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บทคัดยอ 
 

ปลาบึก (Pangasianodon gigas Chevey, 1931) เปนปลาหนังนํ้าจืดที่มีขนาดใหญ
ที่สุดในโลก  เปนปลาพบเฉพาะถิ่นในแมนํ้าโขงเทาน้ัน  เปนที่นิยมบริโภค  จึงมีการจับปลาบึก
กันมาก  ทําใหปลาบึกซ่ึงมีอายุขัยยาว วางไขปละ 4-6 สัปดาห และมีแหลงเพาะขยายพันธุและ
วางไขจําเพาะ มีจํานวนลดลงอยางมาก  ในป พ.ศ. 2533 ปลาบกึถูกจัดเปนสัตวนํ้าใกลสูญพันธุ 
(CITES Appendices I)   ทั้งน้ีไดมีการเพาะขยายพันธุปลาบึกในฟารมเลี้ยง โดยการฉีดฮอรโมน
ในพอแมพันธุ รีดไข (โอโอไซท) นํามาผสมกับนํ้าเชื้อ แลวทําการฟกและอนุบาล  แตปญหา
สําคัญ คือ ปริมาณและคุณภาพของลูกปลาที่ไดไมแนนอน และในบางกรณีอาจประสบปญหาสญู
เปลา  เน่ืองจากพอแมปลาบึกมีความผันแปรสูงทําใหการฉีดฮอรโมนไมแนนอน ทั้งในเรื่อง
ปริมาณฮอรโมน ระยะเวลาที่รอ รวมถึงความไมแนนอนของคุณภาพโอโอไซทที่รีดได 

ไดศึกษาสารดองใสที่เหมาะสมสําหรับโอโอไซทปลาดุกรัสเซีย โดยใชสารดองใส 5 
สูตร ไดแก Clearing 1 : 50 ml formaldehyde, 40 ml acetic acid, 60 ml glycerol and 9 g 
NaCl, Clearing 2 : 4% formaldehyde และ 1% glutaraldehyde, Clearing 3 : ethanol : 
formalin : glacial acetic acid  =  6 : 3 : 1, Clearing 4 : 5% formalin and 4% acetic acid in 
Ringer’s solution (6.5g NaCl, 0.42 g KCl and 0.25 CaCl2) และ Clearing 5 : Clearing 2 in 
Ringer’s solution  พบวา สารดองใส Clearing 3 มีประสิทธิภาพในการคงสภาพ และสะดวกใน
การสังเกตระยะของโอโอไซทปลาจากการเคลื่อนที่ของนิวเคลยีสไดดีที่สุด  และเม่ือทดสอบกับ
โอโอไซทปลาบึกและปลาสวายก็ใหผลดีเชนเดียวกัน 

ในงานวิจัยน้ีไดศึกษาการเลีย้งโอโอไซทของปลาสวายในหองทดลอง ซ่ึงปลาสวาย 
(Pangasianodon hypophthalmus Sauvage, 1878) เปนปลาชนิดพันธุที่ใกลเคียงกับปลาบกึ
มากที่สุด จึงใชเปนปลาทดลองนํารอง โดยตองการเลีย้งโอโอไซทใหถึงระยะ metaphase II ใน
หองทดลอง เพ่ือนํามาผสมเทียมได  ทําการเลี้ยงโอโอไซทดวยอาหารเลี้ยง 3 ชนิด  ไดแก 
Leibovitz L-15 medium, Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Advanced 
DMEM/F-12) และ M-199 medium  เสริมดวยกลุมฮอรโมน 4 ชนิด ไดแก human chorionic 
gonadotropins (HCG), luteinizing hormone (LH), 17β-estradiol (E2) และ 17α-20β-
dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) และเสริมดวย growth factors 3 ชนิด ไดแก insulin (from 
bovine pancrease)  insulin-like growth factor-I (IGF-I)  และ fetal bovine serum (FBS)  
โดยแปรผันอุณหภูมิบมที่ 23, 25 และ 28 OC    

พบวา ที่ 25 OC เปนอุณหภูมิบมที่เหมาะสมสําหรับโอโอไซทปลาสวาย โดยให
อัตรารอดสูงในการใชอาหารเลี้ยงทั้ง 3 ชนิด และ L-15 medium เปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ใหอัตรา



รอดของโอโอไซทปลาสวายสูงสุด (81+2 %)   ในการเสริมฮอรโมน LH ใหอัตรารอดของโอโอ
ไซทโดยรวมสูง และสามารถกระตุนโอโอไซทปลาสวายใหมีการพัฒนาจากระยะที่ 4 ไปสูระยะที่ 
5   โดยความเขมขนที่เหมาะสม คือ 11 ng/ml ใหอัตรารอด 89+2 % และมีการพัฒนา 10+2 %  
สวนการเสริม growth factor  insulin ชวยใหมีการพัฒนาของโอโอไซทปลาสวายได  โดยเขมขน
ที่เหมาะสม คือ 6 μM ใหอัตรารอด 57+9 % และมีการพัฒนา 18+2 % 

การเสริมฮอรโมน HCG และ IGF-I ในอาหาร L-15 medium บมที่ 25 OC ชวย
กระตุนใหมีการพัฒนาของโอโอไซทปลาสวายไดเล็กนอย โดยมีคาสูงที่ HCG 10 IU/ml ใหอัตรา
รอด 42+10 % และมีการพัฒนา 7+1 % และ IGF-I 100 ng ใหอัตรารอด 44+10 % และมีการ
พัฒนา 6+1 % สวน estradiol DHP และ FBS ไมมีผลตอการพัฒนาของโอโอไซทปลาสวาย
ระยะที่ 4 

ไดนําผลการเลี้ยงโอโอไซทปลาสวายมาทดลองปรับใชกับโอโอไซทปลาบึก  แตไม
พบการพัฒนาใดๆ ในทุกชดุทดลอง และโอโอไซทปลาบึกเสียหมดภายใน 12 ชั่วโมง  ซ่ึงอาจจะ
เปนไปไดวา โอโอไซทของปลาบึกมีความไวอยางมากตอสภาพที่ไมเหมาะสม อาหารเลี้ยงเซลล
ที่ใชทั้ง 3 ชนิด อาจจะไมเหมาะสมสําหรับโอโอไซทปลาบึก   หรือโอโอไซทปลาบึกที่เก็บ
ตัวอยางไดมีคณุภาพต่ํา   อีกทั้งแมปลาบึกอาจมีความเครียดสูงจากการจับและขัน้ตอนการเก็บ
ตัวอยาง เปนผลกระทบตอโอโอไซทได 

ผลจากงานวิจัยน้ี ไดขอมูลสูตรอาหารเลีย้งโอโอไซทปลาสวายใหเกิดการพัฒนาได
ในเบื้องตน  และพบวาโอโอไซทของปลาบึกมีความไวสูงกวาโอโอไซทปลาสวาย  ซ่ึงควรจะมี
การวิจัยเพ่ิมเติม เชน การใชอาหารเลีย้งเซลลที่มีความจําเพาะสาํหรับโอโอไซท ชวงเวลาและ
ลําดับการใสฮอรโมนและสารเสริมตางๆ เปนตน  เพ่ือใหเขาใจถึงความตองการฮอรโมนและสาร
ตางๆของโอโอไซทปลาบึก ใหสามารถนําไปพัฒนาวิธีการผสมเทยีมใหมีประสิทธิภาพมากขึน้ 
ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการเพาะเลี้ยงและการอนุรักษปลาบึกตอไป 
 

 

คําสําคัญ : ปลาบึก, Pangasianodon gigas, ปลาสวาย, Pangasianodon hypophthalmus,  
โอโอไซท  IVM



 

ABSTRACT 
 

Mekong giacnt catfish (Pangasianodon gigas Chevey, 1931) is the biggest 
freshwater catfish of the world.  It is endemic species only in Mekong River.  Because of 
popular consumption and high capture, this catfish, with long lifespan, short spawning 
period (4-6 week a year) and specific spawning habitat, has been significantly 
decreased.  Since 1990, Mekong giant catfish was classified as endangered species 
(CITES Appendices I).  In farming, this catfish has been cultured and breed by hormone 
injection in broodstock, oocyte rolling, mixing with milt, then hatching and nursery.  
However the key issue is uncertain quantity and quality of offsprings, and some cases is 
totally lost.  The broodstocks are highly variable and unpredictable effect of hormone 
injections from volume, interval period of injection, and uncertain quality of collected 
oocytes. 

Suitable clearing solution for fish oocyte, using African catfish oocytes, was 
followed with 5 formulas; i.e. Clearing 1 : 50 ml formaldehyde, 40 ml acetic acid, 60 ml 
glycerol and 9 g NaCl, Clearing 2 : 4% formaldehyde และ 1% glutaraldehyde, Clearing 3 
: ethanol : formalin : glacial acetic acid  =  6 : 3 : 1, Clearing 4 : 5% formalin and 4% 
acetic acid in Ringer’s solution (6.5g NaCl, 0.42 g KCl and 0.25 CaCl2) and Clearing 5 : 
Clearing 2 in Ringer’s solution.  It was resulted that Clearing 3 showed the effective 
fixing agent and clearly to observe nucleus movement.  The same result was observed 
in oocytes of Mekong giant catfish and striped catfish. 

Oocytes of striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus Sauvage, 1878), 
the most closed species to Mekong giant catfish, were performed as pilot experiments.  
In vitro oocyte culture was aimed to metaphase II for artificial fertilization.  Variation of 
media, hormones and growth factors was applied at temperature of 23, 25 และ 28 OC.  
Three media were Leibovitz L-15 medium, M-199 medium and Advanced Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (Advanced DMEM/F-12).  Four hormones were human chorionic 
gonadotropins (HCG), 17β-estradiol (E2), luteinizing hormone (LH), and 17α-20β-
dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP).  Three growth factors were insulin (from bovine 
pancrease),  insulin-like growth factor-I (IGF-I)  and fetal bovine serum (FBS). 



It is resulted that at 25 OC was optimal incubating temperature with high 
survival rate in all three media.  Oocyte cultured with L-15 medium showed highest 
survival rate of 81+2 %.  For hormone supplement, LH showed overall high survival rate 
and stimulating to oocyte development from stage 4 to stage 5 with the appropriate 
concentration of 11 ng/ml giving 89+2 % survival rate and 10+2 % development rate.  
For supplement of growth factors, insulin showed stimulating to oocyte development, 
with the optimal concentration of 6 μM giving 57+9 % survival rate and 18+2 % develop-
ment rate. 

Supplementing the hormone HCG and IGF-I in the L-15 medium and 
incubated at 25 OC showed a few developments of striped catfish oocytes.  Their high 
values were HCG of 10 IU/ml with 42+10 % survival rate and 7+1 % development rate, 
and IGF-I of 100 ng with 44+10 % survival rate and 6+1 % development rate.  For 
supplements of estradiol, DHP and FBS showed no effect on the development of stage 
4 oocytes. 

The result of striped catfish oocyte culture was tried to apply to Mekong 
giant catfish oocyte culture.  In all experiment, however, Mekong giant catfish oocytes 
died within 12 hours and there was no any development.   It may be possible that 
Mekong giant catfish oocytes is highly sensitive to inappropriate culture conditions.  The 
three types of media may be unsuitable or the oocytes may be low quality.   In 
additionally, the female Mekong giant catfish may be stressed form capture and 
sampling procedures that effecting to oocytes. 

From the results of this research, the data of medium and formula to 
stimulating primary development in striped catfish oocytes was achieved, and it 
understood that Mekong giant catfish oocyte is more sensitive than striped catfish 
oocyte.  In order to understanding of the needs of various hormones and chemicals in 
Mekong giant catfish oocytes, this should be more researches for Mekong giant catfish 
oocyte culture such as special medium, time and sequence to additive of hormones and 
other supplements, etc.  It will be benefited for the efficient artificial fertilization for 
farming and conservation of Mekong giant catfish. 

keyword : Mekong giant catfish, Pangasianodon gigas, striped catfish, Pangasianodon  
hypophthalmus, oocyte, IVM 
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ปลาบกึ Pangasianodon gigas (Chevey, 1931) เป็นปลาไมม่เีกลด็ และเป็นปลา
นํ�าจดืขนาดใหญ่ที'สดุในโลก อาศยัอยู ่ และอพยพยา้ยถิ'นเฉพาะในลาํนําโขงเท่านั �น  แต่เดมิคาด
กนัว่าแหล่งผสมพนัธุแ์ละวางไขข่องปลาบกึอยูท่างตอนบนของแมนํ่�าโขงที'ทะเลสาบตา้ล ี มณฑล
ยนูาน ประเทศสาธารณรฐัประชาชนจนี  ลกูปลาบกึวยัอ่อนลอยตวัตามนํ�า เขา้ไปอาศยัอยู่ตาม
เกาะแกง่ของทะเลสาบต่างๆที'ตดิต่อกบัลาํนํ�าโขงในเขตสาธารณรฐัประชาชนกมัพชูา เมื'อเจรญิ 
เตบิโตเป็นตวัเตม็วยั จะอพยพเขา้สูแ่มนํ่�าโขง แลว้วา่ยทวนนํ�าขึ�นสูต่อนบนของแม่นํ�าโขง  เมื'อ
เดนิทางมาถงึทางตอนเหนือของประเทศไทย จะเขา้สูช่ว่งที'เริ'มพฒันาการสกุของไขใ่นแมป่ลา 
และเดนิทางกลบัสูท่ะเลสาบตา้ล ี ในมณฑลยนูาน (โสม, 2510; เสน่ห,์ 2526; เสน่ห ์ และภาณุ, 
2541; เกรยีงศกัดิ I, 2543)   อย่างไรกต็าม ปจัจบุนัไดม้กีารตั �งขอ้สงัเกตว่า ปลาบกึที'ชาวบา้นจบั
ไดท้ี'บา้นหาดไคร ้ อ.เชยีงของ จ.เชยีงราย เป็นปลาที'มไีขแ่ก่และมนํี�าเชื�อสมบรูณ์  จงึคาดว่า
แหล่งผสมพนัธุแ์ละวางไขอ่าจจะอยูไ่ม่ไกลจากเมอืงไทยมากนัก ซึ'งอาจเป็นบรเิวณทางเหนือของ
บา้นเมอืงกาญจน์ทางฝ ั 'งไทยขึ�นไปจนถงึบ้านปากยอนของสาธารณรฐัประชาชนลาว  เมื'อ
ประมาณปี 2470 ชาวประมงลาวบา้นปากนํ�ายอนอา้งว่าเคยเหน็พฤตกิรรมการผสมพนัธุข์องปลา
บกึ (ธรีพนัธ,์ 2526) 

เนื'องจากประชาชนในแถบแม่นํ�าโขงมคีวามเชื'อมาแต่โบราณว่า การกนิเนื�อปลาบกึ
จะทําใหฉ้ลาดและอายยุนื  โดยจะตอ้งมพีธิกีรรมบวงสรวงกอ่นจบั  เป็นเหตุใหเ้นื�อปลาบกึมรีาคา
สงู ทาํใหม้กีารจบัปลาบกึกนัมาก โดยจะมกีารจบัมากในชว่งเดอืนพฤษภาคมถงึเดอืนมถุินายน 
ซึ'งเป็นฤดผูสมพนัธุแ์ละวางไขข่องปลาบกึ  เป็นผลใหป้ลาบกึลดจาํนวนลดอยา่งมาก จนใกลจ้ะ
สญูพนัธุ ์

ปลาบกึไดถ้กูจดัเป็นปลาใกลส้ญูพนัธุต์ามอนุตสิญัญาว่าดว้ยการอนุรกัษ์พนัธุพ์ชื
และสตัวป์า่ Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and 
Flora (CITES) ตาม IUCN 3.1 ไดก้าํหนดใหป้ลาบกึเป็นสตัว์นํ�าใกลส้ญูพนัธุ ์ (endangered 
species) CITES appendices I และตามประกาศของ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ลงวนัที' 2 
กรกฎาคม พ.ศ.2533 ประกาศใหป้ลาบกึเป็นสตัวนํ์�าสงวน หา้มจบัก่อนไดร้บัอนุญาต  จากสถติิ
การของปลาบกึที'จบัไดใ้นแม่นํ�าโขง ในปี 2524 ถงึ 2549 (บณัฑติ, มปป.)  พบว่าปลาบกึลด
จาํนวนลงอยา่งมาก   จากปี 2528 เป็นตน้มา กรมประมงไดท้าํการเพาะปลาบกึโดยใชพ้อ่แม่ปลา
จากที'ชาวบา้นจบัได ้  และปล่อยลงสูเ่ขื'อนและอา่งเกบ็นํ�าขนาดใหญ ่ (โสม, 2510; ประดษิฐ,์ 
2539; เกรยีงศกัดิ I, 2543)   แต่ยงัไม่มรีายงานแน่ชดัเกี'ยวกบัการเจรญิพนัธุจ์นถงึสามารถแพรล่กู
แพรห่ลานไดข้องปลาบกึในแหลง่นํ�าที'ปล่อยเหลา่นี� 

จากการสงัเกตความสมบูรณ์ของไขป่ลาบกึเพศเมยีที'จบัได ้  และจากความสาํเรจ็ใน
การผสมเทยีมของ เสน่ห ์ผลประสทิธิ Iและคณะ  บ่งชี�ว่า ปลาบกึมฤีดูผสมพนัธุ์อยูใ่นชว่งตน้ฤดูฝน 
ประมาณเดอืนพฤษภาคมถงึเดอืนมถินุายน (เกรยีงศกัดิ I, 2543; Baird, 1996)  ความดกไขข่อง 
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สถติจิาํนวนปลาบกึที �จบัไดท้ี � ตาํบลเวยีง อาํเภอเชยีงของ จงัหวดัเชยีงราย 

 
 

 

แมป่ลาบกึสมบูรณ์เพศตามธรรมชาตคิาดประเมนิว่า 800,000 ฟองต่อนํ�าหนกั 1 กโิลกรมั (เสน่ห์
และภาณุ, 2540) 

สาํหรบังานวจิยัที'มเีป้าหมายเพื'อเพาะขยายพนัธุป์ลาบกึ ไดม้กีารทดลองผสมเทยีม
ปลาบกึในหลายวธิ ี ไดแ้ก ่ การใชไ้ขแ่ละนํ�าเชื�อสด ภายใตก้ารกระตุน้การตกไขข่องแมป่ลาดว้ย
ฮอรโ์มน (เสน่ห,์ 2526; เสน่หแ์ละคณะ, 2536)      การผสมเทยีมโดยใชไ้ขส่ดและนํ�าเชื�อปลาบกึ
แชแ่ขง็ (กฤษณ์, 2536; Mongkonpanya et al., 1995) นอกจากนี�ยงัมงีานวจิยัที'เกี'ยวขอ้งอื'นๆ 
ไดแ้ก ่การอนุบาลและเลี�ยงลกูปลาบกึเพื'อใหอ้ตัรารอดด ีการเจรญิด ี(วจิยั และคณะ, 2527; เขม็
ชาต ิและคณะ, 2530; เสน่ห ์และคณะ, 2535)  แต่งานวจิยัที'มมีานี�ยงัจาํกดัดว้ยการใชไ้ขส่ดจาก
แมป่ลาบกึ  ปญัหาที'ประสบ คอื ความไมส่มบรูณ์ของไข ่  จาํนวนแมป่ลาที'จาํกดัในการทดลอง
การกระตุน้ดว้ยฮอรโ์มนเพื'อใหไ้ดป้รมิาณ (dose) และชว่งเวลา (interval time and boosters) ที'
เหมาะสม  และฤดกูาลผสมพนัธุต์ามธรรมชาตทิี'ค่อนขา้งสั �นเพยีง 2 เดอืนต่อปีเท่านั �น 

งานวจิยัมเีป้าหมายจะศกึษาการเตรยีมโอโอไซทป์ลาบกึใหสุ้ก (metaphase II) ใน
หอ้งทดลอง (in vitro maturation, IVM)  ดว้ยเทคนิคทางเทคโนโลยชีวีภาพการเลี�ยงโอโอไซทใ์น
หอ้งทดลอง  โดยทาํการทดลองนํารอ่งในไขป่ลาสวาย Pangasianodon hypophthalmus 
(Sauvage, 1878) ซึ'งเป็นปลาสายพนัธุใ์กลเ้คยีงกบัปลาบกึมากที'สดุเป็นการทดลองนําร่อง  แลว้
นําผลที'ไดท้ดลองปรบัใชก้บัไขป่ลาบกึ          โดยผูว้จิยัไดร้บัคาํแนะนําการวจิยัจาก ศ.ดร. กนก 
ภาวสทุธไิพศฐิ  และ รศ.ดร. ยนิด ีกติยิานันท ์สถาบนัวจิยัและพฒันาวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ี
มหาวทิยาลยัมหดิล ซึ'งมปีระสบการณ์สงูเกี'ยวกบัเทคนิคทาง IVM และ AI (Artificial 
Insemination) ในสตัวห์ลายชนิด  
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ผลจากงานวจิยันี�สามารถใชเ้ป็นขอ้มลูพื�นฐานเกี'ยวกบัการพฒันาของโอโอไซทป์ลา
บกึ ซึ'งจะมปีระโยชน์ในการพฒันาการเพาะพนัธุป์ลาบกึดว้ยวธิกีารผสมเทยีมใหป้ระสทิธภิาพสงู
ได ้
 

เป้าหมายโครงการวิจยั 

1. พฒันาวธิกีารเลี�ยงไขป่ลาสวายและปลาบกึใหส้กุในหอ้งทดลอง  เป็นการเตรยีมไขป่ลา
เพื'อการผสมเทยีมปลาโดยเฉพาะปลาบกึใหม้ปีระสทิธภิาพ 

2. เพื'อพฒันาการผสมเทยีมใหม้ปีระสทิธภิาพสงูและสามารถกาํหนดไดด้ว้ยใชเ้ทคนิค
ชั �นสงู  โดยวธิทีางเทคโนโลยชีวีภาพ 
 

วตัถปุระสงคเ์ชิงกิจกรรม 
1. เพื'อเลี�ยงไขป่ลาสวายและปลาบกึใหส้กุในหอ้งทดลองได ้
2. เพื'อพฒันาการผสมเทยีมปลานํ�าจดืที'มปีระสทิธภิาพโดยใชเ้ทคโนโลยชีั �นสงู โดยเฉพาะ

ในปลาใกลส้ญูพนัธุ ์ไดแ้ก ่ปลาบกึ 
3. เพื'อศกึษาการเจรญิของลกูปลาที'ผสมเทยีมจากไขสุ่กในหอ้งทดลอง 

 
 
 

การจบัแมป่ลาบกึตวัอยา่ง ที � จรลัฟารม์ ตําบลดอยงาม อาํเภอพาน จงัหวดัเชยีงราย 

 



 
 
 
 

2. การตรวจเอกสาร 
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2.1  โอโอไซท์ในปลาและการพฒันา 

ขบวนการสรา้งไข ่(oogenesis) เริ�มตน้ที�ฟอลลเิคลิเซลลใ์นรงัไข  ภายในฟอลลเิคลิ
จาํนวนมากมเีซลลส์บืพนัธุเ์บื.องตน้ ซึ�งเมื�อปลาสมบรูณ์เพศเซลลเ์หลา่นี.จะแบ่งตวัแบบไมโทซสิ 
เพื�อเพิ�มจาํนวนและขนาดโตขึ.น เรยีกแต่ละเซลลว์่า โอโอโกเนีย (oogonia) หลงัจากนี.โอโอ
โกเนียจะแบ่งเซลลแ์บบไมโอซสิ เมื�อสิ.นสดุการแบ่งไมโอซสิขั .นแรกไดโ้อโอไซดป์ฐมภมู ิ
(primary oocyte) กบัเซลลข์ ั .ว (polar body) จากนั .นโอโอไซดป์ฐมภมูจิะผ่านขบวนการสรา้งไข่
แดง (vitellogenesis) โดยเซลลบ์ุผวิที�อยูร่อบๆ สรา้งอาหารสะสมในรปูของโปรตนีและไขมนั 
(granular yolk) การแบ่งเซลลแ์บบไมโอซสิขั .นที�สองจะเกดิต่อไป  แต่ปลาสว่นใหญ่จะคา้งอยูท่ี�
ระยะเมทาเฟส (metaphase II) จะมกีารตกไข ่ ซึ�งการแบ่งไมโอซสีขั .นที�สองจะเกดิขึ.นอยา่ง
สมบูรณ์เมื�ออสจุเิขา้ปฏสินธกิบัโอโอไซท์  ก่อนการปฏสินธจิะไดน้ิวเคลยีสของไข ่ (female 
pronucleus) ซึ�งมโีครโมโซมชุดเดยีว ขบวนการแบ่งเซลลห์ลงัปฏสินธจิะไดไ้ซโกต (zygote) ซึ�ง
มโีครโมโซมเป็นดพิลอยดเ์หมอืนพอ่แม ่

โอโอไซทท์ี�สกุแลว้ (mature oocyte) จะถูกปล่อยออกมาทางชอ่งเพศ ยกเวน้ใน
ปลากระดกูอ่อนจะปล่อยออกมาทางทวารรว่มซึ�งเป็นทางออกร่วมกบัอจุจาระ  โอโอไซทข์อง
ปลาจดัเป็นไขแ่บบเทโลลซิแิธล (telolecithal egg) คอื มไีขแ่ดงจาํนวนมากอยูข่ ั .วหนึ�งซึ�งสะสม
อาหารสาํหรบัตวัออ่น เรยีก ขั .วพชื (vegetal pole)  อกีข ั .วหนึ�งเป็นบรเิวณที�มนีิวเคลยีส เรยีก 
ขั .วสตัว ์(animal pole) ซึ�งเป็นบรเิวณที�จะเป็นตวัปลา  ไขม่เียื�อหุม้ 2 ชั .น คอื  

1. ชั .นนอก เรยีกโครอิอน (chorion) เป็นชั .นที�หุม้ไขเ่อาไว ้ ทางขั .วสตัว์มรีเูลก็ๆ 
เรยีกไมโครไพล ์(micropyle) ซึ�งเป็นทางเขา้ของอสจุเิพื�อเขา้ไปปฏสินธกิบัไข ่ 

2. ชั .นใน เรยีกเยื�อไวเทลลนี (vitelline membrane) หุม้ไขแ่ดงและนิวเคลยีสของไข ่
ระหวา่ง 2 ชั .นนี.มชีอ่งว่างเรยีกว่าเพรวิเิทลลนี (perivitelline space)  

ภายในโอโอไซทป์ระกอบดว้ยไขแ่ดง ซึ�งรวมกนัเป็นกอ้น มไีซโทพลาสซมึหุม้
ลอ้มรอบเป็นชั .นบางๆ ทางดา้นขั .วสตัวม์ลีกัษณะหนารปูรา่งเหมอืนหมวก มนีิวเคลยีสอยู ่ เรยีก
บรเิวณนี.วา่ เจอมแินล ดสิค ์(germinal disc) หรอื บลาสโทดสิค ์(blastodisc) ซึ�งเป็นบรเิวณที�จะ
มกีารแบ่งตวัเจรญิเป็นตวัออ่นเมื�อไดร้บัการปฏสินธกิบัอสจุ ิ  ภายในไขแ่ดงมหียดนํ.ามนั (oil 
globule หรอื oil droplet) หยดนํ.ามนัจะมขีนาดเลก็หรอืใหญ่ จาํนวนมากหรอืน้อยขึ.นอยู่กบัชนิด
ของปลา (อทุยัรตัน์, 2531) 
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ภาพที� 1  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลา 
 
 
 
วรีะชยั (2535) พบว่าระบบสบืพนัธุข์องปลาบกึเพศเมยีวยัเจรญิพนัธุม์รีงัไขม่ขีนาด

ใหญ่พบไขร่ะยะต่างๆ บรรจอุยู ่โดยการเจรญิของไขแ่บ่งไดเ้ป็น 5 ระยะ คอื 
1. oogonia  
2. primary growth phase  
3. early-vitellogenesis ขนาดของไขแ่ละนิวเคลยีสมขีนาดใหญ่ขึ.นไซโตพลาสซมึเริ�ม

ใส และมกีารเพิ�มจาํนวน นิวคลโีอลสั  
4. mid-vitellogenesis ไขร่ะยะนี.มโีครงสรา้งห่อหุม้หลายชั .น จากชั .นนอกเขา้ไปขา้งใน

ตามลาํดบั คอื theca externa, theca interna, follicular layer granulosa และ 
zona radiata ไซโตพลาสซมึม ีyolk granules จาํนวนมากอยูใ่กลน้ิวเคลยีส เริ�มมี
การเคลื�อนตวัของนิวเคลยีสไปอยู่ขอบเซลลด์า้น animal pole ซึ�ง yolk granules 
จะเริ�มเชื�อมตดิกนัเกดิชอ่งว่างทาํใหไ้ขเ่ริ�มใสขึ.น 

5. maturation egg stage เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 1.5 มลิลเิมตร yolk granules 
เชื�อมตดิกนัไขม่ลีกัษณะใสและนวิเคลยีสมตีาํแหน่งชดิขอบเซลล ์ความดกของไขม่ี
คา่ประมาณ 600-700 ฟอง/กรมั 
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ภาพ 2  การพฒันาของโอโอไซทใ์นกลุ่มสตัวม์กีระดกูสนัหลงัและไม่มกีระดูกสนัหลงั 
ที�มา : Masui (2001) 

 

 

การพฒันาของโอโอไซทใ์นปลา จากการเจรญิเตบิโตของโอโอไซทจ์นถงึการพฒันา
ของโอโอไซท ์ โดยเริ�มจากการสงัเคราะหไ์ขแ่ดง จากชว่งที�ก่อนการสงัเคราะหไ์ขแ่ดง ไปสูร่ะยะ
มกีารสงัเคราะหไ์ขแ่ดงในโอโอไซท์เกดิขึ.น จนถงึระยะที�ไขแ่ดงมลีกัษณะเป็นกอ้นกลมในเซลล ์
และเกดิการเคลื�อนยา้ยของ germinal vesicle (GV) จนเกดิ germinal vesicle breakdown 
(GVBD) ซึ�งจะมกีารรวมตวักนัของหยดไขมนั และเกดิโพลารบ์อดอีนัแรกซึ�งเป็นลกัษณะของโอ
โอไซทท์ี�มกีารพฒันา (Nagahama et al., 1983)  

Suwa and Yamashita (2007) ไดแ้บ่งระยะการพฒันาโอโอไซทป์ลาไว ้ ระหวา่งที�
โอโอไซทม์กีารพฒันา โอโอไซทจ์ะมกีารเปลี�ยนแปลงรปูรา่งลกัษณะทางภายนอกอยา่งมาก ซึ�ง
จะมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัการพฒันาในการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซสิ โดยจะมกีารหยุดพกัชว่งเกดิขึ.น
ในระยะระหวา่งโปรเฟสกบัเมตาเฟสในไมโอซสิระยะที�สอง และมกีารพฒันาตอ่เมื�อมกีารกระตุน้
จากฮอรโ์มน เมื�อโอโอไซทม์กีารพฒันาเตม็ที�แลว้ในระยะที�เรยีกว่า germinal vesicle break-
down (GVBD) ซึ�งปรากฏการณ์นี.แสดงใหเ้หน็วา่โอโอไซทม์กีารพฒันาที�สมบรูณ์ (ภาพที� 3) 

สว่น Lubzens et al. (2010) ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่า โอโอไซทม์กีลไกการปลอ่ยนํ.าเขา้
และออก เพื�อการลอยตวัในนํ.า   โดยดไูดจ้ากลกัษณะที�แตกต่างกนัในแต่ละระยะของไขล่อย 
(Pelagophil oocyte) จากปลา gilthead seabream (Sparus aurata) และ ไขจ่ม benthophil 
oocytes จากปลามา้ลาย (Danio rerio) (ภาพที� 4) 
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ภาพที� 3  ไมโอซสิและการพฒันาของโอโอไซทป์ลากระดกูแขง็ 
ที�มา : Suwa and Yamashita (2007) 

 

 

 

 
 

ภาพที� 4  ความแตกต่างของโอโอไซทป์ลาชนิดไขจ่มและไขล่อย 
ที�มา : Lubzens et al. (2010) 
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ระดบัโกนาโดรโทรปิน จะมกีารเพิ�มขึ.นในพลาสมา ในชว่งที�มกีารพฒันาระยะโอโอ-
ไซทต่์างๆ ในปลา และเป็นสารที�กระตุน้ใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซท ์ โดยการทําปฏกิริยิากบั
สารพวกสเตอรร์อยดใ์นการกระตุน้ใหเ้กดิการพฒันา (Goetz, 1983; Patino and Thomas, 
1990; Kagawa et al., 1994) ดงัการเปลี�ยนแปลงทางกายวภิาคของโอโอไซทป์ลาที�กล่าวไวว้่า 
ระหวา่งที�มกีารเจรญิของโอโอไซทม์สีว่นคลา้ยๆกนัในกลุ่มปลากระดกูแขง็ และการสงัเคราะหไ์ข่
แดงของโอโอไซท์จะอยู่ในช่วงทา้ยของการพฒันา โดยการรวมตวักนัของหยดนํ.ามนัของไขแ่ดง 
โดยเสน้ผา่นศนูยก์ลางของขนาดโอโอไซทก์จ็ะมขีนาดเพิ�มขึ.น จนถงึมขีนาดใหญ่ที�สดุเมื�อ
สงัเกตเหน็มหียดนํ.ามนัแบบเดี�ยวๆอยูใ่กลบ้รเิวณตรงกลาง และชั .นของฟอลลเิคลิจะแตกออก 
โดยการรวมตวักนัของสารประกอบพวกนํ.ามรีายงานไวว้า่เป็นสาเหตุใหม้กีารเพิ�มขนาดของเสน้
ผา่นศนูยก์ลางโอโอไซทข์ึ.นในปลากระดกูแขง็ (Wallace and Selman, 1981)  

มกีรณีอกีหลายอยา่งที�เป็นสาเหตุใหม้กีารพฒันาระยะของโอโอไซท์ เชน่ การเพิ�ม
แรงออสโมซสิจากแรงดนัต่างๆทาํใหเ้กดิการรวมตวัของนํ.า และเกดิการพฒันาของรงัไขต่ามมา 
Na+/K+-ATPase เป็นสาเหตุใหร้ะดบัของโซเดยีมมเีพิ�มขึ.นในเซลล ์(Greeley et al., 1987) และ
การเกดิระดบัของกรดอะมโินอสิระเพิ�มสงูขึ.นจากขบวนการ proteolysis (การแตกตวัของโปรตนี
และเป็นชนิดจากการกระทาํของสารเอนไซมโ์ดยเฉพาะในขบวนการยอ่ยอาหาร) โดยเกดิขึ.น
ในชว่งที�มกีารพฒันาของโอโอไซทใ์นระยะสดุทา้ย และเกดิการเพิ�มแรงดนัออสโมซสิขึ.นตามมา 
(Wallace and Selman, 1981; Greeley et al., 1987)  

การพฒันาของโอโอไซทใ์นสตัวท์ี�มกีระดกูสนัหลงัมกัจะมกีารพฒันาที�ตํ�าเนื�องจาก
ตอ้งมกีารกระตุน้ดว้ยฮอรโ์มนตา่งๆ หรอืเรยีกว่า maturation-inducing hormone (MIH) ซึ�งจะ
แสดงปฏกิริยิาโดยจบัที�เยื�อหุม้เซลลข์องโอโอไซท ์ และเหนี�ยวนําใหเ้กดิปฏกิริยิาของฮอรโ์มน ที�
มผีลต่อการพฒันาภายในไซโตพลาสซมึ (Ishikawa et al., 1977; Yoshikuni and Nagahama, 
1993; Masui and Clarke, 1979)  

สารสเตอรร์อยด ์ (Maturation inducing hormone; MIH) ซึ�งพบว่าที�มสีว่นในการ
พฒันาโอโอไซท ์ ไดแ้ก่ 17α-20β-dihydroxy-4 pregnen-3-one (DHP) และ 17α-20β, 21-
trihydroxy-4 pregnen-3-one (20β-s) โดยไดม้รีายงานไวใ้นปลาหลายชนิด เชน่ ในปลาทอง 
17α-20β-dihydroxy-4 pregnen-3-one (DHP) ไดม้กีารศกึษาพบว่าสามารถกระตุน้ใหเ้กดิการ
พฒันาของโอโอไซทไ์ด ้ โดยการกระตุน้ทาํใหเ้กดิการสงัเคราะหส์ารพวก cyclin B ซึ�งถอืไดว้่า
เป็นปจัจยัจาํเป็นที�สองรองจากการใชป้จัจยัต่างๆ เชน่ ฮอรโ์มนในการพฒันาโอโอไซท์
(maturation-promoting factor; MPF) โดยเป็นสารที�ทาํหน้าที�คลา้ยกบัฮอรโ์มนโปเจสเตอโรน 
(progesterone) เชน่ 17α-20β, 21-trihydroxy-4 pregnen-3-one (20β-s) 



 11

Brooks และคณะ (1997) ระบุวา่ คณุภาพของไขป่ลามคีวามแปรผนัสงู ขึ.นอยู่กบั
ปจัจยัทั .งภายในและสิ�งแวดลอ้มภายนอกทั .งปจัจยัที�รูก้นัดแีละปจัจยัที�ยงัไมรู่ ้ โดยเริ�มตั .งแต่การ
ปฏสินธจินถงึการบ่มฟกั  ปจัจยัที�มผีลกระทบมาก ไดแ้ก ่ระบบตอ่มไรท้่อของแมป่ลาในระหว่าง
การเจรญิของไข ่ อาหารของพอ่แมพ่นัธุ ์ สารอาหารที�เขา้สูโ่อโอไซท ์ และคุณสมบตัขิองนํ.าที�ไข่
ถูกบ่มซึ�งประกอบดว้ยมลภาวะและเชื.อโรคต่างๆ  สาํหรบัปลาพอ่แมพ่นัธุท์ี�ไดม้าจากธรรมชาติ
จะมผีลกระทบมากกว่า  และองคค์วามรูเ้กี�ยวกบักลไกของพนัธุกรรมในโอโอไซท์และตวัออ่น
ของปลายงัมน้ีอยมาก 

 

 

 

 

 
 

ภาพที� 5  กระบวนการสกุของโอโอไซทป์ลา 
ที�มา : Brooks และคณะ (1997) 
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ภาพที� 6  การรบัสารและแรธ่าตุเขา้สูฟ่อลลเิคลิ เพื�อใชใ้นการพฒันาของโอโอไซท ์
ที�มา : Brooks และคณะ (1997) 

 
 

 
 

ภาพที� 7  ปจัจยัจากสิ�งแวดลอ้มและพนัธุกรรมที�มผีลต่อการพฒันาของโอโอไซทป์ลา 
ที�มา : Brooks และคณะ (1997) 



 13

2.2  การวางไข่และสืบพนัธุข์องปลาบกึ 

เสน่ห ์ (2526) ไดท้ดลองผสมเทยีมปลาบกึดว้ยการฉีดฮอรโ์มนสาํเรจ็เป็นคนแรก  
โดยใชฮ้อรโ์มนจากต่อมใตส้มองปลาเกลด็เงนิฉีดใหพ้่อแม่ปลาบกึ  ทาํการฉดีเขม็แรก 0.5 โดส
ในเพศเมยี หลงัจากนั .น 8 ชั �วโมง เขม็ที�สอง 1.4 โดสสาํหรบัแมป่ลา และฉีดพอ่ปลาพรอ้มกนั 
0.5 โดส  ผา่นไป 12 ชั �วโมง ฉดีเขม็ที�สามทั .งสองตวั 0.5 โดสผสม domperidone  จากนั .นรอ
เวลา 4-6 ชั �วโมง ตรวจดคูวามพรอ้มของแมป่ลา  ถา้ไขแ่กด่ ี   รดีไขแ่ละรดีนํ.าเชื.อผสม  นําไป
ฟกั ที� 25OC นาน 45-54 ชั �วโมง  นําลกูปลาที�ฟกัออกเป็นตวัไปอนุบาล 

เสน่ห ์ และคณะ (2536) ศกึษาเปรยีบเทยีบผลการใช ้ salmon gondatrophin 
releasing hormone analogue (sGnRHa) 1 ชนิด คอื suprefact รว่มกบัยาเสรมิฤทธิ | 
dopamine antagonist  2 ชนิด คอื domperidone และ sulpiride  ในสตูรต่างๆ 7 สตูร  พบวา่ 
ที�ได้ผลดทีี�สดุ และตน้ทนุถกูที�สดุ คอื การใช ้suprefact รว่มกบั domperidone 

จากการสงัเกตความสมบูรณ์ของไขป่ลาบกึเพศเมยีที�จบัได ้  และจากความสาํเรจ็
ในการผสมเทยีมของเสน่ห ์ผลประสทิธิ |และคณะ  บ่งชี.วา่ ปลาบกึมฤีดูผสมพนัธุอ์ยูใ่นชว่งตน้ฤดู
ฝน ประมาณเดอืนพฤษภาคมถงึเดอืนมถุินายน (เกรยีงศกัดิ |, 2543; Baird, 1996)  ความดกไข่
ของแมป่ลาบกึสมบูรณ์เพศตามธรรมชาตคิาดประเมนิวา่ 800,000 ฟองต่อนํ.าหนกั 1 กโิลกรมั 
(เสน่หแ์ละภาณุ, 2540) 

นายยงยทุธ อุนากรสวสัดิ | หวัหน้าสถานีประมงนํ.าจดืจงัหวดัพะเยา และทมีงาน 
(2544) ไดป้ระสบความสาํเรจ็ในการการเพาะปลาบกึ โดยรดีไขไ่ดนํ้.าหนักทั .งหมด 1,200 กรมั 
นํามาผสมกบันํ.าเชื.อปลาบกึ และไดล้กูปลา จาํนวน 350,000 ตวั 

เกรยีงศกัดิ | และคณะ (2547) รายงานว่าระบบสบืพนัธุข์องปลาบกึเพศเมยีอาย ุ3 ปี
ครึ�ง ภายในรงัไขม่ ี ovigerous lamellae ยื�นออกมาจากผนังรงัไขเ่ขา้สูส่ว่นกลางทอ่ ภายใน 
lamellae พบไข ่ 2 ระยะ คอื ระยะ oogonia อยูเ่ป็นกลุ่มหรอือยูเ่ดี�ยวฝงัอยูเ่ป็นเซลลเ์ลก็ๆ มี
นิวเคลยีสใหญ่อยูก่ลางเซลล ์และ ไขร่ะยะ primary growth phase มขีนาดใหญ่ขึ.น นิวเคลยีสมี
ขนาดใหญ่ และมนีวิคลโีอลสัมากกว่าหนึ�ง อวยัวะสบืพนัธุย์งัไมเ่จรญิเตบิโตเตม็ที�  เมื�อ
เปรยีบเทยีบกบัรงัไขข่องปลาบกึจากแมนํ่.าโขงวยัเจรญิพนัธุม์ขีนาดใหญ่มาก มไีขร่ะยะต่างๆ 
บรรจุอยู ่ การเจรญิของไข ่ แบ่งได ้ 5 ระยะ สองระยะแรก คอื oogonia และ primary growth 
phase มลีกัษณะเชน่เดยีวกบัที�พบในปลาบกึวยั 3 ปีครึ�ง แต่พบจาํนวนน้อย ระยะที� 3 ไดแ้ก่ 
ระยะ early-vitellogenesis ขนาดของไขแ่ละนิวเคลยีสมขีนาดใหญ่ขึ.น ไซโตพลาสซมึเริ�มใส และ
มกีารเพิ�มจาํนวนนวิคลโีอลสั ระยะที� 4 ไดแ้ก ่ mid-vitellogenesis ไขร่ะยะนี. ไซโตพลาสซมึม ี
yolk granules จาํนวนมากอยูใ่กลน้ิวเคลยีส เริ�มมกีารเคลื�อนตวัของนิวเคลยีสไปอยูข่องเซลล์
ดา้น animal pole ซึ�ง yolk granules จะเริ�มเชื�อมตดิกนัเกดิชอ่งว่างทาํใหไ้ขเ่ริ�มใสขึ.น แสดงให ้
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ภาพที� 8  การพฒันาของไขป่ลาบกึ 
ที�มา : ยงยทุธ (2544) 

 
 
 
เหน็ว่าปลาบกึเขา้สู่ฤดผูสมพนัธุ์ ระยะที� 5 ไดแ้ก่ maturation egg stage ไขร่ะยะนี.มเีสน้ผา่น
ศนูยก์ลางประมาณ 1.5 mm  Yolk granules เชื�อมตดิกนั ไขม่ลีกัษณะใส และนิวเคลยีสมี
ตาํแหน่งชดิขอบเซลล ์
 
 

2.3  การพฒันาโอโอไซท์สุกในห้องทดลอง (in vitro maturation, IVM) ในสตัวนํ์7า 

มรีายงานยนืยนัว่า กระบวนการ oocyte maturation ในสตัวม์กีระดกูสนัหลงัและ
ไมม่กีระดกูสนัหลงัหลายชนิด ถกูควบคุมโดยสามปจัจยัหลกัคอื โกนาโดโทรปิน (gonadotropin; 
GTH) maturation-inducing hormone (MIH) และ maturation-promoting factor (MPF) ซึ�งมี
หน้าที�แตกต่างกนัไปในแต่ละระดบั ไดแ้ก ่ เนื.อเยื�อฟอลลเิคลิในรงัไข ่ เยื�อหุม้เซลลข์องโอโอไซท ์
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แลไซโตพลาสซมึของโอโอไซท ์ (Wasserman and Smith, 1978; Masui and Clarke, 1979; 
Nagahama, 1987; Kishimoto, 1988)   อยา่งไรกต็าม ในสตัวส์ว่นใหญ่กระบวนการ oocyte 
maturation จะมกีารเริ�มตน้กอ่นที�จะมกีารตกไข ่ เมื�อรงัไขน่ั .นถกูกระตุน้โดยโกนาโดโทรปิน ซึ�ง
เป็นสารที�หลั �งมาจากต่อมใตส้มองซึ�งพบในพวกกลุ่มสตัวม์กีระดกูสนัหลงั หรอืจากระบบ
ประสาทในกลุ่มสตัว์ไมม่กีระดกูสนัหลงั ในกระบวนการ oocyte maturation ของกบจะมกีารถกู
กระตุน้โดยสารประเภทโกนาโดโทรปินจากตอ่มใตส้มอง ระหว่างที�มกีาร oocyte maturation 
สามารถสงัเกตในเซลลข์องโอโอไซทไ์ด ้ จุดที�สงัเกตไดข้องการเกดิ oocyte maturation คอืการ
เกดิ germinal vesicle breakdown (GVBD) เมื�อนิวเคลยีสขนาดใหญข่องโอโอไซทซ์ึ�งถูก
เรยีกว่า germinal vesicle (GV) มกีารแตกและ nucleoplasm มกีารหลั �งสู ่ cytoplasm และจะ
เกดิการเขา้ชดุของโครโมโซม เพื�อเขา้สูร่ะยะ metaphase ต่อไป (Nagahama et al., 1995) 

มกีารศกึษาโอโอไซทข์องกบ เริ�มตั .งแตปี่ 1937  โดยไดม้กีารสงัเกตว่า oocyte 
maturation สามารถกระตุน้ไดโ้ดยโกนาโดโทรปินจากตอ่มใตส้มอง  ต่อมาพบว่าผลการตกไข่
ของโกนาโดโทรปินสามารถทาํใหเ้พิ�มขึ.นไดโ้ดย progesterone (Zwarenstein, 1937; Burgers 
and Li, 1960; Wright, 1961; Schuetz; 1967; Smith et al. (1968)   

 
 
 

 
 

ภาพ 9  กลไกของฮอรโ์มนต่อการควบคุมระยะโอโอไซทใ์นปลาซลัมอน 
ที�มา : Swanson (1991) 
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ต่อมา Masui และคณะ (Masui, 2001) ไดท้ําการศกึษาการพฒันาของโอโอไซท์
ของกบ Rana pipens  อย่างจรงิจงั ดงันี.     Masui and Markert (1971)  พบว่า ฮอรโ์มนโป
รเจสเตอโรนปรมิาณตํ�ากระตุ้นให้ไขก่บเกดิการสุกไดด้ีกว่าปริมาณสูง  และ Masui (1976) 
พบว่า โกนาโดโทรปินจากต่อมใต้สมองส่งผลกระตุ้นฟอลลิเคลิให้หลั �งฮอร์โมนที�มคีุณสมบัติ
คลา้ยโปรเจสเตอโรน (progesterone-like) ออก มา และมผีลโดยตรงต่อกระบวน การ oocyte 
maturation  Masui and Clarke (1979)  ไดฉี้ดโปรเจสเตอโรนเขา้ไปในโอโอไซท ์ซึ�งคาดว่า
ภายในโอโอทม์สีารสเตอรร์อยด์ฮอร์โมนอื�น รวมทั .งสารที�ไม่ใชส่เตอรร์อยด์อกีหลายชนิด พบว่า 
ผลต่อการพฒันาของโอโอไซทไ์ดด้ว้ยเชน่กนัโดยที�ประสทิธภิาพจะแตกต่างกนัไป  ต่อมา Masui 
(2001) ไดม้กีารทดลองความเกี�ยวขอ้งของโอโอไซทก์บัเซลล์ฟอลลเิคลิ  โดยใชโ้อโอไซทท์ี�ยงัคง
ตดิกบัรงัไขแ่ละฟอลลเิคลิ (ภาพ 10a) หรอืมเีซลล์บางสว่นตดิอยู่ (ภาพ 10b)  นํามาเลี.ยงดว้ย
ฮอรโ์มนโกนาโดโทรปิน  พบว่า โอโอไซท์มกีารพฒันาจนเกดิ GVBD ได ้ แต่เมื�อนําโอโอไซท์ที�
ไมม่เีซลลฟ์อลลเิคลิ (ภาพ 10c)  มาเลี.ยงเชน่กนั จะไมม่กีารตอบสนองต่อฮอรโ์มน  และเมื�อเตมิ
สารสกดัจากต่อมใตส้มองเพิ�มลงไป (ภาพ 8d) หรอืโปรเจสเตอโรน (ภาพ 10e) พบว่า โอโอไซท์
เกดิการพฒันาได ้ แต่เมื�อฉีดโปรเจสเตอโรนเขา้ในโอโอไซท ์(ภาพ 10f) พบว่า ไมม่กีารพฒันา  
ดงันั .นสรุปได้ว่า โกนาโดโทรปินนั .นตอ้งใชม้สีื�อกลางในการแสดงปฏกิริยิาโดยการใชฟ้อลลเิคลิ
เป็นสื�อในการกระตุน้โอโอไซทข์องกบเมื�อเริ�มมกีาร maturation 
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ภาพ 10  โอโอไซทร์ะยะต่างเมื�อถกูทดสอบดว้ยโกนาโดโทรปิน 
ที�มา : Masui (2001) 

(a) โอโอไซทท์ี�ยงัคงตดิกบัฟอลลเิคลิ 
(b) โอโอไซทท์ี�มเีซลลฟ์อลลเิคลิตดิอยูบ่า้ง 
(c) โอโอไซทป์ราศจากเซลลฟ์อลลเิคลิโดยสมบรูณ์  
(d) โอโอไซทท์ี�เลี.ยงดว้ยสารสกดัต่อมใตส้มองสกดั 
(e) โอโอไซทท์ี�เลี.ยงดว้ยโปรเจสเตอโรน 
(f) โอโอไซทท์ี�ฉีดโปรเจสเตอโรน  
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2.4 ฮอรโ์มนกบัการพฒันาโอโอไซท์ปลาโดยเทคนิค IVM 

การศกึษาการเลี.ยงโอโอไซท ์ (IVM) ในปลามรีายงานมากมาย ซึ�งจะไดก้ล่าวแยก
ตามฮอรโ์มนที�เกี�ยวขอ้งในหวัขอ้ต่อไป  สว่นในสตัวนํ์.าไมม่กีระดูกสนัหลงั มรีายงานในดาวทะเล
ซึ�งมรีะบบประสาทแบบรศัม ี(radial nerve) พบว่ามกีารผลติสารขึ.นมาชนิดหนึ�งในรงัไขข่องดาว
ทะเล เมื�อถกูกระตุน้โดยโกนาโดโทรปินทางระบบประสาท  ทาํใหเ้กดิการตกไข ่ และ oocyte 
maturation ได ้ (Kanatani, 1964)  ต่อมาสารดงักล่าวไดถู้กจาํแนกไวว้่าเป็นสาร 1-methyl-
adenine (1-MA) Kanatani et al. (1969) 

 

2.4.1  โกนาโดโทรปิน (gonadotropin, GTH)  

มกีารศกึษาพบว่าปลาแซลมอนนั .นการสรา้งเซลลส์บืพนัธุไ์มเ่หมอืนกบักลุ่มสตัว์มี
กระดกูสนัหลงัชั .นสงู โดยจะถกูควบคุมโดยโกนาโดโทรปินสองชนิด (Swanson, 1999; 
Kawauchi et al., 1989) ไดแ้กส่ารที�มลีกัษณะคลา้ย FSH จะเป็น GTH I ซึ�งจะมกีารหลั �งในชว่ง
ที�มกีารเจรญิของระบบสบืพนัธุ์ (vitellogenesis และ spermatogenesis) และมหีน้าที�ในการหลั �ง
ฮอรโ์มนที�เกี�ยวกบัการเจรญิเตบิโตของระบบสบืพนัธุ ์และการสงัเคราะหส์ารสเตอร์รอยดใ์นระยะ
นี. สว่นฮอรโ์มนที�เหมอืน LH จะเป็น GTH II จะมเีพิ�มขึ.นในพลาสมาในชว่งที�มกีารพฒันาระยะ
ทา้ยของเซลลส์บืพนัธุ ์(final maturation) และจะสง่ผลถงึการสงัเคราะหส์ารสเตอรร์อยดเ์พื�อที�จะ
มผีลต่อการพฒันาของระบบสบืพนัธุแ์ละการหลั �งของสารสเตอรร์อยด์ 

จากการศกึษาของ Yueh และ Chang (2000) ในปลา White bass (Moxone 

chrysops) ซึ�งมกีารทดลองแบบ in vivo และ in vitro ดว้ยการใชโ้กนาโดโทรปิน (GnRHa) เพื�อ
ไปเหนี�ยวนําใหเ้กดิการการพฒันาของโอโอไซทพ์บว่ามสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัระดบั LH ในพลาสมา
อยา่งมนียัสาํคญั และมคีวามสาํคญัต่อการสงัเคราะหส์ารพวกสเตอรร์อยดข์องอวยัวะสบืพนัธุ ์ 
โดยโอโอไซทส์ามารถทาํปฏกิริยิากบั 17, 20β-P , 20β-S และ HCG ไดใ้นหลอดทดลองในชว่ง
ชั �วโมงที� 9 หลงัจากที�ฉีด LHRH จนเกดิ GVBD การเหนี�ยวนําที�ระดบัของ MIS receptor โดย
การใชโ้กนาโดโทรปินเป็นตวักระตุน้ พบว่ามคีวามสาํคญัในการที�จะทาํใหโ้อโอไซทส์ามารถที�จะ
พฒันาได ้

Tapiador (1976) ไดร้ายงานผลการใช ้ HCG ฉีดใหแ้ก่ปลาคารพ์ในประเทศสาร
ธารณรฐัประชาชนจนี พบวา่สามารถเร่งใหป้ลาดงักล่าววางไขไ่ดเ้มื�อฉีดดว้ยโดส 800-1100 IU 
ต่อนํ.าหนกัปลา 1 กก. โดยการฉดี 2 เขม็ ระยะเวลาหา่ง 8 ชม. โดยฉีดเขม็แรกดว้ยอตัราสว่น
ฮอรโ์มน 10-15% ของปรมิาณฮอรโ์มนที�ตอ้งการ 
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ภาพ 11  การควบคุมการพฒันาของโอโอไซท ์(oocyte maturation) จนเกดิ GVBD (germinal 

vesicle breakdown) ในรงัไขป่ลาแซลมอน 
ที�มา : Nagahama (1997) 

 
 

Chen et al. (1977) พบว่า การใชต่้อมใต้สมองของปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) รว่มกบั HCG สามารถนํามาเรง่ฉีดเร่งใหป้ลากะรงั (Epinephelus tauvina) วางไขไ่ด ้
จากผลการทดลองครั .งนี.พบว่า ปลาตอ้งการฮอรโ์มนจากต่อมใตส้มองปลาในการฉีดเขม็แรกและ
ฉีดตามดว้ย HCG  ดว้ยโดส 500-1000 IU ต่อนํ.าหนกัปลา 1 กก. ในเขม็ที�สอง ปรมิาณฮอรโ์มน
และเวลาในการวางไขข่ึ.นอยูก่บัสภาพแมป่ลาเป็นปจัจยัสาํคญั 

Hiruyavasit (1979) ไดศ้กึษาคณุสมบตัแิละกลไกการทาํงานของ HCG พบว่าใน
ปสัสาวะหญงิมคีรรภจ์ะมปีรมิาณ HCG ประมาณ 50 IU ต่อปสัสาวะ 1 ซ.ีซ.ี โดยที� HCG นี.มี
คณุสมบตัเิป็น LH-like ซึ�งทาํหน้าที�ในการตกไข ่(egg ovulation) 

Pillay (1979) รายงานว่า ในประเทศสารธารณรฐัประชาชนจนีไดท้ดลองเพาะพนัธุ์
ปลาดว้ย HCG เพยีงอยา่งเดยีว ไดผ้ลกบัปลาเกอืบทกุชนิด ยกเวน้ mud carp, grass carp และ
รายงานต่อว่า ในประเทศจนีนั .น สว่นใหญ่จะใชฮ้อรโ์มนจากต่อมใตส้มองปลา common carp แต่
กม็กีารใชต่้อมใตส้มองปลา silver carp big head, grass carp เชน่เดยีวกนั 
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Ngamvongchon (1981) ไดร้ายงานผลการทดลองใช ้HCG ในแม่ปลาตะเพยีนขาว 
(Puntius barbodes Bleeker) และปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus Gunther) พบว่า HCG 
เพยีงอย่างเดยีวไม่สามารถเร่งใหป้ลาตะเพยีนขาววางไขไ่ด ้แต่สามารถเร่งใหป้ลาดุกอุยวางไข่
ได ้ซึ�งผลการทดลองนี.เป็นการสนบัสนุนผลการวเิคราะหข์อง Fontain (1976) 

 

2.4.2  MIH (Maturation Inducing Hormone) ของปลา 

GTH (gonadotropin) จากต่อมใตส้มองถูกกล่าวไว้ว่าเป็นฮอร์โมนชนิดแรกที�เป็น
ปจัจยัใหม้กีารพฒันาของโอโอไซทใ์นปลา แต่กด็เูหมอืนว่า GTH นั .นมกีารทาํปฏกิริยิาต่อรงัไขท่ี�
เนื.อเยื�อของฟอลลเิคลิ ซึ�งเป็นสาเหตุใหม้กีารผลติ MIH (Maturation inducing hormone) 
ออกมา ซึ�งมปีฏกิริยิาโดยตรงต่อการเริ�มมกีระบวนการ oocyte maturation ขึ.น (Young et al., 
1982) MIH (17α, 20β-DP) มรีายงานว่าพบในกลุ่มปลาแซลมอน เช่น ใน amago salmon 
(Oncorhynchus rhodorus) ได้ถูกแยกไว้ได้ครั .งแรกในขณะที�ยงัไม่เคยมกีารแยกในสตัว์มี
กระดูกสันหลังชนิดอื�นมาก่อน จากโอโอไซท์ระยะที�ย ังไม่พัฒนาแต่อยู่ในระยะที�มีการ
เจริญเติบโตเต็มที�แล้วในขณะที�ยงัอยู่ในฟอลลิเคลิซึ�งถูกเลี.ยงด้วย GTH (Nagahama and 
Adachi, 1985) พบว่า 17α, 20β-DP มรีะดบัตํ�าในโอโอไซทร์ะยะ vitellogenic ในปลาแซลมอล
เพศเมยี  และเพิ�มขึ.นสงูในปลาที�อยู่ในระยะเจรญิพนัธุ์และตกไข ่(Young et al., 1983)ในการ
ทดลองเลี.ยงโอโอไซท์ระดบั in vitro เมื�อพจิารณาจากสารสเตอร์รอยด์หลายชนิดที�ทําการ
ทดสอบแลว้ 17α, 20β-DP มผีลต่อการพฒันาโอโอไซทใ์นปลาหลายชนิดซึ�งรวมถงึใน amargo 
salmon ดว้ย (Nagahama, 1983) และมกีารคน้พบสารสเตอรร์อยด์ชนิดอื�นดว้ย ไดแ้ก่ 17α, 
20β, 21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (20β-dihydro-11-deoxycortisol, 20β-S) ซึ�งถกูจําแนก
ไวว้่าเป็น MIH ของปลา Atlantic croaker (Micropogonias undulates) และ Spotted seatrout 
(Cynoscion nebulosus) (Trant and Thomas, 1989;Thomas, 1994) 

ฟอลลเิคลิในรงัไข่ของปลานั .นจะมลีกัษณะคล้ายกบัสตัว์มกีระดูกสนัหลงัชนิดอื�นๆ 
ซึ�งจะประกอบดว้ยเนื.อเยื�อหลกัสองชนิดในฟอลลเิคลิคอื ชั .นนอกจะเป็น thecal cell  และชั .นใน
จะเป็น granulose cell  (Nagahama, 1983)  มกีารศกึษารงัไข่ของปลาแซลมอน ได้แก่ 
amargo salmon และ rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ซึ�งเป็นรงัไข่จากระยะ 
postvitellogenic เพื�อดกูลไกในการสงัเคราะห์ 17α, 20β-DP ในฟอลลเิคลิ ระดบั in vitro พบว่า
มเีซลล์สองชนิดของฟอลลเิคลิที�มสี่วนเกี�ยวขอ้งซึ�งไดแ้ก่ thecal cell และ granulose cell โดยมี
การผลติ 17α, 20β-DP ขึ.นในรงัไขข่องปลาแซลมอน (Young et al., 1986) ซึ�งในรปูแบบนี.
พบว่าที�เนื.อเยื�อชั .น thecal ของฟอลลิเคลิมกีารผลติ 17α-hydroxy-progesterone ที� basal 
lamina และสารนี.จะเปลี�ยนเป็น 17α, 20β-DP โดยเนื.อเยื�อ granulosa อกีทหีนึ�ง โดยนื.อเยื�อช ั .น 
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ภาพ  12  ชั .นเซลลข์องฟอลลเิคลิ 2 ชนิดที�มสีว่นในการสงัเคราะห ์Estradiol-17β และ17α, 
20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one โดยฟอลลเิคลิของปลาแซลมอน 

ที�มา : Nagahama (1997) 
 
 
 
นี.มกีารทาํปฏกิริยิาของ GTH I ซึ�งเป็นสารกระตุน้ใหม้กีารสงัเคราะห ์20β-hydroxysteroid 
dehydogenase (20β-HSD) ซึ�งเป็นเอนไซมท์ี�สาํคญัโดยเกี�ยวขอ้งกบัการเปลี�ยนรปูแบบของ 
17α-hydroxy-progesterone มาเป็น 17α, 20β-DP 

ขั .นตอนแรกที�มกีารกระตุน้ใหเ้กดิปฏกิริยิาของ GTH ใน thecal cell ขึ.นกค็อื 
receptor-mediated มกีารทาํปฏกิริยิาของ adenylate cyclase  และกลไกของ cAMP เกดิขึ.น 
โดย GTH จะเป็นสารกระตุน้ใหเ้กดิกจิกรรมของ cholesterol side-chain cleavage 
cytochrome P450 (P450scc) ขึ.น และ เนื.อเยื�อชั .น granulosa ในปลาจะขาดระบบของ 
P450scc การทาํปฏกิริยิาของ GTH ต่อ 20β-HSD จงึเพิ�มขึ.นอยา่งมากในเนื.อเยื�อชั .น 
granulosa cell ซึ�งไดถู้กจําลองแบบการเกดิปฏกิริยิาตรงนี.ไดโ้ดย forskolin ซึ�งเป็นกลไกของ 
dbcAMP แต่ในที�นี.ไมใ่ช ่ dbcAMP และ สาร phosphodiesterase 2 ชนิดที�เป็นสารยบัยั .ง 
(Nagahama et al., 1985). นอกจากนี. GTH และ forskolin ยงัเป็นสาเหตใุหม้กีารสะสมของ 
cAMP อยา่งรวดเรว็ที�ระดบัสงูสุดประมาณ 30-60 นาท ีซึ�งการคน้พบตรงนี.เป็นความคงที�ของคา่ 
cAMP ว่าเป็นตวัสื�อสารที�สอง (second messenger) ในปฏกิริยิาของ GTH 

เมื�อทดลองฉดี 17α, 20β-DP เขา้ไปในโอโอไซทร์ะยะ full-grown immature ใน
ปลาทองพบว่าโอโอไซท์ไม่มกีระบวนการ oocyte maturation เกดิขึ.น ในขณะที�เมื�อมกีาร
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กระตุน้จากภายนอกพบว่ามผีลในการพฒันา (Nagahama, 1987) แสดงใหเ้หน็ไดว้่าปฏกิริยิา
ของ 17α, 20β-DP อาจจะมตีวักลางเป็นสื�อโดยเป็นรเีซฟเตอรป์ระเภทโปรตนีชนิดหนึ�งอยูท่ี�เยื�อ
หุม้เซลลข์องโอโอไซท ์ (membrane-bound receptor protein) ในสตัวค์รึ�งบกครึ�งนํ.าพบวา่มี
ฮอรโ์มน progesterone ซึ�งถอืว่าเป็น MIH ชนิดหนึ�งของสตัวค์รึ�งบกครึ�งนํ.าที�พบว่ามปีฏกิริยิา
ต่อรเีซฟเตอรท์ี�ผวิเซลลข์องโอโอไซท์ แต่ไม่มผีลต่อรเีซฟเตอรท์ี�อยูภ่ายในเซลล ์ (cytoplasmic 
receptor) หรอืนิวเคลยีส (nuclear receptor) (Maller, 1985) ซึ�งมกีารคน้พบรเีซฟเตอรข์อง 
17α, 20β-DP และ 20β –S ที�เยื�อหุม้เซลลโ์อโอไซทใ์นกลุ่มปลาแซลมอน (Maneckjee et al., 
1989;Yoshikuni and Nagahama, 1993) และในรงัไขข่องปลา spotted seatrout (Patino and 
Thomas, 1990) ตามลาํดบั ความจาํเพาะของรเีซฟเตอร ์ 17α, 20β-DP ที� plasma 
membranes ของโอโอไซท์ปลาเรนโบวเ์ทรา้ท ์ (Yoshikuni and  Nagahama, 1993) เมื�อมกีาร
ใชว้ธิ ี scatchard analysis yielded พบว่ามทีั .งระดบัสงูสดุ (Kd= 18nM; Bmax = 0.2 pmol/mg 
protein) และค่าตํ�าสดุ (Kd= 0.3µM; Bmax = 1 pmol/mg protein) 

มรีายงานการพบ 17α, 20β-DP-binding protein (DBP) โดยการแยกออกมาได้
อยา่งบรสิทุธิ |จากปลาเรนโบวเ์ทรา้ทใ์นชว่งฤดวูางไข ่ มนํี.าหนักโมเลกลุ 110 kDa จากการ
ทดสอบโดยวธิ ีpolyacrylaminde gel electrophoresis (PAGE) ประกอบดว้ยโมเลกุล 2 สว่นคอื 
50 และ 55 kDa ใน SDS-PAGE (Yoshikuni et al., 1994) ซึ�งการวเิคราะห ์ scatchard 
analysis นี.ไดม้กีารอธบิายไวถ้งึการจบัคูข่องโมเลกลุว่าประกอบดว้ย Kd  10 nM และ Bmax 5 
nmol/mg protein ดงันั .นคณุสมบตัทิางโครงสรา้งโมเลกลุเคมขีอง DBP และ 17α, 20β-DP –
receptor มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัสาํคญั 

พบว่ามคีวามแตกต่างกนัในการเพิ�มขึ.นเกี�ยวกบัความเขม้ขน้รเีซฟเตอรข์อง 17α, 
20β-DP และ 20β–S ในโอโอไซทป์ลา seatrout (Patino and Thomas, 1990) และปลา 
flounder (Yoshikuni, unpublished data Cited by Nagahama, 1997) เมื�อเขา้สู ่ final 
maturation ซึ�งจากการศกึษาในระดบั in vitro โดยการทดสอบ GTH กบัฟอลลเิคลิพบว่าเป็น
สาเหตุใหม้กีารเพิ�มขึ.นของความเขม้ขน้รเีซฟเตอรด์ว้ยเชน่กนั (Yoshikuni, unpublished data 
Cited by Nagahama, 1997;Thomas, 1994)นอกจากนี. การกระตุน้ของ GTH ที�มกีารเพิ�มขึ.น
ของความเขม้ขน้ MIH-receptor แลว้ยงัพอดกีบัการเพิ�มขึ.นของการพฒันาของโอโอไซท ์ แสดง
ใหเ้หน็ไดว้่า GTH นั .นทาํใหม้กีารเพิ�มขึ.นของความเขม้ขน้ MIH-receptor ในโอโอไซท ์ และทาํ
ใหม้กีารเพิ�มกระบวนการ oocyte maturation ตามไปดว้ย (Patino and Thomas, 
1990;Kobayashi et al., 1988) 

17, 20β-DHP สามารถกระตุน้การพฒันาของโอโอไซทไ์ดด้กีว่า 20β-S แต่ยงัไมม่ี
ความชดัเจนว่าสว่นของ 17, 20β-P.หรอื 20β-S สารใดจะมหีน้าที�เป็น MIS ในปลา black 
porgy ซึ�งกพ็บว่าฮอรโ์มนทั .งคูส่ามารถกระตุน้การสรา้งสเปริ |มในปลา black porgy เพศผูท้ี�มี
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อาย ุ1 ปีไดใ้นช่วงที�มกีารวางไข ่ (Yueh and Chang, 2000) และยงัพบว่า 17, 20β-P.กระตุน้
การสรา้งสเปริ |มในปลาคารฟ์เพศผูไ้ดด้ว้ย (Yueh and Chang, 2000)  อกีทั .งมรีายงานว่า 17, 
20β-DHP มผีลในการทาํปฏกิริยิาต่อ MIS ในปลาแซลมอนและกลุ่มปลา cyprinids 
(Nagahama, 1987) เป็นปจัจยัที�ทาํใหม้กีารวางไขไ่ดห้ลายครั .งในปลา tbinumeri-dragonet 
(Repomucenus beniteguri) (Asahina et al., 1991)  และ สามารถเหนี�ยวนําในมกีารพฒันา
ของโอโอไซทไ์ปจนถงึระยะสดุทา้ยไดใ้น red seabream (Pagrus major) (Kagawa et al., 
1998) 

ปลาในครอบครวั Perciform และ Sciaenidae พบว่า ทั .ง17, 20β-P และ 20β-S มี
ผลในการกระตุน้ใหโ้อโอไซทเ์กดิการพฒันาถงึระยะสดุทา้ยในปลากลุ่ม Perciform (striped 
bass, Moxone saxatilis; white perch, M. Americana; white bass, M. chrysops; King et al., 
1994, 1995)  

นอกจากนี.ยงัพบว่าการกระตุน้ของ 17α, 20β-DP ต่อกระบวนการ oocyte 
maturation พบวา่มกีารลดลงของกระบวนการ cAMP ในโอโอไซทป์ลาเรนโบวเ์ทรา้ทแ์บบ
ชั �วขณะเกดิขึ.น แมว่้า โดยจะมคีวามแตกต่างของชว่งระยะเวลาที�เกดิในปลาแต่ละชนิด 
(Jalabert and Finet, 1986) แสดงใหเ้หน็ถงึความสาํคญัของการลดลงของกระบวนการ cAMP 
ในชั �วขณะนั .นมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัการกระตุน้การพฒันาของโอโอไซทโ์ดยสารสเตอร์รอยด ์ อกีทั .ง
มหีลกัฐานของกระบวนการ cAMP พบในการทดลองครั .งนี.วา่ 17α, 20β-DP ไดย้บัยั .งกจิกรรม
ของ adenylate cyclase ที�เยื�อหุม้เซลลโ์อโอไซทข์องปลาเรนโบวเ์ทรา้ท ์ (Yoshikuni and 
Nagahama, 1994)  

 

2.4.3  Estradiol-17β 

GtH ที�สกดัไดจ้ากสมองของปลาหลายชนิด พบวา่ GtH สามารถจาํแนกออกไดเ้ป็น 
2 ชนิด (GtHI & II) ซึ�งโครงสรา้งทางเคมจีะมคีวามคลา้ยคลงึกบั human follicle-stimulating 
hormone (FSH) และ luteinising hormone (LH) ตามลาํดบั โดยฮอรโ์มนเหล่านี.จะหลั �งจาก
สมองในกลุ่มปลากระดกูแขง็ (Swanson, 1991)โดย GtH I (FSH) นั .นจะมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบั
กระบวนการสรา้งไขแ่ดง (vitellogenesis) และ zonagenesis ในขณะที� GtH II (LH) จะมสีว่น
เกี�ยวขอ้งในการควบคมุการพฒันาของโอโอไซทช์ว่งระยะทา้ย (final maturation) และการตกไข ่
(ovulation) การหลั �งของ GtH นั .นจะถกูควบคมุผ่านปฏกิริยิายอ้นกลบั (feedback mechanism) 
โดย estradiol-17β (E2) และ testosterone ซึ�งกลไกของปฏกิริยิายอ้นกลบันี.พบวา่มผีลต่อการ
พฒันาของระบบสบืพนัธุโ์ดยผา่นตั .งแต่ hypothalamus-pituitary-gonadal-liver ตามลาํดบั 
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เพราะว่าอวยัวะเหล่านี.จะมกีารผลติสารที�มอีทิธพิลต่อกนัและกนัออกมา ซึ�งเป็นการนําไปสูก่าร
พฒันาของระบบสบืพนัธุ ์ และการวางไขต่ามมา และการหลั �งของ GnRH จะถกูยบัยั .งโดยสาร
ประเภท dopamine โดยจะทาํใหม้ผีลต่อระดบัของสเตอรร์อยด ์อกีทั .ง testosterone นอกจากจะ
เป็นสารตั .งตน้ของ E2 แลว้ยงัมผีลต่อปฏกิริยิายอ้นกลบั (feedback mechanism)ไปยงัสมองแลว้ 
ยงัพบว่ามสีว่นในการเพิ�มการกระตุน้ฮอรโ์มนโกนาโดโทรปินในการทดลอง in vitro อกีดว้ย 
(Young et al., 1982)  

E2 เป็นสารประเภทฮอรโ์มนเอสโตรเจน (estrogen) ในกลุ่มปลากระดกูแขง็เพศ
เมยี แต่กพ็บว่ามกีารผลติฮอรโ์มน androgen และ testosterone ปรมิาณมากดว้ยเชน่กนัโดยรงั
ไข ่ซึ�งในรงัไขจ่ะมเีซลลอ์ยู ่2 ชนิดในการสงัเคราะห ์E2 และ testosterone ซึ�ง theca cell จะทาํ
การผลติ testosterone โดย testosterone จะมกีารเปลี�ยนโครงสรา้งทางเคมโีดย cytochrome 
P450aromatase (CYP19) เป็น E2 ที�เนื.อเยื�อชั .น granulose cells และ E2จะกระตุน้ใหเ้กดิการ
ผลติ vtg และ eggshell zr-protein โดยตบัของปลาเพศเมยี (Augustine and Anders, 2003) 

 
 

 

 
ภาพ 13  กลไกการทาํงานของ E2 ในการผลติ yolk protein ใน hepatocyte ในตบั 

ที�มา : Augustine and Anders (2003) 
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ภาพ 14  ภาพแสดงใหเ้หน็ลกัษณะเซลลข์องโอโอไซทซ์ึ�งจะพบ yolk protein ภายในเซลล ์ (Y) 
และชั .นเนื.อเยื�อของฟอลลเิคลิซึ�งไดแ้ก ่ theca cell layers (T) และ granulose cell 
layers (G) อกีทั .ง zr-protein (Z) ซึ�งอยูร่ะหว่างโอโอไซทแ์ละฟอลลเิคลิ 

ที�มา : Augustine and Anders (2003) 
 
 
 

Upadhyaya และ Haider (2004) ไดม้กีารศกึษาประสทิธภิาพของ estradiol-17β, 
androgen, corticosteroids, progesterone และสารอื�นๆที�เกี�ยวขอ้งกบัการพฒันาของโอโอไซท์
ในระดบั in vitro ต่อการเกดิ germinal vesicle breakdown (GVBD) ซึ�งในการทดลองไดใ้ชฟ้อล
ลเิคลิของปลา Indian Catfish (Mystus vittatus) ในการทดลอง ซึ�งกพ็บว่า 17α, 20β-
dihydroxy-progesterone จะใหผ้ลการการ GVBD มากที�สว่นโดยสว่นใหญ่ซึ�งเป็นสารประเภท 
maturation-inducing steroid (MIS) สว่น estradiol-17β และ testosterone พบว่าไมม่ผีลต่อ
การเกดิ GVBD แต่ androsterone พบว่าใหผ้ลในการพฒันาโอโอไซทใ์นระดบัปานกลาง 
ในขณะที� Deoxycorticosterone (DOC), hydrocortisone, progesterone และ 17α-
hydroxyprogesterone พบว่าจะใหผ้ลต่อการพฒันาในระดบัความเขม้ขน้ที�สงูกว่า สว่นสาร
ประเภท 5β พบว่าลดการพฒันาของโอโอไซท์โดยส่วนใหญ่ แต่ 5β-pregnene-3α-ol-20-one 
สามารถกระตุน้ใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซท์ได ้ ซึ�งพบว่ามคีวามแตกต่างจากปลา Indian 
catfish (Heteropneustes fossilis) ในผลของ MIS ต่อการพฒันาโอโอไซท ์

Sundararaj et al. (2002) ไดม้กีารศกึษาถงึระยะเวลาในการเพิ�มขึ.นของสาร 
cortisol, testosterone และ estradiol ในปลา gravid catfish และพบว่ามรีะดบัอยูท่ี� 15, 90 และ 
120 นาท ี ตามลาํดบั จากการใชร้ว่มกบั ovine luteinizing hormone (LH) หรอื salmon 
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gonadotropin (SG-100) จากสเตอรร์อยดท์ั .ง 3 ชนิดนี. พบว่าสาร cortisol จะเกดิขึ.นที�ระหว่าง
ไต (interregnal) ในขณะที� testosterone และ estradiol จะมกีารผลติที�รงัไข ่ นอกจากเนื.อเยื�อ
ของรงัไขป่ลา gravid catfish เมื�อมกีารกระตุน้จากฮอรโ์มนกลุ่มโกนาโดโทปิน พบวา่สามารถทาํ
ใหเ้กดิการสงัเคราะห ์ pregnanolone (3α-hydroxy-5β-pregnan-20-one) ทาํใหเ้หน็ไดว้่าเมื�อมี
การฉีดโกนาโดโทรปินเขา้ไปกระตุน้จะมกีารผลติ cortisol ขึ.นก่อนที�ไต และทาํใหเ้กดิการ
สงัเคราะห์สเตอรร์อยดท์ี�รงัไขต่ามมาในจากรงัไขข่อง gravid catfish ในการทดลองนี.ไดม้กีาร
สงัเกตประสทิธภิาพของโกนาโดโทรปิน cortisol และสเตอรร์อยดจ์ากรงัไขร่ะหว่างที�มกีาร 
oocyte maturation ในระดบั in vitro culture ของโอโอไซทใ์น catfish ดว้ยการใช ้cortisol หรอื 
LH เพยีงอย่างเดยีว และกบัการใชส้ารอื�นรว่มดว้ยนั .นพบวา่มแีค่เพยีง cortisol เท่านั .นที�ใหผ้ลใน
การพฒันาของโอโอไซทไ์ดม้ากกว่า LH แต่ฮอรโ์มนทั .งสองชนิดนี.กย็งัคงใชป้รมิาณความเขม้ขน้
ที�ยงักวา้งอยู่มาก ซึ�งก่อนหน้านี.จากการศกึษากพ็บว่า LH หรอื pregnanolone จะมผีลอยูใ่นชว่ง
ระยะเวลาสั .นๆคอืประมาณ 90 นาทหีลงัจากที�ถูกสงัเคราะหข์ึ.น ซึ�งต่อมาจะพบว่า cortisol จะมี
ปฏกิริยิาต่อการเกดิ maturation มากกว่า อกีทางหนึ�งอาจจะเป็นเพราะมกีารสงัเคราะหส์าร
เกดิขึ.นของ LH โดยผา่นทางโอโอไซท ์ อกีทั .งการใช ้ testosterone และ estradiol ใน culture 
medium ที�มกีารจาํลองจากการใช ้ cortisol พบว่า LH ใหผ้ลในการยบัยั .งการพฒันาของโอโอ
ไซทอ์ยา่งชดัเจน 

 
 

2.4.4  Growth factor ทีOเกีOยวข้องกบัการพฒันาโอโอไซท์ในการทดลอง IVM 

1)  Insulin 

Dasgupta et al. (2001) กล่าวว่าอนิซูลนิเมื�อนํามาใชเ้ป็นสารร่วมพบว่าทําใหส้าร
อื�นมปีระสทิธภิาพมากขึ.นอย่างใน DHP, IGF-I และ GtH ในโอโอไซทป์ลา Indian carp (Labeo 
rohita)  และพบว่าการใชอ้นิซูลนิเพยีงอย่างเดยีวในการเลี.ยงโอโอไซท์ที�อยู่ในหลอดทดลอง
สามารถทาํใหเ้กดิ GVBD ซึ�งเป็นลกัษณะระยะการพฒันาขั .นสุดทา้ยของโอโอไซท ์อทิธพิลของ
อนิซูลนิมผีลต่อ GV ของโอโอไซท์ โดยมกีารเคลื�อนยา้ยของโพลาร์บอดไีปสู่แอนิมอลโพร์ ซึ�ง
เป็นช่วงระยะทางที�ไปถงึช่องสบืพนัธุ์ และหลงัจากนั .นกจ็ะถงึขั .น GVBD พบว่าความเขม้ขน้ที�ดี
ที�สดุคอื 6.3 µM ในการเหนี�ยวนําใหเ้กดิ GVBD และพบว่าเมื�อมกีารทดลองใชร้่วมกบัสารยบัยั .ง 
เช่น cycloheximide (Chx) และ actinomycin (AcD) ซึ�งเป็นกลุ่มสารยบัยั .งในการพฒันาโอโอ
ไซท ์พบว่า actinomycin (AcD) ไมม่ผีลในการยบัยั .งการพฒันา 
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ภาพ 15  การเลี.ยงโอโอไซทป์ลาคารพ์ที�มกีารใช ้insulin 6.3 µM 
(a) โอโอไซทท์ี�ปราศจากฮอรโ์มนในการเลี.ยง GV จะยงัคงอยูท่ี�จุดกึ�งกลางเซลล 
(b) โอโอไซทท์ี�ทดสอบดว้ย insulin เริ�มมกีารเคลื�อนที�ของ GV เกดิขึ.นในชั �วโมงที� 12,  
(c) โอโอไซทเ์ริ�มมกีารเคลื�อนที�ของ GV ไปที�ข ั .วเซลลใ์นชั �วโมงที� 15 
(d) โอโอไซทท์ี�เกดิ GVBD ในชั �วโมงที� 18 

ที�มา : Dasgupta et al. (2001) 
 
 
 

2)  Insulin-like growth factor-I (IGF-I) 

Insulin-like growth factor-I (IGF-I) นั .นมอีทิธพิลตอ่การพฒันาของรงัไขแ่ละการ
เกดิ FOM ในสตัวม์กีระดกูสนัหลงั (Grigorescu et al., 1994.; Duan, 1997; Poretsky et al., 
1999) การแสดงออกของ IGF-I นั .นสามารถทาํใหเ้กดิ GVBD ไดใ้นสตัวห์ลายชนิด รวมทั .งปลา
หลายชนิดดว้ยเชน่กนั 

การสาํรวจปฏกิริยิาของ IGF-I ก่อนหน้านี.ต่อการเกดิ FOM ในปลามกีารทดลองไว้
ในระดบั in vitro พบว่าในปลา red seabream (Pagrus major) IGF-I สามารถมผีลต่อการ
พฒันาของ meiosis (germinal vesicle breakdown; GVBD) ซึ�งปราศจากการใชส้ารสเตอร์
รอยด ์ (sex steroids) ที�ผลติจากรงัไข ่ หรอืทาํใหม้กีารเปลี�ยนแปลงของฟอลลเิคลินั .นเป็นผลให้
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โอโอไซทม์ผีลตอบสนองต่อ MIS (MIS competent) (Kagawa et al., 1994) ซึ�งปฏกิริยิาของ 
IGF-I ไดเ้คยมอีธบิายไวแ้ลว้ในปลาชนิดอื�นๆ แมว้่าจะไม่ไดม้ปีฏกิริยิากบัทุกชนิด 

ความสามารถของ MIS ที�สามารถถูกกระตุน้ไดโ้ดย IGF-I พบในทั .งปลา spotted 
sea trout (Cynoscion nebulosus) และ ปลา White perch (Morone Americana) ซึ�งกเ็ป็นปลา
ประเภทเดยีวกนักบั Striped bass (M. saxatilis) (Thomas and Ghosh, 1995; Weber et al., 
1997)  

ในปลา spotted sea trout พบว่าเพิ�มประสทิธภิาพการทาํงานของ MIS โดย IGF-I 
มสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัการทาํให ้ receptor สามารถจบักบั MIS ไดม้ากขึ.นที�เยื�อหุม้เซลลข์องรงัไข ่
แต่กพ็บว่า IGF-I มผีลตรงนี.น้อยกว่า GtH (Thomas and Ghosh , 1995)  

ส่วนขอ้มลูที�เกี�ยวกบัชอ่งว่างที�เชื�อมต่อระหว่าง granulose cells และโอโอไซทท์ี�
เจรญิเตม็ที�แลว้นั .น มผีลเช่นเดยีวกบัชอ่งว่างระหว่าง granulose cell ดว้ยกนั ซึ�งตรงสว่นนี.จะ
เป็นสว่นที�จะถกูกระตุน้ไดโ้ดย GtH และ IGF-I ในปลา red seabream (Patino and Kagawa, 
1999)  

การเพิ�มความสามารถของ MIS สอดคลอ้งกบัขอ้มลูที�รายงานใน red seabream 
และ Atlantic croaker (Micropogonias undulates) (Patino and Kagawa, 1999; York et al., 
1993; Chang et al., 1999) ตรงกนัขา้มกบัขอ้มลูที�พบว่าชอ่งว่างระหว่าง granulose และ โอโอ
ไซทน์ั .นปรากฏว่ามสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัการทาํใหม้กีารพกัตวัของเซลลใ์นระยะ meiosis ในโอโอ
ไซทข์อง Fundulus heteroclitus (Greeley et al., 1987; Ceda et al., 1993) 

IGF-I กระตุน้ใหเ้กดิ GVBD ไดโ้ดยตรงในโอโอไซทข์อง Fundulus โดยปราศจาก
ผลของการสงัเคราะหส์ารสเตอรร์อยดข์องฟอลลเิคลิ (Negatu et al., 1998) ระยะเวลาที�เกดิ 
GVBD ซึ�งถกูกระตุน้โดย IGF-I นั .นจะรวดเรว็กว่า MIS ซึ�ง Negatu และคณะ (1998) ไดก้ล่าว
ไวว้่า กลไกของ IGF-I นั .นใกลเ้คยีงกบัการควบคุมการเกดิ FOM กว่าการควบคุมโดย MIS ซึ�งก็
ไดม้รีายงานไวด้ว้ยว่ากลไกการทาํงานของ IGF-I นั .นมคีวามสาํคญัเหมอืนกบั GtH ที�สามารถ
กระตุน้ใหม้กีารผลติ MIS ได ้ ในฟอลลเิคลิปลา coho salmon (Oncorhynchus kisutch) 
(Maestro et al., 1995)  

ถงึอย่างไรกต็ามไดม้กีารอธบิายถงึกลไกของ IGF-I ไวม้าก ต่อการเกดิ FOM ซึ�ง
เป็นกลไกที�เกดิขึ.นภายในเซลล ์โดย IGF-I จะไปกระตุน้การเกดิ GVBD และ ความสามารถของ 
MIS หรอืสามารถทาํใหเ้กดิการเปลี�ยนแปลงการสงัเคราะหส์ารสเตอรร์อยดท์ี�ฟอลลเิคลิ จนถงึ
การกระตุน้ใหม้กีารผลติ MIS ซึ�งกไ็ม่ไดแ้สดงลกัษณะเชน่นี.ในปลาหลายชนิดนกั ในฟอลลเิคลิ
ระยะ postvitellogenic จากปลา red seabream หรอื Fundulus เมื�อมกีาร transcription พบว่า
มสีารที�ออกฤทธิ |ยบัยั .ง ซึ�งกไ็ดแ้ก ่ actinomycin D สามารถยบัยั .งการทาํงานของ GtH ในการ
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กระตุน้ใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทไ์ด ้ แต่พบว่าไม่สามารถยบัยั .งใน IGF-I หรอื MIS แต่
ฮอรโ์มนทั .งสามชนิดนี.กส็ามารถถูกยบัยั .งไดโ้ดย สารยบัยั .งที�มกีาร translation ซึ�งไดแ้ก่ 
cycloheximide (Kagawa et al., 1994; Kagawa and Moriyama, 1995; Negatu et al., 1998) 

ดงันั .นน่าจะตอ้งมคีวามแตกต่างระหว่าง GtH และ IGF-I ในกลไกที�ทาํปฏกิริยิาใน
การพฒันาของโอโอไซท ์ โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง GtH เป็นฮอรโ์มนที�มคีวามตอ้งการเพื�อสงัเคราะห ์
mRNA ในการพฒันาของโอโอไซท์ระยะ postvitellogenic จนถงึระยะ GVBD ในขณะที� IGF-I 
และ MIS ไมไ่ดม้หีน้าที�แบบนั .น อยา่งไรกต็าม ฮอรโ์มนทั .งสามชนิดนี.กย็งัมคีวามตอ้งการเพื�อ
การสงัเคราะหโ์ปรตนี ซึ�งมคีวามเป็นไปไดท้ี�จะมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัปฏกิริยิาของ MPF จนกระตุน้
ใหเ้กดิ GVBD ขึ.น (Kagawa et al., 1994; Kagawa and Moriyama, 1995; Negatu et al., 
1998)  
 

3)  Diethylstilbestrol 

Tokumoto et al. (2004) ไดม้กีารศกึษาถงึการใชก้ลุ่มสารเคมปีระเภทฮอรโ์มน
ชนิดหนึ�งเรยีกว่า Diethylstilbestrol (DES) คน้พบในปี 1940 จนถงึตน้ปี 1970 โดยคน้พบใน
การแทง้ของผูห้ญงิหรอืการเกดิ preeclampsia และปญัหาต่างๆในการตั .งครรภ์ เดก็ไม่ว่าจะเป็น
ผูห้ญงิหรอืผูช้ายขณะที�อยูใ่นครรภ์หรอืในมดลูก พบว่า DES มสีว่นในการพฒันาโรคประเภท
เนื.องอกในชอ่งทางของระบบสบืพนัธุ์ได ้ซึ�งอาจมสี่วนมาจากการเปลี�ยนแปลงระหว่างที�มกีาร
พฒันา และ DES ไมใ่ช่สารสเตอรร์อยด์ประเภทเอสโตรเจน แต่กพ็บว่าเป็นสารกระตุน้ใหโ้อโอ
ไซทเ์กดิพฒันาจนถงึระยะสุดทา้ยคอื germinal vesicle breakdown (GVBD) และเกดิการ
สงัเคราะหข์อง cyclin B  

DES มกีารจาํแนกไวเ้ป็นสารที�มสีว่นทาํใหม้กีารพฒันาโอโอไซทด์งัสารกลุ่มสเตอร์
รอยด์ เช่น 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17α, 20β-DHP) การทํางานของ DES จะ
ทาํงานเป็นแบบสารเสรมิฤทธิ |ที�ทํางานร่วมกบัสารอื�นแล้วไปเพิ�มประสทิธภิาพการทํางานสาร
นั .นๆใหม้มีากขึ.น เช่น เมื�อทดลองร่วมกบั 17α ,20β-DHP เพื�อเหนี�ยวนําให้โอโอไซท์มกีาร
พฒันา ทั .ง 17α, 20β-DHP และ DES การพฒันาโอโอไซทจ์ะถกูยบัยั .งไดโ้ดยพวกยาปฏชิวีนะ
ซึ�งจะเป็นตวัจบักบัพวกสารพวกฮอร์โมนเพื�อยบัยั .งฤทธิ | อาจเกี�ยวขอ้งกบัโครงสรา้งตวัจบัสาร 
(receptor) ของ 17α, 20β-DHP ในการตอบสนองของเซลลเ์ป้าหมายทางชวีภาพ 

ในการศกึษาถงึโครงสรา้งที�มคีวามตอ้งการทาํปฏกิริยิาต่อ MIH ของ DES เมื�อมี
การเปรยีบเทยีบกบัสารสงัเคราะห์ DES ในการเหนี�ยวนําใหเ้กดิ GVBD จากสารประกอบ
ทั .งหมดยกเว้น DM-DES พบว่ามกีารกระตุ้นให้โอโอไซท์มกีารพฒันาเกดิระยะ GVBD ซึ�ง
กระตุน้มสี่วนคลา้ยกบัการกระตุน้ของ 17α ,20β-DHP แมว้่า ฤทธิ |ของสารจะมคีวามแตกต่าง



 

กนัอย่างมนีัยสาํคญั (17α, 20
โครงสรา้งนี.มคีวามสมัพนัธ์มาจาก สารประกอบที�พบ คอืกลุ่มของ 
DES ที�แสดงใหเ้หน็ถงึการทาํปฏกิริยิาภายในระหว่าง 
สารประกอบอย่างอื�น อย่างเช่
เผนิคล้ายกบั DES กพ็บว่ามคีวามจําเป็นต่อศกัยภาพของการทําปฏกิริยิากบัตวัจบัสารของ 
MIH ซึ�งสารประกอบนี.มคีวามเป็นไปได้ที�จะเหนี�ยวนําใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทใ์นปลา
สารเคมีหลายชนิดที�มีส่วนในการทําลายสารประเ
dichlorodichloroethane  

 
ภาพ 16 

, 20β-DHP >  DES, HEX > DIES, และ DP-DES > DMS) 
โครงสรา้งนี.มคีวามสมัพนัธ์มาจาก สารประกอบที�พบ คอืกลุ่มของ ethyl และ hydroxyl 

ที�แสดงใหเ้หน็ถงึการทาํปฏกิริยิาภายในระหว่าง DES และตวัจบัสารของ 
สารประกอบอย่างอื�น อย่างเช่น 4-hydroxytamoxifen และ bisphenol ซึ�งมโีครงสรา้งแบบผวิ

กพ็บว่ามคีวามจําเป็นต่อศกัยภาพของการทําปฏกิริยิากบัตวัจบัสารของ 
ซึ�งสารประกอบนี.มคีวามเป็นไปได้ที�จะเหนี�ยวนําใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทใ์นปลา

สารเคมีหลายชนิดที�มีส่วนในการทําลายสารประเภทฮอร์โมน อย่างเช่น Kepon 

 

 

  การเลี.ยงโอโอไซทโ์ดยเสรมิสารต่างๆ และ DES 
ที�มา : Tokumoto et al. (2004) 

30

DES > DMS) 
hydroxyl ของ 

และตวัจบัสารของ MIH ส่วน
ซึ�งมโีครงสรา้งแบบผวิ

กพ็บว่ามคีวามจําเป็นต่อศกัยภาพของการทําปฏกิริยิากบัตวัจบัสารของ 
ซึ�งสารประกอบนี.มคีวามเป็นไปได้ที�จะเหนี�ยวนําใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทใ์นปลา

Kepon และ 
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4)  Cyanoketone (CK) และ Forskolin (FK) 

Chaube และ Haider (1997) ไดม้กีารศกึษาผลของ cyanoketone (CK) ซึ�งเป็นตวั
ยบัยั .งชนิดหนึ�งของ 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD) มผีลต่อผลของ
กระบวนการ cAMP และ forskolin (FK) สารพวกนี.มผีลต่อการพฒันาของโอโอไซทใ์นปลาดกุ
ดา้น (Clarias batrachus)ในการทดลองแบบ in vitro maturation เมื�อโอโอไซทถ์กูเลี.ยงใน
อาหารซึ�งประกอบดว้ย 1µg/ml 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17α, 20β-DP) เป็น
เวลา 6 ชั �วโมง พบว่าทาํใหโ้อโอไซทใ์นการเลี.ยงแบบ in vitro มกีารพฒันา 85.3+1.36% ในการ
เกดิ germinal vesicle breakdown (GVBD) โดยปกตจิะใชเ้วลาในการเลี.ยงประมาณ 20-30 
ชั �วโมง เมื�อมกีารใช ้cAMP ที�ความเขม้ขน้ 1.0 และ 8.0 mM หลงัจากที�ใช ้17α, 20β-DP เลี.ยง
ก่อน 6 ชั �วโมงกพ็บว่าเป็นสาเหตใุหเ้กดิการยบัยั .งการเกดิ GVBD อย่างมนียัสาํคญั แต่เมื�อใช้
ความเขม้ขน้ที�ตํ�ากว่า (0.1 และ 0.5 mM) ของ cAMP พบว่าไมม่กีารยบัยั .งการเกดิ GVBD  

อย่างไรกต็ามกอ่นที�จะทาํการเลี.ยงโอโอไซทเ์มื�อใช ้ 1 µg/ml CK ก่อนเป็นเวลา 1 
ชั �วโมงพบว่าทาํใหเ้กดิการยบัยั .งการเกดิขึ.นของ GVBD อยา่งมนียัสาํคญั ซึ�งมรีายงานรวมถงึ
การใชร้ว่มกบั cAMP ที�ความเขม้ขน้ตํ�าดว้ย FK เป็นสารกระตุน้ของ adenylate cyclase ซึ�ง
พบว่าสามารถกระตุน้ใหเ้กดิ GVBD ไดทุ้กความเขม้ขน้ (0.1, 0.5, 1.0 และ 10.0 µl) ในการแปร
ผนัความเขน้และเวลา เมื�อโอโอไซทถ์ูกเลี.ยงไวใ้น CK 1 µg/ml เป็นเวลา 1 ชั �วโมงกอ่นที�จะ
กระตุน้ดว้ย FK พบวา่มกีารยบัยั .งการเกดิ GVBD ไดอ้ย่างสมบรูณ์ แต่มเีมื�อมกีารทดลองใช ้CK 
หลงัจากการใช ้ FK พบว่าเป็นบางสว่นเท่านั .นที�มกีารยบัยั .ง เมื�อนําสารเหล่านี.มาใชร้่วมกนั 
ขอ้มลูจากการทดลองไมส่ามารถบอกไดโ้ดยตรงนกัว่า FK นั .นเป็นไปไดท้ี�จะมสีว่นในการ
เหนี�ยวนําใหโ้อโอไซทข์อง catfish มกีารพฒันา โดยการกระตุน้ใหฟ้อลลเิคลิสรา้งสารสเตอร์
รอยด ์(17α, 20β-DP) โดยผ่านการเกดิ adenylate cyclase-cAMP-mediated pathway ซึ�งเป็น
กลไกที�เหมอืนกบัการที�ฮอรโ์มนโกนาโดโทรปินกระตุน้ใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทไ์ด ้

นอกจากนี.แลว้ในปลา amago salmon  Kanamori และ Nagahama (1988) ไดม้ี
รายงานไวว้า่การแสดงการผลติสารสเตอรร์อยดโ์ดยโกนาโดโทรปิน นั .นขึ.นอยู่กบัการเพิ�มขึ.นของ
ระดบั cAMP ในชั .นเซลลข์องฟอลลเิคลิของโอโอไซท ์ แสดงใหเ้หน็ไดว้่าโกนาโดโทรปินไดก้
ระตุน้การสรา้ง cAMP ในฟอลลเิคลิเซลล ์มเีป้าหมายเพื�อใหก้ระตุน้การมกีารสงัเคราะห ์MIS  

อย่างไรกต็าม เมื�อ CK หรอื trilostane (สารที�มคีวามจาํเพาะในการยบัยั .ง 3β-
HSD) ไดม้กีารใชร้ว่มกบัโกนาโดโทรปินเพื�อใหม้กีารผลติ MIS ในฟอลลเิคลิ มสีว่นเกี�ยวขอ้งกบั
การยบัยั .งไมใ่หม้กีารพฒันาเกดิขึ.นดว้ย (Young et al., 1982; Petrino et al., 1989; Patino 
and Thomas, 1990; King et al., 1994) แสดงใหเ้หน็ว่าผลจากการพฒันาของโกนาโดโทรปิน 
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จะมกีารยบัยั .งไดโ้ดยสมบูรณ์ไดโ้ดย 3β-HSD ซึ�งเป็นสารที�พบวา่จะไปยบัยั .งการเปลี�ยนสาร
สเตอรร์อยด ์∆3 ไปเป็น สเตอรร์อยด ์∆5  

เหน็ไดว้่ามคีวามเป็นไปไดใ้นกฎของ cAMP ต่อการสงัเคราะหส์ารสเตอรร์อยดข์อง
ฟอลลเิคลิ และมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัการพฒันาของโอโอไซท ์ จากที�มรีายงานไว ้ โอโอไซทข์อง 
Catfish ที�มกีารเลี.ยงใน FK พบวา่สารนี.เป็นสารที�มสีว่นในการกระตุน้ใหม้กีารสงัเคราะห ์cAMP 
ในเซลล ์ โดยการกระตุน้จากขบวนการ adenylate cyclase ซึ�งไดเ้คยมรีายงานไวว่้ามสีว่นใน
การกระตุน้ใหม้กีารผลติของ cAMP และ MIS ในปลากระดกูแขง็หลายชนิด (Iwamatsu et al., 
1987; Kanamori and Nagahama, 1988; King et al., 1994)  

ในปลา Oryzias latipes (Iwamatsu et al., 1987) และ ปลา M. saxatilis (King et 
al., 1994) คน้พบว่า FK มกีารกระตุน้ใหฟ้อลลเิคลิมกีารผลติ MIS และเพิ�มเปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิ 
GVBD ไปพรอ้มๆกนัดว้ย แสดงใหเ้หน็ไดว้่าการใช ้ FK นั .นมสีว่นในการกระตุน้ใหเ้กดิ GVBD 
ไดห้ลายความเขม้ขน้ดว้ยเชน่กนัซึ�งใชเ้วลาประมาณ 10 ชั �วโมง จากขอ้สงัเกตตรงนี. FK นั .นทาํ
หน้าที�คลา้ยกบัโกนาโดโทรปิน ซึ�งมกีารกระตุน้ใหเ้กดิการสรา้งสารสเตอรร์อยดใ์ชช้ั .นเนื.อเยื�อ
ของฟอลลเิคลิ  
 
 



 
 
 
 

3. วิธีวิจยั 
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3.1  ตวัอย่างปลา 
ปลาบกึ (Pangasianodon gigas) เพศเมยี อาย ุ6-12 ปี (นํ�าหนกั 35-65 กโิลกรมั) 

และ ปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) เพศเมยี อายุ 3 ปี (นํ�าหนกั 1.5-2 กโิลกรมั)  
 

3.2  การศึกษาเนื�อเยื�อโอโอไซด ์

3.2.1 การดองใสโอโอไซท์ 

โดยใช ้clearing solution 5 สตูร ไดแ้ก ่ 
Clearing 1  50 ml formalin, 40 ml acetic acid, ml ethanol 60 and 9 g NaCl  

    (Galbreath and Thorgaard, 1995) 
Clearing 2  4 % formaldehyde and 1 % glutaraldehyde  

(Asturiano et al., 2002) 
Clearing 3  ethanol : formalin : acetic acid = 6 : 3 : 1   

(Gregory and Craig, 2000; Yaron, 1995; Yueh and Chang, 2000) 
Clearing 4  5 % formalin, 4 % acetic acid in Ringer’s solution (6.5g NaCl, 0.42 g   

KCl และ 0.25 CaCl2  (Kondo et al., 1997) 
Clearing 5  Clearing 2 in Ringer’s solution 
               (Asturiano et al., 2002) 
 
3.2.2 การเตรียมและย้อมสีเนื�อเยื�อ 

ศกึษาทางเนื�อเยืUอวทิยาตามวธิขีอง Humason (1979) โดยนําตวัอยา่งรงัไขด่องไว้
ในฟอรม์าลนิ 10% เป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั Uวโมง ต่อจากนั �นตวัอยา่งเนื�อเยืUอจะถกูนํามาทาํการ
ขจดันํ�า (dehydration) นําไปตรงึในพาราฟิน (paraffin wax) แลว้ทาํการตดัเนื�อเยืUอทีUความบาง 
5  m แลว้ทาํการยอ้มสดีว้ย Haematoxylin & Eosin (H&E) สงัเกตโครงสรา้งของโอโอไซต์
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์   

 

3.3  อาหารเลี�ยงเซลลแ์ละสารที�เกี�ยวข้อง 

ใชอ้าหารเลี�ยงเซลล ์ 3 ชนดิ ไดแ้ก ่ (1) Leibovitz’s L-15 medium [Sigma] (2) 
Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (advanced D-MEM/F-12) [Gibco] และ (3) 
M-199 medium [Gibco]  
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ฮอรโ์มน ทีUใช ้ ไดแ้ก่ human chorionic gonadotropins (hCG) [Sigma] 
Luteinizing hormone (LH) [Sigma]  17β-Estradiol (E2) [Sigma]  17α-20β-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (DHP) [Sigma] และ growth factors ทีUใช ้ ไดแ้ก่ insulin (from bovine 
pancrease) [Sigma]  insulin-like growth factor-I (IGF-I) [Sigma] และ fetal bovine serum 
(FBS) [Gibco]  โดยใช ้ absolute ethanol เป็นตวัทาํละลายสาํหรบัฮอรโ์มน และ acetic acid 
(10 mM) (Webber et al., 2000) เป็นตวัทาํลายสาํหรบั insulin และ IGF-I 

สารเสรมิ (supplements) ทีUใสใ่นทุกตวัอยา่ง ไดแ้ก ่ Penicillin-Streptomycin 
(10,000 units/ml) [Gibco] HEPES buffer Solution (1M) [Gibco] formaldehyde  [Gibco]) 
acetic acid   [Gibco] glycerol  [Gibco] glutaraldehyde  [Gibco])   

เตรยีม Ringer’s solution โดยมสีว่นประกอบ ดงันี� 0.346 g CaCl2, 0.597 g KCl, 
0.017 g MgCl2, 13.5 g NaCl, 0.025 g NaHCO3, และ 1000 ml distilled water 

 

3.4  การเลี�ยงโอโอไซท์ปลาบกึและปลาสวาย 

- เกบ็ตวัอยา่งโอโอไซทจ์ากแมป่ลาบกึและปลาสวายสมบรูณ์เพศ โดยใช ้ catheter เกบ็
ในชว่งเดอืนพฤษภาคม- ตุลาคม 

-  ตรวจดรูะยะการพฒันาของโอโอไซท ์
-  เลี�ยงโอโอไซทป์ลา ทีUระยะ immature (ระยะทีU 4 ; post-vitellogenesis)  เพืUอใหพ้ฒันา

เป็น mature egg (germinal vesicle breakdown; GVBD) ดว้ยอาหารเลี�ยงโอโอไซทต์า่งๆ แปร
ผนัสารชนิดต่างๆ ทีUใชไ้ดแ้ก่ medium , hormones/growth factors และ อณุหภูม ิโดยแตล่ะชดุ
การทดลองจะใสโ่อโอไซทจ์ํานวน 30 เซลล/์cell culture dish และทาํการทดลอง 3 ซํ�า โดยมชีดุ
ทดลอง ดงันี� 

1)  การแปรชนิดของ medium 
เพืUอศกึษาดชูนิดอาหารทีUเหมาะสม โดยใชข้อ้มลูทีUไดร้ายงานไวใ้นการทดลองกบั

ปลาชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ปลา red seabream (Pagrus major) (Kagawa et al., 1994) และ ปลา 
striped bass (Morone saxatilis) (King et al., 1994; Webber et al., 2000) ไดอ้าหารเลี�ยง 3 
สตูร ดงันี� 

- L-15 medium ทีUประกอบดว้ย 25 nM HEPES และ 1% penicillin-streptomycin 
- Advanced DMEM/F-12 ทีUประกอบดว้ย 25 nM HEPES, 1% penicillin-

streptomycin, NEAA,  sodium pyruvate 110 mg/l ปราศจาก L-glutamine 
- M-199 medium ทีUประกอบดว้ย 25 mM HEPES, 1% penicillin-streptomycin, 

Hank’s Salts และ L-Glutamine 
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2)  การแปรผนัอณุหภมิูในการบ่ม 
เพืUอหาอณุหภมูทิีUเหมาะสม ในการเตรยีมไขสุ่กในหอ้งทดลอง โดยเลี�ยงโอโอไซด์

ในอาหารเลี�ยง 3 สตูร บ่มทีUอุณหภมู ิ23, 25 และ 28 OC 

3)  การแปรชนิดของ hormones 
ชนิดฮอรโ์มนทีUมคีวามเกีUยวขอ้งกบัขบวนการ final oocyte maturation (FOM) ใน

ปลา ไดแ้ก่ กลุ่มฮอรโ์มน Gonadotropins (GtH) เชน่ FSH, LH และ HCG และ กลุม่ MIS เชน่ 
17α-20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) และ 17β-Estradiol ดงัรายงานของ Toshinobu 
et al. (2004)  ดงันั �นในการศกึษาครั �งนี�จงึทดลองแปรชนิด และปรมิาณฮอรโ์มนเหล่านี�ในการ
เลี�ยงโอโอไซท ์
- human chorionic gonadotropins (HCG) โดยแปรความเขม้ขน้ทีU 0, 20, 30, 50, 100, 

200 U/ml   
- Luteinizing hormone (LH) โดยแปรความเขม้ขน้ ทีU 0, 11, 33, 100 และ 300 ng/ml 
- 17β-Estradiol โดยแปรความเขม้ขน้ ทีU 0, 20, 50, 100 และ 200 nM 
- 17α-20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) โดยแปรความเขม้ขน้ทีU 0, 200, 300, 

500, 1000 และ 1500 nM 

4)  การแปรชนิดของ growth factors 
Kagawa et al. (1994) และ Webber et al. (2000) ไดร้ายงานวา่ IGF-I มผีล

ชดัเจนต่อขบวนการ FOM ในปลา อกีทั �ง S Dasgupta et al. (2001) ไดร้ายงานว่า Insulin 
เพยีงตวัแปรเดยีวกม็ผีลทาํใหโ้อโอไซทป์ลาพฒันาได ้  ดงันั �นการศกึษานี�จงึทดลองแปรผนั
ปรมิาณของ insulin-like growth factor-I (IGF-I) insulin  (bovine pancrease) และ FBS 

- IGF-I โดยแปรความเขม้ขน้ทีU 0, 10, 30, 50 และ 100 ng 
- insulin โดยแปรความเขม้ขน้ทีU 0, 6, 8, 10 และ 12 µM 
- fetal bovine serum (FBS) โดยแปรความเขม้ขน้ ทีU 1, 2, 3, 5 และ 10 % 

 

3.5  การวิเคราะหข้์อมลู 

ตรวจระยะโอโอไซทใ์นการเลี�ยงระหวา่งการทดลอง ทุก 6 ชั Uวโมง จนครบ 36 
ชั Uวโมง โดยสารดองใสในการสงัเกตการเคลืUอนทีUของนิวเคลยีส ถ่ายรปูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
และบนัทกึจาํนวนโอโอไซท์ทีUมกีารพฒันา ไม่พฒันา และเซลลท์ีUเสยี โดยคดิออกมาเป็น
เปอรเ์ซน็ต ์  จากนั �นนําไปวเิคราะหค์วามแตกตา่งค่าทางสถติ ิ ดว้ยโปรแกรม SPSS โดย
วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบแบบแฟกทอเรยีล (ชนิดฮอรโ์มน X ความเขม้ขน้ของฮอรโ์มน X อุณหภูม)ิ 



 
 
 
 

4. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
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4.1  การศึกษาสภาพทางเนื�อเยื อวิทยาของโอโอไซท์ (Histopathology of Oocyte) 

ศกึษาลกัษณะสภาพทางเนื�อเยื�อของโอโอไซทภ์ายในรงัไขป่ลาสวาย  โดยแบ่งรงั
ไขอ่อกเป็น 3 ส่วนคอื สว่นตน้ สว่นกลาง และส่วนปลาย  เพื�อดคูวามแตกต่างของระยะโอโอ
ไซทใ์นแต่ละสว่นของรงัไข ่ ในเดอืนสงิหาคม  พบว่าสงัเกตลกัษณะของระยะโอโอไซทใ์นฤดู
วางไข ่ 4 ระยะ จากทั �งหมด 6 ระยะ ตามที�เกรยีงศกัดิ 3 และคณะ (2547) ดงันี� 

Stage  1  central germinal vesicle (CGV) ขนาดของโอโอไซท ์และ นวิเคลยีสมขีนาด
ใหญ่ขึ�นอยูต่าํแหน่งกลางเซลล ์  ไซโตพลาสซมึเริ�มใส และมกีารเพิ�มจาํนวนของนิวคลโีอลสั 
(ภาพที� 17 รงัไขส่ว่นปลาย) 

Stage  2  migrating germinal vesicle (MGV)  โอโอไซทร์ะยะนี� ไซโตพลาสซมึม ีyolk 
granules จาํนวนมากอยูใ่กลน้ิวเคลยีส  เริ�มมกีารเคลื�อนตวัของนิวเคลยีสไปอยูข่อบเซลลด์า้น 
animal pole (ภาพที� 17 รงัไขส่ว่นตน้ ส่วนกลาง และ สว่นปลาย) 

Stage  3  peripheral germinal vesicle (PGV) โดยโอโอไซทร์ะยะนี� พบวา่นิวเคลยีสได้
เคลื�อนตวัไปที�ขอบเซลลด์า้น animal pole (ภาพที� 17 รงัไขส่ว่นตน้) 

Stage  4  maturation (germinal vesicle breakdown, GVBD) นิวเคลยีสชดิขอบเซลล ์
และ yolk granule เตม็เซลล ์(ภาพที� 17 รงัไขส่ว่นตน้) 

 
 
 

 
                  รงัไข่ส่วนต้น             รงัไข่ส่วนกลาง                       รงัไข่ส่วนปลาย 

 
 

ภาพที� 17  รงัไขป่ลาสวาย สว่นตน้ สว่นกลาง และสว่นปลาย 
                       เนื�อเยื�อหนา 5 µm  ยอ้มสดีว้ย haematoxylin & eosin (H&E) 

PG : primary growth phase   GV : germinal vesicle(nucleus) 
CGV : central germinal vesicle MGV : migrating germinal vesicle 
PGV : peripheral germinal vesicle GVBD : germinal vesicle breakdown 
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เมื�อเปรยีบเทยีบโอโอไซทแ์ต่ละระยะระหว่างปลาสวายและปลาบกึ พบว่า มคีวาม
คลา้ยคลงึกนัมาก 

ระยะ ปลาบกึ ปลาสวาย 
OG 

  
CGV 

  
MGV 

  
PGV 

  
GVM 

  

ภาพที� 18  โอโอไซทป์ลาบกึและปลาสวายที�ระยะต่าง 
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การที�พบโอโอไซทเ์พยีง 4 ระยะ อาจเนื�องจากอยูใ่นชว่งฤดูกาลวางไข ่ ซึ�ง
คลา้ยคลงึกบัผลของเกรยีงศกัดิ 3 และคณะ (2547) ที�พบระยะของโอโอไซดป์ลาสวาย ในชว่ง
เดอืนมถุินายน – กนัยายน  เมื�อเปรยีบเทยีบกบัสภาพทางเนื�อเยื�อของโอโอไซทป์ลาสวายจาก
การศกึษานี�กบัการ ศกึษาเนื�อเยื�อโอโอไซทข์องปลาบกึ จากผลการศกึษาของ เกรยีงศกัดิ 3และ
คณะ (2544)  พบว่าสามารถแบ่งระยะโอโอไซท์ออกไดเ้ป็น 5 ระยะ ซึ�งสองระยะแรก คอื 
oogonia และ primary growth phase จะพบไดน้้อย  สว่นระยะที� 3 ไดแ้ก ่ ระยะ early-
vitellogenesis ขนาดของโอโอไซทแ์ละนิวเคลยีสมขีนาดใหญ่ขึ�นไซโตพลาสซมึเริ�มใส และมกีาร
เพิ�มจาํนวนของนิวคลโีอลสั  ระยะที� 4 ไดแ้ก่ mid-vitellogenesis โอโอไซท์ระยะนี� ไซโตพลา
สซมึม ีyolk granules จาํนวนมากอยูใ่กลน้ิวเคลยีส เริ�มมกีารเคลื�อนตวัของนิวเคลยีสไปอยูข่อบ
เซลลด์า้น animal pole ซึ�ง yolk granules จะเริ�มเชื�อมตดิกนัเกดิชอ่งว่างทาํใหโ้อโอไซทเ์ริ�มใส
ขึ�น แสดงใหเ้หน็วา่ปลากาํลงัเขา้สูฤ่ดูผสมพนัธุ ์  ระยะที� 5 ไดแ้ก่  maturation egg stage โอโอ
ไซทร์ะยะนี�มเีสน้ผา่นศนูยก์ลางประมาณ 1.5 มลิลเิมตร yolk granule เชื�อมตดิกนั โอโอไซทม์ี
ลกัษณะใส และนิวเคลยีสมตํีาแหน่งชดิขอบเซลล ์
 
 
 

4.2  การทดสอบสารดองใส (Clearing solution) ในโอโอไซท์ปลา 

เนื�องจากในชว่งการดาํเนนิการเกบ็ตวัอย่าง โอโอไซทป์ลาดุกรสัเซยี (Clarias 
gariepinus) ทาํไดส้ะดวกกวา่ และปลาดุกรสัเซยีเป็นปลาหนงัในกลุ่มใกลเ้คยีงกนั   จงึไดท้าํการ
ทดสอบสารดองใสในโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี และนําผลที�ไดไ้ปใชก้บัโอโอไซทป์ลาสวาย 

จากการทดสอบการใช ้Clearing solution 5 สตูร (ตามรายลเอยีดใน 3.2.1)  พบว่า 
Clearing 1, 3, และ 4 มปีระสทิธภิาพทาํใหโ้อโอไซทป์ลาใส   สงัเกตเหน็ตาํแหน่งของนิวเคลยีส
ภายในไดช้ดัเจน   สว่น Clearing 2 และ 5 ไมส่ามารถทาํใหโ้อโอไซทใ์ส (ภาพที� 19-23) 

Clearing 1 ที�เวลาหลงัแช่ 5 นาท ีพบว่า โอโอไซท์มกีารเหี�ยวภายในเซลล์เหมอืน
เกดิการสูญเสยีนํ�าในเซลล์ และเมื�อเวลาผา่นไป 30 นาท ีพบว่า โอโอไซท์มสีภาพทบึแสงมาก
ขึ�น ไมส่ามารถมองเหน็ตาํแหน่งของนิวเคลยีสได ้

พบว่า Clearing 3 มปีระสทิธิภาพทําให้โอโอไซท์ใสได้นานกว่า Clearing 4  
เนื�องจาก Clearing 3 สามารถมองเหน็นิวเคลยีสไดช้ดัเจนจนถงึชั �วโมงที� 3  ในขณะที� Clearing 
4 โอโอไซดเ์ริ�มทบึแสงเมื�อแชน่าน 20 นาท ี

ดงันั �น จงึสรุปไดว้่า Clearing 3 มปีระสทิธภิาพในการคงสภาพ และสะดวกในการ
สงัเกตระยะของโอโอไซทป์ลาจากการเคลื�อนที�ของนิวเคลยีสไดด้ทีี�สดุ 
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   0 min                   1 min                    5 min                   10 min 

 

   20 min                   30 min                   1 h                        3 h   

 

   6 h                        12 h                      24 h                      39 h 

 
 
 
 

ภาพที�  19  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี ดว้ยสารดองใส Clearing 1 ที�เวลาต่างๆ 
Clearing 1 : 50 ml formaldehyde, 40 ml acetic acid, 60 ml glycerol and 9 g NaCl 
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   0 min                   1 min                    5 min                   10 min 

 

   20 min                   30 min                   1 h                        3 h   

 

   6 h                        12 h                      24 h                      39 h 

 
 
 

ภาพที�  20  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี ดว้ยสารดองใส Clearing 2 ที�เวลาต่างๆ 
Clearing 2 : 4% formaldehyde และ 1% glutaraldehyde 

  



  

43

 
 
 
 
   0 min                   1 min                    5 min                   10 min 

 

   20 min                   30 min                   1 h                        3 h   

 

   6 h                        12 h                      24 h                      39 h 

 
 
 

ภาพที�  21  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี ดว้ยสารดองใส Clearing 3 ที�เวลาต่างๆ 
Clearing 3 : ethanol : formalin : glacial acetic acid  =  6 : 3 : 1 
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   0 min                   1 min                    5 min                   10 min 

 

   20 min                   30 min                   1 h                        3 h   

 

   6 h                        12 h                      24 h                      39 h 

 
 
 

ภาพที�  22  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี ดว้ยสารดองใส Clearing 4 ที�เวลาต่างๆ 
Clearing 4 : 5% formalin and 4% acetic acid in Ringer’s solution (6.5g NaCl, 0.42 g 

KCl and 0.25 CaCl2)  
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   0 min                   1 min                    5 min                   10 min 

 

   20 min                   30 min                   1 h                        3 h   

 

   6 h                        12 h                      24 h                      39 h 

 
 
 

ภาพที�  23  ลกัษณะของโอโอไซทป์ลาดกุรสัเซยี ดว้ยสารดองใส Clearing 5 ที�เวลาต่างๆ 
Clearing 5 : Clearing 2 in Ringer’s solution  
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อย่างไรกต็ามพบว่า ชว่งเวลาที� 5 นาทจีนถงึ 1 ชั �วโมง เป็นชว่งเวลาที�เหมาะสมใน
การสงัเกต และถ่ายรปูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  ทั �งนี�ยงัสงัเกตไดอ้กีว่าโอโอไซทท์ี�เสยีสภาพแลว้ 
มองด้วยตาเปล่ามลีกัษณะขาวขุ่น   เมื�อนํามาดองจะมลีกัษณะทบึแสง และไม่สามารถสงัเกต
ตาํแหน่งของนิวเคลยีสได ้ส่วนโอโอไซทท์ี�ด ียงัมชีวีติอยู่ เมื�อนํามาดองจะมลีกัษณะใสในเวลาที�
ทดสอบเท่ากนั  แสดงใหเ้หน็ดว้ยว่า เราน่าจะสามารถใชส้ารประเภท Clearing ในการทดสอบ
การมชีวีติโอโอไซทไ์ดอ้กีทางหนึ�งดว้ย  

เนื�องจาก Clearing แต่ละสตูรนั �นไดม้กีารถกูใชก้บัโอโอไซทป์ลาชนิดที�แตกต่างกนั
ไป  จงึเป็นไปไดว้่าประสทิธภิาพของ Clearing อาจขึ�นอยู่กบัชนิดของโอโอไซท์ปลาดว้ย  และ
พบว่า Clearing 3 เป็นสตูรที�นิยมใชใ้นโอโอไซทป์ลา  ส่วนกลไกการทาํงานของสาร Clearing 
ยงัไม่มกีารอธบิายไว้อย่างแน่ชดั แต่สารที�ใชค้ล้ายกบัสารประเภท fixation ซึ�งใชใ้นการเก็บ
รกัษาตัวอย่างของสิ�งมีชีวิต ได้แก่ ฟอร์มาดีไฮด์ (formadehyde) และ กลูตารอลดีไฮด ์
(glutaraldehyde) ซึ�งมผีลต่อการทาํใหส้ว่นโปรตนีแขง็ตวั เอทลิแอลกอฮอล ์(ethylalcohol) มผีล
ในการดึงนํ�าออกจากเซลล์  และ กรดอะซิติก (acetic acid) เป็นสารทําให้เนื�อเยื�อบวม 
(swelling) (Humason, 1979)  ซึ�งส่วนใหญ่พบว่าจะมกีารใชค้วบคู่ไปกบัแอลกอฮอล ์และยงัไม่
มกีารอธิบายกลไกการทํางานไว้แน่ชดันัก ซึ�งแอลกอฮอล์น่าจะมปีระสิทธิภาพในการช่วยให้
เซลล์ใส  อตัราส่วนผสมของสารแต่ละชนิดในแต่ละสูตรของ Clearing กม็กีารใชแ้ตกต่างกนั 
แสดงให้เห็นด้วยว่าอตัราส่วนที�ใชม้ผีลต่อกลไกการทํางานเช่นกนั  อกีทั �ง clearing solution 
ส่วนใหญ่เป็นสารเคมปีระเภทระเหยง่าย การเกบ็รกัษาสารกอ็าจจะมผีลต่อประสทิธภิาพดว้ย
เชน่กนั 

ไดท้ดลองนํา Clearing 3 ไปทดสอบกบัโอโอไซทป์ลาสวายและปลาบกึ กใ็หผ้ล
เชน่เดยีวกบัโอโอไซทข์องปลาดุกรสัเซยี  ดงันั �นสารดองใส Clearing 3 จงึเป็นสตูรที�เหมาะสม
ในการศกึษาปลาหนังทั �งสองกลุ่มนี� 

  
 
 

  



  

47

4.3  การทดลองเลี�ยงโอโอไซท์ปลาสวาย 

ไดท้ดลองเลี�ยงโอโอไซทข์องปลาสวาย โดยใชอ้าหารเลี�ยงเซลล ์ 3 ชนิด ไดแ้ก่ (1) 
Leibovitz L-15 medium  (2) M-199 medium   และ (3) Advanced Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (Advanced DMEM/F-12) ซึ�งแปรผนัความเขม้ขน้ของฮอรโ์มน ไดแ้ก ่ human 
chorionic gonadotropins (HCG), luteinizing hormone (LH), 17β-estradiol (E2) และ 17α-
20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) และความเขม้ขน้ของ growth factors ไดแ้ก่ insulin 
(from bovine pancrease)  insulin-like growth factor-I (IGF-I)  และ fetal bovine serum 
(FBS)  โดยแปรผนัอุณหภูมบ่ิมที� 23, 25 และ 28 OC 

โดยเริ�มตน้ที�การใชโ้อโอไซทป์ลาสวาย ในระยะที� 4 (central germinal vesicle; 
CGV) ขนาดประมาณ 500 µm  สงัเกตการณ์เปลี�ยนแปลงของโอโอไซทไ์ปสูร่ะยะที� 5 และ 6 
จากการเคลื�อนที�ของ GV (germinal vesicle) จนเกดิ GVBD (germinal vesicle breakdown) 
(ภาพที� 24)  โดยจะใชภ้าพนี�เป็นลกัษณะอา้งองิเปรยีบเทยีบกบัตวัอยา่งทดลองต่อไป 

ในการทดลองเบื�องตน้ทาํการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวาย พบว่า สามารถเลี�ยงโอโอ
ไซทไ์ด ้ 36 ชั �วโมงเทา่นั �น ซึ�งหลงัจากเวลาที� 36 ชั �วโมง พบว่าโอโอไซทส์ว่นใหญ่จะตาย โดย
การสงัเกตจากการใชส้ารดองใส Clearing 3   ดงันั �นในการทดลองต่อไปจงึตดิตามสงัเกตและ
บนัทกึผลของลกัษณะของโอโอไซทเ์ป็นเวลา 36 ชั �วโมง  
 

 

 

 

 

        

ภาพที� 24  การพฒันาโอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงในหอ้งทดลอง 
(A) : ระยะที� 4  (B) : ระยะที� 5  และ (C) : ระยะที� 6 
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4.3.1  L-15 medium, Hormone, Growth factor และอณุหภมิู 

ไดท้าํการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ยอาหาร L-15 medium โดยแปรผนัความ
เขม้ขน้ฮอร์โมนและ growth factor ต่างๆ ที�อณุหภมู ิ 23, 25 และ 28 OC   ซึ�งสามารถนํามา
เปรยีบเทยีบหาประสทิธภิาพของความเขม้ขน้ของฮอรโ์มนต่ออตัราการรอดของโอโอไซท ์
(survival) และการพฒันา (mature) ที�อุณหภมูติา่งกนั (ตารางที� 1 และ 2) 

พบว่า โอโอไซทป์ลาสวายชดุควบคุม มอีตัราการรอดสงูสดุที�อณุหภูม ิ 23 OC 
(81+2 %)    สว่นที�อณุหภมู ิ 28 OC มอีตัราการรอดตํ�าที�สดุ (31+7 %)  โดยมคีวามแตกตา่ง
อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) 

ส่วนโอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย L-15 medium เสรมิฮอรโ์มนและ growth 
factor ต่างๆ พบวา่ ในบางชดุทดลองมกีารพฒันาของโอโอไซท ์ดงันี� 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ยฮอรโ์มน HCG  พบวา่ ที� 25 OC โอ
โอไซทโ์ดยรวมมอีตัราการรอดสงูสดุ (P<0.05)  และมกีารพฒันาเกดิขึ�นจากการเคลื�อนที�ของ 
GV (ระยะที� 5) ในความเขม้ขน้ HCG ที� 10 IU/ml 25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 7+1 % 
(ตารางที� 1 และภาพที� 25) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ยฮอรโ์มน estradiol (E2)  พบว่า โดย 
รวมการเลี�ยงที�อณุหภูม ิ 23 OC โอโอไซทม์อีตัราการรอดสงูสดุ (P<0.05) แต่ไมพ่บว่ามกีาร
พฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในชดุการทดลองนี� (ตารางที� 1 และภาพที� 26) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ยฮอรโ์มน LH  พบวา่ โดยรวมการ
เลี�ยงที�อุณหภมู ิ 25 OC โอโอไซทม์อีตัราการรอดของมากที�สดุ  รองลงมาคอืที�อุณหภมู ิ 28 OC  
สว่นในอณุหภมูทิี� 23 OC มอีตัรารอดคอ่นขา้งตํ�ากว่า โดยมคีวามแตกต่างอยา่งมนีัยสาํคญั 
(P<0.05)   ผลที�สาํคญั พบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นมกีารเคลื�อนที�ของ GV  ดงันี�คอื 
ที�ความเขม้ขน้ 11 ng/ml 23 OC 30 ชั �วโมง  มกีารพฒันา 2+1 % และอุณหภมู ิ 25 OC 30 
ชั �วโมง มกีารพฒันา 10+2 %   ที�ความเขม้ขน้ 33 ng/ml 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 9+2 % 
และที�อณุหภมู ิ25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 %   ที�ความเขม้ขน้ 100 ng/ml 23 OC 36 
ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 % และอณุหภมู ิ25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 4+1 % และอณุหภมู ิ
28 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 %  ที�ความเขม้ขน้ 300 ng/ml 23 OC 30 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 3+1 % และ 25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 8+2 % (ตารางที� 1 และภาพที� 27) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย DHP  พบว่า โอโอไซทโ์ดยรวมมี
อตัราการรอดสงูสดุ ที�การใช ้DHP 500 nM อณุหภูม ิ25 OC  รองลงมาคอื อุณหภูม ิ23 OC และ
มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)   สว่นที�อณุหภมู ิ 28 OC พบว่ามอีตัราการรอด
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ค่อนขา้งตํ�า แต่กไ็ม่พบการพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในชดุการทดลองนี� (ตารางที� 1 และภาพ
ที� 28) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย insulin อุณหภูม ิ 23, 25 และ 28 
OC พบวา่ ที�อุณหภมู ิ 25 OC โอโอไซทโ์ดยรวมมอีตัรารอดสงูสดุ  โดยมคีวามแตกต่างอยา่งมี
นยัสาํคญั (P<0.05)  พบวา่ มกีารพฒันาของโอโอไซทจ์ากการสงัเกตเหน็การเคลื�อนที�ของ GV 
ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ 6 µM 24 ชั �วโมง  23, 25 และ 28 OC มกีารพฒันา 6+1, 18+2 และ 6+1 % 
ตามลาํดบั  ที�ความเขม้ขน้ 8 µM ที�อณุหภูม ิ 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 % และที�
อณุหภูม ิ25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 8+2 % และ 28 OC 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 4+1 %   
ที�ความเขม้ขน้ 10 µM 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 % ที�อณุหภมู ิ25 OC 30 ชั �วโมง มี
การพฒันา 7+1 % และที�อณุหภมู ิ28 OC 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 %   ที�ความเขม้ขน้ 12 
µM 25OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 % และที�อณุหภมู ิ28OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 7+1 % 
(ตารางที� 2 และภาพที� 29) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย IGF-I ที�อุณหภมู ิ 23, 25 และ 28 
OC พบว่า ที�อุณหภมู ิ 23 OC โอโอไซทโ์ดยรวมมอีตัรารอดมากกว่าที�อณุหภมู ิ 25 และ 28 OC 
(P<0.05)  และพบวา่มกีารพฒันาของโอโอไซทจ์ากการเคลื�อนที�ของ GV ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ 
10 ng 25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0%  ที�ความเขม้ขน้ 30 ng 23 OC 30 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 2+1%  ที�ความเขม้ขน้ 50 ng 23 OC 18-30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 24+2% และที�อณุหภมู ิ
25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1%  และที�ความเขม้ขน้ 100 ng 23 OC 18 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 23+2% และที�อณุหภมู ิ 25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1% (ตารางที� 2 และภาพที� 
30) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย FBS ที�อุณหภมู ิ 23, 25 และ 28 
OC  พบว่า ที�อณุหภมู ิ23 OC โอโอไซท์โดยรวมมอีตัราการรอดมากกว่าที�อณุหภูม ิ25 และ 28 
OC (P<0.05)   แต่ไมพ่บการพฒันาของโอโอไซทใ์นการทดลองชดุนี� (ตารางที� 2 และภาพที� 31) 
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ตารางที � 1  โอโอไซทป์ลาสวาย ที�เลี�ยงดว้ย  L-15 medium โดยเสรมิดว้ยฮอรโ์มนและบ่มที� 
อณุหภูมต่ิางๆ 

 

L-15 medium 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

HC
G 

Control 61+5 0 81+2 0 31+7 0 

 10 IU/ml 41+9 0 42+10 7+1 40+7 0 

 30 IU/ml 34+5 0 54+2 1+0 62+5 0 

 50 IU/ml 49+5 0 41+5 0 21+12 0 

 100 IU/ml 42+9 0 61+5 0 36+4 0 

Es
tra

dio
l (

E 2
)  20 nM 74+8 0 50+9 0 38+5 0 

 50 nM 73+4 0 51+2 0 47+12 0 

 100 nM 73+21 0 59+3 0 21+9 0 

 200 nM 71+3 0 40+9 0 23+10 0 

LH
 

 11 ng/ml 23+9 2+1 89+2 10+2 64+4 0 

 33 ng/ml 36+4 9+2 74+2 3+1 52+5 0 

 100 ng/ml 33+0 2+1 92+2 4+1 76+8 2+1 

 300 ng/ml 40+7 3+1 66+8 8+2 69+3 0 

DH
P 

 200 nM 57+4 0 31+5 0 42+22 0 

 300 nM 40+3 0 39+3 0 40+11 0 

 500 nM 53+4 0 79+16 0 21+17 0 

 1000 nM 30+3 0 34+5 0 26+5 0 

1500 nM 32+2 0 33+4 0 11+10 0 
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ตารางที �  2  โอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย  L-15 medium โดยเสรมิดว้ย growth factors และ  
บ่มที�อณุหภมูต่ิางๆ 

 

L-15 medium 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Ins
uli

n 

 6 uM 57+9 6+1 57+9 18+2 46+11 6+1 

 8 uM 49+9 3+1 68+2 8+2 50+3 4+1 

 10 uM 53+12 6+1 69+2 7+1 58+12 3+1 

 12 uM 51+2 0 71+3 6+1 48+3 7+1 

IG
F-

I 

 10 ng 57+9 0 29+3 1+0 51+2 0 

 30 ng 69+2 2+ 60+9 0 41+9 0 

 50 ng 49+17 24+2 58+16 2+1 44+2 0 

 100 ng 67+4 23+2 44+10 6+1 51+2 0 

FB
S 

1% 46+4 0 39+10 0 44+10 0 

2% 58+9 0 39+7 0 51+20 0 

3% 69+3 0 42+9 0 58+9 0 

5% 68+2 0 28+5 0 51+17 0 

10% 69+5 0 37+6 0 57+14 0 
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ภาพที� 25  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ HCG ที�อุณหภมูต่ิางๆ 
 
 
 

 
 

ภาพที� 26  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย estradiol (E2) ที�อุณหภมูติา่งๆ 
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ภาพที� 27  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ LH ที�อุณหภมูติ่างๆ  
 
 
 

 
 

ภาพที� 28  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ DHP ที�อุณหภูมติา่งๆ  
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ภาพที� 29  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ insulin ที�อุณหภมูติา่งๆ 
 
 
 

 
 

ภาพที� 30  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ IGF-I ที�อุณหภมูต่ิางๆ 
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ภาพที� 31  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย L-15 medium เสรมิ FBS ที�อุณหภมูติา่งๆ 
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4.3.2  M-199 medium, Hormone, Growth factor และอณุหภมิู  

ไดท้าํการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ยอาหาร M-199 medium โดยแปรผนัความ
เขม้ขน้ฮอร์โมนและ growth factor ต่างๆ ที�อณุหภมู ิ 23, 25 และ 28 OC   ซึ�งสามารถนํามา
เปรยีบเทยีบหาประสทิธภิาพของความเขม้ขน้ของฮอรโ์มนต่ออตัราการรอดของโอโอไซท ์
(survival) และการพฒันา (mature) ที�อุณหภมูติา่งกนั (ตารางที� 3 และ 4) 

พบว่า โอโอไซทป์ลาสวายชดุควบคุม มอีตัราการรอดสงูสดุที� 28 OC (69+2 %)    
สว่นที�อณุหภมู ิ28 OC มอีตัราการรอดตํ�าที�สดุ (50+2 %)   โดยมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั 
(P<0.05) 

ส่วนโอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย M-199 medium เสรมิฮอรโ์มนและ growth 
factor ต่างๆ พบวา่ ในบางชดุทดลองมกีารพฒันาของโอโอไซท ์ดงันี� 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย HCG พบว่า ที� 25 OC โอโอไซท์มี
อตัรารอดมากกกว่าที�อุณหภมู ิ23 และ 28 OC (P<0.05)  แต่ไมพ่บว่ามกีารพฒันาของโอโอไซท์
เกดิขึ�น (ตารางที� 3 และภาพที� 32) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย estradiol (E2) พบว่า ที�อณุหภมู ิ23 
OC โดยรวมโอโอไซทจ์ะมอีตัรารอดมากกว่าที�อุณหภูม ิ25 และ 28 OC (P<0.05)  โดยจะสงูมาก
ที�สดุที�ความเขม้ขน้ 20 nM ของอณุหภมู ิ23 OC (88+4 %)   แต่ไมพ่บการพฒันาของโอโอไซท์
เกดิขึ�นในการทดลองชดุนี� (ตารางที� 3 และภาพที� 33) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย LH พบว่า ที�อณุหภมู ิ 25 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัราการรอดสงู เมื�อเปรยีบเทยีบกบัอณุหภมู ิ 23 และ 28 OC (P<0.05)  
และ พบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�น ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ 11 ng/ml 23 OC ที�ชั �วโมง 30 
มกีารพฒันา 2+1 % ที�อุณหภูม ิ25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0%   และที�อณุหภมู ิ28 OC 
ชั �วโมง 30 มกีารพฒันา 1+0 %  ที�ความเขม้ขน้ 33 ng/ml 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 7+1 
%  และที�อณุหภมู ิ25 OC  30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 %  ที�ความเขม้ขน้ 100 ng/ml อณุหภูม ิ
23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 % และที�อณุหภมู ิ25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 %   
ที�ความเขม้ขน้ 300 ng/ml 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 % และที�อณุหภมู ิ 25 OC 30 
ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 % (ตารางที� 3 และภาพที� 34) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium ที�เสรมิ DHP  พบว่า โอโอไซท์
มอีตัรารอดตํ�า 30-40 % โดยมอีตัรารอดตํ�ากว่าชดุควบคมุ อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)  และไม่
พบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในชดุการทดลองนี� (ตารางที� 3 และภาพที� 35) 
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การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย insulin พบว่า ที�อณุหภมู ิ 28 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัราการรอดสงู (P<0.05)  และมกีารพฒันาของโอโอไซท ์ ดงันี� ที�ความ
เขม้ขน้ 6 µM 23 OC 24-30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 % และที�อุณหภมู ิ28 OC 30 ชั �วโมง มี
การพฒันา 6+1 %  ที�ความเขม้ขน้ 8 µM 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 %  และที�
อณุหภูม ิ28 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 4+1%  ที�ความเขม้ขน้ 10 µM 23 OC 30 ชั �วโมง มี
การพฒันา 4+1 % และที�อณุหภูม ิ25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 4+1 %  ที�ความเขม้ขน้ 12 
µM 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 8+2 % และที�อณุหภมู ิ25 OC 24 ชั �วโมง มกีารพฒันา 8+2 
%  และที�อณุหภมู ิ28 OC  36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 % (ตารางที� 4 และภาพที� 36) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย IGF-I   พบวา่ ที�อณุหภมู ิ 25 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัราการรอดสงู (P<0.05)  และพบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซท ์ ดงันี� ที�
ความเขม้ขน้ 10 ng 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 % และที�อุณหภมู ิ 25 OC 24-30 
ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1 %   ที�ความเขม้ขน้ 30 ng 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 9+2 % 
และที�อณุหภมู ิ25 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 %  ที�ความเขม้ขน้ที� 50 ng 30 ชั �วโมง 23, 
25 และ  28 OC มกีารพฒันา 2+1, 3+1 และ 3+1% ตามลาํดบั   ที�ความเขม้ขน้ 100 ng 23 OC 
30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 6+1%  และที� 28 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 % (ตารางที� 4 และ
ภาพที� 37) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย FBS  พบว่า ที� 28 OC โอโอไซท์
โดยรวมมอีตัรารอดสงู (P<0.05)  แต่อยา่งไรกต็ามไม่พบการพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในชดุ
การทดลองนี� (ตารางที� 4 และภาพที� 38) 
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ตารางที � 3  โอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย M-199 medium โดยเสรมิดว้ยฮอรโ์มนและบ่มที� 
อณุหภูมต่ิางๆ 

 

M-199 medium 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

HC
G 

Control 50+2 0 61+7 0 69+2 0 

 10 IU/ml 47+11 0 89+2 0 69+3 0 

 30 IU/ml 52+5 0 86+2 0 43+4 0 

 50 IU/ml 72+5 0 76+2 0 36+4 0 

 100 IU/ml 59+9 0 64+9 0 41+5 0 

Es
tra

dio
l (

E 2
)  20 nM 88+4 0 52+4 0 32+5 0 

 50 nM 58+3 0 53+5 0 42+6 0 

 100 nM 73+2 0 50+4 0 38+4 0 

 200 nM 41+3 0 32+1 0 46+2 0 

LH
 

 11 ng/ml 31+3 2+1 76+4 1+0 41+5 1+0 

 33 ng/ml 41+9 7+1 91+2 6+1 78+2 0 

 100 ng/ml 36+4 3+1 79+2 3+1 68+2 0 

 300 ng/ml 36+4 3+1 92+2 6+1 67+0 0 

DH
P 

 200 nM 38+1 0 31+3 0 33+2 0 

 300 nM 32+1 0 31+1 0 23+2 0 

 500 nM 38+2 0 20+4 0 31+3 0 

 1000 nM 41+3 0 42+3 0 37+1 0 

 1500 nM 37+3 0 38+2 0 8+3 0 
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ตารางที �  4  โอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย  M-199 medium โดยเสรมิดว้ย growth factors  
และบ่มที�อุณหภมูต่ิางๆ 

 

M-199 medium 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Ins
uli

n 

 6 uM 57+9 6+1 63+4 0 73+5 6+1 

 8 uM 49+11 3+1 54+2 0 86+2 4+1 

 10 uM 37+4 4+1 37+4 4+1 71+2 0 

 12 uM 69+3 8+2 69+3 8+2 84+2 2+1 

IG
F-

I 

 10 ng 31+3 6+1 56+2 6+1 49+3 0 

 30 ng 56+14 9+2 69+2 2+1 69+3 0 

 50 ng 52+15 2+1 76+2 3+1 48+4 3+1 

 100 ng 48+3 6+1 67+0 0 61+2 2+1 

FB
S 

1% 32+2 0 50+17 0 58+9 0 

2% 27+9 0 36+4 0 60+9 0 

3% 54+11 0 32+2 0 64+4 0 

5% 29+5 0 30+3 0 68+5 0 

10% 52+7 0 58+9 0 69+3 0 
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ภาพที� 32  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ HCG ที�อุณหภมูต่ิางๆ 
 
 
 

 
 

ภาพที� 33  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ estradiol (E2) ที�อุณหภมู ิ
ต่างๆ 
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ภาพที� 34  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ LH ที�อุณหภมูติา่งๆ 
 
 
 

 
 

ภาพที� 35  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ DHP ที�อุณหภมูติา่งๆ 



  

62

 

 
 

ภาพที� 36  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ insulin ที�อุณหภมูติา่งๆ 
 
 
 

 
 

ภาพที� 37  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ IGF-I ที�อุณหภมูติา่งๆ 
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ภาพที� 38  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย M-199 medium เสรมิ FBS ที�อุณหภมูติา่งๆ 
 
 
 
 
4.3.3  Advanced DMEM/F-12 medium, Hormone, Growth factor และอณุหภมิู 

ไดท้าํการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ยอาหาร Advanced DMEM/F-12 โดยแปร
ผนัความเขม้ขน้ฮอรโ์มนและ growth factor ต่างๆ ที�อณุหภมู ิ23, 25 และ 28 OC   ซึ�งสามารถ
นํามาเปรยีบเทยีบหาประสทิธภิาพของความเขม้ขน้ของฮอรโ์มนต่ออตัราการรอดของโอโอไซท ์
(survival) และการพฒันา (mature) ที�อุณหภมูติา่งกนั (ตารางที� 5 และ 6) 

พบว่า โอโอไซทป์ลาสวายชดุควบคุม มอีตัราการรอดสงูสดุที�อณุหภูม ิ 25 OC 
(70+3 %)    สว่นที�อณุหภมู ิ28 OC มอีตัราการรอดตํ�าที�สดุ (20+12 %)   โดยมคีวามแตกตา่ง
อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) 

ส่วนโอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิฮอรโ์มนและ 
growth factor ต่างๆ พบวา่ ในบางชดุทดลองมกีารพฒันาของโอโอไซท ์ดงันี� 
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การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย HCG  พบว่า ที�อณุหภูม ิ 25 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัรารอดโอโอไซทม์ากกว่าที�อณุหภูม ิ 23 และ 28 OC (P<0.05)  แต่ไม่
พบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซท ์(ตารางที� 5 และภาพที� 39) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารเสรมิดว้ย E2  พบว่า ที�อณุหภมู ิ 23 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัรารอดสงู (P<0.05)   แต่กไ็มพ่บการพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในชดุ
การทดลองนี� (ตารางที� 5 และภาพที� 40) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารเสรมิดว้ย LH  พบวา่ ที�อณุหภมู ิ 25 OC โดย 
รวมโอโอไซท์มอีตัราการรอดของไดด้กีว่าที�อณุหภูม ิ23 และ 28 OC (P<0.05)  และพบว่ามกีาร
พฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�น ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ 11 ng/ml 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1 %  ที�
ความเขม้ขน้ 33 ng/ml 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1 %   ที�ความเขม้ขน้ 100 ng/ml 30 ชั �วโมง มี
การพฒันา 3+1 % (ตารางที� 5 และภาพที� 41) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารเสรมิดว้ย DHP  พบว่า ที� 23 OC โดยรวมโอโอ
ไซทม์อีตัรารอดดกีว่าที�อุณหภมู ิ25 และ 28 OC (P<0.05)  แต่กไ็มพ่บการพฒันาของโอโอไซท์
เกดิขึ�นในชดุการทดลองนี� (ตารางที� 5 และภาพที� 42) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารเสรมิดว้ย insulin  พบว่า ที�อณุหภมู ิ 28 OC  
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัรารอดสงูกว่าที�อณุหภมู ิ 23 และ 25 OC (P<0.05)  และพบว่ามกีาร
พฒันาโอโอไซท ์ ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ 6 µM 23 OC 30ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 %  และที�
อณุหภูม ิ28 OC 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0 %  ที�ความเขม้ขน้ 8 µM 25 OC 36 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 1+0 % และที�ความเขม้ขน้ที� 12 µM 25 OC 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0 % (ตารางที� 6 
และภาพที� 43) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย IGF-I  พบว่า ที�อณุหภมู ิ 25 และ 
28 OC โดยรวมโอโอไซทม์อีตัรารอดของดกีว่าที�อณุหภูม ิ 23 OC (P<0.05)  และพบว่ามกีาร
พฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�น ดงันี� ที�ความเขม้ขน้ของ IGF-I 10 ng  23 OC 30 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 2+1 % และที�อณุหภมู ิ28 OC 36 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0 %  ที�ความเขม้ขน้ 30 ng 
อณุหภูม ิ23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 2+1 %  ที�ความเขม้ขน้ 50 ng 23 OC 30 ชั �วโมงมกีาร
พฒันา 3+1 % และที�อณุหภมู ิ28 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 1+0 %  ที�ความเขม้ขน้ 100 ng 
อณุหภูม ิ 23 OC 30 ชั �วโมง มกีารพฒันา 3+1 % และที�อณุหภมู ิ 25 OC 24-30 ชั �วโมง มกีาร
พฒันา 6+1 % (ตารางที� 6 และภาพที� 44) 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายอาหารที�เสรมิดว้ย FBS  พบว่า ที�อณุหภมู ิ 23 OC 
โดยรวมโอโอไซทม์อีตัราการรอดดกีว่าที�อณุหภูม ิ 25 และ 28 OC อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)   
อยา่งไรกต็ามไม่พบการพฒันาของโอโอไซทใ์นการทดลองชดุนี� (ตารางที� 6 และภาพที� 45) 



  

65

 

 

ตารางที � 5  โอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย Advanced DMEM/F-12 โดยเสรมิดว้ยฮอร์โมนและ
บ่มที�อณุหภมูติ่างๆ 

 

Advanced DMEM/F-12 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

HC
G 

control 38+11 0 70+3 0 20+12 0 

 10 IU/ml 43+10 0 59+13 0 34+2 0 

 30 IU/ml 33+5 0 54+2 0 29+5 0 

 50 IU/ml 43+9 0 52+4 0 26+8 0 

 100 IU/ml 27+7 0 63+4 0 38+17 0 

Es
tra

dio
l (

E 2
)  20 nM 74+7 0 28+7 0 17+7 0 

 50 nM 43+4 0 28+9 0 27+9 0 

 100 nM 32+2 0 22+9 0 31+2 0 

 200 nM 52+5 0 30+3 0 32+2 0 

LH
 

 11 ng/ml 24+8 0 31+2 1+0 34+2 0 

 33 ng/ml 28+9 0 50+3 1+0 46+11 0 

 100 ng/ml 26+7 0 37+4 3+1 37+4 0 

 300 ng/ml 24+5 0 61+7 0 23+9 0 

DH
P 

 200 nM 89+5 0 33+0 0 17+7 0 

 300 nM 56+5 0 30+3 0 38+5 0 

 500 nM 43+9 0 23+9 0 38+11 0 

 1000 nM 40+7 0 36+4 0 41+9 0 

 1500 nM 34+2 0 38+4 0 10+7 0 
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ตารางที � 6  โอโอไซทป์ลาสวายที�เลี�ยงดว้ย  Advanced DMEM/F-12 โดยเสรมิ growth factors  
และบ่มที�อณุหภมูติา่งๆ 

 

Advanced DMEM/F-12 
23°C 25°C 28°C 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Survival 
(%) 

Mature 
(%) 

Ins
uli

n 

 6 uM 27+9 2+1 36+4 0 53+4 1+0 

 8 uM 18+9 0 33+0 1+0 68+2 0 

 10 uM 24+10 0 53+2 0 64+2 0 

 12 uM 34+5 0 52+2 1+1 48+7 0 

IG
F-

I 

 10 ng 29+5 2+1 27+4 0 57+4 1+0 

 30 ng 22+12 2+1 34+2 0 39+5 0 

 50 ng 26+12 3+1 44+8 0 72+7 1+0 

 100 ng 24+8 3+1 54+19 6+1 36+4 0 

FB
S 

1% 44+2 0 24+8 0 24+8 0 

2% 48+2 0 41+9 0 19+7 0 

3% 42+10 0 50+7 0 31+2 0 

5% 76+10 0 28+10 0 34+2 0 

10% 52+5 0 27+12 0 24+8 0 
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ภาพที� 39  การเลี�ยงโอโอไซท์ปลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ HCG 
ที�อุณหภมูติา่งๆ 

 
 

 
 

ภาพที� 40  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ estradiol (E2) 
ที�อุณหภมูต่ิางๆ 
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ภาพที� 41  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ LH 
ที�อุณหภมูติา่งๆ 

 
 
 

 
 

ภาพที� 42  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ DHP 
ที�อุณหภมูติา่งๆ 
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ภาพที� 43  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ insulin 
ที�อุณหภมูต่ิางๆ 

 
 
 

 
 

ภาพที� 44  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12เสรมิ IGF-I 
ที�อุณหภมูติา่งๆ 
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ภาพที� 45  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายดว้ย Advanced DMEM/F-12 เสรมิ FBS 
ที�อุณหภมูติา่งๆ 

 
 
 
 
4.3.4  การเปรียบเทียบอตัราการรอดของการเลี�ยงโอโอไซท์ปลาสวาย  

 โดยนําความเขม้ขน้ของฮอรโ์มน และ growth factor ในระดบัอณุหภูม ิ 23, 25 
และ 28 OC  พบวา่ ตวัแปรทั �งหมดมผีลต่ออตัราการรอดโอโอไซท ์ ดงันี� 

1) การเปรยีบเทยีบในชดุควบคมุ (ไมใ่สส่ารเสรมิใดๆ) พบว่า อาหารเลี�ยง L-15 
medium ใหอ้ตัรารอดของโอโอไซทป์ลาสวายสงูที�สดุ และการบ่มที�อณุหภมู ิ 25 OC ในอาหาร
เลี�ยงทั �ง 3 ชนิด ใหอ้ตัรารอดของโอโอไซทป์ลาสวายสงูที�สดุ 

2)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายในอาหารเลี�ยงเซลล์ L-15 medium ที�อุณหภมู ิ23 
OC  จะเหน็ไดว้่าการเสรมิดว้ย E2 20 nM, IGF-I 30 ng และ FBS 3%  โอโอไซท์มอีตัรารอดสงู 
อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)  โดยไมม่กีารพฒันาของโอโอไซท ์ เมื�อเสรมิดว้ย E2 20 nM และ 
FBS 3%  แต่พบการพฒันาของโอโอไซทส์ูร่ะยะที� 5 เมื�อเสรมิดว้ย IGF-I 30 ng (9+2 %), LH 
33 ng/ml (7+1 %) และ insulin 6 µM (6+1 %)  

3)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวาย ใน L-15 medium เสรมิดว้ย LH 11 ng/ml, IGF-I 
30 ng และ FBS 3 % ที�อุณหภมู ิ 25 OC มอีตัราการรอดโอโอไซทอ์ยูใ่นระดบัที�ด ี (70-90 %)  
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และมกีารพฒันาของโอโอไซทส์ูร่ะยะที� 5 ใน HCG 30 IU/ml (1 %) ซึ�งมอีตัรารอดของโอโอไซท์
มากกว่าที�ความเขม้ขน้ 10 IU/ml แต่ที�ความเขม้ขน้ 10 IU/ml จะมกีารพฒันาของโอโอไซท์
มากกว่า (7+1 %), LH 11 ng/ml (10+2 %), insulin 6 µM (18+2 %) 

4)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใน L-15 medium ที�อุณหภมู ิ 28 OC พบว่าโดย
สว่นใหญ่จะมอีตัรารอดของโอโอไซทค์่อนขา้งน้อย โดยมอีตัรารอดมากที�สดุที�ชดุควบคมุ และ
การเสรมิ LH แต่กพ็บว่ามกีารพฒันาของโอโอไซท ์(ระยะที� 5) LH 100 ng/ml (2+1 %) และมี
การพฒันาในการใช ้Insulin ทกุความเขม้ขน้ในอณุหภมูนิี� 

5)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวาย ใน M-199 medium อณุหภูม ิ23 OC พบว่าการ
เสรมิ E2 20 nM มอีตัราการรอดสงูสดุแต่ไมพ่บว่ามกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�น พบว่ามกีาร
พฒันาของโอโอไซท ์(ระยะที� 5) ที�ทดสอบดว้ย LH 11 ng/ml (2+1 %), insulin 6 µM (6+1 %) 
และ IGF-I 30 ng (9+2 %)  แต่อย่างไรกต็ามในกลุ่มฮอร์โมนนี�ที�มกีารพฒันาของโอโอไซทม์ี
อตัราการรอดของโอโอไซทจ์ากการเลี�ยงที�ค่อนขา้งน้อย 

6)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใน M-199 medium ที�อุณหภมู ิ 25 OC  พบวา่ที� 
HCG 10 IU/ml และ LH 33 ng/ml มอีตัรารอดโอโอไซทส์งูสดุซึ�งพบว่ามกีารพฒันาของโอโอ
ไซทเ์กดิขึ�น (ระยะที� 5) ที� LH 33 ng/ml (7+1 %) และ IGF-I 30 ng (6+1 %)  

7)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใน M-199 medium ที�อุณหภมู ิ28 OC ซึ�งพบวา่ที�
การเสรมิ LH 33 ng/ml และ insulin 8 µM มอีตัราการรอดของโอโอไซทส์งูสดุในการทดลองที�
อณุหภูมแิละอาหารเลี�ยงเซลลน์ี� อกีทั �งพบว่าที�ความเขม้ขน้ของ insulin ดงักล่าวยงัพบว่ามกีาร
เกดิการพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�น (6+1 %) (ระยะที� 5) 

8)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใน DMEM medium ที�อุณหภมู ิ23 OC ซึ�งพบว่าที�
การเสรมิ E2 20 nM, DHP 200 nM และ FBS 5 % ที�ความเขม้ขน้ดงักล่าวมอีตัรารอดโอโอไซท์
ในระดบัที�ดกีว่าสารอื�น (70-90 %) แต่ไม่พบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในสารดงักล่าว 
แต่พบว่ามกีารพฒันาโอโอไซท ์(ระยะที� 5) เกดิขึ�นใน insulin 8 µM (2+1 %) และ IGF-I 10 ng 
(2+1 %) มอีตัราการรอดโอโอไซทท์ี�คอ่นขา้งตํ�า (ประมาณ 30 %) 

9)  การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใน DMEM medium ที�อุณหภมู ิ25 OC ซึ�งพบว่าที�
ชดุควบคุมมอีตัรารอดมากที�สดุเมื�อเปรยีบเทยีบการทดลองใชด้ว้ยฮอรโ์มนต่างๆ ที�มอีตัราการ
รอดค่อนขา้งตํ�า และไมพ่บวา่มกีารพฒันาของโอโอไซทเ์กดิขึ�นในการใชฮ้อรโ์มนที�ความเขม้ขน้
และอณุหภมูดิงักล่าว  

10)  การเลี�ยงโอโอไซทใ์น DMEM medium ที�อุณหภมู ิ 28 OC  พบว่าการเสรมิ 
insulin 8 µM มอีตัรารอดของโอโอไซทม์ากที�สดุและมากกว่าชดุควบคุม แต่ในการเลี�ยงใน
อณุหภูมนิี�โดยสว่นใหญ่อตัรารอดโอโอไซท์จะค่อนขา้งตํ�า และพบว่ามกีารพฒันาของโอโอไซท ์
(ระยะที� 5) ที� IGF-I 10 ng (1 %)  
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สรปุไดว้่า คาดว่าการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายใหเ้กดิการพฒันา อาหารเลี�ยงที�
เหมาะสม คอื L-15 medium ที�อุณหภมู ิ 25 OC  เสรมิดว้ย HCG 10 IU/ml  LH 11 ng/ml 
insulin 6 µM และ IGF-I 100 ng   โดยคาํนึงถงึการใชส้ารที�ความเขม้ขน้ตํ�าที�สุดที�สง่ผลการ
พฒันาสงูที�สดุ 
 
 
 
 

4.4  การทดลองเลี�ยงโอโอไซท์ปลาบกึ 

ไดม้คีวามพยายามในการเลี�ยงโอโอไซทข์องปลาบกึ เพื�อใหม้กีารพฒันาจากระยะที� 
4 โดยใชส้ตูรอาหาร ทั �ง L-15 medium, M-199 medium และ Advanced DMEM/F-12 เสรมิ
ดว้ยฮอรโ์มนและ growth factors ต่างๆ ที�ไดผ้ลจากโอโอไซทป์ลาสวาย   แต่ไมพ่บการพฒันา
ใดๆ และไมส่ามารถเลี�ยงโอโอไซทไ์ดเ้กนิ 12 ชั �วโมง ในทุกชดุทดลอง  

อาจจะเป็นไปไดว้่า โอโอไซทข์องปลาบกึมคีวามไวอย่างมากต่อสภาพที�ไมเ่หมาะ 
สม เชน่ อาหารเลี�ยงที�ใชท้ั �ง 3 ชนิด อาจจะไม่เหมาะสมสาํหรบัโอโอไซทป์ลาบกึ   หรอืโอโอไซท์
ปลาบกึที�เกบ็ตวัอย่างไดม้คีุณภาพตํ�า   อกีทั �งแมป่ลามคีวามเครยีดสงูจากการจบัและขั �นตอน
การเกบ็ตวัอยา่ง 

 
 
 
 

4.5  การวิจารณ์ 

จากการทดลองพบว่าการเสรมิ LH ในการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวาย สามารถทาํให้
โอโอไซทพ์ฒันาจากระยะที� 4 ถงึ ระยะที� 5 ได ้  ซึ�งมกีารศกึษาผลการตอบสนองของเนื�อเยื�อ
ฟอลลเิคลิในระดบั in vitro จากการกระตุน้ดว้ยฮอรโ์มนกลุ่มโกนาโดโทรปิน (FSH และ LH) ต่อ
การผลติสารสเตอรอยดท์ี�มผีลต่อการพฒันาของโอโอไซทใ์น coho salmon จากระยะ 
vitellogenesis จนกระทั �งถงึระยะ final oocyte maturation (FOM)  พบวา่ ฟอลลเิคลิที�ยงัตดิอยู่
กบัโอโอไซท ์ (intact follicle) และฟอลลเิคลิที�แยกออกเป็นชั �น ในระดบั in vitro ของชดุการ
ทดลองที�ทาํการทดสอบดว้ยฮอรโ์มน T, 17OH-P และ DHP มผีลการพฒันาเพิ�มขึ�น เมื�อใช้
รว่มกบัฮอรโ์มนกลุ่มโกนาโดโทรปินรว่มดว้ย (Kagawa et al., 1998) 
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จากการศกึษาการเปลี�ยนแปลงของระดบัสเตอรร์อยดข์องเนื�อเยื�อรงัไข ่ coho 
salmon ในระดบั in vitro มคีวามสมัพนัธเ์กี�ยวกบัการขึ�นลงของระดบั DHP และ E2 ในระบบ
เลอืด ในชว่งฤดผูสมพนัธุ ์ และการพฒันาของโอโอไซทใ์นแต่ละระยะ ดงัการศกึษาใน
ปลาแซลมอน (Planas and Swanson, 1995) และ ผลการทดลองของ Van Der Kraak และ 
Donaldson (1986) ถงึการเพิ�มขึ�นของสารสเตอรร์อยดใ์นรงัไข ่coho salmon จากการผลติ E2 
จนถงึการผลติ DHP ระหวา่งที�มกีารพฒันาการของรงัไขน่ั �น  แสดงใหเ้หน็ว่า FSH ไดม้กีาร
กระตุน้ใหเ้กดิการผลติ E2 จากการสงัเกตใน intact follicle ที�ระยะ central GV โดยการกระตุน้
ใหเ้กดิการผลติ T ที�ชั �น theca cell กอ่น 

อย่างไรกต็ามเมื�อถงึระยะที�มกีารพฒันาอยา่งสมบรูณ์ (peripheral GV stage) 
พบว่าทั �ง FSH และ LH ถูกยบัยั �งไมใ่หม้กีารผลติ E2 ใน granulose layers ที�ถูกแยกออกจาก
ปลาชนิดอื�น  ซึ�งผลตรงนี�น่าจะเป็นไปไดว้่ามกีารเปลี�ยนแปลงอยา่งแน่นอนโดยเขา้มาแทนที�
กลไกการทาํงานของ aromatase ระหวา่งระยะที� GV มกีารเคลื�อนที� (migrating) และระยะที� 
GV อยูท่ี�ขอบเซลล(์peripheral GV stage) การยบัยั �งผลของ LH ในการสรา้ง E2  โดยก่อนที�จะ
เกดิ GVBD เนื�อเยื�อ granulose มรีายงานไวว้่ามผีลต่อ GTH ในการยบัยั �งการผลติ E2 และ 
การทาํงานของ aromatase ดว้ย (Suzuki et al., 1988)  

ในหนู LH จะมคีวามสาํคญัที�จาํเพาะต่อการยบัยั �งเอนไซม ์ aromatase ใน 
luteinizing granulose cells (Richard, 1994) ในเนื�อเยื�อชั �น granulose cells ที�ระยะ GVBD ไม่
พบว่า FSH และ LH มผีลต่อการผลติ E2  และการทาํงานของ aromatase ในระยะนี�มรีะดบัตํ�า
ดว้ยเชน่กนั  แต่ถงึอยา่งไรกต็าม ผลของ intact follicle ที�ระยะ GVBD ยงัคงพบว่ามกีารผลติ 
E2 ที�ระดบัตํ�าเมื�อตอบสนองกบั FSH และ LH  แสดงใหเ้หน็ไดว้่าถงึ FSH และ LH จะมผีลต่อ
การผลติ E2 ในเนื�อเยื�อ granulose layer  อยา่งไรกต็าม ถงึแมว้่าการผลติ E2 จะมกีารลดลงใน
รงัไข ่แต่ FSH และ LH กย็งัสามารถกระตุน้ใหม้กีารผลติ E2 ใน intact follicle ซึ�งสง่ผลใหโ้อโอ
ไซทเ์กดิการพฒันาได ้ 

ในฟอลลเิคลิที�ทาํการแยกชั �น (เหมอืนกบัผลที�เกดิใน intact follicle เชน่กนั) 
ปราศจากการผลติจาก T เป็น E2 ใน granulosa layers (ฟอลลเิคลิที�แยกชั �นออก) จากการแยก
เนื�อเยื�อฟอลลเิคลิชั �น granulose ออกมา ตามผลงานวจิยักอ่นที�ว่ามกีารลดลงหรอืไม่มกีจิกรรม
ของ aromatase เกดิขึ�น ในฟอลลเิคลิปลาแซลมอน ซึ�งกจิกรรมนี�กไ็มไ่ดอ้ยูภ่ายใตก้ารควบคมุ
ของฮอรโ์มนกลุ่มโกนาโดโทรปินดว้ยเชน่กนั (Young et al., 1983; Kanamori, 1988)  

ระหวา่งระยะที�มกีารเคลื�อนที�นิวเคลยีสของโอโอไซท ์ และ โอโอไซทร์ะยะที�มกีาร
พฒันา จากการกระตุน้ของ FSH และ LH  พบว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัในการผลติ 
E2 ซึ�งจะมกีารผลติน้อยลงใน intact follicle ถงึ 15 เท่า เมื�อเปรยีบเทยีบกบัระดบัที�ผลติ E2 
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ปกต ิ และ เมื�อมกีารลดลงของกจิกรรม aromatase (Young et al., 1983; Kanamori et al., 
1988) ดงัที�รายงานไวใ้นปลาแซลมอนอกีหลายชนิด (Young, 1983; Kanamori et al., 1988)  

ในกระบวนการที�มกีารผลติ E2 ลดลงนั �น ใน intact follicle ยงัพบว่ามกีารผลติ 
DHP มากขึ�นอยา่งมนียัสาํคญั  ซึ�งสงัเกตเหน็ไดช้ดัในระยะ FOM  อกีทั �งการผลติ DHP ที�
เพิ�มขึ�นมากนั �นเกดิจากการใช ้ LH ในการกระตุน้เชน่กนั  แสดงใหเ้หน็ว่าการผลติสารสเตอร์
รอยดช์นิดนี�เป็นผลมาจาก LH ไมใ่ช ่FSH  ในชั �น granulose cells แมว้่า FSH จะมผีลต่อการ
กระตุน้ใหม้กีารผลติ 17OH-P โดยชั �น theca layer จากทกุระยะของโอโอไซท ์แต ่FSH กไ็ม่ได้
มผีลต่อการผลติ DHP ใน granulose layers แต่อยา่งใด  ซึ�งผลตรงนี�ยนืยนัจากขอ้มลูที�รายงาน
ไวว้่า จะพบ receptor ของ GTH II ในชั �น granulosa cells (Yan and Swanson, 1992; Miwa 
et al., 1994)  

ผลจากการกระตุน้ของ LH ต่อการผลติ DHP มสีื�อกลางโดยตอ้งผา่น receptor 
ของ GTH II  ซึ�งเป็นไปไดว้่าอาจเป็นการทาํงานรว่มกบั 20β-HSD และ ความสามารถของ LH 
ในการกระตุน้ใหม้กีารผลติ DHP โดย intact follicle และ granulose layer ที�ระยะ Central GV  
อาจจะบอกไดว้่า receptor ของ GTH II อาจจะมอียู่แลว้กอ่นที�จะตอบสนองตอ่ LH ในระบบ
หมนุเวยีนเลอืด และ 20β-HSD นั �นกพ็บว่าถูกกระตุน้ใหท้าํปฏกิริยิาไดอ้ยู่แลว้  ในการศกึษา
ก่อนหน้านี�ไดม้รีายงานไวด้ว้ยว่า GTH ที�มคีวามบรสิทุธิ 3ไม่มากนักจากการเตรยีมกท็าํให ้
granulose cells มกีารผลติ DHP ก่อนที�จะถงึระยะ FOM ดว้ย (Yong et al., 1983; Kanamori 
et al., 1988)  

การผลติ DHP ของ FSH และ LH พบวา่ LH สามารถกระตุน้ใหเ้กดิ GVBD ไดแ้ต่ 
FSH ไมส่ามารถ  แสดงใหเ้หน็ว่า LH สามารถกระตุน้ใหเ้กดิ GVBD ได ้โดยเป็นผลมาจากการ
ที�มกีารผลติ DHP เกดิขึ�นใน granulose cells  และมรีายงานว่า LH เป็นฮอรโ์มนกลุ่ม GTH 
เพยีงชนิดเดยีวเทา่นั �นที�ทาํใหเ้กดิ GVBD ในปลากลุ่มที�ไม่ใชแ่ซลมอน  ซึ�งไดแ้ก่ seabream 
(Kagawa et al., 1998)  ดงันั �นผลตรงนี�น่าจะชี�ใหเ้หน็ไดว้่า LH น่าจะเป็นปจัจยัที�มคีวามสาํคญั
ในการเกดิ FOM ในกลุ่มปลากระดกูแขง็ทั �วไปดว้ยเชน่กนั  ซึ�งการตอบสนองของฟอลลเิคลิที�ทาํ
การแยกเนื�อเยื�อต่อ FSH และ LH ในการผลติสารสเตอรร์อยดน์ั �นมคีวามแตกต่างจาก intact 
follicle 

มกีารยบัยั �งการผลติ E2 เกดิขึ�น จากการใช ้FSH และ LH ใน granulose cells ที�
ระยะ peripheral GV  แต่กพ็บว่าผลของการผลติ E2 โดย intact follicle ใหผ้ลที�ระยะเดยีวกนั
กบังานที�ศกึษาในปลาชนิดอื�น  ซึ�งกฎของการผลติ E2 นั �นอาจจะไม่ไดข้ึ�นอยู่กบัระดบัการ
ทาํงานของ aromatase เท่านั �น  แต่อาจขึ�นอยูก่บัระดบัของ T ที�ผลติขึ�นโดย theca layer ดว้ยก็
ได ้  สว่นปรมิาณที�แตกต่างกนัของสารสเตอรร์อยดท์ี�ผลติไดร้ะหว่างฟอลลเิคลิที�ทาํการแยกชั �น 
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และ intact follicle นั �นพบว่ามปีรมิาณที�แตกต่างกนัดว้ยเชน่กนั เชน่ พบวา่ระดบัของสเตอร์
รอยดท์ี�ผลติไดโ้ดยฟอลลเิคลิที�ทาํการแยกเนื�อเยื�อมสีงูกว่าถงึ 10 เท่า ของ intact follicle  ซึ�ง
ความแตกต่างที�เกดิความคาดหมายตรงนี�อาจจะเป็นไปไดว้่า ฟอลลเิคลิที�ทาํการแยกเนื�อเยื�อ 
กบั intact follicle มคีวามแตกต่างกนัจากอะไรบางอยา่งเขา้มาแทนที�ผลจากการตดิต่อกนั
ภายในระหวา่ง granulose cell และ theca cell ใน intact follicle  เมื�อพจิารณาตรงส่วนนี� มี
หลายปจัจยัที�ผลติโดย theca cell ใน intact follicle ซึ�งน่าจะมผีลต่อการแสดงออกของ 
granulose cell ดว้ย หรอืไมก่เ็ป็นสารธรรมดาที�ไมม่ผีลอะไร  และ น่าจะมสีารชนิดหนึ�งที�เป็น 
insulin-like growth factor I (IGF-I)  ในรงัไขข่องปลากระดกูแขง็สว่นใหญ่จะมกีารผลติไดท้ั �งใน 
granulose และ theca cells (Kagawa et al., 1995)  

  IGF-I เป็นสารที�สามารถเชื�อมตวักบั receptor ในเนื�อเยื�อของฟอลลเิคลิไดท้ั �ง
สองชั �น และ ยงัเป็นสารที�ทาํใหม้ผีลต่อการผลติสารสเตอรร์อยดท์ี�แตกต่างกนัของเนื�อเยื�อฟอลลิ
เคลิแต่ละชั �นดว้ย (Maestro et al., 1997)  

นอกจากนี�แลว้ปรมิาณสารสเตอรร์อยด์ที�แตกตา่งกนัในฟอลลเิคลิที�แยกชั �นเนื�อเยื�อ 
กบัฟอลลเิคลิปกต ิ น่าจะมสีว่นสมัพนัธก์บัปรมิาณสารตั �งตน้ของสเตอรร์อยดท์ี�มอียู่มากใน
เนื�อเยื�อ granulose layer ที�ถูกแยกชั �น  ซึ�งน่าจะบอกไดว้่าการเปลี�ยนแปลงในการสงัเคราะห์
สารสเตอรร์อยดร์ะหว่างที�เกดิ FOM นั �นน่าจะมสีว่นสมัพนัธก์นั  ในสว่นของระดบักลไกลการ
ทาํงานของ FSH และ LH ในพลาสมา และชนิดของ receptor กบัตาํแหน่งที�ตั �ง  อยา่งไรกต็าม 
ปจัจยัอื�นๆอกีหลายตวั เชน่ เกี�ยวกบัการเปลี�ยนแปลงกลไกการทาํงานของ FSH และ LH  ซึ�ง
น่าจะมผีลมาจากระดบัของ growth factor ต่างๆ หรอือาจเป็นการเปลี�ยนแปลงปรมิาณเอนไซม์
ที�เกี�ยวกบัการสงัเคราะหส์เตอรร์อยด ์ ซึ�งไม่สามารถพสิจูน์ได ้  การเพิ�มขึ�นของระดบั LH ใน
ระบบหมนุเวยีนเลอืดระหว่างที�มกีารพฒันาของโอโอไซทร์ะยะทา้ยๆ พบว่าม ี receptor ของ 
GTH II ปรากฏอยูป่รมิาณมาก ทาํใหเ้หน็ว่าเป็นปจัจยัสาํคญัที�ทาํใหม้กีารผลติ 17, 20β-P 
ตามมา และเป็นผลใหเ้กดิ FOM ความสาํคญัในสว่นตรงนี� และปฏกิริยิาที�มคีวามจาํเพาะของ 
LH ระหวา่งที�เกดิ FOM  

มกีารศกึษาระดบั in vitro และสงัเกตถงึความเกี�ยวขอ้งที�ใกลช้ดิกนัระหว่างการ
กระตุน้ใหเ้กดิ upregulation receptor โดยโกนาโดโทรปิน และการพฒันาของ OMC  ซึ�งผลจาก
การทดลองนี�ไดอ้ธบิายเพิ�มเตมิขอ้มลูที�มมีากอ่นเกี�ยวกบัความสมัพนัธข์องสองสารนี� ในระหว่าง
ที�มกีาร oocyte maturation ของ spotted seatrout (Thomas and Patino, 1991) และมผีล
การศกึษา ซึ�งไดว้จิารณ์ไวข้อง Nagahama (1997)  ไดก้ล่าวถงึผลที�ศกึษาในปลาลิ�นหมา 
ระหวา่งที� เกดิ oocyte maturation พบวา่สามารถทาํการกระตุน้ได ้สว่นใหญ่โอโอไซทท์ี�กระตุน้
ไดจ้ะอยูใ่นระยะที�โอโอไซทเ์จรญิเตม็ที�แลว้เท่านั �น (fully grown) ในโอโอไซทข์อง seatrout  ซึ�ง
พบว่าระยะนี�มคีวามเขม้ขน้ของ MIS-receptor เพิ�มสงูถงึ 2 pmol/g ovary ซึ�งเป็นความเขม้ขน้
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สงูสดุที�พบเทา่ๆกบัโอโอไซทข์อง seatrout ในธรรมชาตเิมื�อถงึฤดผูสมพนัธุว์างไข ่  และยงั
พบว่าชว่งระยะเวลาในการกระตุน้ OMC นี�จะเป็นแตช่่วงระยะเวลาสั �นๆ เท่านั �นหลงัจากความ
เขม้ขน้ของ receptor ขึ�นสงูสดุ  อกีทั �งพบว่ามคีวามสมัพนัธ ์ (R= 0.88) ที�ใกลเ้คยีง และ 
สอดคลอ้งกนัมาก ระหวา่งเปอรเ์ซน็ตข์องโอโอไซทท์ี�มคีวามสามารถในการพฒันา และ 
ความสมัพนัธ์กบัการเพิ�มขึ�นของความเขม้ขน้ receptor หลงัจากที�ทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ของ
โกนาโดโทรปินต่างๆ ซึ�งไดแ้ก ่LH-like หรอืสารเคมทีี�มสีว่นในการเพิ�มระดบั cAMP  

จากการทดลองพบว่าทั �ง insulin และ IGF-I ใหผ้ลการพฒันาจากระยะที� 4 เป็น
ระยะที� 5 ไดด้ ี โดยเกดิไดเ้กอืบทุกอณุหภมูติามชนิดของอาหารที�เลี�ยง แต่อตัราการรอดของโอ
โอไซทย์งัคงตํ�า เมื�อเปรยีบเทยีบกบัฮอรโ์มนชนิดอื�นในการเลี�ยง ซึ�งขึ�นอยูก่บัชนิดอาหาร และ 
อณุหภูมกิารเลี�ยงดว้ยเชน่กนั 

ตามที� Dasgupta et al. (2001) ไดท้าํการทดลองใช ้insulin ในการกระตุน้การเลี�ยง
โอโอไซทป์ลาคารฟ์เพยีงอย่างเดยีว ดว้ยการทดลองแบบ in vitro  พบว่าสามารถทาํใหโ้อโอ
ไซทพ์ฒันาจนถงึระยะ GVBD ได ้  แต่จากการทดลองสามารถทาํใหโ้อโอไซทป์ลาสวายพฒันา
จากระยะที� 4 เป็นระยะที� 5 ไดเ้ทา่นั �น  อาจเนื�องมาจากความแตกต่างทางดา้นสรรีวทิยาของ
ปลาแต่ละชนิด และความตอ้งการการกระตุน้ในระดบัของสารที�แตกต่างกนั จงึยงัไม่สามารถ
พฒันาจนถงึระยะ GVBD ได ้  และมกีารกล่าวว่ากลไกการทํางานของ insulin และ IGF-I นั �นมี
การทาํงานที�คลา้ยกนั โดย IGF-I นั �นไดถู้กดดัแปลงมาจาก insulin (Kagawa et al., 1994)  
จากการทดลองพบว่าสารทั �งสองชนิดนี�ใหผ้ลการทดลองที�เทา่ๆกนั และ มผีลในชนิดอาหาร 
รวมทั �งอณุหภมูใินการเลี�ยงที�คลา้ยกนัทั �งในปลาสวาย 

ในการทดลองพบว่าสารที�ทาํใหเ้กดิการพฒันาโอโอไซทม์ากที�สุดไดแ้ก ่ IGF-I ซึ�ง
เกดิขึ�นในปลาสวายที�ความเขม้ขน้ 50 ng (24+2 %) และ 100 ng (23+2 %) ใน L-15 medium 
ที�อุณหภมู ิ 23 OC  จากการศกึษาเกี�ยวกบั insulin-like growth factor-I ที�มกีารใชเ้ป็นสาร
เดี�ยวๆในการกระตุน้ใหเ้กดิ oocyte maturation กพ็บว่าสามารถทาํได ้ในสตัวท์ี�มกีระดกูสนัหลงั
หลายชนิด รวมทั �งสตัว์เลี�ยงลูกดว้ยนม, สตัว์ครึ�งบกครึ�งนํ�า และ ปลากระดกูแขง็ต่างๆ (Kagawa 
et al., 1994; El-Etr et al., 1979; Maller and Koontz, 1981)  

มกีารคน้พบ IGF-I- receptor บนโอโอไซทข์อง Xenopus และ กไ็ดม้กีารโคลน 
(clone) จาก oocyte cDNA library ขึ�นแลว้จากสตัว์ชนิดนี� (Taghon and Sadler, 1994; Zhu 
and Ohan, 1998)  

นอกจากจะพบ post receptor-mediated ของ IGF-I ในโอโอไซทข์อง Xenopus 
แลว้ยงัมกีารคน้พบ mitogen-activated kinase และ cyclin-dependent kinase อกีดว้ย 
(Grigorescu et al., 1994) แต่ยงัขาดขอ้มลูเกี�ยวกบัเรื�องนี�ในกลุม่ปลากระดกูแขง็  
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อย่างไรกต็าม IGF-I และ mRNA (IGF-I) ไดเ้คยถูกคน้พบบา้งแลว้ในรงัไขก่ลุ่ม
ปลากระดกูแขง็ และกโ็อโอไซทด์ว้ย (Kagawa et al., 1995; Duan, 1998)  และ จากรายงาน
เกี�ยวกบั IGF-I กย็งัพบว่ามกีารกระตุน้ใหเ้กดิการสงัเคราะหส์ารสเตอรร์อยดใ์นรงัไข ่ และเกดิ 
oocyte maturation ไดใ้นกลุ่มปลากระดกูแขง็ (Kagawa et al., 1994; Srivastana and Van 
Der Kraak, 1994)  

ปฏกิริยิาของ IGF-I นั �นไดม้กีารจาํลองเลยีนแบบมาจากการทาํปฏกิริยิาของโกนา
โดโทรปินในรงัไขป่ลา red seabream พบว่าทาํใหเ้กดิการพฒันาของโอโอไซทไ์ดส้มบูรณ์ 
(GVBD) ไดเ้หมอืนกนั (Kagawa et al., 1994)  และพบว่า IGF-I กส็ามารถกระตุน้ OMC ใน 
spotted seatrout  กระบวนการนี�กม็คีวามเกี�ยวขอ้งกบัการ upregulation ของ MIS-receptor ที�
เยื�อหุม้เซลลข์องโอโอไซท ์ จากที�ไดม้กีารศกึษาพบว่า IGF-I นั �นไดม้กีารกระตุน้อย่างอื�นเกดิขึ�น
ดว้ยในชว่งที�มกีารเกดิ OMC ใน seabream พบว่ามกีารเพิ�มขึ�นเกี�ยวกบัความเขม้ขน้ของ 
homologous และ heterologous gap junctions (Patino and Kagawa, 1999)  ดงันั �น IGF-I 
จงึน่าจะสามารถใชเ้ป็นสารที�สามารถเลยีนแบบ หรอืแทนปฏกิริยิาที�สาํคญัไดส้องอยา่ง คอื ทั �ง
ของโกนาโดโทรปินในชว่งที�มกีารพฒันาของ OMC และ การ upregulation MIS-receptor ที�เยื�อ
หุม้เซลลแ์ละเพิ�มความเขม้ขน้ของ gap junction ในฟอลลเิคลิของรงัไข ่

แมว้่าจะยงัไม่มกีารพบวา่มคีวามเขม้ขน้ของ IGF-I เพิ�มขึ�นสงูในขณะที� oocyte 
maturation โดยตรงกต็าม  และขอ้มลูเกี�ยวกบักลไกภายในเซลลข์อง IGF-I นั �นกย็งัคงขาด
แคลนอยู ่การสงัเคราะห ์IGF-I ในรงัไขย่งัไม่มปีรากฏว่าควบคมุโดย growth hormone แต่อยา่ง
ใด (Duan, 1998)  ซึ�งกอ็าจเป็นไปไดว้่า IGF-I นั �นอาจจะรวมอยู่กบักระบวนการของโกนาโด
โทรปิน ซึ�งกไ็ดเ้คยมอียูใ่นสว่นของผลวจิารณ์ของ Kagawa et al. (1994)  

ไดม้รีายงานว่าในกระบวนการ oocyte maturation ของ striped bass  สาร IGF-I 
ไมไ่ดม้กีารแสดงออกที�เลยีนแบบจากโกนาโดโทรปินในปลา spotted seatrout (Weber et al., 
1997)  ซึ�งพบว่ามคีวามสมัพนัธก์นัระหว่างการกระตุน้ MIS-receptor และ การพฒันาของ 
OMC และ มผีลแตกต่างเกดิขึ�นหลงัจากที�มกีารทดสอบดว้ย 100 µM porcine insulin กบัโกนา
โดโทรปิน มกีารแสดงใหเ้หน็ว่าใหผ้ลการกระตุน้การเกดิ OMC ไดด้ขี ึ�น แมว้่าจะใหผ้ลทาง
ศกัยภาพแตกต่างกนั ในการตอบสนองต่อ insulin (หรอื IGF-I) และโกนาโดโทรปิน ใน spotted 
seatrout แต่กย็งัมผีลความแตกต่างที�ยงัไมม่คีวามชดัเจนนกั 

อย่างไรกต็ามกลไกที�ควบคุมความเขม้ขน้ของ receptor สารสเตอรร์อยด์ที�เยื�อหุม้
เซลลย์งัคงไดร้บัความสนใจน้อย  และยงัคงมคีวามเขา้ใจไม่มากนัก ไดม้กีารอธบิายไวว้่าโกนา
โดโทรปินสามารถ upregulate ความเขม้ขน้ของ MIS-receptor ในรงัไขท่ี�เจรญิเตม็ที�แลว้ (fully 
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grown ovaries) ในโอโอไซทข์อง Xenopus และ spotted seatrout (Liu and Patino, 1993; 
Thomas and Patino, 1991)  

ในการทดลองกบัอณัฑะและสเปิรม์ของ spotted seatrout และ Atlantic croaker 
ซึ�งมกีารศกึษาเกี�ยวกบั upregulation ของโกนาโดโทรปินต่อ MIS-receptor มสีว่นเกี�ยวขอ้งทั �ง
การสงัเคราะห ์ mRNA และโปรตนี  แต่กย็งัไมพ่บว่า receptor นี�เป็นสื�อกลางที�มผีลต่อการ
สงัเคราะห์สารสเตอรร์อยด์ใหเ้พิ�มขึ�นแต่อยา่งใด  นอกจากนี�ความแตกต่างในกลไกการทาํงาน
ของการเพิ�มขึ�นของความเขม้ขน้ MIS-receptor ที�มผีลต่อการพฒันาของ OMC  ไดม้กีาร
อธบิายไวอ้ยา่งชดัเจนแลว้ในปลา seatrout แสดงใหเ้หน็ไดว้่า รปูแบบของ FOM ทั �งในปลา และ 
สตัว์ครึ�งบกครึ�งนํ�าสามารถเหน็ และเขา้ใจไดอ้ยา่งชดัเจนถงึการควบคมุฮอรโ์มนของ receptor-
steroid ที�เยื�อหุม้เซลลเ์ป็นการทาํงานแบบ non-genomic steroid (ไมเ่กี�ยวกบัการถ่ายทอดสาร
พนัธุกรรมในนวิเคลยีส) (Thomas, 1997; Thomas et al., 1997) 

มรีายงานว่า DHP, estradiol (E2) และ human chorionic gonadotropin (HCG) 
ไมส่ามารถกระตุน้ใหโ้อโอไซทข์อง striped bass (Morone saxatilis) พฒันาจนถงึขั �นสมบูรณ์ได้
ใน IVM  และกล่าววา่ HCG ไมม่ผีลต่อ MIS receptor และไมส่ามารถพฒันาโอโอไซทใ์นชว่ง
การพฒันาระยะสดุทา้ยได ้ (Webber and Sullivan, 2000)  สว่น 17α, 20β-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (DHP) พบว่า ทาํหน้าที�เป็น maturation-inducing hormone (MIH) ระหวา่งที�มี
การพฒันาของโอโอไซทป์ลาทอง (Carassius auratus) (Katsu et al., 1999)  และ มกีารใช้
รว่มกบั cAMP forskolin และ cyanoketone ในการพฒันาโอโอไซทป์ลาดุกดา้น (Clarias 
batrachus) ในหอ้งทดลอง เพื�อใหโ้อโอไซทพ์ฒันาจนถงึระยะสดุทา้ย (Chaube and Haider, 
1997)   จากผลการทดลองนี� พบว่า ไมม่กีารพฒันาเกดิขึ�นในปลาสวาย  อาจแสดงใหเ้หน็ว่าสาร
เหลา่นี�สารใดสารหนึ�งเพยีงชนิดเดยีว ไม่สามารถทาํใหโ้อโอไซทใ์นกลุม่ปลา catfish ทกุชนิด
พฒันาไดเ้มื�อใช ้อาจจะตอ้งมกีารใชค้วบคู่กบัสารชนิดอื�นเพื�อเป็นการเสรมิฤทธิ 3ต่อไป 

จากรายงานว่าโกนาโดโทรปินที�ปลาผลติขึ�นเอง (endogernous gonadotropin) 
หรอื โกนาโดโทรปินที�ฉีดเขา้ไป (exogernous gonadotropin) มผีลทาํใหร้งัไขห่รอือณัฑะสรา้ง
ฮอรโ์มนเพศ สง่ผลใหไ้ข ่และสเปิรม์มคีวามพรอ้มในการปฏสินธนิั �น  ทาํใหม้กีารฉีดฮอรโ์มนเพศ
เขา้ไปในพอ่แมพ่นัธุโ์ดยตรง เพื�อเร่งความสมบูรณ์เพศ (Huat, 1980)  แนวทางดงักล่าวไดเ้ริ�มมี
การประยุกต์อยา่งแพรห่ลายในแมป่ลา แตก่พ็บว่าประสบความสาํเรจ็ในปลาบางชนิดเท่านั �น 
เชน่ การฉีดฮอรโ์มน 17α, 20β, 21-trihydroxy-4-pregnen-3-one ในแม่ปลาสามารถเร่งใหม้กีาร
พฒันาของโอโอไซทส์ูร่ะยะสดุทา้ย และตกไขไ่ด ้โดยไมต่อ้งใชโ้กนาโดโทรปินเลย (Trant et al., 
1986)  
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แต่สว่นใหญ่แมป่ลาที�ไดร้บัการฉีดฮอรโ์มนเพศจะตกไขไ่ดจ้ะตอ้งมโีอโอไซทร์ะยะ
ทา้ยๆเทา่นั �น เนื�องจากการฉีดฮอรโ์มนเพศจะทาํใหร้ะดบัฮอรโ์มนเพศในพลาสมาสงูขึ�นอยา่ง
รวดเรว็ ในระยะเวลาสั �นๆ  ฉะนั �นโอโอไซทท์ี�ตอบสนองไดด้ตีอ้งเป็นโอโอไซทร์ะยะทา้ย ในแม่
ปลาที�มโีอโอไซทร์ะยะตน้ เมื�อไดร้บัการฉีดฮอรโ์มนเพศจะตอบสนองไมด่ ี เนื�องจากตอ้งใช้
ระยะเวลาในการพฒันาของโอโอไซท ์ ในขณะที�ฮอรโ์มนเพศมฤีทธิ 3ในระยะเวลาสั �น จงึไม่
สามารถทาํใหต้กไขไ่ด ้(ภานุ และคณะ, 2539) 

การพฒันาของโอโอไซทจ์นถงึระยะสดุทา้ยน่าจะมสีว่นเกี�ยวขอ้งกบัฟอลลเิคลิ  
เนื�องจากในการทดลองกอ่นหน้านี�ในการพฒันาโอโอไซทป์ลาชนิดต่างๆ แบบ in vitro 
maturation จะเตรยีมตวัอยา่งโดยการผา่ตดัรงัไขแ่ลว้นํามาเลี�ยง โดยจะมฟีอลลเิคลิตดิมาดว้ย 
(Suzuki et al., 1988; Sire and Depeche, 1981; Goetz and Thomas, 1995; Maestro et al., 
1997) 

ในการพฒันาโอโอไซทข์องปลาโดยทั �วไป จะมกีารดูดนํ�าเขา้สูเ่ซลล ์ (hydration) มี
ผลทาํใหข้นาดของโอโอไซทเ์พิ�มขึ�นเลก็น้อย เชน่ ในปลาดกุรสัเซยีในขั �นตอนการเจรญิระยะ
สดุทา้ยของโอโอไซท ์ (ระยะที� 6)  นอกจากจะเกดิการเคลื�อนที�และการสลายของ GV แลว้ยงั
ตามดว้ยการเคลื�อนที�ของไซโตพลาสซมึไปรวมกบัสารประกอบนิวเคลยีสทาง animal pole เกดิ
เป็นลกัษณะนูนขึ�นชดัเจน และในที�สดุเกดิ attachment disc ซึ�งสรา้งโดยเนื�อเยื�อชั �น granulose 
cell ในฟอลลเิคลิ และเกดิชั �นวุน้รอบๆ โอโอไซท ์(Berg, 2003)  ดงันั �นนํ�าน่าจะมสีว่นเกี�ยวขอ้ง
ในกระบวนการพฒันาโอโอไซทโ์ดยสมบูรณ์ดว้ยเชน่กนั  อกีทั �งเมื�อโอโอไซทย์งัอยู่ในฟอลลเิคลิ 
ชอ่งว่างระหว่างฟอลลเิคลิกบัโอโอไซทจ์ะบรรจุไปดว้ยของเหลว (germinal fluid)  ซึ�งของเหลวนี�
ประกอบดว้ยสารประเภทโปรตนีที�เรยีกว่า connexin ซึ�งมกีารศกึษาถงึการเพิ�มขึ�นของระดบั 
mRNA ของ connexin ใน gap junctions (ชอ่งว่างระหว่างโอโอไซท ์และฟอลลเิคลิ พบวา่เกดิ
ระหวา่งที�เกดิ FOM (final oocyte maturation) ในรงัไขข่อง Atlantic croaker (Yoshizaki et al, 
1994; Chang et al, 1999)  อยา่งไรกต็ามผลการทดลองตรงสว่นนี� ถา้นําไปเทยีบโดยสว่นรวม
กบัชนิดของปลากระดกูแขง็นั �นกย็งัไม่มคีวามชดัเจนนัก เพราะวา่มกีารลดลงของ gap junction 
ระหวา่งที� oocyte maturation ในปลา fundulus (Cerda et al, 1993)  
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4.6  สรปุผลการวิจยั 

การเลี�ยงโอโอไซทป์ลาบกึและปลาสวาย ดว้ยอาหารเลี�ยง 3 ชนิด  ไดแ้ก ่Leibovitz 
L-15 medium, Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Advanced DMEM/F-12) 
และ M-199 medium  เสรมิดว้ยกลุ่มฮอรโ์มน 4 ชนิด ไดแ้ก ่human chorionic gonadotropins 
(HCG), luteinizing hormone (LH), 17β-estradiol (E2) และ 17α-20β-dihydroxy-4-pregnen-
3-one (DHP) และเสรมิดว้ย growth factors 3 ชนิด ไดแ้ก่ insulin (from bovine pancrease)  
insulin-like growth factor-I (IGF-I)  และ fetal bovine serum (FBS)  โดยแปรผนัอณุหภูมบ่ิม
ที� 23, 25 และ 28 OC   ไดป้ระสบความสาํเรจ็สาํหรบัโอโอไซทป์ลาสวายในเบื�องตน้เทา่นั �น โดย
มกีารพฒันาจากระยะที� 4 เขา้สูร่ะยะที� 5  โดยไม่มกีารพฒันาถงึระยะที� 6 (ระยะไขส่กุ) ทาํใหไ้ม่
สามารถนําไปทดสอบผสมกบันํ�าเชื�อได ้  อยา่งไรกต็ามไมส่ามารถเลี�ยงโอโอไซท์ปลาบกึดว้ย
สตูรอาหารที�เลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายได ้

สามารสรปุผลการเลี�ยงโอโอไซทป์ลาสวายได ้ดงันี� 

1) L-15 medium เป็นอาหารเลี�ยงเซลลท์ี�ใหอ้ตัรารอดของโอโอไซทป์ลาสวายสงูสดุ  โดย
คา่สงูสดุที�อุณหภมู ิ25 OC ใหอ้ตัรารอด 81+2 % 

2) 25 OC เป็นอุณหภูมบ่ิมที�เหมาะสมสาํหรบัโอโอไซทป์ลาสวาย  โดยใหอ้ตัรารอดสงูสดุ
ในการใชอ้าหารเลี�ยงทั �ง 3 ชนิด 

3) การเสรมิฮอรโ์มน LH ในอาหารเลี�ยง ใหอ้ตัรารอดของโอโอไซทโ์ดยรวมสงู และสามารถ
กระตุน้โอโอไซทป์ลาสวายใหม้กีารพฒันาจากระยะที� 4 ไปสูร่ะยะที� 5   โดยความ
เขม้ขน้ที�เหมาะสม คอื 11 ng/ml ใหอ้ตัรารอด 89+2 % และมกีารพฒันา 10+2 % 

4) การเสรมิ growth factor insulin ชว่ยใหม้กีารพฒันาของโอโอไซทป์ลาสวายได ้  โดย
เขม้ขน้ที�เหมาะสม คอื 6 µM ใหอ้ตัรารอด 57+9 % และมกีารพฒันา 18+2 % 

5) การเสรมิ HCG และ IGF-I ในอาหาร L-15 medium บม่ที� 25 OC ชว่ยกระตุน้ใหม้กีาร
พฒันาของโอโอไซทป์ลาสวายไดเ้ลก็น้อย โดยมคีา่สงูที� HCG 10 IU/ml ใหอ้ตัรารอด 
42+10 % และมกีารพฒันา 7+1 % และ IGF-I 100 ng ใหอ้ตัรารอด 44+10 % และมี
การพฒันา 6+1 % 

6) การเสรมิ estradiol, DHP และ FBS ในอาหาร L-15 medium ไมม่ผีลต่อการพฒันาของ
โอโอไซทป์ลาสวายระยะที� 4 

 
ในการวจิยัครั �งนี� มขีอ้จาํกดัของตวัอยา่งโอโอไซทจ์ากปลาสวายและปลาบกึ ทาํ

การเกบ็ไดเ้พยีงปีละ 1 ครั �งเทา่นั �น   ปลาบกึ 4-6 สปัดาหใ์นชว่งเดอืนพฤษภาคม-มถุินายน และ
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สาํหรบัปลาสวายในชว่งเดอืนพฤษภาคม-ตุลาคม นอกจากนี�แมป่ลาบกึในฟารม์เลี�ยงที�ใหโ้อโอ
ไซทร์ะยะที� 4 มจีํานวนน้อย   ทาํใหก้ารทดลองเลี�ยงโอโอไซทต์อ้งดาํเนินอยา่งรบีเรง่  และตอ้งมี
การรอตวัอยา่งโอโอไซทใ์นรอบปีตอ่ไป  แต่ไดแ้กไ้ขปญัหาโดยวางแผนการทดลองที�ไมจ่าํเพาะ 
เชน่ การทดสอบสารดองใส การศกึษาลกัษณะของโอโอไซทท์ี�ระยะตา่งๆ ใหด้าํเนนิการในชว่ง
นอกฤดวูางไขข่องปลาสวายและปลาบกึ และใชโ้อโอไซทข์องปลาดกุรสัเซยีแทนในการทดลอง 
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