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Biotechnology of Embryo Vitrification

Duangjai  Boonkusol*

ABSTRACT

Cryopreservation can be broadly classified into 2 types, including slow freezing
and rapid freezing (vitrification) methods. Embryos have been cryopreserved mainly by slow
freezing, but this method has not been effective for embryos at early cleavage stage. Vitrification
is an alternative method for the early stage embryos. Vitrification enables rapid cooling of
samples without ice crystals forming with the use of a very high concentration of cryoprotectant.
This method can prevent cell injury from intracellular ice forming, but toxic effects of highly
concentrated cryoprotectants on the cell usually result in some problems. Recently, several
modified carriers used in vitrification have been devised in order to minimize volume of
cryoprotectant solution as much as possible. Electron microscope grid, open pulled straw,
cryoloop, and solid surface have been used as special carriers to achieve higher cooling rate
which can decrease cryoprotectant toxicity and prevent chilling injury. This article summarized
factors supporting or disapproving the use of vitrification, demonstrated its success in assisted
reproductive biotechnology, and described the outline of each vitrification method to provide
evidence for the potential significance of vitrification.
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∫∑π”
°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡ªìπ«‘∏’°“√Àπ÷Ëß∑’Ë™à«¬‡°Á∫√—°…“§«“¡À≈“°À≈“¬∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¢Õß —µ«å∑’Ë¡’

§«“¡ ”§—≠∑“ß‡»√…∞°‘® À√◊Õ —µ«å∑’Ë„°≈â®– Ÿ≠æ—π∏ÿå ´÷Ëß “¡“√∂‡°Á∫√—°…“æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß —µ«åπ—ÈπÊ ‰«â‰¥â
‚¥¬°“√∑”∏π“§“√‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ (embryo banking) ÷́Ëß∑”„Àâ “¡“√∂‡°Á∫·≈–¢π àß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ®“°∑’Ë·ÀàßÀπ÷Ëß‰ª
¬—ß∑’ËÕ’°·ÀàßÀπ÷Ëß‰¥â ·≈–¬—ß¡’ª√–‚¬™πå‡™‘ßæ“≥‘™¬å„π√Ÿª‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™à·¢Áß „π¡πÿ…¬å‡∑§π‘§°“√·™à·¢Áß “¡“√∂
π”¡“„™â√à«¡°—∫°“√º≈‘µ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¿“¬πÕ°√à“ß°“¬ (in vitro embryo production) ‡æ◊ËÕ·°âªí≠À“„πºŸâ¡’∫ÿµ√¬“°
´÷Ëßªí®®ÿ∫—π‡∑§π‘§π’È„™â√à«¡°—∫°“√¬â“¬Ω“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡æ◊ËÕ™à«¬„π°“√ª√—∫ª√ÿßæ—π∏ÿå·≈–‡æ“–æ—π∏ÿå —µ«å‰¥â
∫∑§«“¡π’È‡ªìπ∫∑§«“¡∑’Ë‡√’¬∫‡√’¬ß‡°’Ë¬«°—∫§«“¡°â“«Àπâ“ º≈ ”‡√Á® ·≈–ªí®®—¬∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫°“√·™à·¢Áß
√«¡∂÷ß·π«∑“ß∑’Ë®–™à«¬æ—≤π“‡∑§‚π‚≈¬’™’«¿“æ°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ

À≈—ß®“° Whittingham ·≈–§≥– (1972) [1] ª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡“ å
„πªï §.». 1972 ‰¥â¡’°“√»÷°…“§âπ§«â“ ·≈–«‘®—¬¥â“π°“√·™à·¢Áß ‡æ◊ËÕæ—≤π“ß“π¥â“π°“√°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
µ≈Õ¥¡“ ®π∂÷ßªí®®ÿ∫—π‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«åÀ≈“¬™π‘¥√«¡∑—Èß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¡πÿ…¬å “¡“√∂‡°Á∫‰«â„π√Ÿª¢Õß
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™à·¢Áß ‚¥¬°“√·™à·¢Áß‰¥â√—∫°“√æ—≤π“‡ªìπ‡§√◊ËÕß¡◊ÕÀ≈—°„π°“√‡°Á∫√—°…“æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß∑—Èß —µ«å
‡≈’È¬ß·≈– —µ«åªÉ“

„πªï §.». 1973 Wilmut ·≈– Rowson [2] ‰¥â√“¬ß“π§«“¡ ”‡√Á®„π°“√¬â“¬Ω“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§
·™à·¢Áß¥â«¬°“√≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘Õ¬à“ß™â“Ê (slow freezing) ·≈–∑”≈–≈“¬‚¥¬°“√‡æ‘Ë¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘Õ¬à“ß™â“Ê (slow
thawing) ‡√’¬°«à“ °“√·™à·¢Áß·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘™â“Ê (conventional slow freezing) ´÷Ëß‡ªìπ√Ÿª·∫∫¢Õß
°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëπ‘¬¡®π∂÷ßªí®®ÿ∫—π ‡π◊ËÕß®“°„Àâ§«“¡ª≈Õ¥¿—¬·≈–Õ—µ√“°“√√Õ¥ ŸßÀ≈—ß°“√·™à·¢Áß
·≈–∑”≈–≈“¬ ·µà¥â«¬¢âÕ®”°—¥∫“ßª√–°“√¢Õß°“√·™à·¢Áß·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ßÕ¬à“ß™â“Ê ‡™àπ §«“¡‡ ’¬À“¬
¢Õß‡´≈≈å∑’Ë‡°‘¥®“°‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß ‡§√◊ËÕß¡◊Õ∑’Ë„™â¡’√“§“·æß „πªí®®ÿ∫—π®÷ß‰¥â¡’°“√æ—≤π“°“√·™à·¢Áß„Àâ¡’
√Ÿª·∫∫∑’Ë≈¥¢—ÈπµÕπ·≈–‡«≈“°“√·™à·¢Áß‡ªìπ°“√„™â§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß Ÿß (rapid freezing) ·≈–
§«“¡‡√Á«„π°“√∑”≈–≈“¬ Ÿß (rapid thawing) ‡√’¬°«à“ °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ (vitrification)
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¢—ÈπµÕπ‚¥¬∑—Ë«‰ª¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ª√–°Õ∫¥â«¬¢—ÈπµÕπÀ≈—° 4 ¢—ÈπµÕπ §◊Õ
1. °“√„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ —¡º— °—∫ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß (addition of cryoprotectant)
2. °“√≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ß‡æ◊ËÕ∑”„Àâ‡°‘¥°“√·™à·¢Áß„π‡´≈≈å (freezing) ∑—Èßπ’È°“√≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ß¡“°

À√◊ÕπâÕ¬¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫«‘∏’°“√·™à·¢Áß ·≈â«®÷ß„ à‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ≈ß„π‰π‚µ√‡®π‡À≈«
3. °“√∑”≈–≈“¬ (thawing) ‰ª¬—ßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ª°µ‘‡æ◊ËÕ„Àâ‡´≈≈å “¡“√∂∑”ß“π‰¥â
4. °“√‡®◊Õ®“ß‡Õ“ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢ÁßÕÕ°®“°‡´≈≈å (dilution of cryoprotectant)

°“√·™à·¢Áß·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ßÕ¬à“ß™â“Ê (conventional slow freezing)
Whittingham ·≈–§≥– (1972) [1] ‡ªìππ—°«‘®—¬°≈ÿà¡·√°∑’Ë√“¬ß“π§«“¡ ”‡√Á®„π°“√·™à·¢Áß

‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ßÕ¬à“ß™â“Ê À≈—ß®“°π—Èπ‰¥â¡’°“√»÷°…“·≈–π”«‘∏’π’È¡“„™â„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
ÀπŸ‡¡â“ åÕ¬à“ßµàÕ‡π◊ËÕß [3-4] ‰¥â¡’°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å¥â«¬«‘∏’¥—ß°≈à“«®”π«π¡“°‡æ◊ËÕ‡°Á∫ “¬æ—π∏ÿå
∑’Ë ”§—≠‰«â [5] À√◊Õ‡æ◊ËÕ„™âº≈‘µ transgenic mice [6] ·µàÕ¬à“ß‰√°Áµ“¡«‘∏’π’È¬—ß‰¡àª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®„π°“√
·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–µâπÊ

‡´≈≈å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¡’≈—°…≥–·µ°µà“ß®“°‡´≈≈åÕ◊ËπÊ §◊Õ ¡’‡ª≈◊Õ°‚´πà“ ‡æ≈≈Ÿ´‘¥â“ (zona
pellucida) Àÿâ¡√Õ∫Õ’°™—ÈπÀπ÷Ëß  —¡ª√– ‘∑∏‘Ï°“√´÷¡ºà“πºπ—ß‡´≈≈å¢ÕßπÈ” (permeability coefficient) ·≈–
æ◊Èπ∑’Ëº‘«µàÕª√‘¡“µ√µË”°«à“‡´≈≈åÕ◊ËπÊ ∑”„ÀâµâÕß„™â§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß∑’ËµË”·≈–„™â‡«≈“„π°“√·™à·¢Áß¡“°
°«à“‡´≈≈åÕ◊ËπÊ [7]

„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕµâÕß¬Õ¡√—∫ ‘ËßÀπ÷Ëß°Á§◊Õ Õ—µ√“°“√√Õ¥À≈—ß°“√·™à·¢ÁßÀ√◊ÕÀ≈—ß°“√¬â“¬
Ω“°®–µË”°«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¡à‰¥â·™à·¢Áß ∑—Èßπ’È‡π◊ËÕß®“°‡°‘¥§«“¡‡ ’¬À“¬¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ„π√–À«à“ß°“√·™à·¢Áß
‡™àπ °“√π”‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ„ à„π “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ¡“°°«à“À√◊Õ°“√‡®◊Õ®“ß “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß
ÕÕ°®“°‡´≈≈å ·≈–√«¡∑—Èß®“°°“√·™à·¢Áß‡Õß ‡¡◊ËÕ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡º™‘≠°—∫Õÿ≥À¿Ÿ¡‘µË” ¡—° —ß‡°µ§«“¡º‘¥ª°µ‘∑’Ë
‡°‘¥¢÷Èπ„π√–¥—∫‡ª≈◊Õ°‚´πà“ ‡æ≈≈Ÿ´‘¥â“ ∑’Ë·µ°ÕÕ°®“°°“√·™à·¢Áß·≈–§«“¡º‘¥ª°µ‘¢Õß‡´≈≈å °“√»÷°…“
¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πåÕ‘‡≈Á°µ√Õπ‰¥â· ¥ß∂÷ß§«“¡‡ ’¬À“¬„π√–¥—∫‚§√ß √â“ß‡´≈≈å ºπ—ß‡´≈≈å µ—«‡´≈≈å ®ÿ¥
‡™◊ËÕ¡√–À«à“ß∫≈“ ‚µ‡¡’¬√å (blastomere) [8] ´÷ËßÀ“°¡’‰¡à¡“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ “¡“√∂æ—≤π“µàÕ‰¥â®“°‡´≈≈å∑’Ë‰¡à
‡ ’¬∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë¡’®”π«π‡´≈≈å‡æ’¬ß§√÷Ëß‡¥’¬«°Á “¡“√∂æ—≤π“‰¥â §«“¡‡ ’¬À“¬Õ“®‡°‘¥¢÷Èπ®“°
 “‡Àµÿµà“ßÊ µ—Èß·µà‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß„π‡´≈≈å °“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß§«“¡¥—πÕÕ ‚¡ ‘́  §«“¡‡ªìπæ‘…¢Õß “√ªÑÕß°—π
°“√·™à·¢Áß °“√∫«¡·≈–°“√À¥µ—«¢Õß‡´≈≈å®“°·√ß¥—πÕÕ ‚¡´‘ 

®“°°“√√«∫√«¡¢Õß Vajta ·≈–§≥– „πªï §.». 1997 [9] æ∫«à“°√≥’¢Õß°“√·™à·¢Áß·∫∫
≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘™â“Ê §«“¡‡ ’¬À“¬®–‡°‘¥®“°§«“¡¥—πÕÕ ‚¡ ‘́  ·≈–§«“¡‡ªìπæ‘…¢Õß “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß
‡ªìπ ”§—≠ „π°√≥’¢Õß°“√·™à·¢Áß«‘∑√‘øî‡°™—Ëππ—Èπ´÷Ëß‡ªìπ«‘∏’·™à·¢Áß∑’Ë°”®—¥πÈ”·¢Áß‰¡à„Àâ‡°‘¥¢÷Èπ„π‡´≈≈å ·µà
§«“¡‡ ’¬À“¬®–‡°‘¥®“°§«“¡¥—πÕÕ ‚¡ ‘́  ·≈–§«“¡‡ªìπæ‘…®“° “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë„™â„π§«“¡‡¢â¡¢âπ
 Ÿß¡“° ·µà§«√„™â§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß·≈–°“√∑”≈–≈“¬‚¥¬ºà“π®ÿ¥«‘°ƒµª√–¡“≥ 0 Õß»“‡´≈‡´’¬ 
®–™à«¬≈¥§«“¡‡ ’¬À“¬®“°°“√‡¬Áπ®—¥ ‚¥¬‡©æ“–„π à«π¢Õß‰¢¡—π∑’Ëª√–°Õ∫„π‡´≈≈å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
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°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ (vitrification)
°“√·™à·¢Áß‡´≈≈å‚¥¬«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ‡ªìπÕ’°∑“ß‡≈◊Õ°Àπ÷Ëß∑’Ëπ”¡“„™â„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë¡’

°“√‡®√‘≠Õ¬Ÿà„π√–¬–µâπÊ ¡’√“¬ß“π§«“¡ ”‡√Á®„π°“√„™â«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å§√—Èß
·√°„πªï §.». 1985 ‚¥¬ Rall ·≈– Fahy [10] À≈—ß®“°π—Èπ¡’√“¬ß“π®”π«π¡“°∑’Ë„™â«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ„π°“√·™à
·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡“ å„π√–¬–‚ª√π‘«‡§≈’¬  (pronuclear stage) [11-15]

°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ®”‡ªìπµâÕß„™â “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ Ÿß´÷Ëß¡’§«“¡
‡ªìπæ‘…µàÕ‡´≈≈å‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ‚¥¬‡©æ“–‡´≈≈å‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ„π√–¬– 1 ‡´≈≈å ·≈–‚Õ‚Õ‰´µå [16]  “√ªÑÕß°—π°“√
·™à·¢Áß¡’§«“¡‡À¡“– ¡„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«å·µà≈–™π‘¥·µ°µà“ß°—π ‡Õ∑‘≈’π ‰°≈§Õ≈ (ethylene
glycol) ®—¥‡ªìπ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å¡“°∑’Ë ÿ¥ [17-19] ´÷Ëß
Kasai ·≈–§≥– (1990) [18] √“¬ß“π§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡Õ∑‘≈’π ‰°≈§Õ≈ ∑’Ë‡À¡“– ¡Õ¬Ÿà√–À«à“ß 30% ∂÷ß
40% ‚¥¬∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 30% ·≈– 40% Õ—µ√“°“√‡®√‘≠À≈—ß°“√·™à·¢Áß¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å„π√–¬–¡Õ√Ÿ≈“
‡∑à“°—∫ 98% ·≈– 84% µ“¡≈”¥—∫ √“¬ß“π«‘®—¬„π‚§ à«π¡“°¡—°„™â°≈’‡´Õ√Õ≈‡ªìπ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß
„π√–¥—∫ 1.5 M ´÷Ëß„Àâº≈‰¥â¥’°«à“‰¥‡¡∑‘≈ ´—≈øÕ°‰´¥å (dimethyl sulfoxide) ∑—Èß°≈’‡´Õ√Õ≈ (glycerol)
·≈–æ√Õæ“π‰¥ÕÕ≈ (propandiol) ‡ªìπ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’ºŸâπ‘¬¡„™â‚¥¬°≈’‡´Õ√Õ≈¡—°„™â„π°“√·™à·¢Áß
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«åÀ≈“¬Ê ™π‘¥ ‚¥¬‡©æ“–√–¬–¡Õ√Ÿ≈“ (morula stage) ·≈–√–¬–∫≈“ ‚µ ’́  (blastocyst
stage) ¢Õß‚§ ·µà°≈—∫„™â‰¡à‰¥âº≈°—∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–µâπÊ ¢Õß°√–µà“¬À√◊Õ‚§ „π¢≥–∑’Ëæ√Õæ“π‰¥ÕÕ≈„™â
∑—Èß°—∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–µâπ·≈–√–¬–∑â“¬¢Õß —µ«å∑—Èß Õß™π‘¥ [20] ¢âÕ¥’∑’Ë ”§—≠ §◊Õ æ√Õæ“π‰¥ÕÕ≈´÷¡
‡¢â“‡´≈≈å‰¥â¡“°°«à“ ·≈–°àÕ„Àâ‡°‘¥πÈ”·¢Áß„π‡´≈≈åπâÕ¬°«à“°≈’‡´Õ√Õ≈ ·≈–‰¥‡¡∑‘≈ —́≈øÕ°‰´¥å „πªï
§.». 1992 Voelkel ·≈– Hu [21] ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß™π‘¥µà“ßÊ 4 ™π‘¥ ∑’Ë„™â„π°“√·™à
·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§Õ“¬ÿ 7.0-7.5 «—π æ∫«à“Õ—µ√“°“√‡®√‘≠¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀ≈—ß∑”≈–≈“¬„π “√‡Õ∑‘≈’π ‰°≈§Õ≈
(70%) ¥’°«à“ “√æ√Õ‰æ≈’π ‰°≈§Õ≈ (11%) ‰¥‡¡∑‘≈ —́≈øÕ°‰´¥å (25%) ·≈–°≈’‡´Õ√Õ≈ (30%)

¢âÕ¥’¢Õß°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫°“√·™à·¢Áß·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘≈ßÕ¬à“ß™â“ §◊Õ
«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‰¡àµâÕß„™â‡§√◊ËÕß≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘·∫∫µ—Èß‚ª√·°√¡ (programmable freezing machine) ÷́Ëß¡’√“§“
·æß ·≈– “¡“√∂≈¥¢—ÈπµÕπ·≈–‡«≈“∑’Ë„™â„π°“√·™à·¢Áß [22] Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡ ¢âÕ‡ ’¬‡ª√’¬∫¢Õß«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ
§◊Õ  “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ Ÿß∑’Ë„™â„π«‘∏’π’È®–¡’§«“¡‡ªìπæ‘…¡“°∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß π—°«‘®—¬À≈“¬
°≈ÿà¡æ¬“¬“¡‡æ‘Ë¡Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß„Àâ Ÿß¢÷Èπ ‡æ◊ËÕ≈¥§«“¡‡ªìπæ‘…¢Õß “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë
Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß ·≈–ªÑÕß°—π°“√∂Ÿ°∑”≈“¬®“°°“√‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß ‚¥¬°“√≈¥ª√‘¡“µ√ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√
·™à·¢Áß„ÀâπâÕ¬∑’Ë ÿ¥ ¥—ßπ—Èπ®÷ß¡’°“√æ—≤π“Õÿª°√≥åµà“ßÊ ∑’Ë„™â„π°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡
ª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√·™à·¢Áß„Àâ¥’¬‘Ëß¢÷Èπ (µ“√“ß∑’Ë 1)
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µ“√“ß∑’Ë 1 «‘∏’°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ∑’Ëæ—≤π“„Àâ¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√·™à·¢Áß Ÿß¢÷Èπ

«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ºŸâ»÷°…“
electron microscope (EM) grid vitrification Martino ·≈–§≥– (1996) [23]
open pulled straw (OPS) vitrification Vajta ·≈–§≥– (1998) [24]
cryoloop vitrification (CLV) Lane ·≈–§≥– (1999a,b) [25-26]
solid surface vitrification (SSV) Dinnyes ·≈–§≥– (2000) [26]

À≈—ß®“°¡’°“√æ—≤π“Õÿª°√≥åµà“ßÊ ∑’Ë„™â„π°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ¢÷Èπ ‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ
°“√·™à·¢Áß„Àâ¥’¢÷Èπ æ∫«à“ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√·™à·¢Áß¥â«¬ electron microscope (EM) grid ·≈– open
pulled straw (OPS)  “¡“√∂‡æ‘Ë¡Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß„Àâ Ÿß¢÷Èπ ®“°Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß
«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ·∫∫¥—Èß‡¥‘¡ (conventional straw vitrification) ÷́Ëß„™âÀ≈Õ¥æ≈“ µ‘° 0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ‡ªìπ
2,500 Õß»“‡´≈‡´’¬ /π“∑’ °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ‚¥¬„™â EM grid ‡æ‘Ë¡Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß
‡ªìπ 24,000 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ /π“∑’ ·≈–«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ¥â«¬ OPS ‡æ‘Ë¡Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß‡ªìπ 16,700
Õß»“‡´≈‡´’¬ /π“∑’ [9] cryoloop vitrification (CLV) ‡ªìπ«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—ËπÕ’°∑“ß‡≈◊Õ°Àπ÷Ëß∑’Ë “¡“√∂
≈¥ª√‘¡“µ√ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß «‘∏’π’Èßà“¬µàÕ°“√‡°Á∫„π‰π‚µ√‡®π‡À≈«·≈–‰¡à¡’ªí≠À“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
 Ÿ≠À“¬ «‘∏’ CLV ‰¥â∂Ÿ°π”¡“„™â·™à·¢Áß‚Õ‚Õ‰´µå·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«åÀ≈“¬™π‘¥ ‡™àπ ÀπŸ‡¡â“ å [25]
ÀπŸ·Œ¡ ‡µÕ√å ÀπŸ·√∑ ·≈–‚§ [26] „πªï §.». 2000 Dinnyes ·≈–§≥– [27] √“¬ß“π§«“¡ ”‡√Á®
§√—Èß·√°¢Õß°“√„™â solid surface vitrification (SSV) ·™à·¢Áß‚Õ‚Õ‰´µå‚§ æ∫«à“«‘∏’π’È “¡“√∂√—°…“ ¿“æ
‡¬◊ËÕÀÿâ¡‡´≈≈å¢Õß ‚Õ‚Õ‰´µå‰¥â‡ªìπÕ¬à“ß¥’ ·≈– “¡“√∂π”‰¢à∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß‰ª„™â„π°“√∑”‚§≈ππ‘Ëß‰¥â ”‡√Á®
À≈—ß®“°π—Èπ«‘∏’π’Èª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®·≈–„Àâº≈¥’‡¡◊ËÕπ”¡“„™â·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å„π√–¬–‚ª√π‘«‡§≈’¬ 
[28-30] √–¬– 8 ‡´≈≈å [31] ·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë∂Ÿ°ºà“µ—¥·∫àß (biopsied embryo) [32] „πªï §.». 2003
Begin ·≈–§≥– [33] ‰¥â‡ª√’¬∫‡∑’¬∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß«‘∏’ SSV °—∫ CLV „π°“√·™à·¢Áß‚Õ‚Õ‰´µå
·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·°– æ∫«à“µ—«Õ¬à“ß∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß∑—Èß 2 «‘∏’¡’Õ—µ√“°“√√Õ¥‰¡à·µ°µà“ß®“°µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‰¡àºà“π
°“√·™à·¢Áß

«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ·∫∫µà“ßÊ
1. °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â EM grid

À≈—°°“√¢Õß«‘∏’°“√π’È §◊Õ æ¬“¬“¡·™à·¢Áß¥â«¬§«“¡‡√Á« Ÿß‡π◊ËÕß®“°‚≈À–®–‡¬Áπ®—¥‰¥â‡√Á«°«à“
À≈Õ¥æ≈“ µ‘° 0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ∑’Ë„™â„π«‘∏’ conventional straw vitrification ·≈–æ¬“¬“¡„Àâ¡’ª√‘¡“µ√
¢Õß “√≈–≈“¬∑’Ë‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·¢«π≈Õ¬πâÕ¬∑’Ë ÿ¥

√“¬≈–‡Õ’¬¥¢Õß°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’π’È∑”‚¥¬«“ß°≈ÿà¡‡ÕÁ¡∫√‘‚Õª√–¡“≥ 10-15 ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
„π 0.1 ‰¡‚§√≈‘µ√ ¢Õß “√≈–≈“¬∑’Ë¡’ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß ∫π·ºàπµ–·°√ß‚≈À– ¢π“¥‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß
3.05 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ Àπ“ 0.037 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ ™àÕßµ–·°√ß·µà≈–™àÕß¡’‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß 7 ‰¡§√Õπ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ®–
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‡°“–µ‘¥°—∫·ºàπ‚≈À–¥â«¬·√ß¥÷ßº‘«®“°π—Èπ∑”°“√®ÿà¡·ºàπµ–·°√ß≈ß„π‰π‚µ√‡®π‡À≈«∑—π∑’‚¥¬‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ®–
‰¡àÀ≈ÿ¥ÕÕ°®“°·ºàπ‚≈À– (√Ÿª∑’Ë 1 °)

‰¥â¡’°“√∑¥≈Õß„™â EM grid ·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§√–¬–∫≈“ ‚µ ’́  ‚¥¬∑”‡∑’∫∫°—∫«‘∏’
conventional straw vitrification æ∫«à“Õ—µ√“°“√√Õ¥À≈—ß°“√·™à·™Áß¥â«¬ EM grid  Ÿß°«à“ [34] πÕ°®“°
π’È¬—ß¡’°“√∑¥≈Õß„™â EM grid ·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–∫≈“ ‚µ ’́ ¢Õß¡πÿ…¬å æ∫«à“Õ—µ√“°“√√Õ¥À≈—ß°“√
·™à·¢Áß 82.6% Õ—µ√“°“√µ—Èß§√√¿å 34.1% ·≈–Õ—µ√“°“√‡°‘¥≈Ÿ° 26.8% [35]

¢âÕ¥’¢Õß°“√„™â EM grid §◊Õ
1. §«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß Ÿß¡“° ‚¥¬·ºàπµ–·°√ß‚≈À–®–‡¬Áπ‡√Á«°«à“À≈Õ¥æ≈“ µ‘°
2. ª√‘¡“µ√¢Õß “√≈–≈“¬∑’Ë‚Õ‚Õ‰´µå·¢«π≈Õ¬∫πµ–·°√ßπ—ÈππâÕ¬¡“°‡æ’¬ß 0.1 ‰¡‚§√≈‘µ√

‡∑à“π—Èπ

2. °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â OPS
°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â OPS ‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ëæ¬“¬“¡„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·¢«π≈Õ¬„π

πÈ”¬“∑’Ë¡’ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢ÁßπâÕ¬∑’Ë ÿ¥‡∑à“∑’Ë®–∑”‰¥â·≈–„™â«‘∏’°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ Vajta ·≈–
§≥– (1995) [36] ‰¥â√“¬ß“πº≈ ”‡√Á®¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§√–¬–µâπÊ §◊Õ √–¬– 8, 16 ‡´≈≈å
·≈–¡Õ√Ÿ≈“√–¬–µâπ‰¥â‡ªìπº≈ ”‡√Á® ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’∫√√®ÿ„πÀ≈Õ¥æ≈“ µ‘° 0.25
¡‘≈≈‘≈‘µ√ ´÷Ëß‰¡à¡’Õ—µ√“√Õ¥‡≈¬

√“¬≈–‡Õ’¬¥¢Õß«‘∏’π’È §◊Õ °“√·™à·¢Áß„πÀ≈Õ¥æ≈“ µ‘°¢π“¥ 0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ∑’Ë„™â°—π∑—Ë«‰ª
·µà∑”°“√¥÷ß„Àâ‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß·≈–®“°§«“¡Àπ“¢Õßºπ—ßÀ≈Õ¥≈¥≈ßª√–¡“≥§√÷ËßÀπ÷Ëß ®“°‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß
1.7 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ ‡ªìπ 0.8 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ ·≈–§«“¡Àπ“®“° 0.15 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ ‡ªìπ 0.07 ¡‘≈≈‘‡¡µ√ (√Ÿª∑’Ë 1 §)
·≈â«¥Ÿ¥‡Õ“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡¢â“‰ª¥â«¬·√ß¥Ÿ¥Õ—µ‚π¡—µ‘ ‡¡◊ËÕª≈“¬À≈Õ¥ —¡º— °—∫¢Õß‡À≈« (capillary effect)
∑”„Àâ¡’ª√‘¡“µ√¢Õß‡À≈«‡æ’¬ß 2-3 ‰¡‚§√≈‘µ√ ‰¡àµâÕßªî¥ª≈“¬À≈Õ¥·≈â«π”‰ª·™à„π‰π‚µ√‡®π‡À≈«∑—π∑’

¢âÕ¥’¢Õß°“√„™â OPS §◊Õ
1. ®“°°“√∑’Ëºπ—ß¢ÕßÀ≈Õ¥∫“ß≈ß∑”„Àâ°“√‡ªìπ©π«π§«“¡√âÕπ≈¥≈ß
2. ª√‘¡“µ√¢Õß¢Õß‡À≈«∑’Ë‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™àÕ¬Ÿà≈¥≈ß‡π◊ËÕß®“°‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß¢ÕßÀ≈Õ¥≈¥≈ß
3. ·√ß¥Ÿ¥‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÕ—µ‚π¡—µ‘®“°À≈Õ¥∫√√®ÿ∑’Ë¡’‡ âπºà“»Ÿπ¬å°≈“ß¢π“¥‡≈Á°∑”„Àâ∫√√®ÿ

‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰¥â√«¥‡√Á«·≈–ßà“¬¢÷Èπ
4. „™â‡«≈“„π°“√·™à·¢ÁßπâÕ¬
5. °“√∑”≈–≈“¬¥â«¬°“√‡ªî¥ª≈“¬À≈Õ¥∑‘Èß‰«â∑”„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ —¡º— °—∫ “√‡®◊Õ®“ß‚¥¬µ√ß
6. æ∫«à“¡’§«“¡‡ ’¬À“¬„π√–¥—∫¢Õß‡ª≈◊Õ°‚´πà“ ‡æ≈≈Ÿ´‘¥â“πâÕ¬¡“° ‡ªìπ‰ª‰¥â«à“°“√‡ªî¥

ª≈“¬À≈Õ¥‰«â∑”„Àâ‰¡à¡’Õ“°“»Õ¬Ÿà¿“¬„πÀ≈Õ¥ ´÷Ëß¡—°®–‡°‘¥§«“¡¥—π‡¡◊ËÕ‡«≈“·™à·¢Áß·≈–∑”≈–≈“¬
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3. °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â cryoloop (CLV)
°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â cryoloop ‡ªìπ«‘∏’∑’Ëæ—≤π“¡“À≈—ß®“°°“√„™â OPS ‡æ◊ËÕ

æ¬“¬“¡„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·¢«π≈Õ¬„ππÈ”¬“∑’Ë¡’ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢ÁßπâÕ¬°«à“ ÷́Ëß à«π„À≠à®–π”¡“„™â°—∫‡´≈≈å∑’Ë
‰«µàÕ°“√·™à·¢Áß¡“° ‡™àπ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–µâπÊ [37] ¡’√“¬ß“πº≈ ”‡√Á®¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¡πÿ…¬å√–¬–
µâπ (6-8 ‡´≈≈å) ‚¥¬„™â cryoloop ‰¥â‡ªìπº≈ ”‡√Á® Õ—µ√“°“√µ—Èß§√√¿å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™à·¢Áß‡ªìπ 44% [38]

√“¬≈–‡Õ’¬¥¢Õß«‘∏’π’È §◊Õ °“√„™âÀà«ß (loop) ́ ÷ËßµàÕ°—∫¥â“¡®—∫‚≈À– ‡µπ‡≈  (stainless steel)
Àà«ß¥—ß°≈à“« ∑”®“°‡ âπ¥â“¬‰π≈Õπ (nylon) ¡’¢π“¥‡ âπºà“π»Ÿπ¬å°≈“ß¢ÕßÀà«ß 20 ‰¡§√Õπ À≈—ß®“°
®ÿà¡Àà«ß„π “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡æ◊ËÕπ”‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·≈– “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß‡æ’¬ß
0.5-1 ‰¡‚§√≈‘µ√ ∫√√®ÿÕ¬Ÿà„πÀà«ß·≈â« „ àÀà«ßæ√âÕ¡¥â“¡®—∫„πÀ≈Õ¥ 2 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ∑’Ë·™àÕ¬Ÿà„π‰π‚µ√‡®π‡À≈«
∑—π∑’ (√Ÿª∑’Ë 1 ¢)

¢âÕ¥’¢Õß°“√„™â cryoloop §◊Õ
1. ‰¡à¡’©π«π§«“¡√âÕπ√–À«à“ß‰π‚µ√‡®π‡À≈«°—∫ “√≈–≈“¬·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
2. ª√‘¡“µ√¢Õß¢Õß‡À≈«∑’Ë‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™àÕ¬Ÿà≈¥≈ß
3.  “¡“√∂∫√√®ÿ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰¥â√«¥‡√Á«
4. „™â‡«≈“„π°“√·™à·¢ÁßπâÕ¬
5. °“√∑”≈–≈“¬ßà“¬¡“°¢÷Èπ·≈–∑”„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ —¡º— °—∫ “√‡®◊Õ®“ß‚¥¬µ√ß

4. °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â solid surface (SSV)
°“√·™à·¢Áß«‘∏’ SSV ‡ªìπ«‘∏’∂Ÿ°æ—≤π“¢÷Èπ„πªï §.». 2000 ‚¥¬ Dinnyes ·≈–§≥– [27]

‡æ◊ËÕæ¬“¬“¡≈¥ª√‘¡“µ√ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß„ÀâπâÕ¬∑’Ë ÿ¥ ·≈–‡æ‘Ë¡Õ—µ√“§«“¡‡√Á«„π°“√·™à·¢Áß„Àâ
‡√Á«¡“°∑’Ë ÿ¥‚¥¬„™âº‘«‚≈À–‡Àπ’Ë¬«π”§«“¡‡¬Áπ

√“¬≈–‡Õ’¬¥¢Õß°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’π’È∑”‚¥¬À¬¥°≈ÿà¡‡ÕÁ¡∫√‘‚Õª√–¡“≥ 10-15 ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ „π
 “√≈–≈“¬∑’Ë¡’ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß 1-2 ‰¡‚§√≈‘µ√ ∫πº‘«‚≈À–∑’Ë™—°π”„Àâ‡¬Áπ‚¥¬À≈àÕ¥â«¬‰π‚µ√‡®π
‡À≈«°àÕπ (√Ÿª∑’Ë 1 ß)

¢âÕ¥’¢Õß°“√„™â SSV §◊Õ
1. ‰¡à¡’©π«π§«“¡√âÕπ√–À«à“ß‰π‚µ√‡®π‡À≈«°—∫ “√≈–≈“¬·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
2. ª√‘¡“µ√¢Õß¢Õß‡À≈«∑’Ë‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™àÕ¬ŸàπâÕ¬°«à“°“√„™âÀ≈Õ¥æ≈“ µ‘°¢π“¥ 0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√

∑’Ë„™â„π«‘∏’ conventional straw vitrification
3. °“√∑”≈–≈“¬∑”„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ —¡º— °—∫ “√‡®◊Õ®“ß‚¥¬µ√ß
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√Ÿª∑’Ë 1 Õÿª°√≥å·≈–°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ·∫∫µà“ßÊ

°. °“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ‚¥¬„™â EM grid „π¢—ÈπµÕπ¢≥–°“√À¬àÕπ EM grid ∑’Ë¡’
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ≈ß„π∂—ß‰π‚µ√‡®π‡À≈« (A) ·≈–®ÿà¡≈ß„π‰π‚µ√‡®π‡À≈« (B) [39]

¢. cryoloop ·≈–À≈Õ¥‡°Á∫∑’Ë¡’Ω“ªî¥ (A) cryoloop ∑’Ë∫√√®ÿ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß
·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ (B) [38]

§. conventional straw ∑’Ë¡’ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∫√√®ÿÕ¬Ÿà (A) ‡ª√’¬∫
‡∑’¬∫°—∫ open pulled straw ÷́Ëß¡’‡ âπºà“π»Ÿπ¬å°≈“ßπâÕ¬°«à“®–∫√√®ÿ “√≈–≈“¬ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß‰¥â 2-3
‰¡‚§√≈‘µ√ (B) [40]

ß. Õÿª°√≥å·≈–°“√·™à·¢Áß·∫∫ solid surface vitrification [30]
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º≈ ”‡√Á®¢Õß°“√·™à·¢Áß·∫∫«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ
°“√µ—Èß∑âÕß·≈–/À√◊Õ°“√§≈Õ¥≈Ÿ°À≈—ß®“°¬â“¬Ω“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß‡ªìπµ—«∫àß™’È

ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëæ—≤π“ Ÿß ÿ¥·≈– “¡“√∂π”‰ª„™â‰¥â¥’ µ“√“ß∑’Ë 2 · ¥ßº≈ ”‡√Á®
¢Õß°“√‡°‘¥≈Ÿ°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ æ∫«à“ “¡“√∂º≈‘µ≈Ÿ°‚§®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§„π
√–¬–¡Õ√Ÿ≈“·≈–∫≈“ ‚µ´’  ∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß¥â«¬ OPS  “¡“√∂º≈‘µ≈Ÿ° ÿ°√®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ÿ°√ ÷́Ëß‡ªìπ∑’Ë
∑√“∫°—π¥’«à“¡’§«“¡‰«µàÕ°“√·™à·¢Áß¡“°¥â«¬«‘∏’ OPS ‰¥â πÕ°®“°π—Èπ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰«µàÕªí®®—¬Õ◊ËπÊ ¡“°°«à“
°“√·™à·¢Áß ‡™àπ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢ÕßÀπŸ·Œ¡ ‡µÕ√å§àÕπ¢â“ß®–‰«µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡∑’Ë„™â‡≈’È¬ß„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß (in vitro
environment) ¬—ß “¡“√∂∑”„Àâ‡°‘¥≈Ÿ°‰¥â®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’ CLV ‰¥â  “¡“√∂∑”„Àâ‡°‘¥
≈Ÿ°‰¥â®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀπŸ‡¡â“ å∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß¥â«¬«‘∏’ CLV ·≈– SSV ‰¥â  ”À√—∫„π¡πÿ…¬å Mukaida ·≈–
§≥– (2001) [41] ª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®À≈—ß®“°¬â“¬Ω“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–∫≈“ ‚µ ’́ ∑’Ëºà“π°“√·™à·¢Áß¥â«¬ CLV

µ“√“ß∑’Ë 2 º≈ ”‡√Á®¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¥â«¬«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ (¥—¥·ª≈ß¢âÕ¡Ÿ≈®“° Kasai ·≈–§≥– [42])

™π‘¥ ‘Ëß¡’™’«‘µ √–¬–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ «‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ºŸâ»÷°…“
hamster 1-2-cell embryo CLV Lane ·≈–§≥– (1999a) [25]
mouse blastocyst CLV Lane ·≈–§≥– (1999b) [26]
pig unhatched blastocyst OPS Berthelot ·≈–§≥– (2000) [43]
pig early blastocyst OPS Cameron ·≈–§≥– (2000) [44]
cow morula/blastocyst OPS Lazar ·≈–§≥– (2000) [45]

human blastocyst CLV Mukaida ·≈–§≥– (2001) [41]
human blastocyst EM grid Cho ·≈–§≥– (2002) [35]
mouse 1-cell embryo SSV Bagis ·≈–§≥– (2002) [30]

ªí®®—¬∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫º≈ ”‡√Á®¢Õß°“√·™à·¢Áß
°“√·™à·¢Áß®–ª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®π—Èπ¢÷Èπ°—∫À≈“¬ªí®®—¬ ‰¥â·°à
1. Õ—µ√“°“√≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß°“√·™à·¢Áß

Õ—µ√“§«“¡‡√Á«¢Õß°“√≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¡’ à«π ”§—≠µàÕÕ—µ√“°“√√Õ¥¢Õß
µ—«Õ¬à“ß¡“° À“°„™â§«“¡‡√Á«¡“°‡°‘π‰ª º≈∑”„ÀâπÈ”„π‡´≈≈å¡’‡«≈“ÕÕ°®“°‡´≈≈å‰¥âπâÕ¬·≈–‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà„π
‡´≈≈å °≈“¬‡ªìπ‡°≈Á¥πÈ”·¢ÁßÕ¬Ÿà¿“¬„π‡´≈≈å¡“° À√◊Õµ√ß°—π¢â“¡À“°„™â§«“¡‡√Á«πâÕ¬‡°‘π‰ª®–¡’º≈„ÀâπÈ”
„π‡´≈≈å¡’‚Õ°“ ÕÕ°®“°‡´≈≈å‰¥â¡“° ‡°‘¥§«“¡‡ ’¬À“¬®“°§«“¡‡¢â¡¢âπ¢ÕßÕ‘‡≈Á°‚µ√‰≈¥å¿“¬„π‡´≈≈å¡’
§«“¡‡¢â¡¢âπ Ÿß‡°‘π‰ª [46] ¡’√“¬ß“π§«“¡‡√Á«∑’Ë‡À¡“– ¡ ”À√—∫·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ §◊Õ ª√–¡“≥ -3 Õß»“
‡´≈‡ ’́¬ /π“∑’ [47]
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2. Õ—µ√“°“√‡æ‘Ë¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß°“√∑”≈–≈“¬
§«“¡‡√Á«¢Õß°“√∑”≈–≈“¬¢÷Èπ°—∫§«“¡‡√Á«¢Õß°“√·™à·¢Áß·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ÿ¥∑â“¬°àÕπ®ÿà¡≈ß„π

‰π‚µ√‡®π‡À≈« ÷́Ëß∑—Èß Õß°√≥’‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫ª√‘¡“≥¢ÕßπÈ”∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà„π‡´≈≈å ‚¥¬À“°‡´≈≈å¡’πÈ”‡À≈◊Õ„π
‡´≈≈å¡“° °“√„™â§«“¡‡√Á«„π°“√∑”≈–≈“¬™â“®–¡’º≈∑”„Àâ‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß¢÷Èπ„π‡´≈≈å ·µàÀ“°¡’πÈ”‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà
„π‡´≈≈åπâÕ¬ µâÕß„™â§«“¡‡√Á«„π°“√∑”≈–≈“¬™â“ ‡æ◊ËÕª√—∫ ¿“æ§«“¡ ¡¥ÿ≈¢Õßµ—«∑”≈–≈“¬

3. ™π‘¥·≈–§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß
 “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß¡’Àπâ“∑’Ë ”§—≠„π°“√ªÑÕß°—π°“√∂Ÿ°∑”≈“¬¢Õß·´≈≈å„π√–À«à“ß°“√

·™à·¢Áß·≈–°“√∑”≈–≈“¬ ™π‘¥¢Õß “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß ¡’ 3 °≈ÿà¡ [46] §◊Õ
1.  “√∑’Ë “¡“√∂ ÷́¡ºà“π‡¢â“‡´≈≈å‰¥â (permeating cryoprotectants)  “¡“√∂‡¢â“‰ª

·∑π∑’ËπÈ”„π‡´≈≈å ‡æ◊ËÕ™à«¬≈¥°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ßª√‘¡“µ√¢Õß‡´≈≈åÕ¬à“ß°–∑—πÀ—π·≈–™à«¬ªÑÕß°—π°“√‡°‘¥
‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß µ—«Õ¬à“ß‡™àπ ‡¡∑“πÕ≈ (MW 32.04) ‡Õ∑‘≈’π ‰°≈§Õ≈ (MW 62.07) æ√Õæ“π‰¥ÕÕ≈
(MW 76.1) ‰¥‡¡∑‘≈ ́ —≈øÕ°‰´¥å (MW 78.13) ∫‘«∑“π’‰¥ÕÕ≈ (MW 90.12) ·≈–°≈’‡´Õ√Õ≈ (MW 92.1)

2.  “√∑’Ë‰¡à “¡“√∂´÷¡ºà“π‡¢â“‡´≈≈å‰¥â∑’Ë¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈µË” (low molecular weight
nonpermeating cryoprotectants) ∑”Àπâ“∑’Ë√à«¡°—∫ “√∑’Ë “¡“√∂´÷¡ºà“π‡¢â“‡´≈≈å‰¥â™à«¬¥÷ßπÈ”ÕÕ°®“°
‡´≈≈å„Àâ‡√Á«¢÷Èπ µ—«Õ¬à“ß‡™àπ °“·≈§‚µ  (MW 180.2) °≈Ÿ‚§  (MW 181.1) ´Ÿ‚§√  (MW 342.3) ·≈–
∑√’Œ“‚≈  (MW 378.3)

3.  “√∑’Ë‰¡à “¡“√∂´÷¡ºà“π‡¢â“‡´≈≈å‰¥â∑’Ë¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈ Ÿß (high molecular weight
nonpermeating cryoprotectants) (MW > 50,000 ¥“≈µ—π) ∑”Àπâ“∑’Ë™à«¬ªÑÕß°—π°“√‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß
√Õ∫πÕ°¢Õß‡´≈≈å µ—«Õ¬à“ß‡™àπ ‚æ≈’‰«π‘≈ ‰æ‚√≈‘‚¥π ‚æ≈’‰«π‘≈ ·Õ≈°ÕŒÕ≈å ·≈–‚´‡¥’¬¡ ‰Œ¬“≈Ÿ‚√‡πµ

4. Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß°“√™—°π”„Àâ‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß
°“√»÷°…“¢Õß Whittingham „πªï §.». 1977 [48] „πÀπŸ‡¡“ åæ∫«à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë™—°π”„Àâ

‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß¡’º≈µàÕÕ—µ√“√Õ¥¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚¥¬À“°µË”°«à“ -6 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ /π“∑’ ®–¡’Õ—µ√“√Õ¥®–
≈¥≈ßÕ¬à“ß¡“° ·≈–À≈—ß™—°π”„Àâ‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß·≈â«§«√„Àâ‡«≈“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õª√—∫µ—«ª√–¡“≥ 5-10 π“∑’
‡√’¬°«à“ ç‡«≈“ ¡¥ÿ≈ (equilibration time)é

5. √–¬–¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
§«“¡∑π∑“πµàÕ°“√·™à·¢Áß®–‡æ‘Ë¡¡“°¢÷Èπµ“¡√–¬–¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ

√–¬–µâπÊ À≈—ß°“√ªØ‘ π∏‘®–‰«µàÕ°“√·™à·¢Áß·≈–¡—°‰¡àª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®„π°“√·™à·¢Áß‡∑à“∑’Ë§«√ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
√–¬–¡Õ√Ÿ≈“ À√◊Õ√–¬–∫≈“ ‚µ´’  ®–¡’§«“¡∑πµàÕ°“√·™à·¢Áß¡“°°«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬– 2, 4, 8 ·≈– 16 ‡´≈≈å
µ“¡≈”¥—∫
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6. §ÿ≥¿“æ¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
§ÿ≥¿“æ¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ¥∑’Ë‰¡à‰¥â·™à·¢Áß¡’§«“¡ —¡æ—π∏å°—∫Õ—µ√“°“√µ—Èß∑âÕß¢Õß·¡àµ—«√—∫À≈—ß

°“√¬â“¬Ω“° ‡™àπ‡¥’¬«°—π§ÿ≥¿“æ¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀ≈—ß·™à·¢Áß°Á¡’º≈µàÕ°“√æ—≤π“„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß·≈–À≈—ß
¬â“¬Ω“°„π·¡àµ—«√—∫ ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëª°µ‘„π‡°√¥¥’¡“°À≈—ß·™à·¢Áß®–„ÀâÕ—µ√“°“√µ—Èß∑âÕß Ÿß°«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’ËÕ¬Ÿà„π
‡°√¥¥’ª√–¡“≥ 10-20% [49]

7. √–¬–‡«≈“®“°°“√‡°Á∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ®π∂÷ß°“√·™à·¢Áß
‡ªìπ∑’Ë∑√“∫°—π¥’«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‡°Á∫‰¥âÀ“°µâÕß°“√·™à·¢Áß§«√∑”∑—π∑’‡æ√“–¡‘©–π—Èπ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ

®–¡’§ÿ≥¿“æ≈¥≈ß‡¡◊ËÕ‡«≈“∑’ËÕ¬ŸàπÕ°√à“ß°“¬π“π¢÷Èπ √–¬–‡«≈“∑’Ë‡À¡“– ¡‰¡à§«√‡°‘π 3 ™—Ë«‚¡ß ¡‘©–π—Èπ
Õ—µ√“°“√‡®√‘≠¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ®–≈¥≈ß ‚¥¬§«√µâÕß√–«—ß‡ªìπæ‘‡»…„π ¿“æÕ“°“»√âÕπ ‡æ√“–®–∑”„Àâ
‡°‘¥§«“¡‡ ’¬À“¬µàÕ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡√Á«¢÷Èπ À“°‰¡à∑”°“√·™à·¢Áß∑—π∑’µâÕß‡°Á∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ„πµŸâÕ∫§«∫§ÿ¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘
37-38 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

·π«∑“ß°“√‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
·¡â„π™à«ß∑’Ëºà“π¡“®–‰¥â¡’°“√§âπ§«â“«‘®—¬¥â“π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¥â«¬§«“¡æ¬“¬“¡≈¥¢—ÈπµÕπ

∑’Ë‰¡à®”‡ªìπÀ√◊Õ§«“¡æ¬“¬“¡∑’Ë®–‡æ‘Ë¡Õ—µ√“√Õ¥¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀ≈—ß·™à·¢Áß√«¡∑—Èß°“√§âπÀ“ “√ªÑÕß°—π°“√·™à
·¢Áß∑’Ë‰¥âº≈¥’ ·µàº≈¢Õß°“√¬â“¬Ω“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·™à·¢Áß¢Õß —µ«å∫“ß™π‘¥¬—ß¡’Õ—µ√“µ—Èß∑âÕß·≈–§≈Õ¥≈Ÿ°µË”°«à“
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¡à‰¥â·™à·¢Áß ‰¥â¡’ß“π«‘®—¬∑’Ë‡ªìπ·π«∑“ß∑’Ë®–™à«¬‡æ‘Ë¡Õ—µ√“°“√√Õ¥¢Õß°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ §◊Õ

1. °“√¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ (embryo delipidization)
2. °“√„™â “√√—°…“‚§√ß√à“ß‡´≈≈å (cytoskeleton stabilizers)
3. °“√„™â‚ª√µ’πªÑÕß°—π§«“¡‡¬Áπ (antifreeze proteins)

1. °“√¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°®“°‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
¡’°“√∑¥≈Õß„π‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§∑’Ë‡°‘¥®“°°“√ªØ‘ π∏‘πÕ°√à“ß°“¬´÷Ëßµ“¡ª°µ‘®–¡’§ÿ≥¿“æ∑’ËµË”

°«à“·≈–¡—°‰¡à∑πµàÕ°“√·™à·¢Áß‡∑à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¥â®“°°“√ªØ‘ π∏‘¿“¬„π∑àÕπ”‰¢à °“√¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°®÷ß‡ªìπ«‘∏’
∑’Ë¡’ºŸâ»÷°…“¡“°¢÷Èπ„πªí®®ÿ∫—π Leibo ·≈–§≥– (1995) [50] ‰¥â™’È„Àâ‡ÀÁπ«à“‰¢¡—π„π‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ (intracellular
lipid) ¡’Õ‘∑∏‘æ≈∑’Ë∑”„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰«µàÕ°“√·™à·¢Áß ‚¥¬æ∫«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬– 8 ‡´≈≈å ´÷Ëß‡®√‘≠¡“®“°‡´≈≈å∑’Ëªíòπ
‡Õ“‰¢¡—πÕÕ° “¡“√∂∑πµàÕ°“√·™à‡¬Áπ∑’Ë 0 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ·≈–µàÕ°“√·™à·¢Áß‰¥â ‡™àπ‡¥’¬«°—∫√“¬ß“π«‘®—¬¢Õß
Diez ·≈–§≥– (1995) [51] æ∫«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§√–¬–‰´‚°µ®“°°“√ªØ‘ π∏‘πÕ°√à“ß°“¬∑’Ëºà“π°“√¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°
®–¡’Õ—µ√“°“√·∫àßµ—«·≈–Õ—µ√“°“√‡®√‘≠‡ªìπ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–∫≈“ ‚µ ’́ ‰¡à·µ°µà“ß°—∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¡à‰¥â¥Ÿ¥‰¢¡—π
ÕÕ° 96.6% ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ 91.5% ·≈–Õ—µ√“°“√·∫àßµ—« 45.7% ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ 46.2% ·≈–‡¡◊ËÕπ”‡Õ“
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ëª√“»®“°‰¢¡—π (lipid free) ‰ª·™à·¢Áß ‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀ≈—ß·™à·¢Áß¥—ß°≈à“«®–¡’Õ—µ√“°“√‡®√‘≠¥’°«à“
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¡à‰¥â¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ª ¥—ßπ—Èπ·π«∑“ß°“√≈¥À√◊Õ¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°®“°‰´‚∑æ≈“ ÷́¡¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ
®÷ß‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ë®–™à«¬‡æ‘Ë¡Õ—µ√“√Õ¥¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‚§∑’Ë‰¥â®“°°“√ªØ‘ π∏‘πÕ°√à“ß°“¬‰¥â
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 ”À√—∫‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ÿ°√ ́ ÷Ëß‡ªìπ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë¡’ª√‘¡“≥‰¢¡—π„π‡´≈≈å Ÿß®÷ß¡’§«“¡‰«µàÕ°“√·™à·¢Áß Ÿß
∑”„Àâº≈ ”‡√Á®„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ÿ°√µË” √“¬ß“π¢Õß Nagashima ·≈–§≥– „πªï §.».1994 [52]
æ∫«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¥â¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ª “¡“√∂∑πµàÕ§«“¡‡¬Áπ∑’Ë 4 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ‰¥â¡“°¢÷Èπ ‚¥¬¡’Õ—µ√“
°“√‡®√‘≠®π∂÷ß√–¬–∫≈“ ‚µ´’ ¥’°«à“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¡à‰¥â¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ª ·≈–‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ª∫“ß à«π
(27% ‡∑’¬∫°—∫ 0% ·≈– 8%) ≈à“ ÿ¥„πªï §.». 2007 Du ·≈–§≥– [53] √“¬ß“πÕ—µ√“°“√√Õ¥À≈—ß°“√
·™à·¢Áß¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–∫≈“ ‚µ´’ ∑’Ëº≈‘µ®“°°“√∑”‚§≈ππ‘Ëß‰¢à∑’Ë¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ªæ∫«à“Õ—µ√“°“√√Õ¥À≈—ß
°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ°≈ÿà¡∑’Ë¥Ÿ¥‰¢¡—πÕÕ°‰ª Ÿß°«à“°≈ÿà¡∑’Ë‰¡à‰¥â¥Ÿ¥‰¢¡—π (79% ·≈– 32% µ“¡≈”¥—∫)

°“√‡æ‘Ë¡§«“¡∑π∑“π¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕµàÕ°“√·™à·¢Áß¥â«¬°“√¥Ÿ¥‡Õ“‰¢¡—π∫“ß à«πÕÕ°®“°
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ (parital delipidization) ¡’¢—ÈπµÕπ¢Õß«‘∏’°“√π’È §◊Õ

1. π”‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ√–¬–‰´‚°µ (1 ‡´≈≈å) ‰ª —¡º— °—∫ “√∑’Ë√—°…“‚§√ß¢Õß‡´≈≈å™π‘¥
‰´‚µ§“≈“´‘π-∫’ (cytochalasin-B) „π√–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπ 5 ‰¡‚§√°√—¡/¡‘≈≈‘≈‘µ√

2. ®“°π—Èππ”‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰ªªíòπ¥â«¬§«“¡‡√Á« Ÿß 13,000 √Õ∫/π“∑’ π“πª√–¡“≥ 5-15 π“∑’
®“°·√ß‡À«’Ë¬ß ∑”„Àâ‰¢¡—π®–‰ª°√–®ÿ°µ—«∑’Ë¢—È«„¥¢—È«Àπ÷Ëß¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ

3. „™âªî‡ªµ (pipette) ¢π“¥ 20 ‰¡§√Õπ ¥Ÿ¥‡Õ“‰¢¡—πÕÕ°¡“ ¥â«¬°“√·∑ßºà“π‡ª≈◊Õ°
‚´πà“ ‡æ≈≈Ÿ´‘¥â“

4. ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‰¥â‡√’¬°«à“ çdelipidated embryoé À√◊Õ∫“ß§π‡√’¬°«à“ çlipid free embryoé
‡≈’È¬ß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ„Àâ‡®√‘≠µàÕ‰ª®π∂÷ß√–¬–¡Õ√Ÿ≈“ À√◊Õ√–¬–∫≈“ ‚µ ’́ 

5. π”‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰ª·™à·¢Áß

2. °“√„™â “√√—°…“‚§√ß√à“ß‡´≈≈å
‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¡’‚§√ß¢Õß‡´≈≈å‡™àπ‡¥’¬«°—∫‡´≈≈å™π‘¥Õ◊ËπÊ ‚¥¬‡ªìπ‡ âπ„¬‚ª√µ’π 3 ™π‘¥ §◊Õ

‰¡‚§√øî≈“‡¡π∑å ‰¡‚§√∑‘«∫Ÿ≈ ·≈–Õ‘π‡µÕ√å¡’‡¥’¬∑ øî≈“‡¡π∑å  à«πª√–°Õ∫¥—ß°≈à“«∑”Àπâ“∑’Ë√—°…“
‚§√ß √â“ß¢Õß‡´≈≈å„Àâ§ß√Ÿª·≈–„Àâ¡’°“√·∫àßµ—«¢Õß‡´≈≈å‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‰¥âª°µ‘

„π°“√·™à·¢Áß‰¡à«à“®–‡ªìπ«‘∏’°“√„¥°Áµ“¡®–‡°‘¥§«“¡‡ ’¬À“¬‡°‘¥¢÷Èπ„π‚§√ß√à“ß¢Õß‡´≈≈å„π
¢—ÈπµÕπµà“ßÊ π—∫µ—Èß·µà°“√ —¡º— °—∫ “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß√–À«à“ß°“√·™à·¢Áß·≈–/À√◊Õ√–À«à“ß°“√∑”≈“¬
§«“¡‡ ’¬À“¬¥—ß°≈à“«Õ“®°≈—∫§◊π‡ªìπª°µ‘‰¥â‡À¡◊Õπ‡¥‘¡ À√◊ÕÀ“°§«“¡‡ ’¬À“¬¥—ß°≈à“«‰¡à¡“°π—°À√◊Õ
°√–∑∫‡´≈≈å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡æ’¬ß∫“ß à«π°Á∑”„Àâ‡´≈≈å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà‡°‘¥°“√‡®√‘≠µàÕ‰ª‰¥â‡™àπ‡¥’¬«
°—∫°√≥’¢Õß§√÷Ëß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ∑’Ë “¡“√∂‡®√‘≠‰¥âÀ≈—ß∂Ÿ°µ—¥·∫àß·≈â«

‰¥â¡’ºŸâ∑¥≈Õßπ”‡Õ“ “√√—°…“‚§√ß√à“ß‡´≈≈å¡“‡ √‘¡ ‚¥¬„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ°àÕπ°“√·™à·¢Áß —¡º— 
°—∫ “√¥—ß°≈à“«‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡§«“¡∑π∑“π¢Õß‚§√ß√à“ß‡´≈≈å ‡√’¬° “√π’È«à“ çcytoskeleton stabilizersé ‡™àπ
‰´‚µ§“≈“´‘π-∫’ ‚§≈™‘™‘π ‡ªìπµâπ ‰´‚µ§“≈“´‘π-∫’ ∑”Àπâ“∑’ËªÑÕß°—π°“√·µ°¢Õß “¬‚æ≈’‡¡Õ√å¢Õß‚ª√µ’π
·Õ§µ‘π (actin) ∑’Ë‡ªìπ à«πª√–°Õ∫¢Õß‰¡‚§√øî≈“‡¡π∑å ‡√’¬° —ÈπÊ «à“ çmicrofilament inhibitoré
 à«π “√‚§≈™‘´‘π‡ªìπ microtubule inhibitor ¢Õß‚ª√µ’π ∑Ÿ∫Ÿ≈‘π (tubulin) Dobrinsky ·≈–§≥– (2000)
[54] æ∫«à“‰´‚µ§“≈“´‘π-∫’  “¡“√∂√—°…“‚§√ß √â“ß‰¡‚§√øî≈“‡¡π∑å¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ ÿ°√√–À«à“ß°“√·™à·¢Áß
·≈–™à«¬‡æ‘Ë¡Õ—µ√“°“√‡®√‘≠¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚ÕÀ≈—ß°“√·™à·¢Áß
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3. °“√„™â‚ª√µ’πªÑÕß°—π§«“¡‡¬Áπ
‚ª√µ’πªÑÕß°—π§«“¡‡¬Áπ (antifreeze proteins, AFP)  °—¥‰¥â®“°·¡≈ß æ◊™∫“ß™π‘¥

·∫§∑’‡√’¬ ‡ÀÁ¥∫“ß™π‘¥·≈–ª≈“„π∑«’ª·Õπµ“√å°µ‘° °“√„Àâ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ —¡º— ‚ª√µ’πªÑÕß°—π§«“¡‡¬Áπ
¥—ß°≈à“«°àÕπ°“√·™à·¢Áß∑”„ÀâÕ—µ√“°“√√Õ¥¢Õß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ‡æ‘Ë¡ Ÿß¢÷Èπ [22, 55] ‚¥¬‡™◊ËÕ«à“‚ª√µ’ππ’È®–™à«¬§«∫§ÿ¡
°“√‡°‘¥‡°≈Á¥πÈ”·¢Áß„π‡´≈≈å

 √ÿª
‡∑§‚π‚≈¬’™’«¿“æ°“√·™à·¢Áß‡ªìπ ‘ËßÀπ÷Ëß∑’Ë™à«¬ àß‡ √‘¡°“√º≈‘µ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ·≈–ß“π«‘®—¬∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß

°—∫™’««‘∑¬“°“√ ◊∫æ—π∏ÿå¢Õß —µ«å„Àâ¥’¬‘Ëß¢÷Èπ ¡’°“√æ—≤π“‡∑§π‘§„π°“√·™à‡¢ÁßÕ¬à“ßµàÕ‡π◊ËÕßµ—Èß·µàÕ¥’µ®π∂÷ß
ªí®®ÿ∫—π «‘∏’°“√·™à·¢Áß‡æ◊ËÕ‡°Á∫√—°…“‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«å∑’Ëª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®Õ¬à“ß Ÿß §◊Õ «‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ ´÷Ëß
‡ªìπ«‘∏’∑’Ë∑”‰¥â –¥«° √«¥‡√Á« ·≈–‰¥âº≈¥’°«à“«‘∏’Õ◊ËπÊ ‡™àπ «‘∏’°“√·™à·¢Áß·∫∫≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘·∫∫™â“Ê (slow
freezing) ‚¥¬ ‘Ëß∑’ËµâÕß§”π÷ß∂÷ß‡¡◊ËÕ„™â«‘∏’«‘∑√‘øî‡°™—Ëπ §◊Õ °“√≈¥§«“¡‡ªìπæ‘… ·√ß¥—πÕÕ ‚¡µ‘° ·≈–§«“¡
‡ ’¬À“¬Õ◊ËπÊ ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®“°°“√„™â “√ªÑÕß°—π°“√·™à·¢Áß∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ Ÿß Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡ ª√– ‘∑∏‘¿“æ·≈–
º≈¢â“ß‡§’¬ß√–¬–¬“«¢Õß°“√·™à·¢ÁßµàÕ‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¢Õß —µ«å·µà≈–™π‘¥®”‡ªìπµâÕß¡’°“√æ—≤π“·≈–»÷°…“‡ªìπ
°√≥’‰ª πÕ°®“°π’È‚Õ°“ ∑’Ë®–ª√– ∫§«“¡ ”‡√Á®„π°“√·™à·¢Áß‡ÕÁ¡∫√‘‚Õ¬—ß¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫§«“¡‡™’Ë¬«™“≠¢Õß
π—°«‘®—¬¥â«¬
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