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ABSTRACTS

Animal production using nuclear transfer technology has been studied for over 15 years since the first
nuclear transferred lamb was produced using embryonic cell as donor in 1986.  The birth of “Dolly” in 1997
brought all interests to this technology since it was produced by the transfer of somatic cell nucleus. In the
beginning, the objective of the technology was to produce animals with superior genetics. However, the technique
had low productivity and high cost of production, so it has been used to produce transgenic animals instead.
Nonetheless, the further studies on factors affecting success rate are required. This review concluded not only
the nuclear transfer technology in several species using embryonic cells and somatic cells as donor, but also
the development of the technique from past to present.
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บทคดัยอ

การผลติสตัวโดยเทคโนโลยกีารถายฝากนวิเคลยีส มกีารศกึษากนัมาเปนเวลามากกวา 15 ปนบัตัง้แตรายงานการ
เกิดลูกแกะตัวแรกในป พ.ศ.2529 ซึ่งใชเซลลตัวออนเปนเซลลตนแบบ ตอมาการเกิดของลูกแกะที่ชื่อวา “ดอลลี่” ในป
พ.ศ.2540 เปนความกาวหนาครัง้สาํคญัยิง่ของเทคโนโลยนีี ้เนือ่งจากเปนการใชเซลลรางกายเปนเซลลตนแบบ จดุประสงค
เริม่แรกของการใชเทคโนโลยนีีค้อืเพือ่การผลติสตัวทีม่ลีกัษณะดเีดน แตอตัราความสาํเรจ็ในการผลติสตัวโดยวธินีีค้อนขาง
ต่ําและไมคุมคาทางเศรษฐกิจ จึงมีการนําเทคโนโลยีนี้มาใชในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม ซึ่งมีโอกาสใหผลตอบแทน
ที่คุมคา อยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่จะชวยเพิ่มโอกาสประสบความสําเร็จของเทคโนโลยีนี้ตอไป
บทความนี้ไดรวบรวมการศึกษาเทคโนโลยีนี้ในสัตวชนิดตางๆ ทั้งที่ใชเซลลตัวออนและเซลลรางกายเปนเซลลตนแบบ
รวมทั้งวิธีการที่มีการพัฒนาจากอดีตมาจนถึงปจจุบัน
คาํสาํคญั : การถายฝากนวิเคลยีส  เซลลตวัออน  เซลลรางกาย
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บทนาํ
การผลติสตัวโดยการโคลน (cloning) หมายถงึการ

ผลติสตัวทีม่พีนัธกุรรมเหมอืนกบัสตัวตนแบบ แตสตัวทีเ่กดิ
จากการโคลนซึ่งกลาวถึงกันในปจจุบันนั้นมีแตสารพันธุ
กรรมทีอ่ยูในนวิเคลยีสของเซลลเทานัน้ทีเ่หมอืนกบัสตัวตน

แบบ โดยสารพันธุกรรมที่ไมโตคอนเดรีย (mitochondrial
DNA; mtDNA) จะไมเหมอืนกบัสตัวตนแบบ โดยสวนนีจ้ะ
มาจากไซโทพลาสซมึของไข (oocyte) ทีใ่ช (Meirelles et
al., 2001; St John, 2002) และยงัพบ mtDNA จากสตัวที่
เปนตวัตัง้ทอง (recipient) ในเลอืดของลกูออน (fetus) ทีเ่กดิ
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โดยวธิดีงักลาว (Hiendleder et al., 2003) แตดเูหมอืนวา
คําวา “โคลน” จะถูกนําไปใชและเปนที่รูจักมากกวาคําวา
“การถายฝากนิวเคลียส (nuclear transplantation หรือ
nuclear transfer)” ซึง่เปนคาํทีใ่ชกนัแตเดมิและมคีวามถกู
ตอง ในบทความนี้ขอยอนกลับไปใชคําวา “การถายฝาก
นิวเคลียส” ซึ่งเปนคําที่ใชกลาวถึงเทคโนโลยีนี้ที่ทําใหเกิด
ลกูสตัวตวัแรกคอื แกะ ในป พ.ศ. 2529 (Willadsen, 1986)
จากการใชเซลลตัวออน (embryonic cells) เปนเซลลตน
แบบ และตอมาการเกดิของลกูสตัวตวัแรกทีใ่ชเซลลรางกาย
(somatic cell) เปนเซลลตนแบบซึง่คอื แกะอกีเชนกนั ในป
พ.ศ. 2540 (Wilmut et al., 1997) อยางไรกต็ามลกูสตัวที่
เกิดจากการโคลนอยางแทจริง สามารถเกิดขึ้นไดเชนกัน
โดยมทีัง้ทีเ่กดิขึน้เองตามธรรมชาต ิคอืในกรณขีองการเกดิ
แฝดแท (identical twin) และทีเ่กดิโดยเทคโนโลยกีารแบง
ตวัออน (embryo splitting) ซึง่สามารถแบงตวัออนออกเปน
2-8 สวน และแตละสวนสามารถพฒันาไปเปนลกูสตัวได โดย
ลกูสตัวทีเ่กดิจากการแบงตวัออนเปน 2 สวน มรีายงานใน
หนเูมาส หนแูรท กระตาย แพะ แกะ โค มา ลงิ ทีเ่กดิจาก
การแบงตวัออนเปน 4 สวน มรีายงานในกระตาย  แกะ สกุร
โค มา  และทีเ่กดิจากการแบงตวัออนเปน 8 สวน มรีายงาน
ในกระตาย  แกะ และสกุร (อางใน Loskutoff et al., 1993;
Mitalipov et al., 2002a) ทัง้นีค้วามสามารถของตวัออนที่
ถกูแบงในการพฒันาไปเปนลกูสตัวจะขึน้กบัจาํนวนเซลลที่
เหลอือยู โดยถาเซลลทีจ่ะพฒันาไปเปนตวัลกู (inner cell
mass, ICM) และเซลลทีจ่ะพฒันาไปเปนรก (trophoblast)
มจีาํนวนเซลลนอยเกนิไป ตวัออนนัน้จะไมสามารถพฒันา
ตอไปได ซึง่เปนขอจาํกดัของการแบงตวัออน การถายฝาก
นิวเคลียสไมมีขอจํากัดในสวนนี้ แตมีขอจํากัดในสวนของ
การทาํงานของนวิเคลยีสทีถ่ายฝาก ซึง่สวนใหญไมสามารถ
ทาํงานไดเหมอืนนวิเคลยีสของตวัออนปกต ิทาํใหตวัออนที่
ไดพฒันาตอไปไมได (Han et al., 2003; Miyoshi et al.,
2003; Rideout et al., 2001;  Shiota and  Yanagimachi,
2002)

ทาํไมจงึตองผลติสตัวโดยการถายฝากนวิเคลยีส
จุดประสงคเดิมของการใชเทคโนโลยีการถาย

ฝากนวิเคลยีสคอื การเพิม่จาํนวนสตัวทีม่ลีกัษณะดเีดนตาม
ตองการอยางรวดเร็ว โดยการใชนิวเคลียสมาจากสัตวตน
แบบที่ดีเดนมาผลิตตัวออน แลวทําการยายฝากตัวออน

(embryo transfer) ใหแกสัตวที่เปนตัวตั้งทอง ทําให
สามารถเพิ่มจํานวนลูกที่มีลักษณะดีเดนไดอยางรวดเร็ว
แตเปอรเซ็นตความสําเร็จในการผลิตสัตวโดยวิธีนี้มีนอย
มาก  (Table 1, 2 ) ทาํใหจดุประสงคดงักลาวไมคุมคาทาง
เศรษฐกจิ  (Cross, 1989; Stice et al., 1998; Wolf et al.,
1998)  อยางไรกต็ามเทคโนโลยนีี ้สามารถนาํไปใชในการ
ผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม (transgenic animals)
(Schnieke  et al., 1997) และมปีระสทิธภิาพมากกวาวธิี
การแบบเดิม ซึ่งทําโดยการฉีดสารพันธุกรรมเขาไป
โปรนิวเคลียสของตัวออน (pronuclear microinjection)
โดยเปาหมายในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรมนั้นไดแก
การทําใหสัตวสามารถผลิตโปรตีนสําหรับใชรักษาโรคหรือ
เปนแหลงใหอวยัวะสาํหรบัเปลีย่นถายใหมนษุย ทาํใหสตัว
มีความตานทานโรคมากขึ้น ใหผลผลิตตามคุณลักษณะที่
ตองการไดมากขึ้น และเปนตัวอยางสําหรับการศึกษาโรค
ในคน (Wall et al., 1997; Rudolph, 1999; Piedrahita,
2000; Houdebine, 2002; Prather et al., 2003)  นอกจาก
การใชเทคโนโลยนีีเ้พือ่ผลติสตัวดดัแปลงพนัธกุรรมแลว อาจ
พจิารณานาํไปใชในการผลติสตัวปาทีใ่กลสญูพนัธุ (Lanza
et al., 2000; Loi et al., 2001) หรอืเพือ่ผลติตวัออนมนษุย
สําหรับใหเซลลเริ่มตนที่สามารถเปลี่ยนไปเปนเซลลตางๆ
ของรางกาย (embryonic stem cells, ES cells) ซึง่สามารถ
นาํไปทดแทนเซลลทีผ่ดิปกต ิ(therapeutic cloning) อยาง
ไรก็ตาม จุดประสงคนี้ยังคงเปนที่ถกเถียงเกี่ยวกับดาน
จรยิธรรม (Colman and Kind, 2000; Nippert, 2002)

เซลลตนแบบทีใ่ชในการถายฝากนวิเคลยีส
เซลลตนแบบที่ใชสําหรับถายฝากนิวเคลียส แบง

ไดเปน 2 กลุมคอื เซลลตวัออนและเซลลรางกาย (Table 1,
2) เนือ่งจากเปอรเซน็ตความสาํเรจ็ในการผลติสตัวโดยวธินีี้
มีนอย ทําใหไมสามารถสรุปไดวาเซลลกลุมใดใหผลดีกวา
กัน แตการใชเซลลตัวออนอาจมีโอกาสที่จะประสบผล
สาํเรจ็มากกวา (Wakayama et al., 1999; Bortvin et al.,
2003) อยางไรก็ตามในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม
สามารถเปลีย่นแปลงพนัธกุรรมของเซลลทัง้ 2 กลุมไดเชน
เดยีวกนั เชน ในกรณขีองเซลลตวัออน สามารถใช  ES cell
(Ono et al., 2001a) และในกรณขีองเซลลรางกาย สามารถ
ใชเซลล fetal fibroblast (Schnieke et al., 1997) หรอืเซลล
skin fibroblast (Bondioli et al., 2001) เปนตน
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Table 1. Efficiency of nuclear transfer in different species using embryonic cells as nuclear donors

Species Donor cell type Blastocysts/ fused Live births Reference
embryos (%) /transferred  (%)

Sheep 8-cell 8/24 (33) 3/4 (75) Willadsen, 1986
l16-cell 13/49 (27) 3/14 (21)a Smith and Wilmut, 1989
Embryonic stem cell 34/244 (14) 5/34 (14) Campbell et al., 1996

Cattle 1-cell 5/38 (13) 2/2 (100) Robl et al., 1987
9-16-cell 8/50 (16) 2/7 (28) Prather et al., 1987
Morula 152/641 (24) 9/59 (15) Chesne et al., 1993
Inner cell mass 30/629 (5) 2/26 (8) Keefer et al., 1994
Embryonic stem cell 109/406 (27) 4/34 (12) Sims and First, 1994

Rabbit 8-cell NA 6/164 (4)b Stice and Robl, 1988
8-16-cell NA 23/110 (21)c Collas et al., 1990
Morula NA 8/243 (3)c Yang et al., 1992

Mouse 2-cell 20/88 (23) 3/20 (15) Kono et al., 1991a
4-cell 84/118 (71) 18/61 (30) Kono et al., 1991b
8-cell 18/39 (46) 3/17 (18) Cheong et al., 1993
Morula 8/46 (17) 2/8 (25) Tsunoda et al., 1997
Inner cell mass 23/36 (64) 2/18 (11) Tsunoda et al., 1998
Trophectoderm 16/26 (62) 2/25 (8) Tsunoda et al., 1998
Embryonic stem cell 312/1087 (29) 26/312 (8) Wakayama et al., 1999

Pig 4-cell 7/83 (8) 1/34 (3) Prather et al., 1989

Goat Morula 18/57 (31) 45/141 (31)  Yong and Yuqiang, 1998

Monkey 8-cell 53/101 (52) 2/53 (4) Meng et al., 1997

Fish Blastula 203/291 (70) 7/203 (3)d Wakamatsu et al., 2001

NA : not available
a included one lamb which died at 130 days gestation due to clostridial infection of a recipient ewe
b six full-term offspring from total 164 manipulated eggs
c transferred at 2-4 cell-stage
d hatched embryos
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Table 2. Efficiency of nuclear transfer in different species using fetal and adult somatic cells as nuclear donors

Species Donor cell type Live births Reference
embryos (%) /transferred  (%)

Sheep Fetal fibroblast 34/172 (20) 2/34 (6) Wilmut et al., 1997
Adult mammary epithelium 29/277 (10) 1/29 (3) Wilmut et al., 1997

Mouse Fetal gonadal cell (ovary) 108/150 (72) 4/108 (4) Wakayama and Yanagimachi, 2001
Fetal gonadal cell (testis) 114/176 (65) 2/112 (2) Wakayama and Yanagimachi, 2001
Fetal fibroblast 278/938 (30) 5/272 (2) Ono et al., 2001b
Fetal neural cell 32/83 (38) 5/32 (16) Yamazaki et al., 2001
Newborn Sertoli cell 297/1189 (25) 7/215 (3) Ogura et al., 2000
Adult fibroblast (tail tip) (50-58) 3/274 (1) a Wakayama and Yanagimachi, 1999
Adult cumulus 378/625 (60) 31/1385 (2)a Wakayama et al., 1998
Adult Sertoli cell 63/159 (40) 1/59 (2)b Wakayama et al., 1998
Adult neurons 50/223 (22) 0/46 (0) Wakayama et al., 1998
Adult spleen 19/87 (22) 0/19 (0) Wakayama and Yanagimachi, 2001
Adult macrophanges 83/296 (28) 0/77 (0) Wakayama and Yanagimachi, 2001
Adult thymus 5/226 (2) NA Wakayama and Yanagimachi, 2001

Rat Fetal fibroblast 1/7 (14) NA Hayes et al., 2001
Adult cumulus 32/193 (16) 0/269 (0) Hayes et al., 2001

Cattle Fetal fibroblast 33/276 (12) 4/28 (14) Cibelli et al., 1998
Fetal germ cell 53/140 (38) 1/20 (5) Zakhartchenko et al., 1999a
Newborn skin 43/123 (35) 2/10 (20) Kato et al., 2000
Newborn liver 6/24 (25) 2/5 (40)c Kato et al., 2000
Adult fibroblast (ear skin) 49/82 (60) 1/16 (6) Zakhartchenko et al., 1999b
Adult mammary epithelium 36/140 (26) 1/4 (25) Zakhartchenko et al., 1999b
Adult mural granulosa 208/412 (50) 2/22 (9) Wells et al., 1998
Adult leukocyte 60/316 (19) 1/19 (5) Galli et al., 1999
Adult muscle 73/346 (21) 4/26 (15) Shiga et al., 1999
Adult oviduct epithelium 19/45 (42) 1/3 (33) Kato et al., 2000
Adult cumulus 55/100 (55) 2/14 (14) Kato et al., 2000
Adult uterine epithelium 51/98 (52) 2/14 (14)d Kato et al., 2000

Goat Fetal fibroblast 89/230 (39) 3/85 (3) Baguisi et al., 1999
Adult cumulus 22/66 (33) 3/234 (1)e Zou et al., 2001
Adult granulosa NA 7/91 (8)f Keefer et al., 2002

Blastocysts/fused
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Table 2. (cont.) Efficiency of nuclear transfer in different species using fetal and adult somatic cells as nuclear donors

Species Donor cell type Blastocysts/ fused Live births Reference
embryos (%) /transferred  (%)

Pig Fetal fibroblast 188/210 (90) 1/110 (1) Onishi et al., 2000
Fetal genital ridge NA 2/164 (1) Betthauser et al., 2000
Adult granulosa NA 5/401 (1) Polejaeva et al., 2000
Adult fibroblast (ear skin) NA 2/168 (1) Bondioli et al., 2001

Rabbit Fetal fibroblast 37/97 (38) 0/653 (0) Li et al., 2002
Fetal germ cell (male) 8/130 (6) 0/62 (0) Moens et al., 1996
Fetal germ cell (female) 4/271 (1) 0/73 (0) Moens et al., 1996
Adult fibroblast (ear skin) 17/130 (13) 0/402 (0) Dinnyes et al., 2001
Adult cumulus 135/287 (47) 6/371 (2) Chesne et al., 2002

Cat Adult fibroblast (oral mucosa) NA 0/84 (0) Shin et al., 2002
Adult cumulus NA 1/3 (33) Shin et al., 2002

Mule Fetal fibroblast NA 0/195 (0) Woods et al., 2002

Guar Adult fibroblast (skin) 81/692 (12) 1/<44 g Lanza et al., 2000

Mouflon Adult granulosa 7/23 (30) 1/7 (14) Loi et al., 2001

Monkey Fetal fibroblast (1) 0/14 (0) Mitalipov et al., 2002b
Adult fibroblast NA 0/1 (0) Wolf et al., 1999

Fish Somite stage fibroblast 34/544 (6) 15/34 (3)h Lee et al., 2002

NA  not available
a transferred at 2-cell to blastocyst stage
b live fetus at 8.5 days postcoitum
c included one calf died at parturition
d both died during Caesarian section
e included two kids died shortly after birth due to respiratory difficulties
f  included one kid died at parturition
g Advanced Cell Technology announces birth of first cloned endangered species:   Noah is
  born   (http://www.advancedcell.com/pr_01-12-2001.html)
h hatched embryos
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วธิกีารถายฝากนวิเคลยีส
หลักการของเทคโนโลยีการถายฝากนิวเคลียสคือ
การประกอบเซลลตัวออนขึ้นมาใหม โดยใชนิวเคลียสของ
เซลลตวัออนหรอืเซลลรางกายจากสตัวทีต่องการ (จาํนวน
โครโมโซมเทากับ 2n) รวมเขากับสวนของไซโทพลาสซึม
ของไข (oocyte) ซึง่นาํเอาสวนของนวิเคลยีสเดมิออกไปแลว
(enucleation) (จาํนวนโครโมโซมเทากบั 0) โดยไขทีใ่ชควร
เปนไขทีพ่รอมจะผสมกบัอสจุ ิ(mature oocyte) เมือ่ทัง้สอง
สวนรวมกนัแลว จะกลายเปนตวัออนทีม่สีวนประกอบของ
เซลลคลายกับตัวออนที่เกิดจากการปฏิสนธิตามธรรมชาติ

วิธีการถายฝากนิวเคลียสเพื่อผลิตตัวออน
จนถงึปจจบุนั สามารถแบงไดเปน 4 แบบ ดงันี้

1. แบบที่ตองทําใหสวนของนิวเคลียสรวมกับ
สวนของไซโทพลาสซมึของไข (karyoplast fusion)

2. แบบที่ใสสวนของนิวเคลียสเขาไปในไซโท
พลาสซมึของไขโดยตรง  (karyoplast microinjection)

3. แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีส 2 ครัง้ (serial
nuclear transfer)

4. แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีสรวมกบั การรวม
กับตัวออนที่เหนี่ยวนําใหมีจํานวนโครโมโซม 4n (nuclear
transfer and tetraploid embryo complementation)

แบบที่ตองทําใหสวนของนิวเคลียสรวมกับสวนของ
ไซโทพลาสซึมของไข

เปนวิ ธี การที่ ทํ า ให เกิดลูกสัตวตั วแรกจาก
เทคโนโลยนีี ้ (Willadsen, 1986) โดยสวนของนวิเคลยีสมา
จากเซลลตวัออนระยะ 8 เซลล และสวนของไซโทพลาสซมึ
มาจากไขที่ตกมาที่ทอนําไข  (in vivo mature oocyte)
หลังจากนั้นใชกระแสไฟฟา (electrofusion) ทําใหทั้งสอง
สวนรวมกนั (Fig. 1a) ตวัออนทีไ่ดถกูใสเขาไปเพาะเลีย้งใน
ทอนาํไขของแกะ (in vivo culture) เปนเวลา 4.5- 5.5 วนั
หลงัจากนัน้เกบ็ตวัออนออกมา และทาํการยายฝากตวัออน
ที่มีการพัฒนาถึงระยะบลาสโตซีส (blastocyst) ใหแกะ
ตวัตัง้ทอง การศกึษานีท้าํใหเกดิลกูแกะจาํนวน 3 ตวั ตัง้แต
นั้นมาวิธีนี้ไดเปนตนแบบของเทคโนโลยีการถายฝาก
นวิเคลยีสทีใ่ชเซลลตวัออนเปนเซลลตนแบบ (Table 1) และ
เปนวธิทีีใ่ชในการทาํใหเกดิลกูสตัวตวัแรกทีเ่กดิจากการถาย
ฝากนิวเคลียสของเซลลรางกาย (Wilmut et al., 1997)
ซึ่งเปนแกะเชนกัน  (ชื่อ  Dolly) และเปนการเปด
ประวตัศิาสตรหนาใหมของเทคโนโลยนีี ้(Table 2) เนือ่งจาก
แตเดิมคิดกันวาเซลลตัวออนเทานั้นที่สามารถใชเปนเซลล
ตนแบบได เนือ่งจากสามารถพฒันาไปเปนเซลลตางๆของ
รางกายได แตเซลลรางกายนัน้ไดมกีารเปลีย่นแปลงไปแลว
จึงไมนาที่จะมีคุณสมบัติเหมือนกับเซลลตัวออน

Figure 1 Nuclear transfer procedures: a) karyoplast fusion and b) karyoplast microinjection.
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แบบทีใ่สสวนของนวิเคลยีสเขาไปในไซโทพลาสซมึ
ของไขโดยตรง

Collas and Barnes (1994) ไดแยกสวนของเซลล
ที่จะพัฒนาไปเปนตัวลูก (ICM) จากตัวออนโคระยะ
บลาสโตซสี และใสเซลลดงักลาว (จาํนวน 1 เซลล) เขาไป
ในไซโทพลาสซมึของไขโดยตรง (Fig. 1b) แลวกระตุนดวย
กระแสไฟฟา ทาํการเพาะเลีย้งตวัออนทีไ่ดในหองปฏบิตักิาร
(in vitro culture) และทาํการยายฝากตวัออนทีม่กีารพฒันา
ถึงระยะบลาสโตซีสใหโคตัวตั้งทอง การศึกษานี้ทําใหเกิด
ลูกโคจํานวน 2 ตัว วิธีนี้ตอมาใชในการทําใหเกิดลูกสัตว
อีกชนิดหนึ่ง (หนูเมาสชื่อ Cumulina) ที่ชวยยืนยันวา
เทคโนโลยกีารถายฝากนวิเคลยีส สามารถใชเซลลรางกาย
เปนเซลลตนแบบได (Wakayama et al., 1998)

แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีส 2 ครัง้
ในทั้งสองวิธีขางตน การถายฝากนิวเคลียสจาก

เซลลตนแบบทาํเพยีงครัง้เดยีว โดยใชไซโทพลาสซมึของไข
ทีพ่รอมจะผสมกบัอสจุ ิ (แตยงัไมถกูผสม) ซึง่ Wakayama
et al. (2000) ไดแสดงใหเห็นวาการใชไซโทพลาสซึม
ดังกลาวใหผลดีกวาใชไซโทพลาสซึมของไขที่ถูกอสุจิเขา

ผสมแลว (zygote) อยางไรก็ตาม หลังจากถายฝาก
นิวเคลียสแลว การกระตุนไขโดยกระแสไฟฟาหรือสารเคมี
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในไข (เชน ระดับของ
แคลเซี่ยม) แตกตางไปจากไขที่ถูกกระตุนโดยอสุจิใน
ระหวางการปฏิสนธิ ซึ่งอาจมีผลตอความสามารถในการ
พฒันาของตวัออน (Sun et al., 1992; Wang et al., 1998;
Ducibella et al., 2002) ดงันัน้จงึมกีารพฒันาการถายฝาก
นวิเคลยีสแบบ 2 ครัง้ขึน้ (Kwon and Kono, 1996) โดย
ขั้นตอนแรกในการศึกษานี้ ทําการถายฝากนิวเคลียสจาก
เซลลตวัออนหนเูมาสระยะ 4 เซลลใหรวมกบัไซโทพลาสซมึ
ของไขที่พรอมจะผสมกับอสุจิ เมื่อไดตัวออนแลว ทําการ
ถายฝากนวิเคลยีสจากตวัออนทีไ่ดใหรวมกบัไซโทพลาสซมึ
ใหม ซึ่งเปนไซโทพลาสซึมของไขที่ถูกอสุจิเขาผสมแลว
ทําใหตัวออนใหมที่ไดมีสวนประกอบภายในเซลล 0ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับตัวออนที่เกิดจากการผสมพันธุ
โดยอสจุ ิวธินีีท้าํใหเกดิลกูหน ู6 ตวัจาก 1 ตวัออนทีเ่ปนเซลล
ตนแบบ (ระยะ 4 เซลล)  และตอมาหลกัการนีไ้ดใชในการ
ทาํใหเกดิลกูสกุร (Fig. 2)  ทีเ่กดิจากการถายฝากนวิเคลยีส
ของเซลลรางกาย  (Polejaeva et al., 2000)

Figure 2 Serial nuclear transfer procedure.
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Figure 3 Nuclear transfer and tetraploid embryo complementation procedure.

แบบทําการถายฝากนิวเคลียสรวมกับการรวมกับ
ตวัออนทีเ่หนีย่วนาํใหมจีาํนวนโครโมโซม 4n

เนื่องจากประสิทธิภาพของเทคโนโลยีการถาย
ฝากนวิเคลยีสคอนขางต่าํมาก จงึมกีารศกึษาถงึวธิทีีอ่าจนาํ
มาใชรวมกับเทคโนโลยีการถายฝากนิวเคลียส เพื่อเพิ่ม
ประสทิธภิาพในการผลติลกูสตัวทีม่พีนัธกุรรมคลายกบัสตัว
ตนแบบ ในวิธีการนี้ จะผลิตตัวออนโดยการถายฝาก
นิวเคลียสขึ้นมากอน เมื่อไดตัวออนที่พัฒนาถึงระยะบลา
สโตซีส ทําการแยกเซลลที่จะพัฒนาไปเปนตัวลูก (ICM)
ออกมาเพาะเลีย้ง (ES cells ซึง่มจีาํนวนโครโมโซมเทากบั
2n) แลวนาํ ES cells ทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งนีไ้ปเกาะรวม
(aggregation) กบัตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n (เกดิโดย
การใชกระแสไฟฟากระตุนใหเซลลของตวัออนระยะ 2 เซลล
รวม (fuse) กลายเปนเซลลเดยีว) หรือใสเขาไป (injection)
ในตัวออนที่มีจํานวนโครโมโซม 4n ระยะบลาสโตซีส
(Fig. 3) การรวมของเซลลทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งกบัเซลลตวั
ออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n หมายถงึเซลลจะมาเกาะกนั
เทานัน้ ไมไดรวมกนักลายเปนเซลลใหมเหมอืนกบัการถาย
ฝากนิวเคลียส จํานวนโครโมโซมในเซลลจึงไมมีการ

เปลี่ยนแปลง  ทั้งนี้ เซลลที่มาจากตัวออนที่มีจํานวน
โครโมโซม 4n สวนใหญจะพัฒนาไปเปนสวนของรก
(extraembryonic membranes) และสวน  ES cells
จะพฒันาไปเปนตวัลกู (Nagy et al., 1990)

ลกูสตัวทีเ่กดิจากการรวมกนัระหวาง ES cells และ
ตัวออนที่มีจํานวนโครโมโซม 4n มีรายงานในหนูเมาส
(Nagy et al., 1990; Wang et al., 1997; Eggan et al.,
2001) และโค (Iwasaki et al., 2000) เทาทีท่ราบมเีพยีง
รายงานในหนูเมาสที่ใช ES cells ที่เกิดจากตัวออนที่ได
จากการถายฝากนิวเคลียสรวมกับการรวมกับตัวออนที่
เหนี่ยวนําใหมีจํานวนโครโมโซม 4n ในการผลิตลูกสัตว
(Hochedlinger and Jaenisch, 2002)  ซึง่ใชเซลลเมด็เลอืด
ขาว (lymphocyte) เปนเซลลตนแบบในการผลิตตัวออน
หนเูมาส หลงัจากนัน้ทาํการแยกเอา ICMมาเพาะเลีย้งเปน
ES cells แลวนาํ ES cells ทีไ่ดจาํนวน 8-20 เซลลใสเขาไป
ในตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n ระยะบลาสโตซสี ซึง่พบ
วาตัวออนที่ไดสามารถพัฒนาไปเปนลูกหนูได

ขอจาํกดัของวธินีีค้อื ลกูสตัวทีไ่ดจะมเีซลลทัง้จาก
ES cells และจากตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n อยูภาย-
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ในตวั (chimera) (Nagy et al., 1990; Wang et al., 1997;
Iwasaki et al., 2000) นอกจากนัน้ ES cell ทีม่าจากตวั
ออนหนูเมาสตัวผู (40,XY) เมื่อนําใชผลิตลูกสัตวโดยวิธีนี้
พบวาสามารถทาํใหเกดิลกูหนเูมาสทัง้เพศผู (40,XY) และ
เพศเมยี (39,XO) เนือ่งจากโครโมโซมของ ES cell เกดิการ
เปลีย่นแปลงในระหวางการเพาะเลีย้ง (ES cell subclone)
(Eggan et al., 2002) อยางไรกต็ามวธินีีอ้าจใชในการผลติ
สตัวแปลงพนัธกุรรมได โดยทาํการเปลีย่นแปลงพนัธกุรรม
ของ ES cell กอนที่จะนํามารวมกับตัวออนที่มีจํานวน
โครโมโซม 4n (Wang et al., 1997; Misra et al., 2001)

การผลติสตัวโดยการถายฝากนวิเคลยีส
ในประเทศไทย

ในประเทศไทย มรีายงานการศกึษาถงึวธิกีารและ
การพัฒนาของตัวออนที่เกิดจากเทคโนโลยีการถายฝาก
นวิเคลยีสในโค (Parnpai  et al., 2000; Saikhun et al.,
2000) สกุร (Parnpai et al., 2001)  กระบอื (Parnpai et
al., 1999; Kitiyanant et al., 2001;  Saikhun et al., 2002)
แมว (Kitiyanant et al., 2003) และกระตาย
(Techakumphu et al., 2003) และมกีารกลาวถงึการเกดิ
ลกูสตัวจากเทคโนโลยนีีใ้นโค (Kamonpatana, 2000) เทา
นั้น สวนในสัตวอื่นยังไมมีรายงาน

สรปุ
เทคโนโลยกีารผลติสตัวโดยการถายฝาก นวิเคลยีส

มกีารพฒันาจากการใชเซลลตวัออนมาเปนใชเซลลรางกาย
เปนเซลลตนแบบ โดยในขณะนี้ยังมีโอกาสที่จะประสบ
ความสําเร็จต่ํา เนื่องจากยังไมสามารถทําใหนิวเคลียส
ที่ถายฝากทํางานไดเหมือนกับนิวเคลียสของตัวออนปกติ
ซึ่งจําเปนตองมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆที่มีผลตอไป และ
เทคโนโลยีนี้เปนเครื่องมือที่จําเปนสําหรับการผลิตสัตว
ดัดแปลงพันธุกรรมซึ่งจะมีบทบาทที่สําคัญตอมนุษยใน
อนาคต

กติติกรรมประกาศ
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คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
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