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 เอกสารแนบหมายเลข 2 
 
 
Abstract 

Atrazine is an organic herbicidal compound used to eradicate broadleaf and 
grassy weeds in agricultural crops. Atrazine exposure leads to altered membrane lipid 
composition and cell morphology, induces DNA damage, and changes the level of 
antioxidant enzymes and vitamin E. There are studies demonstrating that atrazine has 
an effect on the reproductive system, possibly due to oxidative stress. The aim of 
this present study was to investigate the effect of atrazine on ovarian follicular cells 
the maturation of porcine oocyte and the development of embryos in in vitro. 
Porcine cumulus-oocyte complexes were cultured with atrazine at 0, 5 or 10 ppb 
and oocyte maturation evaluated. The follicular cells and culture media were 
examined for level of lipid peroxidation and antioxidant status. Mature oocytes from 
normal culture were fertilized in in vitro and cultured in culture media cultured with 
atrazine at 0, 5 or 10 ppb and blastocyst evaluated. We determined that atrazine in 
maturation media increased levels of lipid peroxidation (P<0.05) and decreased the 
antioxidant status and oocyte maturation rate (P<0.05). Atrazine did not effect on 
blastocyst rate but effected on cell number of blastocyst (P<0.05). In conclusion, low 
levels of atrazine can induce lipid peroxidation in follicular cells surrounding the 
oocyte and decrease antioxidant in the media. These conditions may induce follicle 
cell death, consequently inhibit oocyte maturation and decrease cell number of 
blastocyst. 
 
 
Keywords: atrazine, blastocyst, lipid peroxidation, oocyte maturation rate, pig 
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บทคัดย่อ 

อะทราซีนเป็นยาปราบวัชพืชที่ถูกใช้เพ่ือกําจัดหญ้าศัตรูพืชในการเพาะปลูกพืชกสิกรรมการ
ได้รับอะทราซีนโน้มนําให้เกิดการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบไขมันของเย่ือหุ้มเซลล์ลรูปร่างของเซลล์ 
ทําให้ ดี เอ็น เอ เสียหายและเปลี่ยนระดับของสารต้านอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม์และวิตามิน อี มี
การศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าสารอะทราซีนส่งผลต่อระบบสืบพันธ์ุเนื่องจากสภาวะความเครียด
ออกซิเดชัน วัตถุประสงค์ของการทดลองน้ีคือศึกษาผลของสารอะทราซีนต่อฟอลลิคูลาร์เซลล์ของรัง
ไข่ ผลของมันต่อการเจริญของเซลล์ไข่สุกรและการเจริญของตัวอ่อนในหลอดทดลอง เซลล์ไข่ท่ีมีฟอล
ลิคูลาร์เซลล์ล้อมรอบจะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ไข่ท่ีมีสารอะทราซีนผสมอยู่ 0 5 และ 10 พี พี บี 
ตามลําดับ และความสมบูรณ์ของการเจริญของเซลล์ไข่จะถูกประเมิน ฟอลลิคูลาร์เซลล์และอาหาร
เลี้ยงเซลล์ไข่จะถูกตรวจวัดระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันและระดับสารต้านอนุมูลอิสระ เซลล์ไข่ท่ีเจริญ
เต็มท่ีจากการเลี้ยงแบบปกติจะถูกปฏิสนธิและถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงตัวอ่อนท่ีมีสารอะทราซีนผสมอยู่ 
0 5 และ 10 พี พี บี ตามลําดับและทําการประเมินคุณภาพของตัวอ่อน พวกเราพบว่าสารอะทราซีน
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ไข่ เพ่ิมระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ัน (P<0.05) และลดระดับสารต้านอนุมูลอิสระ
และอัตราการเจริญของเซลล์ไข่ (P<0.05) สารอะทราซีนไม่ได้ส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนไป
เป็นระยะบลาสโตซิสแต่ส่งผลต่อจํานวนเซลล์ในระยะบลาสโตซิส สรุปผลการทดลอง สารอะทราซีน
ในระดับตํ่าสามารถกระตุ้นการเกิดลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในฟอลลิคูลาร์เซลล์ที่อยู่ล้อมรอบเซลล์ไข่และ
ลดระดับสารต้านอนุมูลอิสระในอาหารเลี้ยงเซลล์ไข่ สภาวะเช่นน้ีอาจกระตุ้นให้ฟอลลิคูลาร์เซลล์ตาย
ผลที่ตามมาคือเกิดการยับย้ังการเจริญของเซลล์ไข่และยังสามารถลดจํานวนเซลล์ในระยะบลาสโตซิส 
 
 
 
 
คําสําคัญ: สารอะทราซีน บลาสโตซิส ลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ัน อัตราการเจริญของเซลล์ไข่ สุกร
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1. ศึกษาผลของสารอะทราซีนต่อการเจริญและพัฒนาของเซลล์ไข่สุกรในหลอดทดลอง 
2. ศึกษาผลของสารอะทราซีนต่อการเจริญและพัฒนาของตัวอ่อนสุกรในหลอดทดลอง 

วิธีทดลอง 
สารเคมีท้ังหมดยกเว้นท่ีกล่าวไว้ท้ายวิธีการทดลองในแต่ละหัวข้อเป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท Sigma (St. 
Louis, MO, USA) 
การทดลองที่ 1 ผลของสารอะทราซีนต่อการเจริญของเซลล์ไข่สุกรในหลอดทดลอง  
1.1 การเก็บเซลล์ไข่และการเจริญของเซลล์ไข่ในหลอดทดลอง (Oocyte collection and in 
vitro maturation; IVM) 

ทําการเก็บรังไข่สุกรสาวก่อนวัยเจริญพันธ์ุจากโรงฆ่าสุกรและเก็บรักษาในสารละลาย 0.9% 
(w/v) NaCl solution containing 75 mg/ml potassium penicillin G and 50 mg/ml 
streptomycin sulfate ท่ีอุณหภูมิ 30–37°C เพ่ือขนส่งมาที่ห้องปฏิบัติการภายใน 2 ชั่วโมง เซลล์ไข่
ที่มีแกรนูโลซ่าเซลล์ล้อมรอบ (Cumulus-oocyte complexes ;COCs) จะถูกเก็บจากฟอลลิเคิลท่ีมี
ขนาด 3-6 มิลลิเมตร โดยใช้เข็มเบอร์ 18 เจาะทีละ 1 ใบและใส่ลงใน TL-HEPES-PVA ซ่ึง
ประกอบด้วย 114 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 2 mM NaHCO3, 0.34 mM NaH2PO4, 0.5 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 12 mM sorbitol, 10 mM Hepes, 10 mM sodium lactate, 0.2 mM 
sodium pyruvate, 25 mg/ml gentamycin, 65 mg/ml potassium penicillin G, and 1 
mg/ml PVA และทําการเลือก COCs ท่ีมีแกรนูโลซ่าเซลล์ล้อมรอบต้ังแต่ 2 ช้ันขึ้นไปมาทําการล้างใน
น้ํายา IVM ซ่ึงประกอบด้วย BSA-free NCSU 23 (Petters and Wells, 1993) supplemented 
with  10% (v/v) porcine follicular fluid (pFF), 10 IU/ml hCG (Chorulon®, Intervet 
(Thailand) Ltd.), 10 IU/ml eCG (Folligon®, Intervet (Thailand) Ltd.), 2.505 mM  
NaHCO3, 10 μl/ml Antibiotic-Antimycotic (Gibco®, France), and 10 μl/ml GlutaMAX™ 
(Gibco®, France) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงและย้ายไปสู่นํ้ายา IVM ท่ีปราศจาก eCG และ hCG อีก 24 
ช่ัวโมงในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 38 °C 5% CO2และทําการตรวจประเมินอัตราการเจริญของเซลล์ไข่ 
(Maturation rates) 
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1.2 การเติมสารอะทราซีนลงในน้ํายา IVM และการแบ่งกลุ่มการทดลอง 
COCs ท่ีผ่านการคัดเลือกในขั้นตอนก่อนหน้านี้จํานวน 150 เซลล์จะถูกแบ่งเป็น 3 กลุ่มกลุ่มละ 

50 เซลล์และเลี้ยงในน้ํายา IVM ท่ีมีส่วนประกอบต่างกันโดย 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVM ปกติ 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVM ท่ีมีส่วนประกอบของสารอะทราซีน 5 ppb 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVM ท่ีมีส่วนประกอบของสารอะทราซีน 10 ppb 
ซ่ึงเราทําการเลี้ยงและแบ่งกลุ่มในลัษณะน้ีจํานวน 10 ครั้ง 

1.3 การเก็บตัวอย่าง 
หลังจากทําการเลี้ยงในน้ํายา IVM เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอย่างเซลล์ไข่ท่ีทําการ

กําจัดแกรนูโลซ่าเซลล์ท่ีล้อมรอบออก (denuded oocytes) และทําการประเมิน Maturation rates 
ในแต่ละกลุ่มการทดลอง น้ํายา IVM ท่ีมีแกรนูโลซ่าเซลล์อยู่หลังจากขั้นตอนการกําจัดแกรนูโลซ่า
เซลล์ท่ีล้อมรอบจะถูกนําไปป่ันท่ี 700×g เป็นเวลา 20 นาทีท่ี 4 °C และเก็บตะกอนและของเหลว
แยกกันแช่แข็งไว้ท่ีอุณหภูมิ –20°C เพ่ือรอส่งวิเคราะห์ต่อไป 
1.4 การตรวจประเมินอัตราการเจริญของเซลล์ไข่ (Evaluation of Maturation rate) 

เซลล์ไข่ที่ทําการกําจัดแกรนูโลซ่าเซลล์ท่ีล้อมรอบออกจะถูกย้อมด้วย DAPI (the denuded 
oocytes were incubated for 15 min with 20 μM DAPI to label the chromatin for 
evaluation of maturation. Labeled samples were mounted on a glass microscope 
slide in a 2μl droplet of antifade medium (Vectashield, Vector Lab, CA, USA) to retard 
photobleaching) 
1.5 การตรวจประเมินระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชั่น (Lipid hydroperoxide evaluation) 

ตะกอน (แกรนูโลซ่าเซลล์) และของเหลว (นํ้ายา IVM) ท่ีถูกเก็บในข้ันตอนการเก็บตัวอย่างจะ
ถูกตรวจประเมินระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันโดยใช้ 96-well enzyme immunoassay kit (Cayman 
Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA).  
1.6 การตรวจประเมินระดับสารต้านอนุมูลอิสระ 

ของเหลว (นํ้ายา IVM) ท่ีถูกเก็บในข้ันตอนการเก็บตัวอย่างจะถูกตรวจประเมินระดับสารต้าน
อนุมูลอิสระโดยใช้ TAS Randox® kit (Cat No. NX2332, Randox laboratories, Ltd, Crumlin, 
UK) 
1.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

อัตราการเจริญของเซลล์ไข่ ระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันและระดับสารต้านอนุมูลอิสระ
นําเสนอในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และทําการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่ม
การทดลองด้วย ANOVA และหาค่าความสัมพันธ์ของระดับสารอะทราซีนในน้ํายา IVM กับอัตราการ
เจริญของเซลล์ไข่ ระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันและระดับสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้ Pearson’s 
correlation ซ่ึงค่านัยสําคัญกําหนดไว้ท่ี P<0.05 
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การทดลองที่ 2 ผลของสารอะทราซีนต่อการเจริญตัวอ่อนสุกรในหลอดทดลอง 
2.1 การเก็บเซลล์ไข่และการเจริญของเซลล์ไข่ในหลอดทดลอง (Oocyte collection and in 
vitro maturation; IVM) 

ขั้นตอนน้ีกระทําเหมือนขั้นตอน 1.1 และเลี้ยงในน้ํายา IVM ที่ปราศจากสารอะทราซีนโดย
เลี้ยงเซลล์ไข่ทั้งสิ้น 200 เซลล์ 
2.2 การปฏิสนธิของเซลล์ไข่และตัวอสุจิในหลอดทดลอง (In vitro fertilization, IVF) และการ
เจริญของตัวอ่อนในหลอดทดลอง (In vitro Culture, IVC) 

นํ้าเช้ือสุกรแช่แข็งจะถูกละลายท่ี 37 °C และทําการปั่นคัดแยกตัวอสุจิท่ีมีชีวิตด้วยสารละลาย
เปอร์คอลล์แบบ 2 ช้ัน (45/90%) โดยใช้สารละลาย Pig FM (NaCl 90mM, KCl 12 mM, NaHCO3 
25 mM, NaH2PO4 0.5 mM, MgSO4 7H2O 0.5 mM, Sodium Lactate 10 mM, Hepes 10 
mM, CaCl2 2H2O 8 mM, Sodium pyruvate 2 mM, Caffeine Anhydrous 2 mM, BSA 5 
mg/mL) เป็นตัวทําละลาย นําตัวอสุจิท่ีได้เลี้ยงไว้ใน ตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 38 °C 5% CO2 เตรียมเซลล์
ไข่ท่ีได้จากข้ันตอนที่ 2.1 โดยเลือกเซลล์ไข่ทั้งหมด 150 เซลล์และล้างในน้ํายา Pig-FM จํานวน 2 ครั้ง
แบ่งเลี้ยงใน 4-well multidish ท่ีมีนํ้ายา Pig-FM หลุมละ 50 เซลล์ หลังจากน้ันนําตัวอสุจิท่ีเตรียม
ก่อนหน้านี้ปล่อยลงไปเพื่อให้เกิดการปฏิสนธิโดยใช้จํานวนตัวอสุจิ 1,000  ตัวเป็นต่อ 1 เซลล์ไข่ เลี้ยง
ไว้ใน ตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 38 °C 5% CO2 เป็นเวลา 6 ช่ัวโมงและทําการล้างในน้ํายา IVC (BSA-free 
NCSU 23 10× 100 μl/ml, NaHCO3, 100 μl/ml Antibiotic-Antimycotic (Gibco®, France), 
and 10 μl/ml GlutaMAX™ (Gibco®, France), BSA 0.004 g/ml) และทําการเลี้ยงต่อในนํ้ายา 
IVC จนครบ 6 วันโดยเปล่ียนนํ้ายาทุกๆ 2 วัน 
2.3 การเติมสารอะทราซีนลงในน้ํายา IVM และการแบ่งกลุ่มการทดลอง 

คัดเลือก COCs ท่ีผ่านการเลี้ยงในขั้นตอน 2.1 จํานวน 150 เซลล์ แบ่งเป็น 3 กลุ่มกลุ่มละ 
50 เซลล์และเลี้ยงในน้ํายา IVC ท่ีมีส่วนประกอบต่างกันโดย 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVC ปกติ 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVC ที่มีส่วนประกอบของสารอะทราซีน 5 ppb 
- เลี้ยงในนํ้ายา IVC ที่มีส่วนประกอบของสารอะทราซีน 10 ppb 

ซ่ึงเราทําการเลี้ยงและแบ่งกลุ่มในลัษณะน้ีจํานวน 5 ครั้ง 
2.3 การตรวจประเมินอัตราการเจริญของเซลล์ไข่ (Evaluation of Maturation rate) 

จะนําเซลล์ไข่ท่ีเหลือจากขั้นตอนที่ 2.2 ประมาณ 40-45 เซลล์มาทําการตรวจประเมินตาม
ขั้นตอน 1.4 
2.4 การตรวจประเมินคุณภาพของตัวอ่อน 

หลังจาก 6 วันหลังการปฏิสนธิจากขั้นตอนท่ี  2.2 ตัวอ่อนจะถูกคัดแยกและประเมิน 
Blastocyst rate และประเมินคุณภาพโดยย้อม DAPI staining ตามขั้นตอน 1.4 และทําการนับ
จํานวนเซลล์ 
2.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

Blastocyst rate และจํานวนเซลล์ใน Blastocyst นําเสนอในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน และทําการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มการทดลองด้วย ANOVA ซ่ึงค่า
นัยสําคัญกําหนดไว้ท่ี P<0.05 



8 
 

ผลการทดลอง 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์และน้ํายา IVM 

และระดับสารต้านอนุมูลอิสระนํ้ายา IVM มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุ่ม 0ppb 
เม่ือเทียบกับกลุ่ม 5 และ 10 ppb (ตารางที่ 1) อัตราการเจริญของเซลล์ไข่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติท้ัง 3กลุ่ม (ตารางที่ 1) Blastocyst rate มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสําคัญทาง
สถิติท้ัง 3 กลุ่มแต่จํานวนเซลล์ใน Blastocyst ในกลุ่ม 0 ppb มีค่าสูงกว่าอีกทั้ง 2 กลุ่มท่ีเหลืออย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 1) พบว่าระดับอะทราซีนที่เติมลงไปในน้ํายา IVM มีความสัมพันธ์เชิงบวก
กับระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์และนํ้ายา IVM และมีความสัมพันธ์เชิงลบกับอัตรา
การเจริญของเซลล์ไข่และระดับสารต้านอนุมูลอิสระนํ้ายา IVM (รูปที่ 1) นอกจากน้ียังพบว่าอัตราการ
เจริญของเซลล์ไข่มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์และนํ้ายา 
IVMและมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับระดับสารต้านอนุมูลอิสระนํ้ายา IVM (รูปท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 1 แสดงอัตราการเจริญของเซลล์ไข่ ระดับลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์ ระดับลิ
ปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันและระดับสารต้านอนุมูลอิสระในน้ํายา IVM Blastocyst rate และจํานวนเซลล์
ใน Blastocyst เปรียบเทียบกันในในกลุ่มท่ีมีการเติมสารอะทราซีนเข้าไปในนํ้ายา IVM และ IVC 
ตัวแปร ระดับสารอะทราซีน 

0 ppb 5 ppb 10 ppb 
อัตราการเจริญของเซลล์ไข่ (%) 90.4±3.5a 15.2±5.3b 5.2±5.8c 
ระดับลิ ปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันใน
แกรนูโลซ่าเซลล์ 
(nmol/105Cell) 

729.9±25.5a 1210.5±101.4b 1363.0±176.6b 

ระดับลิ ปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันใน
น้ํายา IVM (nmol/μl) 

0.60±0.08a 1.21±0.13b 1.53±0.19b 

ระดับสารต้านอนุมูลอิสระ   
(mmol/l of Trolox) 
 

2.12±0.09a 1.13±0.09b 1.13±0.08b 

Blastocyst rate (%) 16.4±4.6a 15.6±3.8a 15.2±4.1a 
จํ า น ว น เ ซ ล ล์ ใ น  Blastocyst 
(เซลล์) 

111.4±10.7a 85.7±9.2b 69.8±13.9b 

(a,b,c) ท่ีต่างกันในแต่ละแถวแสดงถึงระดับนัยสําคัญที่ต่างกัน (p<0.05) 
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รูปที่ 1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับสารอะทราซีนในนํ้ายา IVM และ (A) Maturation rate, (B) 
Lipid peroxidation in แกรนูโลซ่าเซลล์, (C) Lipid peroxidation in maturation medium and 
(D) Total antioxidant status in maturation medium 
 

 

รูปที่ 2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Maturation rate และ (A) Lipid peroxidation in แกรนูโลซ่า
เซลล์, (B) Lipid peroxidation in maturation medium and (C) Total antioxidant status in 
maturation medium 

r2=0.92 r2=0.95 

r2=0.93 

A B 

C 

D 

r2=0.94 

C 

r2=0.91 
r2=0.89 

A 

B

B 

C D 

r2=0.86 r2=0.93 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

อะทราซีนเป็นสารปราบวัชพืชท่ีให้ผลดีและมีราคาถูก ใช้กันอย่างแพร่หลายในการเพาะปลูก
พืชเกษตรกรรมทั่วโลก ซ่ึงบางครั้งก็ปนเป้ือนลงสู่แหล่งน้ํา ดินและพืชอาหารสัตว์ มีรายงานว่าการ
ได้รับสารอะทราซีนสามารถทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของไขมันที่เป็นองค์ประกอบค์ในระดับเซลล์
และเปลี่ยนแปลงระดับสารต้านอนุมูลอิสระในหนู (Singh et al., 2008a, b) จากผลของการทดลองน้ี
พบว่าสารอะทราซีนที่เติมเข้าไปในนํ้ายา IVM น้ันทําให้เกิดลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์
และทําให้ระดับสารต้านอนุมูลอิสระในน้ํายา IVM ลดลง รายงานก่อนหน้าน้ีแสดงให้เห็นว่าอะทราซีน
ในระดับที่ใช้ในการทดลองไม่ได้มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ไข่ซ่ึงก็สอดคล้องกับการทดลองน้ี (Casas 
et al., 2010) แต่ในการทดลองในคร้ังน้ีพบว่าระดับสารอะทราซีนมีผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ แม้
ว่าอะทราซีนจะไม่ได้ทําให้เกิดการตายของเซลล์ไข่แต่ส่งผลทําให้แกรนูโลซ่าเซลล์ชนิดคูมูลัสท่ี
ล้อมรอบเซลล์ไข่เกิดการหยุดการพัฒนาในน้ํายา IVM ที่เติมสารอะทราซีนลงไป ซ่ึงแกรนูโลซ่าเซลล์
เหล่านี้ทําหน้าท่ีสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ ซ่ึงมีรายงานว่าถ้าจํานวนเซลล์เหล่านี้ลดลงจะมี
ผลทําให้สารที่จําเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ลดลงตามไปด้วยส่งผลให้การเจริญของเซลล์ไข่
หยุดชะงัก (Vatzias and Hagen, 1999) แกรนูโลซ่าเซลล์เหล่าน้ีจะผลิตสารโปรตีนบางชนิดท่ีจําเป็น
กับการเจริญเติบโตของเซลล์ไข่ถ้าจํานวนเซลล์ลดลงปริมาณสารโปรตีนก็จะลดลงตามไปด้วยซ่ึงในการ
ทดลองน้ี แกรนูโลซ่าเซลล์น่าจะได้รับผลกระทบจากสารอนุมูลอิสระทําให้เกิดความเสียหายและตาย
ทําให้ปริมาณสารโปรตีนลดลงส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไข่ (Ducolomb et al., 2013; Silva et 
al., 2014) มีรายงานว่าอะทราซีนกระตุ้นการเกิดลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชั่นและลดสารต้านอนุมูลอิสระใน
เซลล์เม็ดเลือดแดงของหนู (Bhatti et al., 2011) ซ่ึงในการศึกษาในครั้งน้ีเราพบว่าระดับลิปิดเปอร์
ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์และนํ้ายา IVM มีปริมาณเพ่ิมขึ้นในกลุ่มท่ีมีการเติมสารอะทราซีนลงใน
น้ํายา IVM และระดับที่เพ่ิมขึ้นน้ีส่งผลเชิงลบต่อการทํางานของแกรนูโลซ่าเซลล์ 

อะทราซีนถูกรายงานว่าเป็นพิษกับการเจริญของตัวอ่อนเม่ือฉีดเข้าไปในหนูทดลองท่ีขนาด 
1000-2000 mg/kg (Peter and Cook, 1973) การฉีดอะทราซีนในขนาด 30 mg/kg ทําให้เกิดการ
ตายของตัวอ่อนและดูดกลืนกับสู่ร่างกายในแกะ (Binn and Johnson, 1970) ในการเลี้ยงตัวอ่อนหนู
ทดลองในหลอดทดลองนั้นพบว่าในระยะ 2 เซลล์ไม่ได้ส่งผลต่อการเจริญของตัวอ่อนไปเป็นระยะ 
blastocystและจํานวนเซลล์ ซ่ึงในการทดลองในสุกรในคร้ังน้ีพบว่าอะทราซีนไม่ได้ส่งผลต่อการเจริญ
ของตัวอ่อนไปเป็นระยะ blastocyst ซ่ึงสอคล้องกันแต่ส่งผลต่อจํานวนเซลล์ในระยะ Blastocyst ซ่ึง
ในกลุ่มท่ีไม่ได้เติมสารอะทราซีนมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ เติมอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติซ่ึงขัดแย้งกัน 
(McIntosh et al.,2000)  

การทดลองในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าสารอะทราซีนในระดับตํ่าน้ันสามารถส่งผลกระทบต่อการ
เจริญของเซลล์ไข่ในหลอดทดลองได้โดยอาจไปยับยั้งการเจริญของแกรนูโลซ่าเซลล์ที่ล้อมรอบเซลล์ไข่
ทําให้ขาดสารจําเป็นบางชนิดที่ส่งผลต่อการพัฒนาของเซลล์ไข่อีกทั้งยังสามารถลดระดับสารต้าน
อนุมูลอิสระซ่ึงเป็นตัวปกป้องสารอนุมูลอิสระที่จะมาทําความเสียหายต่อแกรนูโลซ่าเซลล์ทําให้ระดับลิ
ปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในแกรนูโลซ่าเซลล์เพ่ิมขึ้นส่งผลให้เกิดการการเจริญของแกรนูโลซ่าเซลล์ดังท่ีได้
กล่าวมาแล้ว ในส่วนของการเจริญของตัวอ่อนสารอะทราซีนไม่สามารถยับย้ังการเจริญของตัวอ่อนไป
เป็นระยะ blastocyst ได้แต่สามารถลดจํานวนเซลล์ในระยะ blastocyst ซ่ึงอาจส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพของตัวอ่อนได้ 
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ได้รับสารอะทราซีนจะส่งผลกระทบต่อผลผลิตหรือไม่ 
2. การหาเซลล์ไข่ที่มีคุณภาพดีนั้นเป็นสิ่งจําเป็นในบางช่วงของการทดลองเช่นในช่วงเดือน
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Abstract  

Atrazine is an organic herbicidal compound used to eradicate broadleaf and grassy 

weeds in agricultural crops. Atrazine exposure leads to altered membrane lipid 

composition and cell morphology, induces DNA damage, and changes the level of 

antioxidant enzymes and vitamin E. There are studies demonstrating that atrazine has 

an effect on the reproductive system, possibly due to oxidative stress. The aim of this 

present study was to investigate the effect of atrazine on ovarian follicular cells and 

the effects on the maturation of porcine oocyte. Porcine cumulus-oocyte complexes 

were cultured with atrazine at 0, 5 or 10 ppb and oocyte maturation evaluated. The 

follicular cells and culture media were examined for level of lipid peroxidation and 

antioxidant status. We determined that atrazine in maturation media increased levels 

of lipid peroxidation (P<0.05) and decreased the antioxidant status and oocyte 

maturation rate (P<0.05). In conclusion, low levels of atrazine can induce lipid 

peroxidation in follicular cells surrounding the oocyte and decrease antioxidant in the 

media. These conditions may induce follicle cell death and consequently inhibit 

oocyte maturation. 
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สารอะทราซีนกระตุ้นให้เกิดลิปิดเปอร์ร็อกซิเดช่ันในฟอลลิคูลาร์เซลล์ของรังไข่และรบกวนการ

เจริญของเซลล์ไข่สุกรในหลอดทดลอง 

นทัธี อํ่าอินทร์ก* รอย เคิร์กวดูข ธีรวฒัน์ ธาราศานิตก มงคล เตชะกาํพุก 

1คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั กรุงเทพฯ ประเทศไทย 10330   

2School of Animal and Veterinary Sciences, University of Adelaide, Roseworthy, SA 5371, 

Australia 

*ผูรั้บผิดชอบบทความ E-mail: nutthee.a@chula.ac.th  (นทัธี อํ่าอินทร์) 

โทร: +662 218 9644; แฟกซ์: +662 252 0738 

บทคดัย่อ 

อะทราซีนเป็นยาปราบวชัพืชท่ีถูกใช้เพ่ือกาํจัดหญ้าศตัรูพืชในการเพาะปลูกพืชกสิกรรมการ

ไดรั้บอะทราซีนโน้มนาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบไขมนัของเยื่อหุ้มเซลลล์รูปร่างของ

เซลล ์ทาํให ้ดี เอน็ เอ เสียหายและเปล่ียนระดบัของสารตา้นอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมแ์ละวิตามิน อี 

มีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าสารอะทราซีนส่งผลต่อระบบสืบพนัธ์ุเน่ืองจากสภาวะความเครียด

ออกซิเดชนั วตัถุประสงคข์องการทดลองน้ีคือศึกษาผลของสารอะทราซีนต่อฟอลลิคูลาร์เซลลข์อง
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รังไข่และผลของมนัต่อการเจริญของเซลลไ์ข่สุกร เซลลไ์ข่ท่ีมีฟอลลิคูลาร์เซลลล์อ้มรอบจะถูกเล้ียง

ในอาหารเล้ียงเซลลไ์ข่ท่ีมีสารอะทราซีนผสมอยู ่0 5 และ 10 พี พี บี ตามลาํดบั และความสมบูรณ์

ของการเจริญของเซลลไ์ข่จะถูกประเมิน ฟอลลิคูลาร์เซลลแ์ละอาหารเล้ียงเซลลไ์ข่จะถูกตรวจวดั

ระดบัลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชัน่และระดบัสารตา้นอนุมูลอิสระ พวกเราพบว่าสารอะทราซีนในอาหาร

เล้ียงเซลลไ์ข่ เพ่ิมระดบัลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชัน่ (P<0.05) และลดระดบัสารตา้นอนุมูลอิสระและอตัรา

การเจริญของเซลลไ์ข่ (P<0.05) สรุปผลการทดลอง สารอะทราซีนในระดบัตํ่าสามารถกระตุน้การ

เกิดลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชัน่ในฟอลลิคูลาร์เซลล์ท่ีอยู่ลอ้มรอบเซลล์ไข่และลดระดบัสารตา้นอนุมูล

อิสระในอาหารเล้ียงเซลลไ์ข่ สภาวะเช่นน้ีอาจกระตุน้ให้ฟอลลิคูลาร์เซลลต์ายและผลท่ีตามมาคือ

เกิดการยบัย ั้งการเจริญของเซลลไ์ข่ 

คาํสําคญั: สารอะทราซีน ลิปิดเปอร์ร็อกซิเดชัน่ อตัราการเจริญของเซลลไ์ข่ สุกร 
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Introduction 

Atrazine is 2-chloro-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine, an organic 

compound used to stop or eradicate the emergence broadleaf and grassy weeds in 

agricultural crops. This compound is both inexpensive and effective and thus is 

suitable for productive systems with very low profit margins, as is often the case with 

maize. Atrazine is the most commonly used herbicide in conservative tillage systems, 

which are designed to prevent soil erosion. There are contamination of atrazine in the 

drinking water of the  pig farm surrounded by agricultural area whose owner use 

atrazine as a herbicidal chemical in Croatia (Gojmerac et al., 1996) and  contamination 

of atrazine was reported in sow feed and water in each week during gestation period 

in Thailand (Am-in and Tuntasuparuk, 2012). Oxidative stress occurs when the 

antioxidant to free radical ratio is imbalanced, leading to production of reactive 

oxygen species (ROS). In aquatic animals and organisms, the residues of herbicides, 

insecticides and heavy metals contaminating the environment are known to stimulate 

antioxidant defensive systems and to induce oxidative damage via ROS production 

(Risso-de Faverney et al., 2001; Achuba and Osakwe, 2003; Liu et al., 2006; 

Monteiro et al., 2006).  In rats, atrazine exposure leads to alteration of acetyl 

cholinesterase (AChE) activity, membrane lipid composition, and erythrocyte 

morphology (Singh et al., 2008b). It also induces DNA damage and change in the 

levels of hepatic antioxidant enzymes and vitamin E, which are major antioxidant 

defenses against damage induced by atrazine in rats (Singh et al., 2008a). ROS, such 

as the hydroxyl radical (OH•), superoxide anion (O2
- ) and hydrogen peroxide (H2O2), 

when at higher than normal  levels can react with biological macromolecules 

potentially leading to enzyme inactivation, lipid peroxidation (LPO), DNA damage 

and even cell death (Peña-Llopis et al., 2003; Banudevi et al., 2006). as aAlthough 
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there are a few studies suggesting atrazine has an effect on the reproductive system, 

currently it is considered only slightly toxic. Several studies report that sexual 

development in frogs was disrupted by atrazine via an increased conversion of 

androgens to estrogens (Hayes et al., 2002; Freeman and Rayburn, 2004; Murphy et 

al., 2006). To our knowledge, there are no data investigating atrazine induced lipid 

peroxidation in ovarian follicular cell membranes and consequent effects on 

maturation of porcine oocytes. The aim of the present study was to investigate the 

effect of atrazine on follicular cells and effects on the maturation of porcine oocytes. 

 

Materials and Methods 

Unless otherwise stated, all reagents used in this study were obtained from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). 

Oocyte collection and in vitro maturation (IVM) 

Ovaries were collected from prepubertal gilts at a slaughterhouse and 

transported within 2 h to the laboratory in 0.9% (w/v) NaCl solution containing 75 

mg/ml potassium penicillin G and 50 mg/ml streptomycin sulfate at 30–37°C. 

Cumulus-oocyte complexes (COCs) were collected by aspiration of 3-6 mm follicles 

into TL-HEPES-PVA composed of 114 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 2 mM NaHCO3, 

0.34 mM NaH2PO4, 0.5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 12 mM sorbitol, 10 mM Hepes, 10 

mM sodium lactate, 0.2 mM sodium pyruvate, 25 mg/ml gentamycin, 65 mg/ml 

potassium penicillin G, and 1 mg/ml PVA, and washed three times with maturation 

medium. The medium used for maturation of oocytes was BSA-free NCSU 23 

(Petters and Wells, 1993) supplemented with  10% (v/v) porcine follicular fluid (pFF), 

10 IU/ml hCG (Chorulon®, Intervet (Thailand) Ltd.), 10 IU/ml eCG (Folligon®, 

Intervet (Thailand) Ltd.), 2.505 mM  NaHCO3, 10 µl/ml Antibiotic-Antimycotic 

(Gibco®, France), and 10 µl/ml GlutaMAX™ (Gibco®, France). The pFF was 
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withdrawn from superficial follicles (3–6 mm in diameter) on maturing pig ovaries 

using an 18 g needle fixed to a 10 ml syringe. The pFF was centrifuged at 1500×g for 

15 min at room temperature to remove cells and debris, and the supernatant stored at -

4°C until used (Naito et al., 1988). Oocytes surrounded by compact and dense 

cumulus cell layers were selected. Groups of 50 COCs were matured for 24 h in 

maturation medium and then matured for a further 24 h in maturation medium without 

eCG and hCG. Maturation rates were evaluated by DAPI staining. 

Atrazine treatment 

150 COCs were equally divided into 3 groups with different culture conditions: 

- COCs cultured under IVM condition as described above (Control; n=50) 

- As for Control, but culture media included 5 ppb of atrazine (AZ5; n=50) 

- As for Control, but culture media included 10 ppb of atrazine (AZ10; n=50)  

This methodology was replicated 10 times 

Sample collection 

At the end of the 2 d culture period, the denuded oocytes were collected and 

evaluated the percentage of mature oocytes in each group. The maturation media with 

granulosa cells were centrifuged at 700×g for 20 min at 4 °C, the pellet and 200 µl of 

supernatant were then frozen separately at –20°C and transported to the laboratory 

waiting for analysis. 

Evaluation of maturation rate 

 To label their microtubules, the denuded oocytes were incubated for 15 min 

with 20 M DAPI to label the chromatin for evaluation of maturation. Labeled 

samples were mounted on a glass microscope slide in a 2 l droplet of antifade 

medium (Vectashield, Vector Lab, CA, USA) to retard photobleaching. 

Lipid hydroperoxide evaluation 
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The pellets and 100 l of supernatants were thawed in a 37°C water bath for 5 

min. Lipids were extracted from the samples using methanol and chloroform 

(Christie, 1982). The lipid hydroperoxide (LPO) was quantified using a commercially 

available 96-well enzyme immunoassay kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, 

USA). 

Total antioxidants in maturation medium 

An aliquot of 100 µl of the supernatant (maturation medium) was analyzed for 

total antioxidant status (TAS) by a commercial TAS Randox® kit (Cat No. NX2332, 

Randox laboratories, Ltd, Crumlin, UK) using a Sunrise Absorbance Reader 

(TECAN®, Austria). The linearity of calibration extended from 0.025 to 2.5 mmol/l 

of Trolox. Inter- and intra-assay coefficients of variation were 6.4% and 5.3%, 

respectively. 

Statistical analysis 

 Maturation rate, the level of lipid peroxide and TAS are presented as 

mean±SD. Data comparison between groups were analyzed using ANOVA. For 

determining normality of the data before applying ANOVA, data were subjected to 

Arc-Sine transformation. Where ANOVA revealed a significant effect (P < 0.05), the 

treatment means were compared using Tukey's test. The correlation between level of 

atrazine in maturation media, maturation rate, levels of LPO and TAS were tested 

using Pearson’s correlation. All analyses used SAS 9.3 (SAS®, Cary, NC, USA). 

 

Results 

Oocyte maturation rate was markedly reduced by inclusion of atrazine in the 

maturation media (90.4±3.5, 15.2±5.3 and 5.2±5.8% for Control, AZ5 and AZ10, 

respectively; P<0.05). The atrazine level in maturation rate was negatively correlated 

(r=0.92, P=0.003) with atrazine level in the maturation media (Fig. 1A). 
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Follicular cell LPO concentrations were increased by inclusion of atrazine in 

the maturation media (729.9±25.5, 1210±101.4, and 1363±176.6 nmol/105 cells for 

Control, AZ5 and AZ10, respectively; P<0.05). Similarly, maturation media LPO was 

increased by atrazine (0.60±0.08, 1.21±0.13, and 1.53±0.16 nmol/µl for Control, AZ5 

and AZ10, respectively; P<0.05). In concert, total antioxidant status was reduced by 

atrazine (2.12±0.09, 1.13±0.09, and 1.13±0.08 mmol/l Trolox for Control, AZ5 and 

AZ10, respectively; P<0.05). Maturation media atrazine inclusion levels were 

positively correlated with follicular call LPO (r=0.95, P<0.05; Fig. 1B), positively 

correlated with media LPO (r=0.86, P<0.05; Fig. 1C) and negatively correlated with 

total antioxidant status (r=0.93, P<0.05; Fig. 1D). 

The lipid peroxidation of follicular cells and maturation media had strong 

negative correlations with maturation rate (r=0.95, P<0.02; Fig 2A and r=0.94, 

P<0.05; Fig 2B, respectively). In concert, total antioxidant status of maturation media 

had a positive correlation with oocyte maturation rate (r=0.97, P=0.01; Fig 2C).  

 

Discussion 

Atrazine is the most commonly used herbicide due to its efficacy and low cost. 

However, its widespread use has resulted in contamination of agricultural crops, water 

and soil. Previous studies have reported that atrazine induced changes in lipid 

composition and hepatic antioxidant enzyme levels in rats (Singh et al., 2008a, b). In 

the present study, atrazine induced lipid peroxidation in porcine ovarian follicular 

cells and also reduced antioxidant level in the in vitro maturation media. A recent 

study demonstrated that atrazine may have a more noticeable effect on oocyte 

maturation than on viability. Although the mechanisms were not determined it could 

imply that atrazine does something to interrupt oocyte development. In the present 

study, there was no evident effect on oocyte viability. This result confirms the finding 
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of Casas et al. (2010) who also noted no effect of atrazine on vitality. The levels of 

atrazine used in the present study are very low. However, effects on oocyte maturation 

rate were evident. Although the atrazine levels we employed will not induce oocyte 

death, we noted that the surrounding cumulus follicular cells appeared to be 

undeveloped when cultured in the presence of atrazine. Follicular cells within the 

follicle surround and support the oocyte and are necessary for oocyte development. 

Their numbers decrease directly in response to reduce the microenvironment of the 

oocyte during follicular maturation (Vatzias and Hagen, 1999). Granulosa cells also 

produce peptides involved in oocyte maturation. This effect was decreased when the 

granulosa cell or peptides were damaged (Ducolomb et al., 2013; Silva et al., 2014) 

agreed with this present study which the granulosa cells were damaged and died by 

ROS.  

Atrazine induced lipid peroxidation and reduced the antioxidant status in rat 

erythrocytes (Bhatti et al., 2011). Similarly, in the present study, granulosa cell and 

maturation media LPO content were increased by atrazine inclusion and this likely 

negatively impacted follicle cell function. Indeed, a recent study reported that 

atrazine-induced oxidative stress and decreased cell viability can occur concurrently 

but that malondialdehyde and ROS production increased at lower concentrations and 

after a shorter period of culture than did cell death, suggesting that atrazine-induced 

oxidative stress is the mechanism for reduction in cell viability (Abarikwu et al., 

2012). The increased antioxidant enzyme levels clearly demonstrates that antioxidant 

gene expression seems to be an adaptive response to oxidative stress, especially 

considering that atrazine has been reported to induce lipid peroxidation in several 

models (Abarikwu et al., 2010; Adesiyan et al., 2011). 

In conclusion, the low level of atrazine employed in the present study can 

induce lipid peroxidation in follicular cell which surrounded the oocyte in in vitro and 
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decrease antioxidant in the media. These conditions may induce follicular cell death 

resulting in inhibition of oocyte maturation in vitro. 
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Figure 1 Correlation between Level of Atrazine in maturation media and (A) 

Maturation rate, (B) Lipid peroxidation in follicular cells, (C) Lipid peroxidation 

in maturation medium and (D) Total antioxidant status in maturation medium 
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Figure 2 Correlation between Maturation rate and (A) Lipid peroxidation in 

follicular cells, (B) Lipid peroxidation in maturation medium and (C) Total 

antioxidant status in maturation medium 

 

 

 

 


