
e 
 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ ผลของรอสโควทิินต่อการสุกของไข่ในหนูถีบจกัรและการเจริญของ       
ตวัอ่อนภายหลงัการปฏิสนธินอกกาย   

 

ผู้เขียน นางสาว วลัลภา  ก๊กมาศ 

 

ปริญญา วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (สรีรวทิยา) 

 

คณะกรรมการทีป่รึกษา ผศ. ดร. พรภิมล  ตั้งชยัสิน   อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 
 ศ. นพ. ธีระพร  วฒุยวนิช  อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
 ผศ. ดร. ชยัณรงค ์ โตจรัส  อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม   

บทคดัย่อ 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคห์ลกัเพื่อพฒันาการเพาะเล้ียงไข่อ่อนโดยวธีิ  Two-step IVM ในหนูถีบจกัร 
และประเมินประสิทธิผลของรอสโควิทินท่ีเติมลงในน ้ ายา Prematuration (PMC)  ต่อการเจริญเต็มท่ี
ของเซลล์ไข่หนูถีบจกัรและการเจริญของตวัอ่อนภายหลงัการปฏิสนธินอกร่างกาย การทดลองท่ี 1 น า
ไข่อ่อนท่ีมีเซลลคิ์วมูลสัลอ้มรอบมาเพาะเล้ียงในน ้ายา PMC ท่ีเติมรอสโควทิินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ( 0, 
12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครโมล) เป็นเวลานาน 3 6 และ 12 ชั่วโมง เพื่อตรวจสอบหาความเขม้ขน้
ของรอสโควิทินและเวลาท่ีเหมาะสมในการยบัย ั้งการคืนสภาพการแบ่งเซลล์แบบไมโอทิคท่ีเกิดข้ึน
เองภายนอกร่างกายของไข่หนูไวท่ี้ระยะ germinal vescicle (GV) ผลจากยอ้มเซลล์ดว้ยสีเฮิกซ์ พบว่า
ไข่อ่อนท่ีมีเซลล์คิวมูลสัล้อมรอบท่ีเพาะเล้ียงในน ้ ายาท่ีเติมรอสโควิทินดว้ยความเขม้ขน้ 25 ไมโคร
โมลเป็นเวลา 3ชั่วโมง สามารถคงค้างไวท่ี้ระยะ GV ได้มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (79.1% และ 25.4%, p <0.001) และมีเพียงเล็กน้อย (18.6%) ท่ีเจริญเขา้สู่
ระยะ germinal vesicle breakdown (GVBD) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (65.8%) (P<0.001)     
 

ในการทดลองท่ี 2 เพื่อศึกษาความสามารถในการเจริญเตม็ท่ีของไข่อ่อนภายหลงัการคงคา้งไวท่ี้ระยะ 
GV ในน ้ ายาเพาะเล้ียงท่ีเติมรอสโคสวิทินท่ีความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมล เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และน ามา
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เพาะเล้ียงต่อในน ้ ายาเพาะเล้ียง IVM จนครบ 24 ชั่วโมง ไข่อ่อนท่ีเพาะเล้ียงแบบ Two-step IVM มี
แนวโน้มเจริญต่อไปจนถึงระยะเมทาเฟสทูได้ดีกว่าไข่อ่อนท่ีเพาะเล้ียงแบบ IVM  ( 76.69% และ 
71.26%) อย่างไรก็ตาม  ไข่อ่อนท่ีเจริญเข้าสู่ระยะเมทาเฟสทูจากทั้งกลุ่ม Two-step IVM และกลุ่ม 
IVM มีจ านวนนอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ( 86.15%, P<0.05) พบวา่เซลล์คิวมูลสัท่ี
ลอ้มรอบไข่แบบแผ่ขยายเต็มท่ีในกลุ่ม Two-step IVM และกลุ่ม IVM น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (100%, P<0.001)  แต่อยา่งไรก็ตามเซลล์คิวมูลสัท่ีลอ้มรอบเซลล์
ไข่แบบแผ่ขยายในกลุ่ม Two-step IVM มากกว่าในกลุ่ม IVM (P< 0.05)  เพื่อศึกษาความสามารถใน
การปฏิสนธินอกร่างกายและการเจริญของตวัอ่อนภายหลงัการเจริญเต็มท่ีของไข่อ่อนนอกร่างกาย ไข่
ระยะเมทาเฟสทูจากทั้ง 3 กลุ่มจะถูกผสมกบัอสุจิของหนูเพศผูแ้ละประเมินอตัราการปฏิสนธิและการ
เจริญของตวัอ่อนท่ีได้ พบว่า อตัราการปฏิสนธิไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัในระหว่างกลุ่ม 
Two-step IVM (76.72%) กลุ่ม IVM (75.13%) และกลุ่มควบคุม (80.58%) เช่นเดียวกนักบั อตัราของ
เซลล์ไข่ท่ีไม่มีการปฏิสนธิจากทั้งกลุ่ม Two-step IVM และกลุ่ม IVM ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (12.70%, 7.40% เปรียบเทียบกบั 9.35%) อยา่งไรก็ตาม อตัราการตายของ
เซลล์ไข่ของหนูถีบจกัรภายหลงัการปฏิสนธินอกร่างกายกบัอสุจิหนูถีบจกัรจากทั้งสองกลุ่ม Two-step 
IVM และกลุ่ม IVM มีมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (10.59%,17.51% 
เปรียบเทียบกบั 1.0%) อตัราการเจริญของตวัอ่อนของหนูถีบจกัรจากระยะ 2-เซลล์ ไปเป็น8-เซลล ์
morula expanded blastocyst และ hatching blastocyst จากกลุ่ม Two-step IVM มีแนวโน้มมากกว่า
กลุ่ม IVM (76.72% และ 75.13%), (32.80% และ 31.22%), (17.46 % และ 14.81%), (11.64% 

และ  7.94%) ตามล าดบั    
 

ผลการทดลองท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีพิสูจน์ไดว้า่การเติมรอสโควิทินลงในน ้ ายาเพาะเล้ียงส่งผลให้เกิด
การยบัย ั้งการเจริญของไข่อ่อนระยะ GV ในหนูถีบจกัรได ้การยบัย ั้งเป็นแบบชัว่คราวและไข่สามารถ
เจริญต่อไปยังระยะ GVBD, MII , cleavage, blastocyst และระยะ hatching ได้เช่นเดียวกับกลุ่ม
ควบคุม ดงันั้นการน ารูปแบบ Two-step IVM ดว้ยรอสโควทิินสามารถปรับปรุงคุณภาพของไข่หนูถีบ
จกัรโดยไม่ส่งผลต่อการเจริญของเซลลไ์ข่ การปฏิสนธิ และการเจริญของตวัอ่อน 
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ABSTRACT 

The aims of this study were to develop a murine two-step IVM model and assess the 

effectiveness of Roscovitine as a prematuration medium on maturation of mouse 

oocytes and subsequent embryo development after in vitro fertilization. In the first 

experiment, the optimal concentration of Roscovitine and exposure time to inhibit 

spontaneous meiotic resumption in mouse GV stage oocytes was determined. Cumulus 

oocyte complexes (COCs) were cultured in PMC medium supplemented with various 

concentrations of roscovitine (0, 12.5, 25 and 100 µM) and assessed the meiotic 

maturation after cultured for 3, 6 and 12 hours. Hoechst staining showed that the COCs 

cultured in 25 µM Roscovitine for 3 hours was the most efficient concentration 

producing meiotic arrest. There was significantly higher (P < 0.0001) proportion of 

oocytes (79.1%) that remained at the GV stage than that of oocytes cultured in absence 

of Roscovitine (25.4%) and the fewest oocytes (18.6%) escaped from the inhibition and 

underwent GVBD when compared with control group (65.8%) (P<0.001).  

 

In the second experiment, the acquisition of oocyte developmental competence by 

maintaining oocytes at the GV stage in vitro via two-step IVM system was assessed. 
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COCs were cultured in PMC medium supplemented with 25 µM Roscovitine for 3 

hours and then matured in a conventional step-wise IVM system up to 24 hours. The 

two-step IVM oocytes trended to reach the MII stage better than conventional IVM 

oocytes (76.69% versus 71.26%). However, the MII oocytes matured from both two-

step IVM and conventional IVM systems were significantly lower than in vivo 

maturation (IVO) control group (86.15%). The fully cumulus cells expansion in two-

step IVM and IVM control (88.85% and 81.53%) were significantly lower than IVO 

control (100%, P<0.001). However, fully expansion of cumulus cells of two-step IVM 

was significantly higher than that of IVM control (P<0.05).   To study the subsequent in 

vitro fertilization and early embryo development, MII oocytes derived from all three 

groups were inseminated with mouse sperm and assessed for their fertilization rate and 

subsequent embryo development. The fertilization rates were not significantly different 

between two-step IVM (76.72%), IVM (75.13%) and IVO (80.58%) groups. Similarly, 

unfertilization rate from both two-step IVM and IVM groups were not significantly 

different from IVO control group (12.70%, 7.40% versus 9.35%). However, the 

degeneration rate of mouse oocytes after insemination from both two-step IVM and 

IVM groups were significantly higher than IVO control group (10.59%, 17.51% versus 

1.0%). Rate of embryo development from 2-cell to 8-cell, morula, expand blastocyst and 

hatching blastocyst stages from two-step IVM tended to be higher than conventional 

IVM (76.72% versus 75.13%), (32.80% versus 31.22%), (17.46 %versus 14.81%), 

(11.64% versus 7.94%), respectively.  

 

The results from the present study demonstrated that supplementation of the PMC 

medium with 25 M Roscovitine resulted in efficient maintaining mouse oocytes at the 

GV stage in vitro. The inhibitory activity was reversible, and oocytes underwent GVBD 

and MII stage, cleavage rate, blastocyst and hatching rate to the same extent as non-

arrested IVM oocytes.   Although a two-step IVM with Roscovitine could not improve 

the quality of mouse oocytes but without compromising subsequent maturation, 

fertilization and embryo development. 

 


