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ผลของความร้อนต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ และเซลล์ไข่สุกร 
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Abstract  
 

 The experiments aimed to study viability rate of oviduct epithelial cell (OEC)  and oocytes 
after exposed heat shock (EHS) in vitro culture. Study 1, to study on the viability rate of OEC after EHS 
different temperatures.  Oviducts were collected from ovaries 18 gilts slaughterhouse.  Completely 
randomized design was used. There were 6 groups (group 1 EHS 38.5°C 12 h, group 2 EHS 38.5°C 24 h, 
group 3 EHS 40°C 12 h, group 4 EHS 40°C 24 h, group 5 EHS 42°C 12 h and group 6 EHS 42°C 24 h). The 
results showed that group 1 (99.09±0.68% ) had viability rate than group 4  (97.45±1.43% ), group 5 
(95.90±2.29% ) and group 6 (95.88±1.89% ) with statistical significance (P<0.01) but not different from 
with group 2 (98.95±0.56% ) , group 3  (97.59±1.31% ) (P<0.01) . Study 2, study on cumulus-oocyte 
complexes (COCs) co-culture OEC, EHS with the different temperature was determined in vitro culture 
system. Ovaries were collected from 300 gilts. The results showed that after culture for 44 h in group 1 
(6.23±0.90 µm) was expanded of cumulus cells higher than group 3 (5.86±0.88 µm), group 4 (5.85± 
0.90 µm), group 5 (5.86±0.95 µm) and group 6 (5.70±1.09 µm) with statistical significance (P<0.01) but 
not significance with group 2 (6.21±0.93 µm) (P>0.01). Development rate of oocytes to metaphase II 
stage in group 1 (67.21%) was higher than group 2 (66.13%), group 3 (62.40%), group 4 (61.81%), group 5 
(62.10% ) and group 6 (61.82% ). It was concluded that high temperature decreases viability rate of 
OEC, expanded of cumulus cells COCs and development rate of oocytes to metaphase II stage. 
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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาอัตราการมีชีวิต
รอดของเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ และเซลล์ไข่ท่ีได้รับอุณหภูมิ
ร้อน (Exposed Heat Shock; EHS) ในหลอดทดลอง 
การศึกษาที่ 1 ศึกษาอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุผิว
ท่อน าไข่ โดยใช้ท่อน าไข่ท่ีถูกเก็บจากสุกรสาวท้ังหมด 18 ตัว 
แบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 EHS 38.5oซ. 12 ซม.,  
กลุ่มท่ี 2 EHS 38.5oซ. 24 ซม., กลุ่มท่ี 3 EHS 40oซ. 12 ซม., 
กลุ่มท่ี 4 EHS 40oซ. 24 ซม., กลุ่มท่ี 5 EHS 42oซ. 12 ซม. 
และกลุ่มท่ี 6 EHS 42oซ. 24 ซม. ผลพบว่า กลุ่มท่ี 1 
(99.09±0.68%) มีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกว่า กลุ่มท่ี  4 
(97.45±1.43%) กลุ่มท่ี  5 (95.90±2.29%) และกลุ่มท่ี  6 
(95.880±1.89%) ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.01) แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ 
กลุ่ มท่ี  2 (98.95±0.56%) และกลุ่ มท่ี  3 (97.59±1.31% ) 
(P>0.01)  การศึ กษาที่  2 ศึกษาการเพาะเลี้ ยง COCs 
ร่วมกับเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ท่ีถูกฮีทช็อค ด้วยอุณหภูมิท่ี
แตกต่างกัน รั งไข่ ถูกเก็ บจากสุกรสาวท้ั งหมด 300 ตั ว             
ผลการทดลอง พบว่า มีการขยายของคิวมูลัส (Cumulus) 
เมื่อเลี้ยงไปถึงชั่วโมงท่ี 44 ในกลุ่มท่ี 1 (6.237±0.90 µm) มี
ค่ามากกว่ากลุ่มท่ี 3 (5.86±0.88 µm)  กลุ่มท่ี 4 (5.853±0.90 µm) 
กลุ่มท่ี 5 (5.862±0.95 µm) และกลุ่มท่ี 6 (5.707±1.09 µm) 
ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) แต่ไม่
แตกต่างกั นอย่ างมี นั ยส าคัญทางสถิ ติ กั บกลุ่ ม ท่ี  2 
(6.210±0.93 µm) (P>0.01) และผลของอัตราการพัฒนาของ
เซลล์ไข่ไปจนถึงระยะ Metaphase II ในกลุ่มท่ี 1 (67.21%)  มีค่า
มากกว่ากลุ่มท่ี  2 (66.13%) กลุ่มท่ี  3 (62.40%) กลุ่มท่ี  4 
(61.81%) กลุ่ มท่ี  5 (62.10%) และกลุ่ มท่ี  6 (61.82%)  
ดังนั้นสรุปได้ว่า อุณหภูมิสูงส่งผลต่ออัตราการมีชีวิตรอดของ
เซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ และการขยายของเซลล์คิวมูลัส และ
การพัฒนาของเซลล์ไข่ 
 
ค าส าคัญ:  เย่ือบุผิวท่อน าไข่  เซลล์ไข่  ท่อน าไข่  สุกร 
 

ค าน า 
 

 อุณหภูมิมีส่วนส าคัญต่อการจัดการภายในฟาร์ม 
หากจัดการไม่ดีจะส่งผลให้สุกรเกิดความเครียดจากความ
ร้อน (Wegner et al., 2016) ท าให้สุกรกินอาหารได้น้อย 
น้ าหนักตัวลดลง แม่สุกรให้น้ านมลดลง จ านวนลูกต่อครอก 
และน้ าหนักแรกคลอดต่ า นอกจากนี้ยังส่งผลกระทบต่อ
ระบบสืบพันธุ์ เช่น ท าให้แม่สุกรมีความสมบูรณ์พันธุ์ต่ า 
อัตราการมีชีวิตรอดของลูกสุกรลดลง (Prunier et al., 1994) 
มีรายงานเกี่ยวกับเทคโนโลยีการเจริญของไข่ในหลอด
ทดลอง In Vitro Maturation (IVM) และการปฏิสนธิใน
หลอดทดลอง In Vitro Fertilization (IVF) สามารถศึกษา
ผลกระทบจากความร้อนต่อการเจริญของไข่และตัวอ่อนได้ 
โดยน าเยื่อบุผิวท่อน าไข่มาเลี้ยงร่วมกับเซลล์ไข่และตัวอ่อน 
Kidson et al. (2003) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าเซลล์เยื่อบุ
ผิวท่อน าไข่มีหน้าท่ีส าคัญในระบบสืบพันธุ์เพศเมีย เช่น 
ช่วยในการขนส่งเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และเพศเมีย (Fazeli 
et al., 1999) หลั่งของเหลวท่ีช่วยในการปฏิสนธิระหว่าง
อสุจิกับเซลล์ไข่ (Romar et al., 2001) ช่วยขนส่งตัวอ่อน
ที่ปฏิสนธิแล้ว ไปฝังตัวยังมดลูก (Georgiou et al. , 
2005) และผลิตโปรตีนท่ีส าคัญต่อการพัฒนาของตัวอ่อน
ในระยะแรก เช่น Insulin-like Growth Factor (IGF), 
Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth 
Factor (TGF) และ Fibroblast Growth Factors (FGFs) 
(Chen et al., 2007) จากการศึกษาก่อนหน้านี ้ของ 
Kidson et al. (2003) ท่ี ศึกษาการเพาะเลี้ ยงเยื่อบุผิ ว   
ท่อน าไข่ท่ีเลี้ยงร่วมกับไข่ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับ
เซลล์ไข่ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีไม่การเสริมเย่ือบุผิวท่อน าไข่      
พบว่าขนาดของเซลล์ไข่ท่ีเลี้ยงร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่ 
(150.43±0.64 µm) มีขนาดใหญ่กว่าเซลล์ไข่ที่เลี ้ยงใน
อาหารท่ีไม่มีการเสริมเยื่อบุผิวท่อน าไข่ (149.60±0.30 µm) 
และพบว่าความหนาของ Perivitelline space ของเซลล์
ไข่ที่เลี้ยงร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่ (4.40±0.30 µm)
มากกว่าเซลล์ไข่ท่ีไม่เสริมเยื่อบุผิวท่อน าไข่ (4.25±0.21 µm)
นอกจากนั้ นยังพบว่าตัวอ่อนท่ี เลี้ยงร่วมกับเยื่อบุผิ ว       
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ท่อน าไข่ สามารถพัฒนาไปถึงระยะ Blastocyst ได้สูงถึง 
47% ซึ่งมากกว่าตัวอ่อนท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีไม่มีการเสริม
เยื่อบุผิวท่อน าไข่ (40%) อย่างไรก็ตามยังมีข้อมูลอยู่จ ากัด
เกี่ยวกับผลของความร้อนต่อ COCs และสามารถพัฒนา
ของไข่ จึงเป็นท่ีมาของการศึกษานี้เพื่อน าข้อมูลท่ีได้ไปใช้
เป็นแนวทางในการเพิ่มอัตราการพัฒนาของเซลล์ไข่ใน
ระบบการเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ในหลอดทดลองต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

การวางแผนการทดลอง  
 การศึกษาครั้งนี้ใช้ตัวอย่าง ท่อน าไข่ และรังไข่ของ
สุกรสาวสายพันธุ์ทางการค้า (แลนด์เรซ × ลาร์จไวท์ × 
ดูร๊อค) จ านวนท้ังหมด 318 ตัว โดยจัดกลุ่มทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์  (Completely Randomized Design) แบ่งออกเป็น 
2 การทดลองดังนี้ การทดลองท่ี 1 ใช้สุกรสาวท้ังหมด 18 ตัว 
ซึ่งแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ซ้ า ดังนี้ กลุ่มท่ี 1 EHS 
38.5oซ. 12 ชม. กลุ่มท่ี 2 EHS 38.5oซ. 24 ชม. กลุ่มท่ี 3 EHS 
40oซ. 12 ชม. กลุ่มท่ี 4 EHS 40oซ. 24 ชม. กลุ่มท่ี 5 EHS 
42oซ. 12 ชม. และกลุ่มท่ี 6 EHS 42oซ. 24 ชม. และการ
ทดลองท่ี 2 ใช้สุกรสาวท้ังหมด 300 ตัว ซึ่งแบ่งออกเป็น  
6 กลุ่ม กลุ่ มละ 3 ซ้ า ดั งนี้  กลุ่ มท่ี  1 OEC+EHS 38.5oซ.       
12 ชม. กลุ่มท่ี  2 OEC+EHS 38.5oซ. 24 ชม . กลุ ่ม ที ่ 3 
OEC+EHS 40oซ. 12 ชม. กลุ่มที่ 4 OEC+EHS 40oซ.    
24 ชม. กลุ่มท่ี 5 OEC+EHS 42oซ. 12 ชม. และกลุ่มท่ี 6 
OEC+EHS 42oซ. 24 ชม. 
 
จรรยาบรรณการใชส้ัตว์ทดลอง  
 การใช้สัตว์ทดลองในงานวิจัยนี้ ปฏิบั ติตาม
ข้อก าหนดในจรรยาบรรณการใช้สัตว์เพื่องานทดลองทาง
วิทยาศาสตร์ สภาวิจัยแห่งชาติ และภายใต้ค าแนะน าของ
คณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตวท์ดลอง ศูนย์
สัตว์ทดลองมหาวิทยาลัยพะเยา เลขท่ี UP-AE60-01-01-002  
 
 

การเก็บตัวอย่างและการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ท าการศึกษา 
 เก็บตัวอย่างท่อน าไข่และรังไข่จากโรงฆ่าสัตว์ โดย
สวมถุงมือท่ีสะอาด และใช้ใบมีดผ่าตัดท าการตัดรังไข่และ
ท่อน าไข่จากซากของสุกร จากนั้นน ามาล้างด้วย Sodium 
chloride ความเข้มข้น 0.9% และน าไปแช่ในภาชนะท่ี
ควบคุมอุณหภูมิประมาณ 35-38๐ซ. และน ากลับไปยัง
ห้องปฏิบัติการภายใน 1 ชั่วโมง ตามวิธีของ Kidson et al. 
(2003) 
 
การเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่  
  น ารั งไข่และท่อน าไข่มา ล้ างด้ วย Sodium 
chloride ความเข้มข้น 0.9% และใช้มีดผ่าตัด ตัดแยกท่อน าไข่
ในส่วนแอมพูล่า (Ampullar) และอิสมัส (Isthmus) ออกจาก
ส่วนของกรวยปากแตร (Infundibulum) และน ามาล้างด้วย 
Phosphate Buffer Saline (PBS) 2 ครั้ง ใช้ใบมีดผ่าตัดผ่า
ท่อน าไข่ตามแนวยาวและขูดเยื่อบุผิวท่อน าไข่โดยใช้
กระจกสไลด์ และท าการล้างเยื่อบุผิวท่อน าไข่ด้วย PBS 
2 ครั้ง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 300 x g เป็นเวลา 3 นาที 
และท าการดูดของเหลวท่ีอยู่เหนือตะกอนท้ิง ท าซ้ ากัน
สองครั้ง และย้ายมาเลี้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล์ M199 
จากนั้นน าไปเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์ CO2 incubator เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง และน าเย่ือบุผิวท่อน าไข่ส่วนหนึ่งมาแบ่ง
ตามกลุ่มทดลองที่อุณหภูมิ 38.5, 40 และ 42oซ. เป็น
เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงน ามาตรวจสอบอัตรา
การมีชีวิตรอดด้วยอุปกรณ์  Hematocytometer ตามวิธี
ของ Kidson et al. (2003) 
 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์เยื่อบุผิวท่อ
น าไข่ในหลอดทดลอง 
  น ารังไข่มาล้างด้วย PBS 2 ครั้ง จากนั้นน าเข็มฉีด
ยาเบอร์ 18 ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 15 ซีซี เพื่อท าการ
เจาะดูดเอา Cumulus-oocyte Complexes (COCs) ในรังไข่ 
แล้วท าการคัดเลือกในจานเพาะเลี้ยงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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ท่ีก าลังขยาย 10X โดยท าการคัดไข่ท่ีมีชั้นเซลล์ คิวมูลัส 
(Cumulus cell) ท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่ต้ังแต่ 3 ชั้นข้ึนไป และ
น ามาเลี้ยงร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่ ตามวิธีของ Chen et al. 
(2007) แล้วน าไปศึกษาผลกระทบจากอุณหภูมิท่ี 38.5, 40  
และ 42oซ. เป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท าการบันทึกอัตราการพัฒนา
ของเซลล์ไข่จนถึงระยะ Metaphase II          
 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วิ เคราะห์ ข้อมูลพื้ น ฐาน ถูกวิ เคราะห์ โดย
โปรแกรม R เวอร์ชั่น 3.2.5 โดยอัตราการมีชีวิตรอดของ
เยื่อบุผิวท่อน าไข่ และอัตราการพัฒนาของเซลล์ ไข่         
ถูกเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Least Significant Difference 
(LSD) โดยก าหนดความเชื่อมั่นท่ี 99% (P-value<0.01) 

ผลการวิจัย 
 
การศึกษาที่ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเย่ือบุผวิ 
ท่อน าไข่ในสุกรสาว 
 สัณฐานวิทยาของเยื่อบุผิวท่อน าไข่เมื่อน ามาเลี้ยง
ในหลอดทดลองในชั่วโมงท่ี 0 พบว่าเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่มี
ลักษณะเป็นแผ่นมรีูปร่างหลายลักษณะไม่แน่นอน (Figure 1A) 
เมื่อท าการเลี้ยงถึงชั่วโมงท่ี 12 พบว่ากลุ่มเซลล์ท่ีอยู่รวมกัน
เป็นแผ่นเริ่มเปลี่ยนรูปเป็นแผ่นวงกลม (Figure 1B) ชั่วโมงท่ี 
18 เริ่มสังเกตเห็นแผ่นวงกลมมีเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่มี    
ขนเส้นเล็ก (Cilia) อยู่รอบๆ และเคลื่อนท่ีได้ (Figure 1C) 
ชั่วโมง 24 สามารถแยกเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ได้ออกจาก
เซลล์ชนิดอื่นได้จากการเคลื่อนท่ีอย่างชัดเจน (Figure 1D)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.  Morphology of oviduct epithelial cell after culture for 0, 12, 18  and 24 h (A)  

   uncertainty shape of cultured oviduct epithelial cell at 0 h (B) round shape after culture  
   of 12 h (C) cilia on epithelial cell at 18 h (D) movement of oviduct epithelial cell  
   in culture medium at 24 h  
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การตรวจสอบอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุผิว ท่อน าไข ่
 ท าได้โดยน าเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่มาเลี้ยงในตู้
เลี้ยงเซลล์ท่ีปรับอุณหภูมิระดับ 38.5, 40,. และ42oซ. เป็น
เวลา 12 และ 24 ชั่ วโมง ตามล าดับ แล้ วตรวจสอบอั ตรา            

การมีชีวิตรอดด้วยน้ ายาย้อมสี Trypan blue พบว่าเซลล์
ท่ีมีชีวิตไม่มีการย้อมติดสี (Figure 2A) และเซลล์ท่ีตายมี      
การย้อมติดน้ าเงิน Trypan blue ดังแสดงใน (Figure 2B) 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 2  Morphology of living cells (A) and dead cells (B) after stained with Trypan blue 

 
เลี้ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5, 40  และ 42๐ซ. เป็น

ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าในกลุ่มท่ี 1 มีอัตราการ     
มีชีวิตรอด (99.09±0.68%) สูงกว่ากลุ่มท่ี 4 (97.45±1.43%) 
กลุ่มท่ี 5 (95.90±2.29%) และกลุ่มท่ี 6 (95.88±1.89%)  
ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) แต่ไมแ่ตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ี  2 (98.95±0.56%) 

(P>0.01) กลุ่มท่ี3 (97.59±1.31%) (P>0.01) นอกจากนี้ กลุ่มท่ี 2 
(98.95±0.56%) และกลุ่ มท่ี  3 (97.59±1.31%) แตกต่างกั น      
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ี 4 (97.45±1.43%) กลุ่มท่ี 5 
(95.90±2.29%) และกลุ่มท่ี  6 (95.88±1.89%) (P<0.01) และ
กลุ่มท่ี 5 (95.90±2.29%) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติกับกลุ่มท่ี 6 (95.88±1.89%) (P>0.01) ดังแสดงใน Table 1 

 

Table 1   The viability rate of oviduct epithelial cell after exposed to different temperature  
 

       Treatment 
 

Number of oviduct 
epithelial cell (n) 

Viability rate (%) 
(mean±SD) 

Mortality rate (%) 
 (mean±SD) 

          OEC+EHS 
      38.5oC at 12 h 

1,660 99.09±0.68c  

(1,645/1,660) 
0.88±0.66a  
(15/1,660) 

          OEC+EHS 
      38.5oC at 24 h 

1,659  98.95±0.56bc 
(1,642/1,659) 

 1.06±0.55ab  
(17/1,659) 

          OEC+EHS 
       40oC at 12 h 

1,616  97.59±1.31bc  

(1,576/1,616) 
 2.44±1.33bc  

(40/1,616) 

          OEC+EHS 
       40oC at 24 h 

1,663  97.45±1.43b  
(1,621/1,663) 

  2.57±1.47bcd  

(42/1,663) 
          OEC+EHS 
       42oC at 12 h 

1,627  95.90±2.29a  

(1,562/1,627) 
 3.77±2.41cd  

(65/1,627) 
          OEC+EHS 
       42 oC at 24 h 

1646  95.88±1.89a  

(1571/1,646) 
4.14±1.88d  

(75/1,646)        

 Different superscripts (a, b, c) with in same column are significantly different (P<0.01). 
 OEC: Oviduct epithelial cell, EHS: Exposed heat shock, SD: Standard deviation 
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การศึกษาที่ 2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ท่ีเลี้ยงร่วมกับเซลล์
เย่ือบุผิวท่อน าไข่ท่ีถูกฮีทช็อคด้วยอุณหภูมิ ท่ีแตกต่างกัน 
ในสุกรสาว 
 รังไข่ของสุกรสาวถูกเก็บจากโรงเชือดท้ังหมด 300 
ตัว จากนั้นคัดท้ิงเซลล์ไข่ในจานเพาะเลี้ยงท่ีมี Cumullus 
cell หุ้มน้อยกว่า 3 ชั้น (Figure 3A) แล้วท าการคัดเลือก
เอาแต่เซลล์ไข่ที่มี Cumulus cell ตั้งแต่ 3 ชั้นขึ้นไป 
(Figure 3B) ส าหรับใช้ในการทดลอง จากนั้นน าเซลล์ไข่มา

เลี้ ยงร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่และน าไปฮีทช็อคในตู้
เพาะเลี้ยงท่ีมีอุณหภูมิต่างกัน หลังจากเพาะเลี้ยงผ่านไป 22 
ชั่วโมง ท าการประเมินคุณภาพของเซลล์พี่เลี้ยงท่ีห่อหุ้มรอบ
เซลล์ไข่ โดยดูจากการเกิดการแผ่ขยายออกเป็นวงกว้างของ 

Cumulus cell (Figure 3C) จากนั้นเลี้ยงจนถึง 44 ชั่วโมง 
และน าเซลล์ไข่ไปก าจัดเซลล์พี่ เลี้ยงออกด้วยเอนไซม์ 
Hyaluronidase เพื่อดูการพัฒนาของเซลล์ไข่ พบว่าเซลล์ไข่
เกิดการพัฒนาจนถึงระยะ Metaphase II (Figure 3D)  

 

 
 
Figure 3.  Morphology of oocytes during in vitro culture; (A) the remove the oocyst with layer of cumulus  

  with less than 3 layers (Pointing red arrows), (B) selected oocytes with were used for culture  
  its appearance of cumulus layers of oocytes covering 3 or more layers, (C) characteristics  
  of the cumulus layer encapsulated around the oocytes expansion (Pointing red arrows).  
  and (D) development of oocytes in Metaphase II stage 

 

การขยายตัวของคิวมูลัสเซลล์ที่ล้อมรอบเซลล์ไข่ 
หลังจากเลี้ยงด้วยอุณหภูมิที่แตกต่างกัน 
 ผลของความร้อนต่อการขยายตัวของคิวมูลัสเซลล์
ท่ีรอบเซลล์ไข่หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ผ่านไป 22 ชั่วโมง 
ในกลุ่มท่ี 1 (3.75±0.64 µm) ซึ่งมีการขยายตัวของคิวมูลัส
เซลล์สูงกว่ากลุ่มท่ี 3 (3.45±0.59 µm) กลุ่มท่ี 4 (3.42±0.59 µm) 
กลุ่มท่ี  5 (3.403±0.62 µm) และกลุ่มท่ี  6 (3.40±0.62 µm)  
ซึ่ งแตกต่างกั นอย่ างมี นั ยส าคัญทางสถิ ติ  (P<0.01) แต่ ไม่ 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับกลุ่มท่ี 2 (3.45±0.59 µm) 

(P>0.01) เมื่อท าการเพาะเลี้ยงไปถึงชั่วโมงท่ี 44 พบว่า การ
ขยายตัวของคิวมูลัสเซลล์ ใน กลุ่มท่ี 1 (6.23±0.90 µm) 
กลุ่มท่ี 2 (6.21±0.93) มีการขยายตัวของคิวมูลัสเซลล์สูงกว่า
กลุ่มท่ี 3 (5.86±0.88 µm) กลุ่มท่ี 4 (5.853±0.90 µm) 
กลุ่มท่ี 5 (5.86±0.95 µm) และกลุ่มท่ี 6 (5.70±1.09 µm) ซึ่ง
แตกต่างกันอย่างมีนั ยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) แต่ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ี 2 (6.21±0.93 
µm) (P>0.01)       ดังแสดงใน Table 2 
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Table 2.  Development rate of cumulus cells of COCs co-culture with oviduct epithelial cells  
   from different heat shocked  

 

   Treatment Number of oocytes 
cultured (n) 

Development of cumulus cell 
0 h (µm±SD) 22 h (µm±SD) 44 h (µm±SD) 

   COCs+OEC 
  38.5oC at 12 h 

       159   2.14±0.15   3.75±0.64b   6.23±0.90b 

   COCs+OEC 
  38.5oC at 24 h 

       156   2.17±0.15   3.64±0.71ab    6.21±0.93b 

   COCs+OEC 
  40oC at 12 h 

       161   2.15±0.18   3.45±0.59a   5.86±0.88a 

   COCs+OEC 
  40oC at 24 h 

       158   2.13±0.16   3.42±0.59a   5.85±0.90a 

   COCs+OEC 
  42oC at 12 h 

       160   2.14±0.14   3.40±0.62a   5.86±0.95a 

   COCs+OEC 
  42oC at 24 h 

       160   2.13±0.16   3.40±0.62a   5.70±1.09a 

      

 Different superscripts (a, b) with in same column are significantly different (P<0.01). 
 COCs: Cumulus oocytes complexes, OEC: Oviduct epithelial cell, SD: Standard deviation 
 

การพัฒนาของเซลล์ไข่ที่ เลี้ยงร่วมกับเซลล์เยื่อบุผิว     
ท่อน าไข่ด้วยอุณหภูมิที่ต่างกัน 
 ผลของการเลี้ยงเซลล์ไข่ร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่
ท่ีถูกฮีทช็อคด้วยความร้อน พบว่าการพัฒนาของเซลล์ไข่
ในระยะ MII กลุ่มท่ี 1 มีค่าเท่ากับ 67.21% กลุ่มท่ี 2 มีค่า

เท่ากับ 66.13% กลุ่มท่ี 3 มีค่าเท่ากับ 62.40% กลุ่มท่ี 4 
มีค่าเท่ากับ 61.81% กลุ่มท่ี 5 มีค่าเท่ากับ 62.10% และ
กลุ่มท่ี 6 มีค่าเท่ากับ 61.82% ตามล าดับ แต่ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดง
ใน Table 3 
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Table 3.  Development rate of oocytes co-culture oviduct epithelium cell by heat shocked  
              at different temperatures 
 

Treatment Number of oocytes 
cultured (n) 

Development of oocytes 
MII  
(%) 

Degenerate 
(%) 

      IVM+OEC  
    38.5oC at 12 h 

159 67.21 (107/159) 33.79 (52/159) 

      IVM+OEC 
    38.5oC at 24 h 

156 66.13 (103/156) 33.87 (53/156) 

      IVM+OEC 
    40oC at 12 h 

161 62.40 (101/161) 37.60 (60/161) 

      IVM+POEC 
    40oC at 24 h 

158      61.81 (97/158) 38.19 (61/158) 

      IVM+POEC 
    42oC at 12 h 

160      62.10 (99/160) 37.90 (64/160) 

      IVM+POEC 
    42oC at 24 h 

160      61.82 (96/160) 38.17 (64/160) 

 

IVM: In vitro maturation, OEC: Oviduct epithelial cell, SD: Standard deviation  

 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวท่อ    
น าไข่ในหลอดทดลองท่ีพบจากการศึกษาในครั้งนี้ มีลักษณะ
ทรงกระบอกและมีไมโครวิลไลล้อมรอบ ส่วนอีกชนิดหนึ่งมี
ลักษณะเป็นทรงกลม มีไมโครวิลไลล้อมรอบ และสามารถ
เคลื่อนไหวได้ ความร้อนมีผลต่ออัตราการมีชีวิตรอดของ
เซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อ
เซลล์ยิ่งได้รับอุณหภูมิสูงเป็นระยะเวลานาน ท าให้อัตราการ
มีชีวิตรอดลดลง และการศึกษาอัตราการพัฒนาของเซลล์ไข่
ท่ีเลี้ยงร่วมกับเยื่อบุผิวท่อน าไข่ท่ีถูกกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ
ร้อนท่ีต่างกันในหลอดทดลอง Chen et al. (2007) ได้
รายงานว่าลักษณะของ Cumulus cell ท่ีมีลักษณะติดกัน

แน่นแบนแผ่กระจายหลายชั้น เป็นดัชนีท่ีแสดงถึงความ
สมบูรณ์และแข็งแรงของเซลล์ไข่ และมีโอกาสพัฒนาไป
จนถึงระยะ Metaphase II ได้ดีกว่าเซลล์ไข่ท่ีมีเซลล์พี่เลี้ยง
ล้อมรอบแบบไม่หนา ซึ่งในการทดลองนี้พบว่า กลุ่มท่ีได้รับ
ความร้อนสูงและเป็นระยะเวลานานมีอัตราการขยายจ านวน
ของ Cumulus cell ลดลงเมื ่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
นอกจากนี้ Kidson et al. (2003) รายงานว่า สาเหตุท่ีท าให้
เซลล์ไข่มีประสิทธิภาพในการพัฒนาเพิ่มข้ึน มาจากเซลล์เยื่อ
บุผิวท่อน าไข่ท่ีชื่อซีเลีย ซึ่งเซลล์ชนิดนี้สร้างและหลั่งสาร    
ไกลโคโปรตีนซึ่งพบท่ีต่อมหลั่งสาร (Secretory granule) และ
Growth factor จ าพวก Insulin-like Growth Factor (IGF), 
Epidermal Growth Factor ( EGF) , Transforming 
Growth Factor (TGF) และ  Fibroblast Growth Factors 
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(FGFs) ซึ่งสารเหล่านี้มีหน้าท่ีช่วยกระตุ้นการพัฒนาของไข่
และตัวอ่อนในระยะแรก และจากการศึกษาเกี่ยวกับการ
พัฒนาของเซลล์ไข่ท่ีน ามาเลี้ยงร่วมกับเซลล์เย่ือบุผิวท่อ    
น าไข่ท่ีถูกฮีทช็อคด้วยอุณหภูมิ 38.5๐ซ. เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
มีอัตราการพัฒนาของเซลล์ไข่ไปจนถึงระยะ Metaphase II 
ถึงร้อยละ 67.21 (107/159) ซึ่งมีอัตราการพัฒนาท่ีมากกว่า 
กลุ่มท่ี 2 ร้อยละ 66.13 (103/156) กลุ่มท่ี 3 ร้อยละ 62.40 
(101/161) กลุ่มท่ี 4 ร้อยละ 61.81 (97/158) กลุ่มท่ี 5 ร้อยละ 
62.10 (99/160) และกลุ่มท่ี 6 ร้อยละ 61.81 (96/160) ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่าแม้เซลล์ไข่จะถูกฮีทช็อคด้วยอุณหภูมิร้อน 
แต่เซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ยังสามารถปรับปรุงคุณภาพของเซลล์ไข่
ให้มีการเจริญเติบโตไปจนถึงระยะ Metaphase II ได้ ซึ่งมีเหตุผล
สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Kidson et al., (2003) 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
 การได้รับความร้อนสูงส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของ
เซลล์ เยื่อบุผิวท่อน าไข่ การขยายตัวของคิวมูลัสเซลล์        
ท่ีล้อมรอบเซลล์ไข่ท่ีเลี้ยงในหลอดทดลองลดลง และการ
พัฒนาของเซลล์ไข่ท่ีเลี้ยงร่วมกับเซลล์เยื่อบุผิวท่อน าไข่ด้วย
อุณหภูมิสูงมีแนวโน้มการพัฒนาลดลง  
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ดร.อนุชา สธนวงศ์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ท่ีได้ให้ความรู้ 
ค าแนะน าเกี่ยวกับเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเซลล์ไข่ในหลอด
ทดลอง และการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดทดลอง และ
ขอขอบคุณโรงเชื อดอ าเภอเมือง จั งหวัดพะเยา ท่ี ได้
อนุเคราะห์การเก็บตัวอย่างรังไข่สุกร 
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