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นิพนธ์ต้นฉบับ

การศึกษาการเกิด parthenogenesis โดยการกระตุ้นไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่
ภายนอกร่างกายจากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่และไข่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลว 
โดยใช้สารเคมีและการพัฒนาให้เป็น parthenogenetic stem cell

บทคัดย่อ

บทนำ�:	 Parthenogenesis	 เป็นกระบวนการที่ทำาให้เกิดการเพ่ิมจำานวนชุดของโครโมโซมของเซลล์สืบพันธุ์เพศหญิง	 

(oocyte)	จาก	๑	ชดุเปน็	๒	ชดุ	โดยไมต่อ้งมกีารปฏสินธขิองเซลลส์บืพนัธุจ์ากฝา่ยชายและฝา่ยหญงิ	Parthenote	

ที่เกิดขึ้นสามารถนำามาใช้ในการพัฒนาเป็นเซลล์ต้นกำาเนิด	 เพื่อประโยชน์ในการศึกษาวิจัยทางการแพทย์ต่อไป	 

ซึง่สามารถหลกีเลีย่งประเดน็ทางจรยิธรรมทีพ่บในการพฒันาเซลล์ตน้กำาเนดิจากตวัออ่น	(embryo)	แตเ่นือ่งจาก

ขบวนการ	parthenogenesis	เกดิขึน้ไดย้ากมากในมนษุย	์การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงคใ์นการพฒันาวธิกีารทำาให้

เกดิ	parthenogenesis	ในไขช่นดิตา่งๆ	ทีเ่หลอืใชใ้นกระบวนการรกัษาภาวะมบีตุรยากโดยอาศยัเทคโนโลยชีว่ย

การเจริญพันธุ์ให้มีประสิทธิภาพ

วิธีก�รศึกษ�:	 ทำาการกระตุ้นไข่ท่ีเจริญไม่เต็มท่ีที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกาย	 (In	 vitro	maturation:	 IVM)	 ที่เหลือ

ใช้จากกระบวนการรักษาภาวะมีบุตรยาก	 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่	 ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่หน่วยผู้มีบุตรยาก 

โรงพยาบาลธรรมศาสตรเ์ฉลมิพระเกยีรต	ิป	ี๒๕๕๗	-	๒๕๖๐	โดยใชส้ารเคม	ี๒	แบบคอืแบบที	่๑	ไดแ้ก	่ionomysin	 

ร่วมกับ	 6-dimethylaminopurine	 (6-DMAP)	 แบบที่	 ๒	 ได้แก่	 ionomysin	 ร่วมกับ	 cytochalasinB	 และ	 

cycloheximide	แล้วทำาการเพาะเลี้ยงในน้ำายาเพาะเลี้ยง	๒	สูตร	คือ	สูตร	A	ได้แก่	culture	medium	สูตร	B	

ไดแ้ก	่culture	medium	ทีม่	ีgrowth	factors	โดยทีใ่นการเพาะเล้ียงดว้ยน้ำายาเพาะเล้ียง	สูตร	B	ยงัแบง่กลุ่มยอ่ย

คอืกลุม่ทีไ่มม่กีารกระตุน้ดว้ยไฟฟา้และกลุม่ทีม่กีารกระตุน้ดว้ยไฟฟา้ในระยะทีม่กีารแบง่เซลล	์(cleavage	stage)	

แล้วทำาการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิด	parthenogenetic	pronuclear	stage	(PPN),	parthenogenetic	 

cleavage	stage	(PC)	และ	parthenogenetic	blastocyst	stage	(PB)	โดยใช้สถิติ	student	t-test	ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น	๐.๐๕	รวมทั้งได้มีการศึกษาเบื้องต้นของการนำาไปพัฒนาเป็น	parthenogenetic	stem	cell

ผลก�รศึกษ�:	 จำานวนไขท่ีใ่ชใ้นการศกึษาทัง้หมด	๑๙๑	ใบ	แบง่ออกเปน็ไข่ทีเ่จรญิไมเ่ตม็ท่ี	๑๑๐	ใบ	โดยเปน็ไขท่ีไ่มผ่า่นการแช่แขง็	 

๗๙	ใบ	และผ่านการแช่แข็ง	๓๑	ใบ	และไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลว	๘๑	ใบ	โดยเป็นไข่ที่ไม่

ผ่านการแช่แข็ง	๗๔	ใบ	และผ่านการแช่แข็ง	๗	ใบ	พบว่าอัตราการเกิด	PPN	ในไข่ที่มาจากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่

ไม่ผ่านการแช่แข็งและได้รับการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๑	มีค่าต่ำากว่าการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	๒	อย่างมี

นัยสำาคัญทางสถิติคือร้อยละ	๔๐.๐๐	และ	๖๙.๒๓	ตามลำาดับ	(p	=	0.008)	โดยเฉพาะอย่างยิ่งยังพบว่ามีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติจากไข่ระยะ	germinal	vesicle	ร้อยละ	๔๐.๖๓	และ	๗๒.๗๓	ตามลำาดับ	 

(p	=	0.009)	อตัราการเกิด	PC	จากการกระตุน้ดว้ยสารเคมสีตูรท่ี	๒	ทีเ่พาะเลีย้งในน้ำายาสตูร	A	มคีา่ต่ำากวา่ท่ีเพาะ

เลี้ยงในน้ำายาสูตร	B	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติคือร้อยละ	๗๘.๖๗	และ	๘๖.๖๖	ตามลำาดับ	(p	=	0.014)	ยังพบว่า 

อัตราการเกิด	PC	จากไข่ที่เจริญเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวและไม่ผ่านการแช่แข็งจากการกระตุ้นด้วยสารเคมี

สูตรที่	๑	ที่เพาะเลี้ยงในน้ำายาสูตร	A	มีค่าน้อยกว่าจากการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	๒	เพาะเลี้ยงในน้ำายาสูตร	B	

อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติคือร้อยละ	๕๗.๑๔	และ	๑๐๐	ตามลำาดับที่	p	=	0.05	อัตราการเกิด	PB	จากไข่ทั้งหมด
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มีค่าเฉลี่ยร้อยละ	๔.๑๙	 โดยพบว่ามีอัตราการเกิด	 PB	 จากไข่ที่มาจากไข่ที่เจริญเติบโตไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่

แข็งคิดเป็นร้อยละ	๔.๗๑	และมีอัตราการเกิด	PB	จากไข่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งคิดเป็นร้อย

ละ	๔.๘๘	และพบวา่อตัราการเกดิ	PB	จากการกระตุน้ดว้ยสารเคมสีตูรที	่๒	ทีเ่พาะเลีย้งในน้ำายาสตูร	A	มคีา่นอ้ย

กว่าทีเ่พาะเลีย้งในน้ำายาสตูร	B	ทีไ่มม่กีารกระตุน้ด้วยไฟฟา้อยา่งมนียัสำาคัญทางสถติคืิอรอ้ยละ	๕.๓๓	และ	๖.๖๗	

ตามลำาดับ	p	=	0.05	จากการศึกษานี้ยังไม่สามารถพัฒนา	parthenogenetic	derived	stem	cell	ได้สำาเร็จ	

จาก	parthenogenetic	blastocyst	stage	จำานวน	๗	ตัว	จากทั้งหมด	๘	ตัว	โดยยังมีเหลือแช่แข็งไว้อีก	๑	ตัว	

วิจ�รณ์ และ การกระตุ้นไข่ให้เกิด	 parthenogenesis	 ด้วยสารเคมีสูตรที่	 ๒	 จะได้ผลดีกว่าการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	 ๑

สรุปผลก�รศึกษ�:	 ในกรณีไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกายจากไข่ที่ เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	 การเกิด	 

parthenogenetic	 blastocyst	 จะพบได้ทั้งในไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกายจากไข่ที่ยังเจริญไม่เต็มที่ 

และไข่ที่เจริญเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งโดยใช้สารเคมีทั้ง	 ๒	 สูตร	 และการเพาะเลี้ยงใน 

น้ำายาเพาะเลีย้งทัง้	๒	สตูร	โดยกลุม่ทีก่ระตุน้ดว้ยสารเคมสีตูรท่ี	๒	ทีเ่พาะเลีย้งในน้ำายาสตูร	B	จะไดผ้ลดกีวา่เพาะ

เลี้ยงในน้ำายาสูตร	A	สำาหรับการพัฒนา	parthenogenetic	derived	stem	cell	นั้นยังต้องการการศึกษาเพิ่ม

เติมต่อไป	เนื่องจาก	parthenogenetic	blastocyst	ที่ได้จากการศึกษานี้มีจำานวนน้อยเกินไป

คำ�สำ�คัญ:	parthenogenesis,	parthenogenetic	activation,	parthenogenetic	culture,	blastocyst,	stem	cell
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บทน�ำ
ในสภาวะปกติสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมส่วนใหญ่เมื่อเกิด

การตกไข่	 (ovulation)	 เซลล์ไข่จะหยุดกระบวนการแบ่งตัว 

แบบไมโอซิสที่ระยะ	metaphase	 II	 (MII	 arrest)	 จนกว่า

จะเกิดการปฏิสนธิ	 (fertilization)	 กับอสุจิในธรรมชาติ	 

เมื่อเซลล์ไข่เกิดการปฏิสนธิกับอสุจิ	(fertilization)	อสุจิจะเป็น

ตัวชักนำาในการกระตุ้นให้ไข่ออกมาจากระยะพักตัว	 (meiosis	

resumption)	 โดยการส่งสัญญาณ	 (signal	 transduction)	

ระหว่างไข่และอสุจิ	 เกิดกระบวนการ	 sperm	 penetration	 

ที่ทำาให้เกิดการเพิ่มขึ้นของแคลเซียมแบบเป็นคลื่นกระจาย

ภายในเซลล์ไข่	 (calcium	oscillation)	และจะสิ้นสุดลงเมื่อมี

การเกดิ	pro-nuclear	formation๑	โดยเรียกกระบวนการทีเ่กดิ

ขึน้ทัง้หมดนีว่้า	การเกิด	oocyte	activation	ซึง่การเกดิ	oocyte	 

activation	นี	้นอกจากเกดิจากการกระตุน้จากอสจุแิล้วสามารถ

เลียนแบบการเกิด	 oocyte	 activation	 ได้ในห้องปฏิบัติการ

ที่เรียกว่าขบวนการ	 parthenogenesis	 ซึ่งมีวิธีการกระตุ้นได้

หลายรูปแบบได้แก่	 การกระตุ้นด้วยไฟฟ้า๒,	 ๓	 และการกระตุ้น

ด้วยสารเคมี	 ซึ่งจะไปกระตุ้นการส่งสารแคลเซียมภายในเซลล	์

(stimulation	of	calcium	signaling)	โดยผ่านการกระตุน้การ 

สร้าง	inositol	1,4,5-trisphosphate	(IP
3
)	และการไหลเข้าของ

แคลเซยีมจากภายนอกเซลล์	๔	ทำาให้เกดิขบวนการปฏสินธเิลยีน

แบบธรรมชาติ	 เช่นการเกิด	 cortical	 granule	 exocytosis,	 

second	polar	body	extrusion,	pronuclear	formation	และ

การเจริญไปจนกระทัง่เป็นตวัอ่อน	(blastocyst)	สารเคมีเหล่านัน้ 

ได้แก่	 ionomycin,	 cytochalasinB	 (CB),	 cycloheximide	

(CHX)	สารเคมบีางตวัเข้าไปกระตุน้ทำาให้เกดิการเปลีย่นรปูแบบ 

การสังเคราะห์โปรตีน	 (protein	 synthesis	 profile)	 และ	 

pronuclear	formation	ภายในเซลล์สารเคมทีีใ่ช้ในการกระตุน้ 

ได้แก่	6-dimethylamino-purine	(6-DMAP),	cycloheximide	

(CHX)	และ	trichostatin	A	(TSA)	เป็นต้น	อกีวิธทีีส่ามารถเลียน

แบบการเกิด	oocyte	activation	ได้คือ	การกระตุ้นด้วยไฟฟ้า	

(electrical	stimulation)	สามารถกระตุ้นสารเคมีที่เหนี่ยวนำา 

ให้เกิดการไหลของแคลเซียมผ่านรูที่	 plasma	membrane	 

ไข่เมือ่ได้รบัการกระตุน้แล้ว	จะถกูเลีย้งในนำา้ยาเลีย้งจนสามารถ

เจริญไปเป็นระยะต่างๆ	ได้แก่	ระยะ	zygote	ระยะ	cleavage	

และระยะ	blastocyst	ได้	Parthenogenesis	เป็นขบวนการ

การสืบพันธุ ์จากเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียฝ่ายเดียวโดยไม่ผ่าน 

การปฏิสนธิกับอสุจิและสามารถพัฒนาไปเป็น	 parthenote	

ได้	 โดยที่	 parthenote	 ที่เกิดขึ้นนั้น	 จะมีแต่ดีเอ็นเอของแม่

เท่านัน้ววิฒันาการของการสืบพนัธ์ุแบบนีต้ามธรรมชาติพบได้ใน

แมลงและสตัว์บางชนดิ	เช่น	สตัว์เลือ้ยคลาน	และฉลาม	เป็นต้น	 

แต่ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมนั้นมีโอกาสเกิดได้ยากมาก๓

เซลล์ต้นกำาเนิดที่ผลิตได้จาก	parthenote	นี้จะเป็น

เซลล์ที่มีลักษณะทางกายภาพคล้ายเซลล์ต้นกำาเนิดตัวอ่อน

มนษุย์การพิสจูน์คณุสมบตัคิวามเป็นเซลล์ต้นกำาเนดิจากตัวอ่อน

สามารถทำาได้โดย	 การตรวจสอบการแสดงตัวชี้บ่งบนผิวเซลล	์

(surface	markers)	 การเพาะเล้ียงเซลล์และแยกเซลล์เพื่อด ู

การเจริญเติบโต	 (proliferation)	 และดูการแสดงคุณสมบัติที่

แปรเปล่ียนไปเป็นเซลล์เนื้อเยื่อตัวอ่อนได้	 (differentiation)	 

หรือสามารถควบคุมให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ที่

ต้องการ	 ซึ่งเป็นคุณสมบัติของ	 pluripotent	 stem	 cells	 

โดยมข้ีอได้เปรียบในประเดน็ทางด้านจรยิธรรมเมือ่เปรยีบเทียบ

กับเซลล์ต้นกำาเนิดจากตัวอ่อนที่ผลิตมาจากตัวอ่อน	 (human	

embryo) 

วิธีกำรศึกษำ
ไข่ที่นำามาศึกษามี	 ๒	 กลุ่ม	 คือ	 กลุ่มที่	 ๑	 ได้แก	่ 

ไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่เหลือจากกระบวนการปฏิสนธินอกร่างกาย	

นำามาเลี้ยงให้เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกายด้วยวิธีการ	

in	 vitro	maturation	 (IVM)	 และกลุ่มที่	 ๒	 ได้จากไข่ที่เจริญ

เติบโตเต็มที่แต่มีการปฏิสนธิล้มเหลว	(fail-fertilized	mature	

oocytes) 

ไข่ท่ีศกึษาได้จากการกระตุน้รงัไข่ด้วยวิธ	ีcontrolled	

ovarian	hyperstimulation	protocol	โดยใช้	recombinant	

follicle	 stimulating	 hormone	 (rFSH)	 ทั้ง	 short	 หรือ	

long	 protocol	 โดยทำาการเก็บไข่ผ่านทางช่องคลอดร่วมกับ	

transvaginal	ultrasound	guidance	๓๖	ชั่วโมงหลังการฉีด	 

human	chorionic	gonadotropins	(hCG)	แล้วทำาการแยก

ไข่ออกจาก	 oocyte-cumulus	 cell	 complex	 จากนั้นจึง

ทำาการปฏิสนธิโดยวิธี	 intracytoplasmic	 sperm	 injection	

ในกรณีที่เป็น	mature	 oocyte	 หลังจากนั้นทำาการตรวจว่ามี

การปฏิสนธิหรือไม่	 ถ้าพบว่าไม่มีการปฏิสนธิ	 (fail-fertilized	

mature	 oocytes)	 จึงนำามาศึกษาต่อ	 สำาหรับไข่ที่ยังเจริญไม่

เต็มที่	(immature	oocyte)	จะทำามาเพาะเลี้ยงให้เจริญเติบโต

เต็มที่ภายนอกร่างกาย	(in	vitro	maturation;	IVM)	โดยเพาะ

เล้ียงไข่ใน	IVM	medium	๒๔	ชัว่โมง	ใน	incubator	5%	O6%	

CO
2 
ทีอ่ณุหภูม	ิ๓๗	องศาเซลเซียส	โดยด	ูmaturation	จากการ

เกิด	1st	polar	body
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Chemical	activation	procedure	ทำาใน	mature	

oocytes	ที่ได้จากการทำา	 IVM	และ	 fail-fertilized	mature	

oocytes	 จะนำามากระตุ้นด้วยสารเคมี	 ๒	 กลุ่ม	 ใน	 culture	

medium	 คือ	 กลุ่มท่ี	 ๑	 ประกอบด้วย	 inonomysin	 +6-

DMAP	 กลุ่มที่	 ๒	 ประกอบด้วย	 ionomysin	 +	 CB	 +	 CHX	 

แล้วทำาการเพาะเลี้ยง	 parthenotes	 ในนำ้ายาเพาะเลี้ยงได้แก่	

สตูร	(regimen)	A	คอื	culture	medium	(Global®	medium	

(Life	global®,	Canada))	นาน	๕	วนั	ทัง้	๒	กลุม่	สำาหรบักลุม่ที	่

๒	ได้ทำาการเพาะเล้ียงเพิม่เตมิในนำา้ยาเพาะเลีย้งสตูร	(regimen)	 

B	คือ	culture	medium	ที่มี	growth	factor	นาน	๕	วัน	อีก	

๑	กลุ่มย่อย	หลังจากการศึกษาเบื้องต้น	(preliminary	study)	

ยังมีการแบ่งกลุ่มย่อยเพิ่มเติมอีก	 ๒	 กลุ่มย่อยคือ	 กลุ่มที่มีการ 

กระตุน้ด้วยไฟฟ้า	electrofusion	100	Volt	20	usec	๑	ครัง้	ใน 

วันที่	 ๓	 ร่วมด้วยและกลุ่มท่ีไม่มีการกระตุ้นด้วยไฟฟ้า	 โดย

ทำาการตรวจดูว่ามี	 parthenotes	 ในระยะต่างๆ	 ได้แก่	 ระยะ	 

parthnogenetic	pronuclear	stage	(PPN),	cleavage	stage	

(PC)	 และ	 blastocyst	 stage	 (PB)	 เก็บข้อมูลของอัตราการ

เกิด	PPN,	PC	และ	PB	แล้วทำาการศึกษาเปรียบเทียบผลที่ได้

จากกลุ่มต่างๆ	โดยใช้สถิติ	student	t-test	และ	chi-square	 

มีระดับความแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติที่	๐.๐๕	

นอกจากนี้ได้ทำาการทดสอบการพัฒนาจาก	parthe-

nogenetic	blastocyst	ไปเป็น	parthenogenetic	derived	

stem	 cell	 โดยวิธีการเพาะเลี้ยงกับ	 feeder	 cell	 (human	

foreskin	fibroblast;	HFF)	และเพาะเลี้ยงในนำ้ายาเลี้ยงเซลล์	

STEMPRO®	 (Thermo	 Fisher	 Scientific;	 USA)	 เป็นเวลา	 

๘	 วันเพื่อดูการเกาะตัวบน	 feeder	 cell	 (feeder	 cell	 

attachment)	 การเจริญเป็นโคโลนีและการพัฒนาไปสู ่	 

parthenogenetic	derived	stem	cell.

ผลกำรศึกษำ
จำานวนไข่ที่นำามาศึกษามีทั้งหมด	๑๙๑	ใบ	แบ่งออก

เป็นไข่ที่เจริญไม่เต็มที่	 ๑๑๐	 ใบ	 เป็นไข่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๗๙	ใบ	และไข่ทีผ่่านการแช่แขง็	จำานวน	๓๑	ใบ	โดยเป็น

ไข่ในระยะ	germinal	vesicle	(GV)	จำานวน	๘๘	ใบ	ประกอบ

ด้วยไข่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	 ๖๕	 ใบ	 และไข่ที่ผ่านการ 

แช่แข็งจำานวน	๒๓	ใบ	และเป็นไข่ในระยะ	metaphase	I	(MI)	

จำานวน	 ๒๒	 ใบ	 ประกอบด้วยไข่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	 

๑๔	ใบ	และไข่ทีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	๘	ใบ	ไข่ทีม่กีารเจรญิเตบิโต

เต็มที่แต่มีการปฏิสนธิล้มเหลวจำานวน	 ๘๑	 ใบ	 ประกอบด้วย 

ไข่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๗๔	ใบ	และไข่ที่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๗	ใบ	(ตารางที่	๑)

 สูตรส�รเคมีที่ใช้กระตุ้นให้เกิด parthenogenesis  

 ชนิดของไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ จำ�นวนไข่ (ใบ) สูตรที่ ๑ ionomysin สูตรที่ ๒ ionomysin + p-value 

   + 6-DMAP cytochalasinB +  

   (จำ�นวนไข่) (%) cycloheximide 

    (จำ�นวนไข่) (%) 

	A	ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกาย	(IVM)	 ๗๙	 ๔๐/๗๙	(๕๐.๖๓)	 ๓๙/๗๙	(๔๙.๓๗)	 ๐.๐๕๙	

	จากไข่ที่ยังเจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	

		A1	จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ระยะ	GV	 ๖๕	 ๓๒/๖๕	(๔๙.๒๓)	 ๓๓/๖๕	(๕๐.๗๗)	 ๐.๔๕๓

		A2	จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ระยะ	MI	 ๑๔	 ๘/๑๔	(๕๗.๑๔)	 ๖/๑๔	(๔๒.๘๖)	 ๐.๓๘๖

B	ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกาย	(IVM)	 ๓๑	 ๗/๓๑	(๒๒.๕๘)	 ๒๔/๓๑	(๗๗.๔๑)	 ๐.๘๒๔	

จากไข่ที่ยังเจริญไม่เต็มที่ที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย	

		B1	จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ระยะ	GV	 ๒๓	 ๖/๒๓	(๒๖.๐๙)	 ๑๗/๒๓	(๗๓.๙๑)	 ๐.๔๐๑

		B2	จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ระยะ	MI	 ๘	 ๑/๘	(๑๒.๕)	 ๗/๘	(๘๗.๕)	 ๐.๒๘๔

C	ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๗๔	 ๓๔/๗๔	(๔๕.๙๕)	 ๔๐/๗๔	(๕๔.๐๕)	 ๐.๔๘๖	

		(fail-fertilized	mature	oocytes)	ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	

D	ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๗	 ๒/๗	(๒๘.๕๗)	 ๕/๗	(๗๑.๔๓)	 ๐.๘๐๒	

		(fail-	fertilized	mature	oocytes)	ที่ผ่านการแช่แข็ง 

 จำ�นวนไข่ทั้งหมด ๑๙๑ ๘๓/๑๙๑ (๔๓.๔๖) ๑๐๘/๑๙๑ (๕๖.๕๕) ๐.๓๒๔

ต�ร�งที่ ๑		แสดงจำานวนไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ชนิดต่างๆ	ที่นำามากระตุ้นให้เกิด	parthenogenesis	โดยใช้สารเคมี	๒	สูตร	
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ผลการกระตุน้ไข่ด้วยสารเคม	ี๒	สตูรในการทำาให้เกดิ	

PPN	พบว่าสารเคมีสูตรที่	๑	(ionomysin	+	6-DMAP)	ทำาให้

เกิด	PPN	จำานวน	๔๓	ตัว	จากไข่ชนิดต่างๆ	๘๓	ใบ	คิดเป็นร้อย

ละ	๕๑.๘๐	โดยมีรายละเอียดดังนี้

•	ไข่ทีเ่จริญไม่เตม็ทีท่ีไ่ม่ผ่านการแช่แขง็จำานวน	๔๐	ใบ	

ได้	PPN	๑๖	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	๔๐	แบ่งออกเป็น	ไข่ในระยะ	GV	

จำานวน	๓๒	ใบ	ได้	PPN	๑๓	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๔๐.๖๓	ไข่ใน

ระยะ	MI	จำานวน	๘	ใบ	ได้	PPN	๓	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๓๗.๕๐

•	 ไข่ที่เจริญไม่เต็มท่ีที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย

จำานวน	 ๗	 ใบ	 ได้	 PPN	 ๔	 ตัว	 คิดเป็นร้อยละ	 ๕๗.๑๔	 แบ่ง

ออกเป็น	ไข่ในระยะ	GV	จำานวน	๖	ใบ	ได้	PPN	๓	ตัว	คิดเป็น 

ร้อยละ	๕๐	ไข่ในระยะ	MI	จำานวน	๑	ใบ	ได้	PPN	๑	ตัว	คิด

เป็นร้อยละ	๑๐๐.๐๐	

•	 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่

ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๓๔	ใบ	ได้	PPN	๒๑	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	 

๖๑.๗๗

•	ไข่ทีเ่จรญิเตบิโตเตม็ทีท่ีม่กีารปฏสินธล้ิมเหลวท่ีผ่าน

การแช่แขง็จำานวน	๒	ใบ	ได้	PPN	๒	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	๑๐๐.๐๐

สารเคมสีตูรที	่๒	(ionomysin	+	CCB	+	CHX)	ทำาให้

เกดิ	PPN	จำานวน	๗๘	ตวัจากไข่ชนดิต่างๆ	๑๐๘	ใบ	คดิเป็นร้อยละ	 

๖๙.๔๔	โดยมีรายละเอียดดังนี้

•	ไข่ทีเ่จริญไม่เตม็ทีท่ีไ่ม่ผ่านการแช่แขง็จำานวน	๓๙	ใบ	

ได้	PPN	๒๗	ตวั	คิดเป็นร้อยละ	๖๙.๒๓	แบ่งออกเป็น	ไข่ในระยะ	

GV	จำานวน	๓๓	ใบ	ได้	PPN	๒๔	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๗๒.๗๓	ไข่

ในระยะ	MI	จำานวน	๖	ใบ	ได้	PPN	๓	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	๕๐.๐๐

•	 ไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย

จำานวน	๒๔	ใบ	ได้	PPN	๑๕	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๖๒.๕๐	แบ่ง

ออกเป็น	ไข่ในระยะ	GV	จำานวน	๑๗	ใบ	ได้	PPN	๙	ตัว	คิดเป็น

ร้อยละ	๕๒.๙๔	ไข่ในระยะ	MI	จำานวน	๗	ใบ	ได้	PPN	๖	ตัว	 

คิดเป็นร้อยละ	๘๕.๗๑

•	 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่

ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๔๐	ใบ	ได้	PPN	๓๐	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	 

๗๕

•	ไข่ทีเ่จรญิเตบิโตเตม็ทีท่ีม่กีารปฏิสนธล้ิมเหลวท่ีผ่าน

การแช่แข็งจำานวน	๕	ใบ	ได้	PPN	๓	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๖๐.๐๐

โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติในการ 

กระตุ้นไข่ทั้ง	๒	กลุ่ม	ด้วยสารเคมี	ทั้ง	๒	สูตร	(p	=	0.01)	ใน

กลุม่ทีม่าจากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีไ่ม่ผ่านการแช่แขง็	(p	=	0.008)	

โดยเฉพาะในกลุ่มไข่ในระยะ	GV	(p	=	0.009)	(ตารางที่	๒)

 สูตรส�รเคมีที่ใช้กระตุ้นก�รเกิด parthenogenesis
 

 ชนิดของไข่ที่ จำ�นวนไข่ Parthenogenetic สูตรที่ ๑ ionomysin  สูตรที่ ๒ ionomysin +  

 เจริญเติบโตเต็มที่ ก่อนก�รกระตุ้น pronuclear stage + 6DMAP cytochalasinB + p-value  

  (ใบ) (PPN) ทั้งหมด  cycloheximide
    

 จำ�นวนไข่ก่อน PPN จำ�นวนไข่ก่อน PPN 

 ก�รกระตุ้น (จำ�นวน)  ก�รกระตุ้น (จำ�นวน) 

  (%)  (%)
 

A	ไข่จาก	IVM	ที่ไม่ผ่าน	 ๗๙	 ๔๓/๗๙	(๕๔.๔๓)	 ๔๐/๗๙	(๕๐.๖๓)	 ๑๖/๔๐	(๔๐)	 ๓๙/๗๙	(๔๙.๓๗)	 ๒๗/๓๙	(๖๙.๒๓)	๐.๐๐๘*

การแช่แข็ง	

	 A1	จากไข่ระยะ	GV	 ๖๕	 ๓๗/๖๕	(๕๖.๙๒)	 ๓๒/๖๕	(๔๙.๒๓)	 ๑๓/๓๒	(๔๐.๖๓)	 ๓๓/๖๕	(๕๐.๗๗)	 ๒๔/๓๓	(๗๒.๗๓)	๐.๐๐๙*

	 A2	จากไข่ระยะ	MI	 ๑๔	 ๖/๑๔	(๔๒.๘๕)	 ๘/๑๔	(๕๗.๑๔)	 ๓/๘	(๓๗.๕๐)	 ๖/๑๔	(๔๒.๘๖)	 ๓/๖	(๕๐.๐๐)	 ๐.๕๒๙

B	ไข่จากระยะ	IVM	 ๓๑	 ๑๙/๓๑	(๖๑.๒๙)	 ๗/๓๑	(๒๒.๕๘)	 ๔/๗	(๕๗.๑๔)	 ๒๔/๓๑	(๗๗.๔๑)	 ๑๕/๒๔	(๖๒.๕๐)	 ๐.๕๖๙	

ที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย	

	 B1	จากไข่ระยะ	GV	 ๒๓	 ๑๑/๒๓	(๔๗.๘๓)	 ๖/๒๓	(๒๖.๐๙)	 ๓/๖	(๕๐.๐๐)	 ๑๗/๒๓	(๗๓.๙๑)	 ๙/๑๗	(๕๒.๙๔)	 ๐.๖๓๕

	 B2	จากไข่ระยะ	MI	 ๘	 ๗/๘	(๘๗.๕๐)	 ๑/๘	(๑๒.๕๐)	 ๑/๑	(๑๐๐.๐๐)	 ๗/๘	(๘๗.๕๐)	 ๖/๗	(๘๕.๗๑)	 ๐.๘๗๕

C	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๗๔	 ๕๑/๗๔	(๖๘.๙๒)	 ๓๔/๗๔	(๔๕.๙๕)	 ๒๑/๓๔	(๖๑.๗๗)	 ๔๐/๗๔	(๕๔.๐๕)	 ๓๐/๔๐	(๗๕.๐๐)	 ๐.๑๖๕	

ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	

D	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๗	 ๕/๗	(๗๑.๔๓)	 ๒/๗	(๒๘.๕๗)	 ๒/๒	(๑๐๐.๐๐)	 ๕/๗	(๗๑.๔๓)	 ๓/๕	(๖๐.๐๐)	 ๐.๔๗๖	

ที่ผ่านการแช่แข็ง
 
 จำ�นวนไข่ทั้งหมด ๑๙๑ ๑๑๘/๑๙๑ (๖๑.๗๘)  ๘๓/๑๙๑ (๔๓.๔๖) ๔๓/๘๓ (๕๑.๘๐) ๑๐๘/๑๙๑ (๕๖.๕๕)  ๗๕/๑๐๘ (๖๙.๔๔) ๐.๐๑๓*

ต�ร�งที่ ๒		แสดงจำานวนและชนิดต่างๆ	ของไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่เกิด	parthenogenesis	จากการกระตุ้นด้วยสารเคมี	๒	สูตร
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ผลการศึกษาการเกิด	PC	โดยการเพาะเลี้ยงในนำ้ายา	

๑	 สูตรในกลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรท่ี	 ๑	 และในนำ้ายา	 

๒	สูตรในกลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	๒	มีผลดังนี้

สารเคมีสูตรที่	 ๑	 ทำาให้เกิด	 PC	 จาก	 PPN	 ที่เกิด

จากไข่ชนิดต่างๆ	 โดยการเพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	 A	 (culture	

medium)	ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๑๖	ตวั	ได้	PC	๑๒	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	๗๕.๐๐	แบ่งออก 

เป็น	 PPN	 จากไข่ระยะ	GV	 จำานวน	๑๓	ตัว	 ได้	 PC	๑๑	ตัว	 

คิดเป็นร้อยละ	๘๔.๖๒	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๓	ตัว	ได้	

PC	๑	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๓๓.๓๓

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๔	ตัว	ได้	PC	๒	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๕๐.๐๐	แบ่งออกเป็น	PPN	

จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๓	ตัว	 ได้	PC	๒	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	

๖๖.๖๗	PPN	ส่วนไข่ระยะ	MI	ไม่ได้	PC	

•	 PPN	 จากไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๒๑	ตัว	 ได้	 PC	๑๒	ตัว	 คิด

เป็นร้อยละ	๕๗.๑๔

•	 PPN	 จากไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้ม

เหลวทีผ่่านการแช่แข็งจำานวน	๒	ตวั	ได้	PC	๒	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	 

๑๐๐.๐๐

สารเคมีสูตรที่	 ๒	 ทำาให้เกิด	 PC	 จาก	 PPN	 ที่เกิด

จากไข่ชนิดต่างๆ	โดยการเพาะเลี้ยงในนำ้ายา	๒	สูตร	(culture	

medium)	ดังนี้

นำ้�ย�เพ�ะเลี้ยง สูตร A (culture medium) ได้ 

PC ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๒๗	ตัว	 ได้	PC	๒๕	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๙๕.๕๙	แบ่ง

ออกเป็น	PPN	จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๒๔	ตัว	ได้	PC	๒๒	ตัว	

คิดเป็นร้อยละ	๙๑.๖๗	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๓	ตัว	ได้	

PC	๓	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๑๐๐

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๑๕	ตัว	ได้	PC	๑๑	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๗๓.๓๓	แบ่งออกเป็น	

PPN	จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๙	ตวั	ได้	PC	๗	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	 

๗๗.๗๘	 PPN	 จากไข่ระยะ	MI	 จำานวน	๖	 ตัว	 ได้	 PC	 ๔	 ตัว	 

คิดเป็นร้อยละ	๖๖.๖๗

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิ

ล้มเหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	 ๓๐	 ตัว	 ได้	 PC	 ๒๐	 ตัว	 

คิดเป็นร้อยละ	๖๖.๖๗

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๓	ตัว	ได้	PC	๓	ตัว	คิดเป็นร้อย

ละ	๑๐๐.๐๐

นำ้�ย�เพ�ะเลี้ยง สูตร B (culture medium + 

growth factors) ได้ PC	ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๕	ตัว	ได้	PC	๔	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๘๐	แบ่งออกเป็น	

PPN	จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๓	ตัว	ได้	PC	๒	ตัว	คิดเป็นร้อย

ละ	๖๖.๖๗	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๒	ตัว	ได้	PC	๒	ตัว	

คิดเป็นร้อยละ	๑๐๐.๐๐

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๔	ตัว	ได้	PC	๓	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	๗๕.๐๐	แบ่งออกเป็น	PPN	

จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๓	ตัว	 ได้	PC	๒	ตัว	คิดเป็นร้อยละ	

๖๖.๖๗	 PPN	 จากไข่ระยะ	MI	 จำานวน	๑	 ตัว	 ได้	 PC	 ๑	 ตัว	 

คิดเป็นร้อยละ	๑๐๐.๐๐

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๖	ตัว	 ได้	PC	๖	ตัว	คิดเป็น

ร้อยละ	๑๐๐.๐๐

•	ไม่มี	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิเตบิโตเตม็ทีท่ีม่กีารปฏสินธิ

ล้มเหลวที่ผ่านการแช่แข็ง	

และเม่ือรวมไข่ทุกชนิดพบว่าอัตราการเกิด	 PC	 จาก

การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	 ๑	 ที่เพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	 A	 มี

ค่าน้อยกว่า	 การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	 ๒	 ที่เพาะเลี้ยงใน

นำ้ายาสูตร	B	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	คือร้อยละ	๖๕.๑๕	และ	

๘๖.๖๖	ตามลำาดับ	(p	=	0.001)	และพบว่าอัตราการเกิด	PC	

จากการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	 ๒	 ที่เพาะเล้ียงในนำ้ายาสูตร	

A	มีค่าน้อยกว่าการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๒	ที่เพาะเลี้ยงใน

นำ้ายาสูตร	B	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติคือ	ร้อยละ	๗๘.๖๗	และ	

๘๖.๖๖	ตามลำาดับ	(p	=	0.014)

นอกจากน้ียังพบว่าอัตราการเกิด	 PC	 จากไข่ที่เจริญ

เติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจาก

การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	 ๑	 ที่เพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	 A	 

มีค่าน้อยกว่าจากการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	 ๒	 และเพาะ

เล้ียงในนำ้ายาสูตร	 B	 อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	 คือร้อยละ	

๕๗.๑๔	 และ	 ๑๐๐.๐๐	 ตามลำาดับ	 (p	 =	 0.05)	 และพบว่า

อัตราการเกิด	PC	จากไข่ที่เจริญเติบโตไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่

แข็งจากการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	 ๑	 ที่เพาะเล้ียงในนำ้ายา

สูตร	A	มีค่าน้อยกว่าจากการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	๒	และ

เพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	A	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	คือร้อยละ	

๗๕.๐๐	และ	๙๕.๕๙	ตามลำาดับ	(p	=	0.001)	(ตารางที่	๓)
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ผลการศึกษาการเกิด	PB	โดยการเพาะเลี้ยงในนำ้ายา	

๑	สูตรในกลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารเคมีสูตรที่	๑	และเพาะเลี้ยงใน

นำ้ายา	๒	สูตร	ในกลุ่มที่กระตุ้นด้วยสารเคมีกลุ่มที่	๒	โดยที่การ

เพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	 B	 จะมีกลุ่มท่ีมีการกระตุ้นด้วยไฟฟ้า

ร่วมด้วยในระยะ	PC	และกลุ่มที่ไม่มีการใช้ไฟฟ้ากระตุ้น	มีดังนี้

สารเคมีสูตรที่	๑	ทำาให้เกิด	PB	จาก	PPN	ที่เกิดจาก

ไข่ชนิดต่างๆ	โดยการเพาะเลี้ยงในนำ้ายาสูตร	A	

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๑๖	ตวั	ได้	PB	๑	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	๖.๒๕	แบ่งออกเป็น	

PPN	จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๑๓	ตวั	ได้	PB	๑	ตวั	คดิเป็นร้อยละ	 

๗.๖๙	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๓	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๔	 ตัว	 ไม่มีการเกิด	 PB	 แบ่งออกเป็น	 PPN	 จากไข่ระยะ	 GV	

จำานวน	๓	ตัว	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๑	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๒๑	ตัว	ได้	PB	๒	ตัว	คิดเป็น

ร้อยละ	๙.๕๒

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๒	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

สารเคมีสูตรที่	๒	ทำาให้เกิด	PB	จาก	PPN	ที่เกิดจาก

ไข่ชนิดต่างๆ	 โดยการเพาะเล้ียงในนำ้ายา	 ๒	 สูตร	 โดยในนำ้ายา

สูตร	B	แบ่งออกเป็น	๒	กลุ่ม	คือมีการใช้ไฟฟ้ากระตุ้นในระยะ	

PC	ร่วมด้วย	และไม่มีการใช้ไฟฟ้ากระตุ้น	มีผลดังนี้	

 สูตรส�รเคมีที่ใช้กระตุ้นก�รเกิด parthenogenesis cleavage stage (PC)

 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็ม Parthenogenetic Parthenogenetic สูตรที่ ๑ ionomysin + 6DMAP สูตรที่ ๒ ionomysin + 

 ที่ชนิดต่�งๆ pronuclear cleavage stage  cytochalasinB + cycloheximide
 

  stage (PPN)  (PC) ทั้งหมด Culture Culture Culture

  ทั้งหมด  medium medium medium +  

      growth factor 

   PPN (n) PC (n) (%) PPN (n) PC (n) (%) PPN (n) PC (n) (%)

A	ไข่จาก	IVM	 ๔๓	 ๔๑	 ๑๖	 ๑๒/๑๖	(๗๕.๐๐)a	 ๒๗	 ๒๕/๒๗	(๙๕.๕๙)a	 ๕	 ๔/๕	(๘๐.๐๐)

ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	 	

	 A1	จากไข่ระยะ	GV	 ๓๗	 ๓๕	 ๑๓	 ๑๑/๑๓	(๘๔.๖๒)	 ๒๔	 ๒๒/๒๔	(๙๑.๖๗)	 ๓	 ๒/๓	(๖๖.๖๗)

	 A2	จากไข่ระยะ	MI	 ๖	 ๖	 ๓	 ๑/๓	(๓๓.๓๓)	 ๓	 ๓/๓	(๑๐๐.๐๐)	 ๒	 ๒/๒	(๑๐๐.๐๐)

B	ไข่จากระยะ	IVM	 ๑๙	 ๑๖	 ๔	 ๒/๔	(๕๐.๐๐)	 ๑๕	 ๑๑/๑๕	(๗๓.๓๓)	 ๔	 ๓/๔	(๗๕.๐๐)

ที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย	

	 B1	จากไข่ระยะ	GV	 ๑๑	 ๑๑	 ๓	 ๒/๓	(๖๖.๖๗)	 ๙	 ๗/๙	(๗๗.๗๘)	 ๓	 ๒/๓	(๖๖.๖๗)

	 B2	จากไข่ระยะ	MI	 ๗	 ๕	 ๑	 ๐/๑	(๐)	 ๖	 ๔/๖	(๖๖.๖๗)	 ๑	 ๑/๑	(๑๐๐.๐๐)

C	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๕๑	 ๓๘	 ๒๑	 ๑๒/๒๑	(๕๗.๑๔)b	 ๓๐	 ๒๐/๓๐	(๖๖.๖๗)	 ๖	 ๖/๖	(๑๐๐.๐๐)b 

ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

D	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๕	 ๕	 ๒	 ๒/๒	(๑๐๐.๐๐)	 ๓	 ๓/๓	(๑๐๐.๐๐)	 ๐	 ๐	

ที่ผ่านการแช่แข็ง
 

 จำ�นวนไข่ทั้งหมด ๑๑๘ ๑๐๐ ๔๓ ๒๘/๔๓ (๖๕.๑๒)b ๗๕ ๕๙/๗๕ (๗๘.๖๗)c ๑๕ ๑๓/๑๕ (๘๖.๖๖)b,c

ต�ร�งที่ ๓	 แสดงอัตราการเกิด	parthenogenetic	cleavage	stage	จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ชนิดต่างๆ	ที่นำามากระตุ้นให้เกิด	 

	 parthenogenesis	โดยใช้สารเคมี	๒	สูตรและการเลี้ยงโดยใช้นำ้ายาเพาะเลี้ยงที่ต่างกัน	๒	สูตร

a	:	p	<	0.005	การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๑	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	A	เปรียบเทียบกับการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๒	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	A	
b	:	p	<	0.005	การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๑	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	A	เปรียบเทียบกับการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๒	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	B	
c	:	p	<	0.005	การกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๒	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	A	เปรียบเทียบกับการกระตุ้นด้วยสารเคมีสูตร	๒	ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	B
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นำ้�ย�เพ�ะเลี้ยงสูตร A ได้ PB ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	 ๒๗	 ตัว	 ได้	 PB	 ๓	 ตัว	 คิดเป็นร้อยละ	 ๑๑.๑๑	 

แบ่งออกเป็น	PPN	จากไข่ระยะ	GV	จำานวน	๒๔	ตวั	ได้	PB	๓	ตวั	 

คิดเป็นร้อยละ	๗.๖๙	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๓	ตัว	ไม่มี

การเกิด	PB	

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๑๕	ตัว	 ไม่มีการเกิด	PB	แบ่งออกเป็น	PPN	จากไข่ระยะ	GV	

จำานวน	๙	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๔	

ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

•	 PPN	 จากไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๓๐	ตัว	ได้	PB	๑	ตัว	คิดเป็น

ร้อยละ	๓.๓๓

•	 PPN	 จากไข่ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๓	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

นำ้�ย�เพ�ะเลี้ยงสูตร B ไม่มีก�รใช้ไฟฟ้�กระตุ้น ได้ 

PB ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๕	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	แบ่งออกเป็น	PPN	จากไข่ระยะ	

GV	จำานวน	๓	ตวั	ไม่มกีารเกดิ	PB	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	

๒	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๔	 ตัวไม่มีการเกิด	 PB	 แบ่งออกเป็น	 PPN	 จากไข่ระยะ	 GV	

จำานวน	๓	ตัวไม่มีการเกิด	PB	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๑	

ตัวไม่มีการเกิด	PB	

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๖	ตัว	 ได้	 PB	๑	ตัว	คิดเป็น

ร้อยละ	๑๖.๖๗

•	ไม่มี	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิเตบิโตเตม็ทีท่ีม่กีารปฏสินธิ

ล้มเหลวที่ผ่านการแช่แข็ง	

นำ�้ย�เพ�ะเลีย้งสตูร B และมกี�รใช้ไฟฟ้�กระตุน้ใน

ระยะ PC ได้ PB ดังนี้

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

จำานวน	๒	ตัวไม่มีการเกิด	PB	แบ่งออกเป็น	PPN	จากไข่ระยะ	

GV	จำานวน	๑	ตวั	ไม่มกีารเกดิ	PB	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	

๑	ตัว	ไม่มีการเกิด	PB	

•	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีผ่่านการแช่แขง็จำานวน	

๖	 ตัวไม่มีการเกิด	 PB	 แบ่งออกเป็น	 PPN	 จากไข่ระยะ	 GV	

จำานวน	๔	ตัวไม่มีการเกิด	PB	PPN	จากไข่ระยะ	MI	จำานวน	๒	

ตัวไม่มีการเกิด	PB	

•	 PPN	 จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ที่มีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจำานวน	๒	ตัว	ไม่มีการเกิด	

•	ไม่มี	PPN	จากไข่ทีเ่จรญิเตบิโตเตม็ทีท่ีม่กีารปฏสินธิ

ล้มเหลวที่ผ่านการแช่แข็ง

โดยพบว่าเมื่อรวมไข่ทุกชนิด	อัตราการเกิด	PB	จาก

การกระตุน้ด้วยสารเคมสีตูร	๒	ทีเ่พาะเลีย้งในนำา้ยาสตูร	A	มค่ีา

น้อยกว่าจากการเพาะเล้ียงในนำา้ยาสูตร	B	ทีไ่ม่มกีารกระตุ้นด้วย

ไฟฟ้า	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	คือร้อยละ	๕.๓๓	และ	๖.๖๗	

ตามลำาดับ	(p	=	0.05)	(ตารางที่	๔)
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 สูตรส�รเคมีที่ใช้กระตุ้นก�รเกิด parthenogenesis blastocyst stage (PB)

 สูตรที่ ๑ ionomysin + 6DMAP สูตรที่ ๒ ionomysin + cytochalasinB + cycloheximide

 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็ม Parthenogenetic

 ที่ชนิดต่�งๆ ทั้งหมด 

   Culture Culture Culture medium+ Culture medium+ 

   medium medium  growth factor growth factors+

      electrofusion
 PPN PC PB PPN PC (%) PB (%) PPN (%) PC (%) PB (%) PPN (%) PC (%) PB (%) PPN (%) PC (%) PB (%)

A	ไข่จาก	IVM	

ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	 ๕๐	 ๔๓	 ๔	 ๑๖/๔๐	 ๑๒/๑๖	 ๑/๑๖	 ๒๗/๓๙	 ๒๕/๒๗	 ๓/๒๗	 ๕/๖	 ๔/๕	 ๐/๕	 ๒/๓		 ๒/๒	 ๐/๒

	 	 	 	 (๔๐)	 	(๗๕.๐๐)	 	(๖.๒๕)	 (๖๙.๒๓)	 	(๙๕.๕๙)	 (๑๑.๑๑)	 (๘๓.๓๓)	 (๘๐)	 (๐)	 (๖๖.๖๗)	 (๑๐๐)	 (๐)

		A1	จากไข่ระยะ	GV	 ๔๑	 ๓๖	 ๔	 ๑๓/๓๒	 ๑๑/๑๓	 ๑/๑๓	 ๒๔/๓๓	 ๒๒/๒๔	 ๓/๒๔	 ๓/๔	 ๒/๓	 ๐/๒	 ๑/๒	 ๑/๑	 ๐/๑	

	 	 	 	 (๔๐.๖๓)	 	(๘๔.๖๒)	 	(๗.๖๙)	 	(๗๒.๗๓)	 	(๙๑.๖๗)	 	(๗.๖๙)	 (๗๕)	 	(๖๖.๖๗)	 (๐)	 (๕๐)	 (๑๐๐)	 (๐)

		A2	จากไข่ระยะ	MI	 ๙	 ๗	 ๐	 ๓/๘	 ๑/๓	 ๐/๓	 ๓/๖	 ๓/๓	 ๐/๓	 ๒/๒	 ๒/๒	 ๐/๒	 ๑/๑	 ๑/๑	 ๐/๑

	 	 	 	 (๓๗.๕)	 	(๓๓.๓๓)	 (๐)	 (๕๐)	 (๑๐๐)	 (๐)	 (๑๐๐)	 (๑๐๐)	 (๐)	 (๑๐๐)	 (๑๐๐)	 (๐)

B	ไข่จากระยะ	IVM	 ๒๙	 ๒๗	 ๐	 ๔/๗	 ๒/๔	 ๐/๒	 ๑๕/๒๔	 ๑๑/๑๕	 ๐/๑๕	 ๔/๑๑	 ๓/๔	 ๐/๔	 ๖/๑๑	 ๔/๖	 ๐/๔

ที่ผ่านการแช่แข็งและลาย		 	 	 (๕๗.๑๔)	 (๕๐)	 (๐)	 	(๖๒.๕๐)	 	(๗๓.๓๓)	 (๐)	 	(๓๖.๓๖)	 	(๗๕)	 (๐)	 	(๕๔.๕๕)		(๖๖.๖๗)	 (๐)

		B1	จากไข่ระยะ	GV	 ๑๙	 ๑๔	 ๐	 ๓/๖	 ๒/๓	 ๐/๓	 ๙/๑๗	 ๗/๙	 ๐/๙	 ๓/๙	 ๒/๓	 ๐/๓	 ๔/๘	 ๓/๔	 ๐/๓

	 	 	 	 (๕๐)	 	(๖๖.๖๗)	 (๐)	 	(๕๒.๙๔)	 	(๗๗.๗๘)	 (๐)	 (๓๓.๓๓)		(๖๖.๖๗)	 (๐)	 (๕๐)	 (๗๕)	 (๐)

		B2	จากไข่ระยะ	MI	 ๑๐	 ๖	 ๐	 ๑/๑	 ๐/๑	 ๐/๑	 ๖/๗	 ๔/๖	 ๐/๖	 ๑/๒	 ๑/๑	 ๐/๑	 ๒/๓	 ๑/๒	 ๐/๒

	 	 	 	 (๑๐๐)	 (๐)	 (๐)	 	(๘๕.๗๑)	 	(๖๖.๖๗)	 (๐)	 (๕๐)	 (๑๐๐)	 (๐)	 	(๖๖.๖๗)	 (๕๐)	 (๐)

C	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	๕๙	 ๔๐	 ๔	 ๒๑/๓๔	 ๑๒/๒๑	 ๒/๒๑	 ๓๐/๔๐	 ๒๐/๓๐	 ๑/๓๐	 ๖/๘	 ๖/๖	 ๑/๖	 ๒/๒	 ๒/๒	 ๐/๒		

ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	 	 	 	 (๖๑.๗๗)	 	(๕๗.๑๔)	 	(๙.๕๒)	 	(๗๕.๐๐)	 	(๖๖.๖๗)	 	(๓.๓๓)	 (๗๕)	 (๑๐๐)	 	(๑๖.๖๗)	 (๑๐๐)	 (๑๐๐)	 (๐)

D	ไข่ที่ปฏิสนธิล้มเหลว	 ๕	 ๕	 ๐	 ๒/๒	 ๒/๒	 ๐/๒	 ๓/๕	 ๓/๓	 ๐/๓	 ๐/๓	 ๐/๐	 ๐/๐	 ๐/๐	 ๐/๐	 ๐/๒	

ที่ผ่านการแช่แข็ง	 	 	 	 (๑๐๐)	 (๑๐๐)	 (๐)	 (๖๐)	 (๑๐๐)	 (๐)	 (๐)	 (๐)	 (๐)	 (๐)	 (๐)	 (๐)

จำานวนไข่ทั้งหมด	 ๑๔๓	 ๑๑๕	 ๘	 ๔๓/๘๓	 ๒๘/๔๓	 ๓/๔๓		 ๗๕/๑๐๘	 ๕๙/๗๕	 ๔/๗๕	 ๑๕/๒๕	 ๑๓/๑๕	 ๑/๑๕	 ๑๐/๑๖	 ๘/๑๐	 ๐/๑๐

	 	 	 	 (๕๑.๘๐)	 	(๖๕.๑๒)	 	(๖.๙๘)	 	(๖๙.๔๔)	 	(๗๘.๖๗)	 	(๕.๓๓)*	 	(๖๐.๐๐)	 	(๘๖.๖๖)	 (๖.๖๗)*	 	(๖๒.๕๐)	 (๘๐)	 	(๐)

ต�ร�งที่ ๔	 แสดงอัตราการเกิด	parthenogenetic	blastocyst	stage	(PB)	จากไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ชนิดต่างๆ	ที่นำามากระตุ้น 

	 ให้เกิด	parthenogenesis	โดยใช้สารเคมี	๒	สูตร	และทำาการเพาะเลี้ยงในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	๒	สูตรร่วมกับการใช้หรือ 

	 ไม่ใช้การกระตุ้นด้วยไฟฟ้า	(electrofusion)	ในระยะ	cleavage	stage

*	:	p	=	0.05,	เปรียบเทียบอัตราการเกิด	parthenogenetic	blastcyst

ผลการศกึษาการพฒันา	parthenogenetic	derived	

stem	cell	จาก	PC	๑๖	ตัว	และ	PB	๕	ตัว	พบเพียงแค่มีการ

เกาะกับ	 feeder	 cells	 จำานวน	๑	 และ	๒	 ตัวอย่าง	 คิดเป็น 

ร้อยละ	 ๖.๒๕	 และ	 ๔๐	 ตามลำาดับ	 แต่ไม่สามารถพัฒนาจน

เป็น	parthenogenetic	derived	stem	cell	ได้	(ตารางที่	๕)	

 Parthenogenetic จำ�นวน มีก�รเก�ะกับ feeder cells มีก�รพัฒน�เป็น มีก�รพัฒน�เป็น 

 stages  (attachment with colony (colony parthenogenetic 

   feeder cells) (%) formation) derived stem cell

	 -	Cleavage	stage	 ๑๖	 ๑	(๖.๒๕)	 ๐	 ๐

	 -	Blastocyst	stage	 ๕	 ๒	(๔๐)	 ๐	 ๐

ต�ร�งที่ ๕	 แสดงผลการนำา	parthenogenetic	cleavage	stage	และ	blastocyst	 stage	 ไปพัฒนาให้เป็น	parthenogenetic	 

	 derived	stem	cell
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
จากการศึกษาพบว่า	 ไข่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอก

ร่างกายจากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งจะเกิด	 

parthenogenesis	โดยการกระตุน้ด้วยสารเคม	ี๒	สตูร	คิดเป็น

ร้อยละ	๔๐	และ	๖๙.๒๓	ตามลำาดับ	(เฉลี่ย	๔๓.๔๓)	แต่ไข่ที่

เจริญไม่เต็มที่และผ่านการแช่แข็งและละลายจะเกิด	 parthe-

nogenesis	 คิดเป็นร้อยละ	๒๘.๕๗	 และ	๖๒.๕๐	ตามลำาดับ	

(เฉลี่ย	 ๕๓.๑๓)	 ไข่ท่ีเจริญเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่

ผ่านการแช่แข็งและละลายจะเกิด	parthenogenesis	โดยการ 

กระตุน้ด้วยสารเคมี	๒	สตูร	คดิเป็นร้อยละ	๖๑.๗๗	และ	๗๕.๐๐	 

ตามลำาดับ	 (เฉลี่ย	 ๖๘.๙๒)	 ไข่ท่ีเจริญเต็มท่ีท่ีมีการปฏิสนธิล้ม

เหลวที่ผ่านการแช่แข็งและละลายจะเกิด	 parthenogenesis	 

คิดเป็นร้อยละ	 ๑๐๐.๐๐	 และ	 ๖๐.๐๐	 ตามลำาดับ	 (เฉลี่ย	

๗๑.๔๓)	เมือ่เปรียบเทยีบการกระตุน้ด้วยสารเคมทีัง้	๒	สูตร	พบ

ว่าการใช้สารเคมีสูตรที่	๒	คือ	ionomysin	และ	cytochalasin	

B	 ร่วมกับ	 cycloheximide	จะทำาให้เกิด	parthenogenesis	

ในไข่ที่เจริญไม่เต็มท่ีท่ีไม่ผ่านการแช่แข็งได้ดีกว่าการใช้สารเคมี

สูตรที่	๑	คือ	 ionomysin	และ	6-DMAP	 โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ที่มาจากไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

สำาหรับอัตราการเกิด	 PC	พบว่าการกระตุ้นด้วยสาร

เคมีทั้ง	๒	สูตร	ด้วยนำ้ายาเพาะเลี้ยงทั้ง	๒	สูตรมีค่าอยู่ระหว่าง

ร้อยละ	๖๐.๘๗	-	๑๐๐	(เฉลี่ย	๗๗.๒๗)	โดยพบว่าการกระตุ้น

ด้วย	ionomysin	+	CB+	CHX	ที่เพาะเลี้ยงในนำ้ายา	culture	

medium	ที่มี	growth	factors	มีอัตราการเกิด	PC	ดีกว่าจาก

การเพาะเลี้ยงในนำ้ายา	culture	medium	อย่างเดียว	และพบ

ว่าอตัราการเกดิ	PC	ในไข่ทีม่กีารปฏสินธล้ิมเหลวและไม่ผ่านการ

แช่แข็งที่กระตุ้นด้วย	 ionomysin	+	6-DMAP	ที่เพาะเลี้ยงใน	

culture	medium	อย่างเดียวน้อยกว่าการกระตุ้นด้วย	iono-

mysin	+	CB	+	CHX	ที่เพาะเลี้ยงใน	culture	medium	ที่มี	

growth	factors	สำาหรบัอตัราการเกิด	PC	ในไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ที่

ทีเ่จริญเตบิโตภายนอกร่างกายทีไ่ม่ผ่านการแช่แขง็ทีก่ระตุน้ด้วย	

ionomysin	+	6-DMAP	มีน้อยกว่าที่กระตุ้นด้วย	ionomysin	

+	CB	+	CHX	ที่เพาะเลี้ยงใน	culture	medium	อย่างเดียว

สำาหรับอตัราการเกดิ	PB	จากไข่ทัง้หมดในการศกึษานี ้

พบว่า	 มีค่าเฉล่ียร้อยละ	 ๔.๑๙	 โดยท่ีคิดเป็นร้อยละ	 ๔.๗๑	

จากไข่ที่เจริญไม่เต็มท่ีท่ีไม่ผ่านการแช่แข็ง	 และคิดเป็นร้อย

ละ	 ๔.๘๘	 จากไข่ที่มีการปฏิสนธิล้มเหลวที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง	 

โดยไม่พบว่ามี	PB	จากไข่ที่ผ่านการแช่แข็งและละลาย	การแช่

แขง็และละลายอาจมผีลต่อการพฒันาไปเป็นระยะ	blastocyst	

แต่เนือ่งจากการศกึษานีไ้ม่ได้แบ่งกลุม่ตวัอย่างแบบสุม่	จงึต้องมี

การศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

และพบว่าอัตราการเกิด	 PB	 จากการกระตุ้นไข่ด้วย	

ionomysin	 +	 6-DMAP	 มีค่าเท่ากับ	 ๓.๖๑	 ซ่ึงน้อยกว่าการ 

กระตุ้นด้วย	ionomysin	+	CB	+	CHX	ที่มีค่าเท่ากับ	๔.๖๓	

เปรียบเทียบกับการศึกษาอื่นๆ	 พบว่า	 Alessio	 

Paffoni	และคณะ	ปี	2007	ที่กระตุ้นไข่ด้วย	ionomycin	และ	

6-DMAP	เปรียบเทียบกับไข่ที่ทำา	ICSI	พบว่าได้	parthenoge-

netic	blastocyst	ร้อยละ	๘.๒	ขณะที่จากการทำา	ICSI	ไม่พบ

ว่ามี	 parthenogenetic	 blastocyst	 เลย๕	 อาจเนื่องมาจาก	

Alessio	 Paffoni	 และคณะ	 ได้กระตุ้นไข่ภายหลังการเก็บไข่

ทนัท	ีโดยไม่ผ่านการเลีย้งไข่ภายนอกร่างกายหรอืการรอผลการ

ปฏิสนธิ	แต่	Karen	Versieren	และคณะ	ปี	๒๐๑๐	ซึ่งทำาการ

กระตุน้ไข่ทีเ่จริญเตม็ทีแ่ละเจรญิไม่เตม็ทีด้่วยสารเคมแีละวิธกีาร

หลายชนิด	 เช่น	 การกระตุ้นด้วยไฟฟ้าหรือ	 ionomycin	 ร่วม

กับ	 cycloheximide	หรือ	 6-DMAP	อย่างไรก็ตามพบว่าการ

กระตุ้นไข่ที่เจริญไม่เต็มที่ที่เจริญเติบโตเต็มที่ภายนอกร่างกาย

ได้	parthenogenetic	blastocyst	ไม่ดีนัก	เปรียบเทียบกับไข่

ที่เจริญเต็มที่คือ	ร้อยละ	๓	และร้อยละ	๑๐	ตามลำาดับ๖

Karen	 Versieren	 และคณะ	 ปี	 ๒๐๑๐	 ก็พบว่า	 

ไข่ทีเ่กดิจากการปฏสินธล้ิมเหลวและไข่ทีเ่จรญิไม่เตม็ทีท่ีก่ระตุน้

ด้วย	ionomycin	+	6-DMAP	ได้	PB	มากกว่าจากกระตุ้นด้วย	

ionomycin	+	CHX	อย่างเดยีว๗	ซึง่อาจเนือ่งมาจากการทำางาน

ของ	 6-DMAP	 และ	 CHX	 ที่เป็นสารยับยั้งการสร้างโปรตีน

เหมือนกัน	 แต่ทำางานในรูปแบบต่างกัน	 ในขณะที่	 CB	 นั้นมี

ผลในการยับยั้ง	microfilament	 ในการเกิด	 second	 polar	

body	 extrusion	 ซึ่งจะช่วยทำาให้ไข่ที่เจริญไม่เต็มที่สามารถ

ดึงเอา	 second	 polar	 body	 มาใช้เป็นโครโมโซมอีกชุดหนึ่ง

ที่ขาดไปได้๘	และ	CHX	ยังเป็นตัวยับยั้งการสร้าง	cyclin	B	ซึ่ง

จะมผีลต่อปรมิาณการลดลงของสาร	MPF	ซึง่เป็นส่วนสำาคญัใน 

การทำาให้เกดิ	second	polar	body	extrusion	อกีด้วย	ในขณะ

ที่	6-DMAP	นั้นมีคุณสมบัติในการรบกวนการสร้าง	short	live	

protein	ต่างๆ	ทีม่ส่ีวนสำาคัญในการทำาให้ไข่หลุดออกจากระยะ

พกัตวัเข้าสูร่ะยะ	meiosis	II	ได้	อกีทัง้	6-DMAP	ยงัทำาหน้าท่ีใน

กระบวนการ	protein	phosphorylation	ซึง่เป็นการยบัยัง้การ

สร้างสารจำาพวก	kinase	ซึง่มีผลในกระบวนการแบ่งเซลล์ระยะ	

G2/M	มากกว่า	Alessio	Paffoni	ได้สันนิษฐานว่าการกระตุ้น

ด้วย	 6-DMAP	 นั้นนอกจากจะมีการยับยั้งการสร้าง	MPF	 ใน

ช่วงระยะพักตัวของไข่แล้วยังส่งผลต่อการลดลงของ	MPF	 ใน

ช่วงของการแบ่งตัวระยะ	mitosis	ด้วย	ดังนั้นจึงอาจส่งผลต่อ

การเกิด	DNA	formation	ภายในเซลล์ที่จะส่งผลต่อการเจริญ

เป็น	parthenogenetic	blastocyst๕,	๙	ซึง่อาจทำาให้มส่ีวนช่วย

ในการกระตุ้นไข่ที่เกิดการปฏิสนธิล้มเหลวได้ดี
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จากการศึกษายั ง ไม ่ สามารถพัฒนาการ เกิ ด	 

parthenogenetic	 derived	 stem	 cell	 ได้เนื่องจากยังม	ี 

parthenogenetic	blastocyst	จำานวนน้อยคอื	๘	ตวั	ซึง่ทำาการ

ศึกษาไป	๗	ตัว	ยังคงเหลือแช่แข็งไว้อีก	๑	ตัว	โดยทำาละลาย	๗	

ตวัตายไป	๒	ตวั	สามารถนำาไปศกึษาได้	๕	ตวั	แต่กย็งัไม่สามารถ

พัฒนาไปเป็น	parthenogenetic	derived	stem	cell	ได้สำาเรจ็	

จึงยังคงต้องดำาเนินการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป	
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Abstract
The study of parthenogenesis of immature oocytes with in vitro maturation and fail-fertilized mature  
oocytes by chemical activation and the preliminary study of parthenogenetic derived stem cell.

Charoenchai Chiamchanya*, Nuntana Gamnarai**, Patchara Visutakul*

	 *	 Faculty	of	medicine,	Thammasat	University

	**	 Thammasat	hospital,	Thammasat	University 
Introduction: 	 Parthenogenesis	 is	a	process	of	 transforming	 from	haploid	gamete	to	diploid	cell	without	

fertilization	process	of	sexual	reproduction.	Human	parthenogenetic	derived	stem	cell	is	an	
ethical	advantage	alternative	resource	of	human	embryonic	stem	cell	for	medical	research	
application.	 However,	 the	 human	 parthenogenesis	 is	 very	 rarely	 occurred.	 To	 study	 the	 
parthenogenetic	activation	and	culture	protocols	of	immature	oocytes	with	in	vitro	maturation	
(IVM)	and	fail-fertilized	mature	oocytes.

Method:	 The	immature	oocytes	and	fail-fertilized	oocytes	donated	from	infertile	couples	treated	with	
assisted	reproductive	technology	at	Thammasat	University	Hospital	during	the	years	2014	-	2017	
were	activated	by	2	chemical	activation	protocols.	Protocol	I	was	composed	of	ionomysin	
+	6-dimethylaminopurine	(6-DMAP)	and	Protocol	II	was	ionomysin	+	cytochalasinB	(CB)	and	 
cycloheximide	(CHX).	After	activation,	all	oocyte	in	both	protocols	were	studied	further	according	 
to	 the	 result	of	preliminary	study	as	 the	 following:	Protocol	 I	The	oocytes	were	cultured	
with	culture	medium	for	5	days	only	(regimen	A),	Protocol	II	The	oocytes	were	culture	with	 
culture	medium	for	5	days	only	(regimen	A),	The	oocytes	were	culture	with	culture	medium	for	 
5	days	plus	growth	factors	(regimen	B),	The	oocytes	were	culture	with	culture	medium	for	 
5	days	with	growth	factors	and	electrofusion	at	days	3	(D3)	(regimen	C)	The	obtained	parthe-
nogenetic	blastocysts	were	aimed	to	be	used	for	preliminary	parthenogenetic	derived	stem	
cell	study.	The	parthenogenetic	pronuclear	(PPN),	the	cleavage	(PC)	and	blastocyst	(PB)	rate	
were	compared	between	subgroups,	by	Student	T	test	with	the	level	of	significance	at	0.05.

Result:	 Total	of	191	oocytes	studied	were	110	immature	oocytes	(79	fresh	and	31	frozen-thawed),	81	
fail-fertilized	mature	oocytes	(74	fresh	and	7	frozen-thawed).	The	PPN	rate	of	total	oocytes	
and	fresh	immature	oocytes	especially	 in	germinal	vesicle	sub	group	with	IVM	in	protocol	 
I	were	lower	significantly	than	those	of	in	Protocol	II	(51.80%,	40.00%	and	40.63%	vs	69.44%,	
69.23%	and	72.73%;	p	=	0.013,	0.008	and	0.004	respectively).	The	PC	rate	of	total	oocytes	
and	fail-fertilized	mature	oocytes	in	protocol	I	regimen	A	were	significantly	lower	than	those	
of	in	protocol	II	regimen	B	(65.12%	and	57.14%	vs	86.66%	and	100.00%,	p	=	0.001	and	0.005	
respectively).	The	PC	rate	in	protocol	II	of	total	oocytes	with	regimen	A	was	significantly	lower	
than	that	of	with	regimen	B	(78.67%	and	86.66%,	p	=	0.014).	The	PC	rate	of	immature	oocytes	
with	IVM	in	protocol	I	regimen	A	was	significantly	lower	than	that	of	in	protocol	II	with	regimen	
A	(75.00%	and	95.59%,	p	=	0.001).	The	PB	rate	in	this	study	was	4.19%.	The	PB	rate	of	fresh	
immature	oocytes	with	IVM	was	4.71%.	The	PB	rate	of	fresh	fail-fertilized	matured	oocytes	
was	4.88%.	The	PB	rate	in	protocol	II	of	total	oocytes	with	regimen	A	was	significant	lower	
than	that	of	with	regimen	B	(5.53%	vs	6.67%,	p=0.05).	There	was	no	parthenogenetic	derived	
stem	cell	successfully	developed	in	this	study.

Discussion The	results	of	parthenogenetic	activation	of	fresh	immature	oocytes	with	IVM	with	ionomysin 
and Conclusion:	 +	CB	+	CHX	were	better	than	that	of	ionomysin	+	6DMAP.	The	parthenogenetic	blastocyst	

could	be	activated	by	different	chemical	oocyte	activation	and	culture	protocols	with	some	
better	results	from	ionomysin	+CB	+	CHX	activation	and	cultured	in	culture	medium	with	
growth	factors.	Anyhow,	the	parthenogenetic	derived	stem	cell	would	be	required	further	
study	due	to	the	limit	number	of	parthenogenetic	blastocyst	yield.

Key words: 	parthenogenesis,	parthenogenetic	activation,	parthenogenetic	culture,	blastocyst,	stem	cell


