

160 

180 

30 

 

65 

85 

100 

120 

160 

180 

Besnard และคณะ, 1997; และ  Ducolomb 

และคณะ, 2013 

Ducolomb และคณะ, 2013 

 

Ducolomb และคณะ, 2013 

Nagyova, 2018 
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ตารางท่ี 9 สรุปน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนที่พบจากของเหลวในระยะลูเตียลของถุงไข่สุกร 
 
3-4 มม. 5-6 มม. 5-6 มม. 1-2 มม.  

ท่ีมีซิสต์ 

5-6 มม. 

ท่ีมีซิสต์ 

เอกสารอ้างอิง 

27  

 

 

 

 

 

65 

70  

79 

 

100 

115 

120 

150 

160 

>220 

27  

 

 

 

 

 

65 

70  

79 

 

100 

115 

120 

150 

160 

>220 

27  

 

 

 

 

 

65 

70  

79 

 

100 

115 

120 

150 

160 

>220 

27 

30 

 

 

50 

58 

65 

70 

79 

90 

 

115 

120 

150 

160 

27  

30 

 

 

 

58 

65 

70 

79 

90 

 

115 

120 

150 

160 

 

วรรณา, 2552 

Besnard และคณะ,1997 
และ Ducolomb และคณะ, 
2013 

Ducolomb และคณะ, 2013 

 

Ducolomb และคณะ, 2013 

Ducolomb และคณะ, 2013 

Gupta และคณะ, 1996 และ 
Ducolomb และคณะ, 2013  

Ducolomb และคณะ, 2013 

Kiczak และคณะ, 2013 

Nagyova, 2018 
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ผลการศึกษาและวิเคราะห์พบว่าน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดเล็กมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 35, 40, 50, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 

115, 120, 150, 170, 180, 180 และ 220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาด
กลาง แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 

30, 35, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180,  180 และ 220 กิโลดาลตัน 
และถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 

85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180, 180 และ 220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่า
ขนาดใหญ่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ  30, 35, 58, 65, 70, 79, 

90, 100, 115, 150, 180 และ 220 กิโลดาลตัน การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่
ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 
และ 5-6 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 30, 65, 79, 85, 100, 115, 120, 150, 160, 180 และ 

180 กิโลดาลตัน 

 การศึกษาน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีพบจากน้ำในถุงไข่สุกรระยะลูเตียล คือ 27, 58, 65, 
70, 79, 90, 115, 120, 150, 160 และ >220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 
เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 
30, 35, 65, 100, 115, และ 180 กิ โลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์            
โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 50, 
58, 65 70, 79, 90, 115, 120, 150, 160 และ >220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 
50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน 
คือ 27, 30, 58, 65 70, 79, 90, 115, 120, 150, 160 และ >220 กิโลดาลตัน 

 นอกจากนี้การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ท่ีแช่ในตู้ -80 องศาเซลเซียส จาก      
ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดเล็กมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่า  
ท่ีมีขนาดกลาง ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และถุงไข่
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดย
เจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 65, 79, 
115, 120, 150, 160 และ >220 กิโลดาลตัน  
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 2.3.3 เทคนิค Liquid chromatography/Mass spectrometer/Mass 
spectrometer (LC/MS/MS) 

ผลก าร ศึ กษ าและ วิ เค ราะห์ โป ร ตี น ด้ วย เทคนิ ค  Liquid chromatography/Mass 
spectrometer/Mass spectrometer (LC/MS/MS) พบว่ าน้ ำหนั ก โม เลกุลของโปรตีนขนาด                        
65  กิ โลดาลตัน  คือ  ซี รัม อั ลบู มิ น  (Serum albumin) น้ ำหนั ก โม เลกุ ลของโปรตีนขนาด                                
70 กิโลดาลตัน คือ ฮีโมเพกซิน (Hemopexin)  ซีรัมอัลบูมิน (Serum albumin) น้ำหนักโมเลกุลของ
โปรตีนขนาด 79 กิโลดาลตัน คือ ซีโรทรานส์เฟอริน (Serotransferrin), Inhibitor of carbonic 
anhydrase, โปรทรอมบิน (Prothrombin) และ Thyroxine-binding globulin น้ำหนักโมเลกุล
ของโปรตีนขนาด 115 กิโลดาลตัน คือ แฮบโตโกลบิน (Haptoglobin) ดังตารางท่ี 10-13 

ตารางท่ี 10 น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 65 กิโลดาลตัน  
ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

ซีรัมอัลบูมิน (Serum albumin) สุกร (Sus scrofa) 

สุนัข (Canisfamiliaris) 

หนูหริ่ง (Mus musculus)  

แมวบ้าน (Feliscatus)  

หนูเจอร์บิลหรือหนูทะเลทราย

(Merionesunguiculatus)  

มนุษย์ (Homo sapiens) 

อิมมูโนโกลบูลิน (Ig heavy chain V region) หนูหริ่ง (Mus musculus) 

ATP synthase subunit delta แบคทีเรีย (Legionella pneumophila: 

strain Paris) 

อัลฟาฟีโตโปรตีน (Alpha-fetoprotein) สุนัข (Canisfamiliaris) 
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ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

เอทีพีฟอสโฟไรโบซิลทรานส์เฟอเรส (ATP 

phosphoribosyl transferase)   

แบคทีเรีย (Clostridium kluyveri: strain 

NBRC 12016) 

 
 
ตารางท่ี 11 น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 70 กิโลดาลตัน 
 
ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

ฮีโมเพกซิน (Hemopexin) สุกร (Sus scrofa) 

ซีรัมอัลบูมิน (Serum albumin) สุนัข (Canisfamiliaris) 

ไวโทเนคติน (Vitronectin) สุกร (Sus scrofa) 

Sphingoid long chain base kinase ยีสต์ท่ีทำขนมปัง (Saccharomyces 

cerevisiae: strain ATCC 204508/S288c) 

Transcriptional regulator of yeast form 

adherence 

ยีสต์ (Candida albicans: strain SC5314/ 

ATCC MYA-2876) 

Nucleotide exchange factor SIL1 ยีสต์ท่ีทำขนมปัง (Saccharomyces 

cerevisiae: strain ATCC 204508/S288c) 

cystine import ATP-binding protein แบคทีเรีย (Bacillus subtilis: strain 168) 

Carbamoyl-phosphate synthase 

pyrimidine-specific large chain 

แบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus halodurans: 

strain ATCC BAA-125/DSM 18197/FERM 

7344/JCM 9153/C-125) 
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ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

GTPase Buchneraaphidicola subsp. 

Schizaphisgraminum (strain Sg) 

 
 
ตารางท่ี 12 น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 79 กิโลดาลตัน 
 
ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

ซีโรทรานส์เฟอริน (Serotransferrin) สุกร (Sus scrofa)  

ม้า (Equus caballus)  

หนูสีน้ำตาล (Rattus norvegicus)  

กระต่ายยุโรป (Oryctolagus cuniculus) 

เซอปิน (Serpin) โคยุโรป (Bos Taurus) 

 Inhibitor of carbonic anhydrase   สุกร (Sus scrofa) 

แลคโตทรานส์เฟอริน (Lactotransferrin) อูฐโหนกเดียว (Camelus dromedaries) 

โปรทรอมบิน (Prothrombin) สุกร (Sus scrofa) 

การสังเคราะห์โปรตีนอาร์จินิน (Arginine 

biosynthesis bifunctional protein) 

แบคทีเรียแกรมลบ (Gluconobacteroxydans: 

strain 621H) 

Thyroxine-binding globulin สุกร (Sus scrofa) 
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ตารางท่ี 13 น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 115 กิโลดาลตัน 
 
ชนิดของโปรตีน Database ของสิ่งมีชีวิต 

แฮบโตโกลบิน (Haptoglobin) สุกร (Sus scrofa) 

โปรติเอส (Lon protease) แบคทีเรีย (Campylobacter concisus: strain 

13826) 

อิมมูโนโกลบูลิน (Ig heavy chain V region) หนูหริ่ง (Mus musculus) 

viral cyclin homolog เช้ือไวรัสในมนุษย์ (Human herpesvirus 8 

type P : isolate GK18) 

DNA mismatch repair protein   แบคทีเรียแกรมบวก (Enterococcus faecalis: 

strain ATCC 700802/V583) 

Protocadherin gaมิลลิเมตรa มนุษย์ (Homo sapiens) 

Ig gaมิลลิเมตรa chain C region กระต่ายยุโรป (Oryctolagus cuniculus) 

Ribonuclease Gramellaforsetii (strain KT0803) 

Probable septum site-determining protein Buchneraaphidicola subsp. 

Schizaphisgraminum (strain Sg) 

Formamidopyrimidine-DNA glycosylase   Lactococcus lactis subsp. cremoris 

 
สารที่เซลล์แกรนูโลซาหลั่งสู่อาหารเพาะเลี้ยง (condition medium) ในห้องปฏบิัติการ 

ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงนาน 0, 24, 48, 96, 120 
และ 144 ช่ัวโมง ได้ทําการสุ่มวัดขนาดของเซลล์แกรนูโลซาสุกรในระยะการเพาะเล้ียงต่างๆ จํานวน 
20 เซลล์ ดังตารางท่ี 14 ขนาดของเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงนาน 0, 24, 48,  96, 120 และ 
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144 ช่ัวโมง มีค่าเฉล่ียความยาวเซลล์เท่ากับ 20.1±3.38, 30.8±3.01, 52.85±9.68, 113.30±21.95, 
129.95±12.75 และ 161.5±13.72 ไมโครเมตร ตามลําดับ 

ตารางท่ี 14 ความยาวของเซลล์แกรนูโลซาสุกรท่ีเพาะเล้ียงนาน 0 , 24, 48,  96, 120 และ 144 
ช่ัวโมง 
เซลล์แกรนู-

โลซา 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 0 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 24 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 48 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 96 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยงนาน 

120 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 144 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

1 5 29 50 125 109 142 

2 6 30 58 83 125 163 

3 7 32 75 108 135 154 

4 5 33 54 125 124 172 

5 6 28 46 129 127 179 

6 7 27 42 133 132 188 

7 8 29 54 146 142 163 

8 6 35 71 92 137 172 

9 5 34 54 83 129 163 

10 6 30 46 92 118 154 

11 4 27 63 125 107 167 

12 5 29 42 129 112 154 

13 6 28 46 83 126 146 

14 7 32 42 96 145 154 

15 5 34 63 92 136 159 
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เซลล์แกรนู-

โลซา 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 0 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 24 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 48 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 96 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยงนาน 

120 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

เซลล์เพาะเลี้ยง

นาน 144 ชั่วโมง 

(ไมโครเมตร) 

16 4 36 63 113 151 183 

17 6 29 54 104 136 188 

18 5 31 46 154 146 179 

19 7 36 42 146 115 175 

20 6 27 46 108 147 154 

เฉลี่ย 

(x̅±S.D.) 

5.81±1.05 30.8±3.01 52.85±9.68 113.30±21.95 129.95±12.75 165.45±13.25 

 
การเก็บสารหล่ังจากการเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซาสุกรในอาหาร สูตร M199 เสริมด้วย 10 

เปอร์เซ็นต์ Heat-treated fetal bovine serum (HTFBS) สามารถเก็บ condition medium ได้
ท้ังหมด 3 ครั้ง โดยครั้งท่ี 1 เก็บ condition  medium ได้ท้ังหมด 27,000 ไมโครลิตร ครั้งท่ี 2 เก็บ 
condition  medium ได้ท้ังหมด 27,000 ไมโครลิตร โดยครั้งท่ี 3 เก็บ condition  medium ได้
ท้ั งห มด  27,000 ไม โคร ลิตร  นํ า ไป แ ช่แข็ ง เพื่ อ รั กษ าสภ าพ โป รตี น ใน ตู้ เย็ น ท่ี อุณ ห ภู มิ                                 
-80 องศาเซลเซียส ดังตารางท่ี 15 
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ตารางท่ี 15 แสดงปริมาตรสารหล่ังท่ีเก็บจากเซลล์แกรนูโลซาสุกรเพาะเล้ียง (condition medium)  
เวลาในการเพาะเลี้ยงเซลล์

แกรนูโลซาสุกร 

ปริมาตรสารหลั่งจากเซลล์

เพาะเลี้ยงที่เก็บ  

(ไมโครลิตร) ครั้งที่ 1 

ปริมาตรสารหลั่งจาก

เซลล์เพาะเลี้ยงที่เก็บ 

(ไมโครลิตร) ครั้งที่ 2 

ปริมาตรสารหลั่งจาก

เซลล์เพาะเลี้ยงที่เก็บ 

(ไมโครลิตร) ครั้งที่ 3 

0 ชั่วโมง 2,000 2,000 2,000 

24 ชั่วโมง 5,000 5,000 5,000 

48 ชั่วโมง 5,000 5,000 5,000 

96 ชั่วโมง 5,000 5,000 5,000 

120 ชั่วโมง 5,000 5,000 5,000 

144 ชั่วโมง 5,000 5,000 5,000 

รวม 27,000 27,000 27,000 

 
 ผลการ ศึกษ าน้ ำ ในถุ ง ไข่ และสารห ล่ัง โป ร ตีน ด้ วยวิ ธี  Sodium dodycyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) จากน้ำในถุงไข่ สุกรสดขนาดเล็กเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร เปรียบเทียบกับสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง ท่ีเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 48, 96 และ 144 ช่ัวโมง และอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ M199+10% HTFBS พบว่ามีแถบ
โปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 25, 40, 50, 60, 115, 120 และมากกว่า 250 กิโลดาลตัน  เหมือนกันใน
ทุกกลุ่ม ซึ่งพบว่าแถบโปรตีนท่ีเพาะเล้ียงนาน 48 ช่ัวโมง ท่ีน้ำหนักโมลกุล 25, 40, 50 และ 60                   
สีจางกว่าแถบโปรตีนของน้ำในถุงไข่สุกรสดขนาดเล็กอาจเกิดเนื่องจากโปรตีนถูกนำไปใช้ ในขณะท่ี
แถบโปรตีนท่ีเพาะเล้ียงนาน 96 และ 144 ช่ัวโมง เข้มกว่าแถบโปรตีนท่ีเพาะเล้ียงนาน 48 ช่ัวโมง   
ซึ่งอาจเกิดจากเซลล์แกรนูโลซาสุกรหล่ังสารโปรตีนออกมา จากผลการศึกษาพบว่า การเปรียบเทียบ
ระหว่าง M199+10% HTFBS น้ำในถุงไข่สุกรสดขนาดเล็กและสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหาร
เพาะเล้ียง พบโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 25, 40, 50, 60, 115, 120 และมากกว่า 250 กิโลดาลตัน 
เหมือนกัน แสดงว่าเซลล์มีการหล่ังสารโปรตีนเหมือนกับท่ีอยู่ในธรรมชาติ ดังภาพท่ี 49 
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ภาพท่ี 49 แสดงแถบของสารหล่ังโปรตีนจากถุงไข่สุกร ท่ีเพาะเล้ียงนาน 48, 96 และ 144 ช่ัวโมง 
ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน Benchmark protein ladder 
ช่องท่ี 2 อาหารเพาะเล้ียงเซลล์ M199+10% HTFBS  
ช่องท่ี 3 น้ำในถุงไข่สุกรสดขนาดเล็กเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร 
ช่องท่ี 4 สารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง เมื่อเพาะเล้ียงครบ 48 ช่ัวโมง 
ช่องท่ี 5 สารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง เมือ่เพาะเล้ียงครบ 96 ช่ัวโมง 
ช่องท่ี 6 สารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง เมื่อเพาะเล้ียงครบ 144 ช่ัวโมง 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

 

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรังไข่ในระยะฟอลลิคูล่าท้ังหมด 64 รังไข่ โดยแบ่ง
ตามถุง ไข่ ท่ี มี ขน าดเส้น ผ่าน ศูนย์ กลาง  1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิ ล ลิ เมตร พบว่ ามี ขน าด                    
เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย 2.54±0.19 มิลลิเมตร และมีน้ำหนักเฉล่ีย 3.35±0.52 กรัม เมื่อสังเกต
ลักษณะปริมาณเส้นเลือดและน้ำในถุงไข่พบว่าแปรผันตรงกับขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของถุงไข่                 
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Antosik และคณะ (2009) ท่ีศึกษาในถุงไข่สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม
ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเล็กกว่า 3 มิลลิเมตร  ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 มิลลิเมตร และ
ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางใหญ่มากกว่า 5 มิลลิเมตร พบว่ามีการทำงานของ กลูโคส-6-ฟอสเฟต               
ดีไฮโดรจีเนส  โซนา เพลลูซิดา ไกลโคโปรตีน  (zona pellucida glycoproteins: pZP1, pZP2, 
pZP3, pZP 3 alpha) และอินทิกรัลเบตา 1 และเบตา 2 (integrins beta 1 และ beta 2) ในถุงไข่
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ใหญ่ มีปริมาณมากกว่าในถุงไข่ขนาดกลางและถุงไข่ขนาดเล็ก และเส้นเลือด
และโปรตีนต่างๆ มาหล่อเล้ียงรังไข่มากขึ้น ตามขนาดของรังไข่ส่งผลต่อการเจริญของถุงไข่ท่ีพัฒนา 
ซึ่งจะมีการหล่ังสารหรือโปรตีนท่ีน้ำในถุงไข่ (follicular fluid) ทำให้เซลล์ไข่เกิดการเจริญพัฒนาได้
อย่างสมบูรณ์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Van de wiel และคณะ (1983) ท่ีศึกษาในถุงไข่ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางเล็กกว่า 3 มิลลิเมตร ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-6 มิลลิเมตร และถุงไข่ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางใหญ่มากกว่า 6 มิลลิเมตร พบว่าความเข้มข้นของสารท่ียับยั้งการเจริญของเซลล์ไข่
และอินฮิบินจะลดลงเมื่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ไข่ ท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบใหญ่ขึ้น          
ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ใช้วิธีพาราฟินเทคนิคภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าเนื้อเยื่อของรังไข่มี 
ถุงไข่ระยะต่างๆ ดังนี้ 1. ถุงไข่ระยะเริ่มต้น ประกอบด้วยเซลล์ไข่ล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซาแบบ
แบนบางเพียงช้ันเดียว 2. ถุงไข่ระยะแรก ประกอบด้วยเซลล์ไข่ล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซาท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงเป็นทรงลูกบาศก์หรือทรงกระบอก  3. ถุงไข่ระยะท่ีสอง ล้อมรอบด้วยเซลล์แกรนูโลซาท่ี
มีหลาย ช้ัน ล้อมรอบเซลล์ไข่  และเริ่มมีการขยายของถุ งน้ ำเกิดเป็น ช่องว่างหรือแอนทรัม                       
4. ถุงไข่ระยะกราเฟียน ซึ่งเป็นระยะท่ีเจริญสมบูรณ์เต็มท่ีใกล้จะตกไข่ (ovulation) มีการขยายของ
ถุงน้ำเพิ่มมากขึ้น 5. ถุงไข่ระยะคอร์ปัสลูเทียม จากรังไข่ ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อท่ีเจริญเปล่ียนแปลงมาจาก                
ถุงไข่ระยะกราเฟียนหลังตกไข่  6. ระยะถุงไข่ระยะคอร์ปัส อัลบิแคน จากรังไข่ ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อท่ีกำลัง
สลายตัว เรียกว่า คอร์ปัส อัลบิแคน ซึ่งการพัฒนาของถุงไข่นั้นพบว่ามีการเกิดช่องหรือแอนทรัม
เพิ่มขึ้น สอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Revelli และคณะ (2009) พบว่าน้ำในถุงไข่ มีฮอร์โมน 
เ ช่ น  FSH, LH, gonadotropin, estrogen, progesterone, growth hormone, prolactin, 
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inhibin เป็นต้น  เช่นเดียวกับการศึกษาของ Robert และคณะ (2006) ท่ีพบว่ามีการทำงานของ 
GDF9 และ BMP15 ส่งสัญญาณผ่านเซลล์แกรนูโลซาและเซลล์คูมูลัส จากการศึกษานี้สังเกตได้ว่าเมื่อ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของถุงไข่ใหญ่ขึ้น พบว่ามีเส้นเลือดและปริมาณน้ำในถุงไข่มากขึ้น ทำให้สีของ
น้ำในถุงไข่จางลงเพราะถุงไข่ท่ีใหญ่ขึ้นมีน้ำในถุงไข่ท่ีประกอบด้วยฮอร์โมนและโปรตีนต่างๆ ท่ีเซลล์
ภายในถุงไข่หล่ังสู่ช่องแอนทรัมเพิ่มมากขึ้นนั่นเอง ดังนั้นการเจริญพัฒนาของถุงไข่จึงมีส่วนช่วยให้
เซลล์ไข่ภายในเจริญได้อย่างสมบูรณ์ 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไข่สุกรพบว่าสามารถจำแนกเซลล์ไข่ได้ท้ังหมด 5 แบบ ดังนี้ 
แบบท่ี 1 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบติดแน่น (intact cumulus cell layer oocyte)              
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 149.47±3.72 ไมโครเมตร แบบท่ี 2 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่แบบ
หลายช้ัน มี ช้ันของเซลล์คูมู ลัสล้อมรอบ  2-3 ช้ัน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 108.20±14.60 
ไมโครเมตร แบบท่ี 3 เซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่เพียงบางส่วนจะมีช้ันของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ
เพียงบางส่วน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 72.71±2.87 ไมโครเมตร แบบท่ี 4 เซลล์ไข่ท่ีไม่มีเซลล์
ล้อมรอบเซลล์ไข่จะไม่มีช้ันของเซลล์คูมูลัสล้อมรอบเลย มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 77.50±4.23 
ไมโครเมตร และแบบท่ี 5 เซลล์ไข่ท่ีเส่ือมสภาพ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 59.49±1.64 ไมโครเมตร 
นอกจากนี้การศึกษาเซลล์ไข่ในถุงไข่ท่ีมีขนาดต่างๆ ท้ัง 5 แบบ พบว่าเซลล์ไข่มากกว่า 50 เปอร์เซนต์ 
เป็นเซลล์ไข่แบบท่ี 1 รวมกับแบบท่ี 2 โดยเรียงตามถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร 
ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และ
ถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร พบมี 53.84 55.92 56.94 และ 56.52 เปอร์เซนต์ 
ตามลำดับ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Kwak และคณะ (2014) ท่ีพบว่าเซลล์ไข่ท่ีมาจากถุงไข่ขนาด
ใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 8 มิลลิเมตร) สามารถพัฒนาเป็นไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี (mature 
oocyte) ได้เมื่อถูกเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเสริมด้วย FSH, LH และฮอร์โมนแอสโตรเจน เมื่อศึกษา
รายงานของ Areekijseree และ Chuen-Im (2012) พบว่าเซลล์คูมูลัสแบบท่ี 1 จากถุงไข่ท่ีมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 4-6 มิลลิเมตร มีศักยภาพสูงท่ีจะพัฒนาเป็นไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี                  
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Mori และคณะ (2000) Chen และคณะ (2007) และ McElroy และ
คณะ (2008) พบว่าเซลล์ไข่แบบท่ี 2 จากถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่สามารถพัฒนาเป็นเซลล์ไข่ท่ี
เจริญเติบโตเต็มท่ีได้ เช่นเดียวกับ Pongsawat (2014) พบว่าเซลล์ไข่สุกรท่ีมีเซลล์คูมูลัสล้อมรอบ 
(porcine cumulus oocyte complexes: pCOCs) แบบท่ี 1 และ 2 นั้นสามารถพัฒนาเป็นเซลล์ไข่
ท่ีเจริญเต็มท่ีได้ ดังนั้นจึงเป็นข้อมูลในการเลือกเซลล์ไข่แบบท่ี 1 แบบท่ี 2 และเซลล์แกรนูโลซาท่ี
เหมาะสมกับการพัฒนาเป็นไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีได้ดีเพื่อศึกษาลักษณะเซลล์ไข่สุกร พบว่าหลังจาก
เพาะเล้ียงเซลล์ไข่สุกรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เซลล์ล้อมรอบเซลล์ไข่หรือเซลล์คูมูลัสท่ีมีรูปร่างกลม                 
จะยืดยาวและขยายตัวแผ่ออกจากเซลล์ไข่แสดงว่าเซลล์ไข่มีการเจริญพัฒนา เมื่อนำเซลล์แกรนูโลซา
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สุกรเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียง M199 ท่ีช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน คือ เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 
120 ช่ัวโมง ตามลำดับ พบว่าเซลล์เริ่มยึดเกาะท่ีพื้นผิวภาชนะเพาะเล้ียงท่ี 24 ช่ัวโมง จากนั้นเซลล์มี
การเกาะพื้นผิวเซลล์ยืดยาวออกมีรูปร่างหัวแหลมท้ายแหลมจนมีรูปร่างแบบไฟโบรบลาส  
(fibroblast) จนกระท่ังเวลา 120 ช่ัวโมง เซลล์แกรนูโลซามีการยึดเกาะท่ีพื้นผิวขวดเพาะเล้ียงกัน
อย่างหนาแน่นประมาณ 80-90 เปอร์เซ็นต์ เมื่อศึกษาสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราดของเซลล์ไข่สุกรพบว่าเซลล์มีลักษณะรูปร่างกลม ผิวเซลล์ไม่เรียบ ส่วนเซลล์แกรนูโลซา
สุกรพบได้ท้ังเซลล์เด่ียวๆ (singer cell) และเซลล์ท่ีเกาะกลุ่มรวมกัน (cluster cells) มีขนาด               
เส้นผ่านศูนย์กลาง 5-10 ไมโครเมตร ท่ีผิวเซลล์แกรนูโลซาสุกรพบลักษณะเป็นไมโครวิลไล                      
เมื่อเพาะเล้ียงแกรนูโลซ่าสุกรในอาหารเพาะเล้ียง 48 ช่ัวโมง เซลล์มีลักษณะรูปร่างยืดยาวรูปหยด
น้ำตา (tear drop) เซลล์มีขนาดยาวมากกว่า 10 ไมโครเมตร โดยพบว่าเซลล์แสดงลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเป็นรูปร่างแบบหัวแหลมท้ายแหลม (fibroblast-like morphology) เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Gutierrez และคณะ (1997) ท่ีเพาะเล้ียงเซลล์ในอาหาร M199 สามารถคงการมีชีวิต
รอดของเซลล์ได้เป็นระยะเวลา 144 ช่ัวโมง หรือ 6 วัน รูปร่างของเซลล์เป็นแบบหัวแหลมท้ายแหลม 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Schmidt และคณะ(1984) และ Stewart และ Vandevoort (1997)              
ท่ีทำการศึกษาเซลล์แกรนูโลซาจากมนุษย์ โดยสามารถเพาะเล้ียงเซลล์ได้นานเป็นระยะเวลา 20 วัน 
และ 24 วัน ตามลำดับ จากรายงานการศึกษาท่ีพบลักษณะรูปร่างเซลล์แบบหัวแหลมท้ายแหลม
เช่นเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสภาวะแวดล้อมและวิธีการเพาะเล้ียงเซลล์แบบปฐมภูมิ
ของเซลล์นี้สามารถพัฒนาให้เซลล์แกรนูโลซาเจริญได้ดีและมีชีวิตรอดได้ ดังนั้นอาจพัฒนาการ
เพาะเล้ียงเซลล์แบบระยะยาวหรือพัฒนาเป็นเซลล์ไลน์ (cell line) สำหรับการศึกษาทดลองในด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพได้ 
 การศึกษาน้ำในถุงไข่สดด้วยการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 
(hyaluronan synthase 2: Has2) ของน้ำในถุงไข่สุกรระยะฟอลลิคูล่าในถุงไข่ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 1-2, 3-4, 5-6 และ 7-8 มิลลิเมตร ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ 
(RT-PCR) พบว่ามีการแสดงออกของยีนไฮยาลูโรแนนซินเทส 2 ท่ีขนาด 199 คู่เบสและ GAPDH                 
ท่ีขนาด 207 คู่เบส ในถุงไข่ทุกขนาด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Kimura และคณะ (2002) พบการ
แสดงออกของ Has2 ในเซลล์คูมูลัส แสดงให้เห็นว่า Has2 สามารถตรวจพบได้ในถุงไข่ทุกขนาด 
ดังนั้นจากงานวิจัยครั้งนี้จึงเป็นข้อมูลพื้นฐานท่ีอาจนำไปประยุกต์ในงานด้านเทคโนโลยีชีวภาพหรือ
การศึกษาการทำงานของปัจจัยต่างๆ ในการเจริญของเซลล์ไข่ เช่น รายงานของ Sugiura และคณะ 
(2009) ศึกษาประสิทธิภาพในการทำงานของยีน Has2 ด้วยการวิเคราะห์ mRNA ในเซลล์ไข่หนูด้วย
เทคนิค RNA interference (RNAi) ต่อการเจริญของเซลล์คูมูลัสท่ีมีเซลล์ไข่ล้อมรอบ (cumulus 
cell-oocyte complexes: COCs) พบว่าการยับยั้งการทำงานของ Has2 ทำให้การขยายของเซลล์
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คูมูลัสของหนูลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม จากการศึกษาการทำงานของ Has2 แสดงว่า
เซลล์คูมูลัสมีการหล่ังสารหรือโปรตีนสู่น้ำในถุงไข่ท่ีส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ ซึ่งการศึกษาการ
แสดงออกของน้ำในถุงไข่ด้วยเทคนิคโซเดียมโดเดซิล ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟลิซิส 
(SDS-PAGE) พบว่าน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดเล็กมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร     
พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 35, 40, 50, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 150, 170, 180,  
> 180 และ >220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีขนาดกลาง แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 
ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 85,  
90, 100, 115, 120, 150, 170, 180,  >180 และ >220 กิ โลดาลตัน และถุงไข่ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 35, 58, 65, 70, 79, 85, 90, 100, 115, 120, 
150, 170, 180, >180 และ >220 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดใหญ่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 7-8 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 30, 35, 58, 65, 70, 79, 90, 100, 115, 150, 180 
และ >220 กิโลดาลตัน การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 
เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 และ 5-6 มิลลิเมตร พบแถบ
โปรตีน คือ 27, 30, 65, 79, 85, 100, 115, 120, 150, 160, 180, >180 และ >220 กิโลดาลตัน 
 การศึกษาน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีพบจากน้ำในถุงไข่สุกรระยะลูเตียล คือ 27, 58, 65, 
70, 79, 90, 115, 120, 150, 160 และ>220 กิ โลดาลตัน  น้ ำในถุ งไข่ ระยะ ลู เตียล ท่ีมี ซิ ส ต์                     
50 เปอร์เซ็นต์ โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน 
คือ 30, 35, 65, 100, 115 และ >180 กิโลดาลตัน น้ำในถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ 
โดยเจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 30, 50, 
58, 65, 70, 79, 90, 115, 120, 150, 160 และ >220 กิโลดาลตัน 

นอกจากนี้การศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนจากน้ำในถุงไข่ท่ีแช่ในตู้ -80 องศาเซลเซียส จาก 
ถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าขนาดเล็กมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 มิลลิเมตร น้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ี
มีขนาดกลาง ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ ถุงไข่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร และถุงไข่
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-6 มิลลิเมตร และน้ำในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าท่ีมีซิสต์ 50 เปอร์เซ็นต์ โดย
เจาะน้ำจากถุงไข่ปกติท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 มิลลิเมตร พบแถบโปรตีน คือ 27, 65, 79, 
115, 120, 150, และ 160 กิโลดาลตัน  

จากการศึกษาน้ำในถุงไข่สุกรสดท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางท่ีแตกต่างกันจึงนำน้ำในถุงไข่
สุกรสดขนาดเล็กเปรียบเทียบกับสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง ผลการวิเคราะห์โปรตีน
จากการเปรียบเทียบระหว่าง M199+ 10% HTFBS น้ ำในถุงไข่ สุกรสดขนาดเล็กและสารท่ี                       
เซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียง พบโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล  25, 40, 50, 60, 115, 120 
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และ >250 กิโลดาลตัน ซึ่งให้แถบของน้ำหนักโมเลกุลท่ีเหมือนกัน แสดงว่าน้ำในอาหารเพาะเล้ียง
เซลล์แกรนูโลซามีการหล่ังสารหรือโปรตีนเช่นเดียวกับถุงไข่สดท่ีได้จากธรรมชาติ ซึ่งพบว่าแถบโปรตีน
ของถุงไข่สดนั้นสีเข้มกว่าแถบโปรตีนจากสารหล่ังท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียงจึงเป็นที่น่า
สังเกตุว่าปริมาณโปรตีนอาจมากกว่าในสารหล่ังท่ีได้จากห้องปฏิบัติการ แสดงให้เห็นว่าน้ำในถุงไข่สุกร
สดและสารท่ีเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียงมีปัจจัยท่ีช่วยให้เกิดการเจริญพัฒนาของเซลล์ท้ัง
เซลล์ไข่และเซลล์แกรนูโลซา ท้ังในธรรมชาติและในห้องปฏิบัติการ ดังนั้นอาจนำน้ำในถุงไข่หรือสาร
หล่ังจากเซลล์แกรนูโลซาหล่ังสู่อาหารเพาะเล้ียงมาใช้ในเพาะเล้ียงเซลล์ปฐมภูมิหรือการเพาะเล้ียง
เซลล์แบบยาวนาน (long term culture) ได้ 

จากนั้นเลือกศึกษาและวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Liquid chromatography/Mass 
spectrometer/Mass spectrometer (LC/MS/MS) จากแถบโมเลกุลของโปรตีนขนาด 65, 70, 79 
และ 115 กิโลดาลตัน งานวิจัยครั้งนี้ได้วิเคราะห์ด้วยวิธี LC/MS/MS ในถุงไข่ระยะฟอลลิคูล่าของ
โปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล น้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 65 กิโลดาลตัน คือ ซีรัมอัลบูมิน 
สอดคล้องกับรายงานแถบของ Ducolomb และคณะ (2013) โปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 65.48    
กิโลดาลตัน คือ เคราตินชนิดท่ี 2 (keratin type II cytoskeletal 1) ซึ่งมีบทบาทในการส่งเสริมการ
สลายของเยื่อหุ้มนิวเคลียสและส่งเสริมการเจริญพัฒนาของเซลล์ไข่โปรตีนเหล่านี้ช่วยเสริมการเล้ียง
เซลล์ไข่ให้ สุก (in vitro maturation) และการปฏิสนธิในหลอดทดลอง (in vitro fertilization) 
นอกจากนี้ยังพบรายงานการศึกษาของโปรตีนขนาดต่างๆ ท่ีสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้                           
ดังนี้ ผลการวิเคราะห์ LC/MS/MS ครั้งนี้พบว่าน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 79 กิโลดาลตัน คือ            
ซีโรทรานส์เฟอริน  inhibitor of carbonic anhydrase prothrombin และ  thyroxine-binding 
globulin  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย แถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 79 กิโลดาลตัน สอดคล้องกับ
รายงานการศึกษาว่า คือ porcine inhibitor of carbonic  anhydrase ซึ่งมีผลทำให้การเจริญเข้าสู่
ระยะ metaphase I ลดลง Ducolomb และคณะ (2013) และมีรายงานของ Gupta และคณะ 
(1996) น้ำหนักโมเลกุล 79 กิโลดาลตัน คือ โซนา เพลลูซิดา1 ซึ่งเป็นสารจำพวกไกลโคโปรตีนห่อหุ้ม
ป้องกันอันตรายของเซลล์ไข่และป้องกันการเข้าผสมของอสุจิมากกว่า 1 ตัว รายงานของ Kiczak และ
คณะ (2013) พบว่าน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนขนาด 115 กิโลดาลตัน คือ แฮบโตโกลบิน  ซึ่งมี
ร าย งาน ก าร ศึ ก ษ าแ ถ บ โป ร ตี น ท่ี มี น้ ำห นั ก โม เลกุ ล  115 กิ โล ด าล ตั น  ว่ า เป็ น  Matrix 
metalloproteinase 9 (MMP 9) คือ เอนไซม์ ท่ี จัดอยู่ ในกลุ่ม endopeptidase ทำหน้าท่ีย่อย
โปรตีนและเป็นส่วนสำคัญสำหรับ extracellular matrix  

นอกจากนี้แถบโปรตีนท่ีพบในการศึกษาครั้งนี้ยังมีความสอดคล้องกับรายงานการศึกษาต่างๆ 
เช่น รายงานการศึกษาของวรรณา (2552) ท่ีพบแถบโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 27 กิโลดาลตัน คือ                
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อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin (Ig)) ทำหน้าท่ีเป็นภูมิคุ้มกันหรือภูมิต้านทานโรค มีท้ังหมด           
5 กลุ่ม คือ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE  ซึ่งแต่ละกลุ่มจะมีหน้าท่ีแตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าการ
ทำงานของ Ig นั้นมีการแสดงออกในถุงไข่ขนาดเล็กมากกว่าขนาดกลางและขนาดใหญ่เนื่องจาก
โปรตีนนี้ทำหน้าท่ีผลิตน้ำเมือกหรือสารสารเคมีเพื่อป้องกันเซลล์ไข่จากส่ิงแปลกปลอมต่างๆ ให้เซลล์
ไข่สามารถเจริญเติบโตและพัฒนาได้ 
 แถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 30  กิโลดาลตัน สอดคล้องกับรายงานการศึกษา 
Besnard แ ละ คณ ะ  (1997) ว่ า เป็ น  insulin like growth factor binding protein (IGFBP-5)                 
ซึ่ งทำหน้าท่ีควบคุมกระบวนการอยู่รอดของเซลล์ การเกิด apoptosis รวมท้ังการเปล่ียนแปลง
รูปร่างของเซลล์ด้วย ขณะท่ี Ducolomb และคณะ (2013) พบว่าแถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 
30 กิโลดาลตัน คือ ซีรัมอัลบูมิน ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีสำคัญท่ีสุดท่ีสร้างจากตับ เนื่องจากมีปริมาณมากใน
เลือด คิดเป็น 50-60 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ำหนักจากโปรตีนท้ังหมดและมีหน้าท่ีหลากหลาย คือ ลำเลียง
ฮอร์โมน กรดไขมันและสารอาหารต่างๆ ไปกับกระแสเลือดเพื่อนำไปใช้ประโยชน์ตามส่วนต่างๆ                   
ของร่างกาย นอกจากนี้  อัลบูมินยังทำหน้าท่ีควบคุมแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) ใน
กระแสเลือดให้อยู่ในภาวะสมดุล ทำให้ของเหลวและของแข็งในกระแสเลือดรวมตัวอยู่ในเส้นเลือดได้
ตามปกติ แถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 50 กิโลดาลตัน สอดคล้องกับรายงานการศึกษาว่าพบ 
Cytokeratin-14 type 1 ซึ่งมีการทำงานในผิวหนังช้ันท่ีลึกท่ีสุดติดกับ basement membrane 
ประกอบด้วยเซลล์ท่ีเรียงตัวกันช้ันเดียว ช่ือว่า basal cells ซึ่งเป็น germinative cell ก่อให้เกิดการ
พัฒนาและการแบ่งตัวเพิ่มจำนวนและพบว่าเป็น immunoglobulin gamma chain (Ig) ซึ่งเป็น
โปรตีนทำหน้าท่ีในระบบภูมิคุ้มกันเพื่อตรวจจับและทำลายฤทธิ์ของส่ิงแปลกปลอมท่ีเข้ามาในร่างกาย 
แถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 100 กิโลดาลตัน สอดคล้องกับรายงานการศึกษาว่า คือซีรัมอัลบู
มิน และ Keratin 1 โดยซีรัมอัลบูมินเป็นโปรตีนท่ีสร้างจากตับและมีปริมาณมากในเลือด 50-60 
เปอร์เซ็นต์ ทำหน้าท่ีลำเลียงฮอร์โมน กรดไขมัน และสารอาหารต่างๆ ไปกับกระแสเลือด                        
ส่วน Keratin 1 ทำหน้าท่ีสร้างความยืดหยุ่นให้ผนังหลอดเลือด มีส่วนช่วยในการสร้างเนื้อเยื่อใหม่
ด้วย รายงาน  Nagyova (2018) พบว่าแถบโปรตีน ท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 120 กิโลดาลตัน คือ     
TNFAIP6-HC (Tumor necrosis factor a induced protein 6 and heavy chain) แสดงให้เห็น
ว่าน้ำในถุงไข่มีสารหล่ังโปรตีนที่ส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของถุงไข่และรังไข่  
 รายงานของ วรรณา (2552) พบว่าแถบโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลมากกว่า 220 กิโลดาลตัน 
เป็น protease ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีช่วยย่อยโปรตีน  
 จากผลการศึกษาพบว่าโปรตีนท่ีมีความสำคัญในการควบคุมการทำงานของเซลล์ไข่ เช่น                 
ทำหน้าท่ีควบคุมการเปล่ียนแปลงรูปร่างเซลล์ การสร้างหลอดเลือดใหม่รวมท้ังการอยู่รอดของเซลล์ไข่
จะปรากฏแถบโปรตีนเข้มจากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด คือ 30, 50, 65, 79, 100 และ 150 กิโลดาลตัน 
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ส่วนการทำงานของโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยโปรตีนและการเจริญของเซลล์ไข่นั้นจะปรากฏแถบ
โปรตีนเข้มขึ้นตามขนาดของถุงไข่ คือ 115 และ >220 กิโลดาลตัน นอกจากนี้โปรตีนท่ีทำให้การ
เจริญเข้าของเซลล์ไข่สู่ระยะ metaphase I ลดลง คือ 70 กิโลดาลตัน พบแถบโปรตีนท่ีมีสีเข้มเท่ากัน
จากน้ำในถุงไข่ทุกขนาด ส่วนแถบโปรตีนขนาด 27 กิโลดาลตัน คือ โปรตีนในระบบภูมิคุ้มกัน พบแถบ
โปรตีนเข้มจากน้ำในถุงไข่ขนาดเล็กและจางลงจากน้ำในถุงไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่ แสดงให้เห็น
ว่าการปรากฏแถบโปรตีนท่ีมีสีเข้มจางแตกต่างกันตามขนาดของถุงไข่นี้เป็นการแสดงออกถึงการ
ทำงานของโปรตีนท่ีหล่ังออกมาจากถุงไข่แต่ละขนาดซึ่งมีปริมาณโปรตีนไม่เท่ากันดังนั้นข้อมูลเหล่านี้
จึงเป็นพื้นฐานในการศึกษาการทำงานของโปรตีนท่ีหล่ังจากน้ำในถุงไข่แต่ละขนาดเพื่อให้เข้าใจการ
ทำงานของระบบสืบพันธุ์ได้มากขึ้น โดยสรุปรายงานการศึกษาแถบโปรตีนจากน้ำในถุงไข่ขนาดต่างๆ 
ดังตารางท่ี 16 
 
ตารางท่ี 16 แสดงรายงานการศึกษาแถบโปรตีนจากน้ำในถุงไข่ขนาดต่างๆ 
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79 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โปรตีนที่พบ คือ porcine 
inhibitor of carbonic 
anhydrase มีผลทำให้การ
เจริญเข้าสู่ระยะ 
metaphase I ลดลง และ
โปรตีนที่พบ คือ 
transferrin ทำหน้าท่ีใน
การลำเลียงเหล็กในกระแส
เลือดไปใช้ตามอวัยวะต่างๆ 

โซนา เพลลูซิดา 1 (zona 
pellucida 1) เป็นสาร
จำพวก        ไกลโคโปรตีน
ห่อหุ้มป้องกันอันตรายของ
เซลล์ไข่และป้องกันการเข้า

Ducolomb 
และคณะ, 
2013 

 

 

 

 

 

 

Gupta และ
คณะ, 1996 



  121 

       ขนาดของ
ถุงไข่ 

 

 

น้ำหนักโมเลกุล 

ถุงไข่
ขนาด
เล็ก 

ถุงไข่ขนาดกลาง ถุงไข่
ขนาด
ใหญ ่

 

หน้าที ่

 

อ้างอิง 

1-2 
มม. 

3-4
มม. 

5-6 
มม. 

7-8 
มม. 

ผสมของอสุจิมากกว่า 1 ตัว 

(+) 

70 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โปรตีนที่พบ คือ 
coagulation factor เป็น
ปัจจัย (Factor) ท่ีทำงาน
ร่วมกับเกล็ดเลือดทำหน้าท่ี
ให้เลือดแข็งตัวเพื่อเป็นตัว
ทำให้เลือดหยุดไหลเมื่อมี
เลือดออก นอกจากนี้ยังมี
บทบาททำให้การเจริญของ
เซลล์ไข่เข้าสู่ระยะ 
metaphase I ลดลง 

(-) 

Ducolomb 
และคณะ, 
2013 

65 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โปรตีนที่พบ คือ keratin 
ซึ่งมีบทบาทในการส่งเสริม
การสลายของเย่ือหุ้ม
นิวเคลียสและส่งเสริมการ
เจริญพัฒนาของเซลล์ไข่ 
(+) 

Ducolomb 
และคณะ, 
2013 

50kDa 
    โปรตีนที่พบคือ Ducolomb 
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       ขนาดของ
ถุงไข่ 

 

 

น้ำหนักโมเลกุล 

ถุงไข่
ขนาด
เล็ก 

ถุงไข่ขนาดกลาง ถุงไข่
ขนาด
ใหญ ่

 

หน้าที ่

 

อ้างอิง 

1-2 
มม. 

3-4
มม. 

5-6 
มม. 

7-8 
มม. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cytokeratin-14 type 1 
cytoskeletal ซึง่มีการ
ทำงานในผิวหนังช้ันท่ีลึก
ท่ีสุดติดกับ basement 
membrane ประกอบไป
ด้วยเซลล์ท่ีเรียงตัวกันช้ัน
เดียว ช่ือว่า basal cells 
ซึ่งเป็น germinative cell 
ก่อให้เกิดการพัฒนาและ
การแบ่งตัวเพิ่มจำนวน 

โปรตีนอีกชนิดท่ีพบคือ 
immunoglobulin 
gamma chain (Ig) เป็น
โปรตีนทำหน้าท่ีในระบบ
ภูมิคุ้มกันเพื่อตรวจจับและ
ทำลายฤทธิ์ของส่ิง
แปลกปลอมท่ีเข้ามาใน
ร่างกาย 
(+) 

และคณะ, 
2013 

30 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โปรตีนที่พบ คือ insulin 
like growth factor 
binding protein (IGFBP-
5) ทำหน้าท่ีควบคุม

Besnard
และคณะ, 
1997 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99
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       ขนาดของ
ถุงไข่ 

 

 

น้ำหนักโมเลกุล 

ถุงไข่
ขนาด
เล็ก 

ถุงไข่ขนาดกลาง ถุงไข่
ขนาด
ใหญ ่

 

หน้าที ่

 

อ้างอิง 

1-2 
มม. 

3-4
มม. 

5-6 
มม. 

7-8 
มม. 

    กระบวนการอยูร่อดของ
เซลล์ การเกิด apoptosis 
และการเปล่ียนแปลง
รูปร่างของเซลล์  

 

โปรตีนที่พบ คือ ซีรัมอัลบู
มิน เป็นโปรตีนที่สำคัญ
ท่ีสุดท่ีสร้างจากตับ 
เนื่องจากมีปริมาณมากใน
เลือด คิดเป็น  50-60% 
โดยน้ำหนักจาก protein 
ท้ังหมด และมีหน้าท่ี
หลากหลาย คือ ลำเลียง
ฮอร์โมน กรดไขมัน และ
สารอาหารต่างๆ ไปกับ
กระแสเลือดเพื่อนำไปใช้
ประโยชน์ตามส่วนต่างๆ 
ของร่างกาย นอกจากนี้ 
อัลบูมินยังทำหน้าท่ีควบคุม
แรงดันออสโมติก 
(Osmotic pressure) ใน
กระแสเลือดให้อยู่ในภาวะ
สมดุล ทำให้ของเหลวและ

 

 

 

 

 

Ducolomb 
และคณะ, 
2013 
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       ขนาดของ
ถุงไข่ 

 

 

น้ำหนักโมเลกุล 

ถุงไข่
ขนาด
เล็ก 

ถุงไข่ขนาดกลาง ถุงไข่
ขนาด
ใหญ ่

 

หน้าที ่

 

อ้างอิง 

1-2 
มม. 

3-4
มม. 

5-6 
มม. 

7-8 
มม. 

ของแข็งในกระแสเลือด
รวมตัวอยู่ในเส้นเลือดได้
ตามปกติ 

(+) 

27 kDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โปรตีนที่พบคือ 
immunoglobulin (Ig) ทำ
หน้าท่ีเป็นภูมิคุ้มกันหรือภูมิ
ต้านทานโรคมีท้ังหมด 5 
กลุ่ม คือ IgG, IgA, IgM, 
IgD และ IgE  ซึ่งแต่ละกลุ่ม
จะมีหน้าท่ีแตกต่างกัน
ออกไป 

(+) 

วรรณา, 
2552 

 

 

 

 
 จากการศึกษาท้ังหมดแสดงให้เห็นว่ารังไข่สุกรมีผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ท่ีบรรจุอยู่ภายใน
ถุงไข่ จากการศึกษาเซลล์ไข่ท่ีมีขนาดเล็ก กลางและใหญ่นั้นมีการเจริญของเซลล์ไข่ท่ีล้อมรอบด้วย
เซลล์คูมูลัสท่ีติดแน่นแตกต่างกัน คือ เซลล์ไข่ขนาดเล็กนั้นมีจำนวนช้ันของเซลล์คูมูลัสน้อยกว่าเซลล์
ไข่ขนาดกลางและขนาดใหญ่ เมื่อนำเซลล์ไข่มาเพาะเล้ียงพบว่าเมื่อเวลาผ่านไปเกิดการเปล่ียนแปลง
ของเซลล์คูมูลัสท่ียืดขยายออกแสดงให้เห็นว่าเซลล์ไข่มีการเจริญพัฒนา เช่นเดียวกับน้ำในถุงไข่ซึ่ง
เซลล์ไข่ขนาดเล็กนั้นแม้จะมีปริมาณมากในรังไข่แต่มีน้ำในถุงไข่น้อยกว่าขนาดกลางและขนาดใหญ่ 
เมื่ อนำมาศึกษาแถบของโปรตีนพบว่าในถุ งไข่ขนาดเล็กมีแถบโปรตีน ท่ีมีน้ ำหนักโมเลกุล                     
30 กิโลดาลตัน ซึ่งมีรายงานการวิจัยของ Besnard และคณะ (1997) ว่าเป็น insulin like growth 
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factor binding protein (IGFBP-5) ท ำห น้ า ท่ี ค ว บ คุ ม ก ร ะ บ ว น ก า ร อ ยู่ ร อ ด ข อ ง เซ ล ล์                         
การเกิด apoptosis และการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ ขณะท่ี Ducolomb และคณะ (2013) 
รายงานว่าโปรตีนท่ีพบ คือ ซีรัมอัลบูมิน เป็นโปรตีนท่ีสำคัญท่ีสุดท่ีสร้างจากตับ มีหน้าท่ีลำเลียง
ฮอร์โมน กรดไขมัน และสารอาหารต่างๆ ไปกับกระแสเลือด ซึ่งโปรตีนท้ัง 2 ชนิด คือ โปรตีนท่ีช่วย
ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ไข่  เมื่อศึกษาถุงไข่ท่ีเป็นซิสต์เปรียบเทียบกับถุงไข่ระยะลูเตียลท่ีมีซิสต์             
50 เปอร์เซ็นต์ พบว่าถุงไข่ท่ีเป็นซิสต์นั้นมีโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน ซึ่งไม่พบโปรตีน
ชนิดนี้ในถุงไข่ลูเตียลปกติ แสดงให้เห็นว่าโปรตีนมีน้ำหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน นั้นมีหน้าท่ีในการ
ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ไข่ นอกจากนี้การศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล์แกรนูโลซานั้นสามารถเล้ียงให้
เกิดการเจริญพัฒนาแบบปฐมภูมิได้ เมื่อนำสารหล่ังจากเซลล์แกรนูโลซาสู่อาหารเพาะเล้ียงมาศึกษา
แถบโปรตีนพบว่าปรากฏแถบโปรตีนใกล้เคียงกับน้ำในถุงไข่สุกรสด ดังนั้นอาจนำข้อมูลเหล่านี้ต่อยอด
โดยเล้ียงเซลล์ไข่สุกรและเซลล์แกรนูโลซาด้วยการเพาะเล้ียงแบบยาวนานซึ่งอาจนำมาทำเป็นต้นแบบ
ของการศึกษาเซลล์ ทดสอบสารและอาจเสริมด้วยน้ำในถุงไข่โดยพิจารณาได้จากแถบโปรตีนท่ี
วิเคราะห์มาได้ว่าต้องการเลือกเซลล์ไข่หรือน้ำในถุงไข่จากขนาดเล็ก กลางหรือใหญ่เพื่อศึกษางานด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพได้ต่อไป 



 

รายการอ้า งอิง 
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ภาคผนวก 

1. การเตรียมน้ำเกลือผสมยาปฏิชีวนะ (สำหรับเตรียมน้ำเกลือ 1,000 มิลลิลิตร) (มยุวา, 2551) 
1.1 เตรียมยาปฏิชีวนะ 3 ชนิด คือ penicillin-G 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร streptomycin 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ amphotericin-B 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   
1.2 นำสารท่ีช่ังเตรียมไว้เทลงในน้ำเกลือ 0.9 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื้อเดียว 
 

2. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ สูตร M199 (Earle’s salts) (มยุวา, 2551) 

  2.1 เตรียมอาหาร M199 เสริมด้วย fetal bovine serum 10 เปอร์เซ็นต์ NaHCO3 2.2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไพรูเวท  0.25 มิลลิโมลาร์ และ gentamycin sulfate 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  

2.2 นำสารละลายท้ังหมดไปกรองผ่าน membrane filter ท่ีมีขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
ภายในตู้ปลอดเช้ือเพื่อป้องกันการปนเป้ือนแล้วเก็บอาหารเพาะเล้ียงในขวดท่ีปลอดเช้ือ โดยเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อต้องการใช้ศึกษาจึงนำไปใส่ตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เสริม
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมีความช้ืนสูง นาน 10-12 ช่ัวโมง ก่อนทำปฏิบัติการ 

 
3. การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (มยุวา, 2551) 
     3.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ประกอบด้วยสาร NaCl เข้มข้น 139 มิลลิโมลาร์ KCl เข้มข้น 2.7                 
มิลลิโมลาร์ Na2HPO4 เข้มข้น 8.8 มิลลิโมลาร์ KH2PO4 เข้มข้น 1.48 มิลลิโมลาร์  
     3.2 นำสารท่ีเตรียมไว้เทลงในน้ำกล่ัน ผสมให้เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื้อเดียว ปรับค่า
ความเป็นกรดด่างด้วย HCL หรือ NaOH เพื่อให้ได้ค่า pH7.2-7.4 
    3.3 กรองสารละลายด้วยเครื่องกรอง membrane filter ท่ีมีขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร 
     3.4 เก็บสารละลายในขวดแก้วและเก็บในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส 
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4. การเตรียมสารเคมีเพื่อเตรียมตัวอย่างสำหรับกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
การเตรียม phosphate buffers solution (Sorenson's buffer) (เวคิน นพนิตย์, 2524) 

เตรียม stock solutions: 
4.1 Solution A:  0.2M sodium phosphate monobasic 
ช่ัง NaH2PO4      27.80 กรัม 
ช่ัง NaH2PO4H2O    27.60 กรัม 

ละลายในน้ำกล่ัน เติมน้ำกล่ันให้ถึงขีด 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีน้ำตาล 
4.2 Solution B: 0.2 M sodium phosphate dibasic 
ช่ัง Na2HPO4     28.40  กรัม 
ช่ัง Na2HPO4.7H20    53.65  กรัม 
ช่ัง Na2HPO4.12H20    71.70  กรัม 

ละลายในน้ำกล่ัน เติมน้ำกล่ันให้ถึงขีด 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีน้ำตาล 
4.3 เตรียม Working 0.2 M buffer solution  

 Working solution ทำโดยการผสม stock solution ท้ัง A และ B ตามสัดส่วนในตาราง
เพื่อให้ได้ pH ตามต้องการ (pH 7.2-7.4) 
 

Solution A (mL) Solution B (mL) pH 

28 72 7.2 

23 77 7.3 

19 81 7.4 

 
5. เตรียม 0.1 M phosphate buffer (washing buffer) (Bozzola และ Russell, 1999) 
 5.1 ผสม 0.2 M buffer solution จาก (3)  1   ส่วน 
 5.2 น้ำกล่ัน     1  ส่วน 
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6. กลูทารอลดีไฮด์ 5 เปอร์เซ็นต์ (5% Glutaraldehyde) (Bozzola และ Russell, 1999) 
      6.1 กลูทารอลดีไฮด์ 50 เปอร์เซ็นต์           10 มิลลิลิตร 
      6.2 น้ำกล่ัน    90 มิลลิลิตร 
วิธีการ ล้างขวดกลูทารอลดีไฮด์ให้สะอาดเช็ดให้แห้ง ตัดคอขวดแล้วใช้ปิเปตดูดลงในน้ำกล่ันคนให้เข้า
กัน ปิดฝาให้สนิท เก็บในขวดสีชา เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
7. การเตรียม Working solution สารกลูทารอลดีไฮด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ละลายในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์(Bozzola และ Russell, 1999) 

นำกลูทารอลดีไฮด์ 5 เปอร์เซ็นต์ผสมกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.2                
โมลาร์ปริมาณเท่ากัน (1:1) เก็บในขวดสีชา เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
8. ออสเมียม เตตรอกไซด์ 4 เปอร์เซ็นต์ (4% Osmium tetroxide) (Bozzola และ Russell, 
1999) 
  8.1 ออสเมียม เตตรอกไซด์           1 กรัม  
  8.2 น้ำกล่ัน             25 มิลลิลิตร  
วิธีการ ใช้ออสเมียม เตตรอกไซด์ 1 กรัม  ล้างหลอดท่ีบรรจุให้สะอาดด้วยน้ำกล่ันเช็ดให้แห้งแล้วห่อ
หลอดด้วยกระดาษเช็ดเลนส์ ทุบให้หลอดแตก ถ่ายลงในขวดแก้วเติมน้ำกล่ัน 25 มิลลิลิตร ท้ิงไว้ค้าง
คืนในตู้ควันให้ออสเมียม เตตรอกไซด์ ละลายเองซึ่งมีสีเหลืองอ่อน กรองด้วยกระดาษกรอง 
 
9. การเตรียม ออสเมียม เตตรอกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต์ ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

(Bozzola และ Russell, 1999) 

วิธีการ ใหผ้สมออสเมียม เตตรอกไซด์  4 เปอร์เซ็นต์ ในสัดส่วน 1 ต่อ 3 ส่วนของสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ผสมให้เข้ากัน เก็บในขวดสีชา เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ควรนำสารละลายมาใช้ให้หมดโดยเร็ว ไม่ควรเก็บไว้นาน เพราะสารละลายจะเส่ือมคุณภาพ

กลายเป็นสีดำ 
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10. การเตรียมพลาสติกสูตร สเปอร์ เรซิน (Spurr, 1969)  

10.1 เรซิน VCD (vinyl cyclohexene dioxide)    10 กรัม 
10.2 เฟลกซิบิไลเซอร์ DER 736 (diglycidyl ether polypropylene glycol)  7 กรัม 
10.3 สารท่ีช่วยให้พลาสติกแข็ง NSA (nonenyl succinic anhydride) 26 กรัม 
10.4 ตัวเร่งการแข็งตัวของพลาสติก DMAE (dimethylamine ethanol) 0.3 กรัม 

วิธีการ ในการเตรียมสารเคมีจะใช้การช่ังน้ำหนัก โดยเอาบิกเกอร์แบบแก้วหรือพลาสติกวางบนแท่ง
ของเครื่องช่ังน้ำหนัก แล้วช่ังส่วนผสมชนิดต่างๆ ใส่ลงในบิกเกอร์ตามลำคับผสมให้เข้ากันด้วย 
magnetic bar ทำให้แข็งโดยนำไปอบท่ีอุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง หรือ 80 
องศาเซลเซียส  นาน 7 ช่ัวโมง ผสมก่อนใช้อย่างน้อย 1 คืน เก็บในห้องแช่แข็งเมื่อใช้ต้องนำออกจาก
ตู้เย็นให้เท่าอุณหภูมิห้องก่อน 
 
11. การเตรียมเลดซิเตท 0.4 เปอร์เซ็นต์ (0.4 Lead citrate) (Reynolds, 2009) 

11.1 เลดซิเตท     0.04 กรัม  
11.2 น้ำปราศจากไอออน   9.0 มิลลิลิตร 
11.3 โซเดียมไฮดรอกไซด                     10.0 นอรมอล   

วิธีการ ละลายเลดซิเตทในน้ำปราศจากไอออนท่ีกรองแล้วต้มจนเดือดและท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องปริมาณ 
หลังจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10.0 นอรมอล จนกว่าจะใส 
 
12. การเตรียมยูรานิล อาซิเตท 5 เปอร์เซ็นต์ (5 % Uranyl acetate) (Bozzola และ Russell, 

1999) 

  12.1 ยูรานิล อาซิเตท     1.0 กรัม 

  12.2 เมทานอล     20.0 มิลลิลิตร 

วิธีการ ละลายยูรานิล อาซิเตท ใน เมทานอล เมื่อละลายเข้ากันดีปรับปริมาตรให้ได้ 20.0 มิลลิลิตร 

 
13. วิธีการหาปริมาณโปรตีนมาตรฐาน โดยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

13.1 นำสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (Bovine serum albumin) ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัม มี 9 หลอด ทำตัวอย่างละ 2 หลอด รวมทั้งหมด 18 หลอด ใช้อัตราส่วน 1:20 และ 1:40 
โดยมีวิธีการเตรียมสาร ดังนี้ 
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หลอดท่ี ปริมาณ BSA (mg/ml) (μl) น้ำกล่ัน (μl) ความเข้มข้นโปรตีน (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 

 
13.2 สารละลายฟีนอล (Folin phenol reagent) เจือจางเท่าตัวก่อนใช้ 
13.3 สารละลาย alkaline cupper เตรียมจากสารละลาย 3 ชนิด สารละลาย A, B และ C 

 13.4 สารละลาย A ช่ัง sodium carbonate 20 กรัม ในสารละลาย NaOH ท่ีความเข้มข้น 
0.1 M (10 มิลลิลิตร) จนมีปริมาตรครบ 1 ลิตร 
 13.5 สารละลาย B 1% w/v CUSOA 
 13.6 สารละลาย C 1% w/v potassium หรือ sodium tartrate 
สารละลาย alkaline cupper เตรียมโดยใช้อัตราส่วนของ B:C:A เป็น  1:1:100 โดยปริมาตร                         
การเตรียมต้องผสม สารละลาย B และ C ก่อน แล้วจึงเติมสารละลาย A ผสมให้เข้ากัน สารนี้เตรียม 
ทันทีก่อนทำการทดลอง 
วิธีการ นำสารละลายในข้อ 13.1 ท้ังหมด 18 หลอด มาหาปริมาณโปรตีน โดยเติมสารละลาย 
alkaline 
cupper 3 มิลลิลิตรต่อหลอด เขย่าต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที 
 เติมสารละลายฟีนอล หลอดละ 300 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว้ให้เกิดสีท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที    
จากนั้นวัคค่า 
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร เทียบกับหลอดท่ีเป็น blank 
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 นำค่าท่ีได้เขียนกราฟมาตรฐานท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง A650 และความเข้มข้นของ 
โปรตีน 
การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในสารตัวอย่างโดยวิธีของ Lowry  
เตรียมสารตัวอย่างให้มีปริมาณคงท่ีเท่ากัน คือ 15 ไมโครกรัมต่อ หลุม โดยผสมสารตัวอย่าง ดังนี้ 

สารตัวอย่าง       X  ไมโครลิตร 
NuPAGE" LSD Sample buffer (4X) 3.75   ไมโครลิตร 
NuPAGE" Reducing Agent (10X) 1.50  ไมโครลิตร 
น้ำ deionized       X   ไมโครลิตร 
รวม              15.00  ไมโครลิตร 

14. การเตรียม staining solution COOMASSIE BRILLIANT BLUE R-250) 100 มิลลิลิตร 
 14.1 COOMASSIE BRILLIANT BLUE R-250 0.214 กรัม 
 14.2 Methyl alcohol     50.00 มิลลิลิตร 
 14.3 น้ำ deionized      50.00 มิลลิลิตร  
 14.4 Acetic acid      7.00 มิลลิลิตร 
 ผสมแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง 
 
15. การเตรียม Destaining solution     200  มิลลิลิตร 
 15.1 Methyl alcohol       14  มิลลิลิตร 
 15.2 Acetic acid       10 มิลลิลิตร 
 15.3 น้ำ deionized                176  มิลลิลิตร 
 
16. สารละลายโทลูอีดีน บลู 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 1 เปอร์เซ็นต์โบแร็กซ์ (Toluidine blue ใน 1 

เปอร์เซ็นต์ Borax tetra, sodium borate) (Bozzola และ Russell, 1999) 

      16.1 โทลูอีดีน บลู         1 กรัม 

      16.2 โบแร็กซ์ (Borax)                  1 กรัม 

      16.3 น้ำกล่ัน 

วิธีการ ละลายโบแร็กซ์ด้วยน้ำกล่ัน 50 มิลลิลิตร จากนั้นละลายโทลูอีดีน บลู ในน้ำ 50 มิลลิลิตร แล้ว

เทโบแร็กซ์ผสมลงไป  



 

ประว ัติผู้เขียน 
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