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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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บทคดัยอ

การผลติสตัวโดยเทคโนโลยกีารถายฝากนวิเคลยีส มกีารศกึษากนัมาเปนเวลามากกวา 15 ปนบัตัง้แตรายงานการ
เกิดลูกแกะตัวแรกในป พ.ศ.2529 ซึ่งใชเซลลตัวออนเปนเซลลตนแบบ ตอมาการเกิดของลูกแกะที่ชื่อวา “ดอลลี่” ในป
พ.ศ.2540 เปนความกาวหนาครัง้สาํคญัยิง่ของเทคโนโลยนีี ้เนือ่งจากเปนการใชเซลลรางกายเปนเซลลตนแบบ จดุประสงค
เริม่แรกของการใชเทคโนโลยนีีค้อืเพือ่การผลติสตัวทีม่ลีกัษณะดเีดน แตอตัราความสาํเรจ็ในการผลติสตัวโดยวธินีีค้อนขาง
ต่ําและไมคุมคาทางเศรษฐกิจ จึงมีการนําเทคโนโลยีนี้มาใชในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม ซึ่งมีโอกาสใหผลตอบแทน
ที่คุมคา อยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่จะชวยเพิ่มโอกาสประสบความสําเร็จของเทคโนโลยีนี้ตอไป
บทความนี้ไดรวบรวมการศึกษาเทคโนโลยีนี้ในสัตวชนิดตางๆ ทั้งที่ใชเซลลตัวออนและเซลลรางกายเปนเซลลตนแบบ
รวมทั้งวิธีการที่มีการพัฒนาจากอดีตมาจนถึงปจจุบัน
คาํสาํคญั : การถายฝากนวิเคลยีส  เซลลตวัออน  เซลลรางกาย
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บทนาํ
การผลติสตัวโดยการโคลน (cloning) หมายถงึการ

ผลติสตัวทีม่พีนัธกุรรมเหมอืนกบัสตัวตนแบบ แตสตัวทีเ่กดิ
จากการโคลนซึ่งกลาวถึงกันในปจจุบันนั้นมีแตสารพันธุ
กรรมทีอ่ยูในนวิเคลยีสของเซลลเทานัน้ทีเ่หมอืนกบัสตัวตน

แบบ โดยสารพันธุกรรมที่ไมโตคอนเดรีย (mitochondrial
DNA; mtDNA) จะไมเหมอืนกบัสตัวตนแบบ โดยสวนนีจ้ะ
มาจากไซโทพลาสซมึของไข (oocyte) ทีใ่ช (Meirelles et
al., 2001; St John, 2002) และยงัพบ mtDNA จากสตัวที่
เปนตวัตัง้ทอง (recipient) ในเลอืดของลกูออน (fetus) ทีเ่กดิ
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โดยวธิดีงักลาว (Hiendleder et al., 2003) แตดเูหมอืนวา
คําวา “โคลน” จะถูกนําไปใชและเปนที่รูจักมากกวาคําวา
“การถายฝากนิวเคลียส (nuclear transplantation หรือ
nuclear transfer)” ซึง่เปนคาํทีใ่ชกนัแตเดมิและมคีวามถกู
ตอง ในบทความนี้ขอยอนกลับไปใชคําวา “การถายฝาก
นิวเคลียส” ซึ่งเปนคําที่ใชกลาวถึงเทคโนโลยีนี้ที่ทําใหเกิด
ลกูสตัวตวัแรกคอื แกะ ในป พ.ศ. 2529 (Willadsen, 1986)
จากการใชเซลลตัวออน (embryonic cells) เปนเซลลตน
แบบ และตอมาการเกดิของลกูสตัวตวัแรกทีใ่ชเซลลรางกาย
(somatic cell) เปนเซลลตนแบบซึง่คอื แกะอกีเชนกนั ในป
พ.ศ. 2540 (Wilmut et al., 1997) อยางไรกต็ามลกูสตัวที่
เกิดจากการโคลนอยางแทจริง สามารถเกิดขึ้นไดเชนกัน
โดยมทีัง้ทีเ่กดิขึน้เองตามธรรมชาต ิคอืในกรณขีองการเกดิ
แฝดแท (identical twin) และทีเ่กดิโดยเทคโนโลยกีารแบง
ตวัออน (embryo splitting) ซึง่สามารถแบงตวัออนออกเปน
2-8 สวน และแตละสวนสามารถพฒันาไปเปนลกูสตัวได โดย
ลกูสตัวทีเ่กดิจากการแบงตวัออนเปน 2 สวน มรีายงานใน
หนเูมาส หนแูรท กระตาย แพะ แกะ โค มา ลงิ ทีเ่กดิจาก
การแบงตวัออนเปน 4 สวน มรีายงานในกระตาย  แกะ สกุร
โค มา  และทีเ่กดิจากการแบงตวัออนเปน 8 สวน มรีายงาน
ในกระตาย  แกะ และสกุร (อางใน Loskutoff et al., 1993;
Mitalipov et al., 2002a) ทัง้นีค้วามสามารถของตวัออนที่
ถกูแบงในการพฒันาไปเปนลกูสตัวจะขึน้กบัจาํนวนเซลลที่
เหลอือยู โดยถาเซลลทีจ่ะพฒันาไปเปนตวัลกู (inner cell
mass, ICM) และเซลลทีจ่ะพฒันาไปเปนรก (trophoblast)
มจีาํนวนเซลลนอยเกนิไป ตวัออนนัน้จะไมสามารถพฒันา
ตอไปได ซึง่เปนขอจาํกดัของการแบงตวัออน การถายฝาก
นิวเคลียสไมมีขอจํากัดในสวนนี้ แตมีขอจํากัดในสวนของ
การทาํงานของนวิเคลยีสทีถ่ายฝาก ซึง่สวนใหญไมสามารถ
ทาํงานไดเหมอืนนวิเคลยีสของตวัออนปกต ิทาํใหตวัออนที่
ไดพฒันาตอไปไมได (Han et al., 2003; Miyoshi et al.,
2003; Rideout et al., 2001;  Shiota and  Yanagimachi,
2002)

ทาํไมจงึตองผลติสตัวโดยการถายฝากนวิเคลยีส
จุดประสงคเดิมของการใชเทคโนโลยีการถาย

ฝากนวิเคลยีสคอื การเพิม่จาํนวนสตัวทีม่ลีกัษณะดเีดนตาม
ตองการอยางรวดเร็ว โดยการใชนิวเคลียสมาจากสัตวตน
แบบที่ดีเดนมาผลิตตัวออน แลวทําการยายฝากตัวออน

(embryo transfer) ใหแกสัตวที่เปนตัวตั้งทอง ทําให
สามารถเพิ่มจํานวนลูกที่มีลักษณะดีเดนไดอยางรวดเร็ว
แตเปอรเซ็นตความสําเร็จในการผลิตสัตวโดยวิธีนี้มีนอย
มาก  (Table 1, 2 ) ทาํใหจดุประสงคดงักลาวไมคุมคาทาง
เศรษฐกจิ  (Cross, 1989; Stice et al., 1998; Wolf et al.,
1998)  อยางไรกต็ามเทคโนโลยนีี ้สามารถนาํไปใชในการ
ผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม (transgenic animals)
(Schnieke  et al., 1997) และมปีระสทิธภิาพมากกวาวธิี
การแบบเดิม ซึ่งทําโดยการฉีดสารพันธุกรรมเขาไป
โปรนิวเคลียสของตัวออน (pronuclear microinjection)
โดยเปาหมายในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรมนั้นไดแก
การทําใหสัตวสามารถผลิตโปรตีนสําหรับใชรักษาโรคหรือ
เปนแหลงใหอวยัวะสาํหรบัเปลีย่นถายใหมนษุย ทาํใหสตัว
มีความตานทานโรคมากขึ้น ใหผลผลิตตามคุณลักษณะที่
ตองการไดมากขึ้น และเปนตัวอยางสําหรับการศึกษาโรค
ในคน (Wall et al., 1997; Rudolph, 1999; Piedrahita,
2000; Houdebine, 2002; Prather et al., 2003)  นอกจาก
การใชเทคโนโลยนีีเ้พือ่ผลติสตัวดดัแปลงพนัธกุรรมแลว อาจ
พจิารณานาํไปใชในการผลติสตัวปาทีใ่กลสญูพนัธุ (Lanza
et al., 2000; Loi et al., 2001) หรอืเพือ่ผลติตวัออนมนษุย
สําหรับใหเซลลเริ่มตนที่สามารถเปลี่ยนไปเปนเซลลตางๆ
ของรางกาย (embryonic stem cells, ES cells) ซึง่สามารถ
นาํไปทดแทนเซลลทีผ่ดิปกต ิ(therapeutic cloning) อยาง
ไรก็ตาม จุดประสงคนี้ยังคงเปนที่ถกเถียงเกี่ยวกับดาน
จรยิธรรม (Colman and Kind, 2000; Nippert, 2002)

เซลลตนแบบทีใ่ชในการถายฝากนวิเคลยีส
เซลลตนแบบที่ใชสําหรับถายฝากนิวเคลียส แบง

ไดเปน 2 กลุมคอื เซลลตวัออนและเซลลรางกาย (Table 1,
2) เนือ่งจากเปอรเซน็ตความสาํเรจ็ในการผลติสตัวโดยวธินีี้
มีนอย ทําใหไมสามารถสรุปไดวาเซลลกลุมใดใหผลดีกวา
กัน แตการใชเซลลตัวออนอาจมีโอกาสที่จะประสบผล
สาํเรจ็มากกวา (Wakayama et al., 1999; Bortvin et al.,
2003) อยางไรก็ตามในการผลิตสัตวดัดแปลงพันธุกรรม
สามารถเปลีย่นแปลงพนัธกุรรมของเซลลทัง้ 2 กลุมไดเชน
เดยีวกนั เชน ในกรณขีองเซลลตวัออน สามารถใช  ES cell
(Ono et al., 2001a) และในกรณขีองเซลลรางกาย สามารถ
ใชเซลล fetal fibroblast (Schnieke et al., 1997) หรอืเซลล
skin fibroblast (Bondioli et al., 2001) เปนตน
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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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วธิกีารถายฝากนวิเคลยีส
หลักการของเทคโนโลยีการถายฝากนิวเคลียสคือ
การประกอบเซลลตัวออนขึ้นมาใหม โดยใชนิวเคลียสของ
เซลลตวัออนหรอืเซลลรางกายจากสตัวทีต่องการ (จาํนวน
โครโมโซมเทากับ 2n) รวมเขากับสวนของไซโทพลาสซึม
ของไข (oocyte) ซึง่นาํเอาสวนของนวิเคลยีสเดมิออกไปแลว
(enucleation) (จาํนวนโครโมโซมเทากบั 0) โดยไขทีใ่ชควร
เปนไขทีพ่รอมจะผสมกบัอสจุ ิ(mature oocyte) เมือ่ทัง้สอง
สวนรวมกนัแลว จะกลายเปนตวัออนทีม่สีวนประกอบของ
เซลลคลายกับตัวออนที่เกิดจากการปฏิสนธิตามธรรมชาติ

วิธีการถายฝากนิวเคลียสเพื่อผลิตตัวออน
จนถงึปจจบุนั สามารถแบงไดเปน 4 แบบ ดงันี้

1. แบบที่ตองทําใหสวนของนิวเคลียสรวมกับ
สวนของไซโทพลาสซมึของไข (karyoplast fusion)

2. แบบที่ใสสวนของนิวเคลียสเขาไปในไซโท
พลาสซมึของไขโดยตรง  (karyoplast microinjection)

3. แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีส 2 ครัง้ (serial
nuclear transfer)

4. แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีสรวมกบั การรวม
กับตัวออนที่เหนี่ยวนําใหมีจํานวนโครโมโซม 4n (nuclear
transfer and tetraploid embryo complementation)

แบบที่ตองทําใหสวนของนิวเคลียสรวมกับสวนของ
ไซโทพลาสซึมของไข

เปนวิ ธี การที่ ทํ า ให เกิดลูกสัตวตั วแรกจาก
เทคโนโลยนีี ้ (Willadsen, 1986) โดยสวนของนวิเคลยีสมา
จากเซลลตวัออนระยะ 8 เซลล และสวนของไซโทพลาสซมึ
มาจากไขที่ตกมาที่ทอนําไข  (in vivo mature oocyte)
หลังจากนั้นใชกระแสไฟฟา (electrofusion) ทําใหทั้งสอง
สวนรวมกนั (Fig. 1a) ตวัออนทีไ่ดถกูใสเขาไปเพาะเลีย้งใน
ทอนาํไขของแกะ (in vivo culture) เปนเวลา 4.5- 5.5 วนั
หลงัจากนัน้เกบ็ตวัออนออกมา และทาํการยายฝากตวัออน
ที่มีการพัฒนาถึงระยะบลาสโตซีส (blastocyst) ใหแกะ
ตวัตัง้ทอง การศกึษานีท้าํใหเกดิลกูแกะจาํนวน 3 ตวั ตัง้แต
นั้นมาวิธีนี้ไดเปนตนแบบของเทคโนโลยีการถายฝาก
นวิเคลยีสทีใ่ชเซลลตวัออนเปนเซลลตนแบบ (Table 1) และ
เปนวธิทีีใ่ชในการทาํใหเกดิลกูสตัวตวัแรกทีเ่กดิจากการถาย
ฝากนิวเคลียสของเซลลรางกาย (Wilmut et al., 1997)
ซึ่งเปนแกะเชนกัน  (ชื่อ  Dolly) และเปนการเปด
ประวตัศิาสตรหนาใหมของเทคโนโลยนีี ้(Table 2) เนือ่งจาก
แตเดิมคิดกันวาเซลลตัวออนเทานั้นที่สามารถใชเปนเซลล
ตนแบบได เนือ่งจากสามารถพฒันาไปเปนเซลลตางๆของ
รางกายได แตเซลลรางกายนัน้ไดมกีารเปลีย่นแปลงไปแลว
จึงไมนาที่จะมีคุณสมบัติเหมือนกับเซลลตัวออน

Figure 1 Nuclear transfer procedures: a) karyoplast fusion and b) karyoplast microinjection.
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แบบทีใ่สสวนของนวิเคลยีสเขาไปในไซโทพลาสซมึ
ของไขโดยตรง

Collas and Barnes (1994) ไดแยกสวนของเซลล
ที่จะพัฒนาไปเปนตัวลูก (ICM) จากตัวออนโคระยะ
บลาสโตซสี และใสเซลลดงักลาว (จาํนวน 1 เซลล) เขาไป
ในไซโทพลาสซมึของไขโดยตรง (Fig. 1b) แลวกระตุนดวย
กระแสไฟฟา ทาํการเพาะเลีย้งตวัออนทีไ่ดในหองปฏบิตักิาร
(in vitro culture) และทาํการยายฝากตวัออนทีม่กีารพฒันา
ถึงระยะบลาสโตซีสใหโคตัวตั้งทอง การศึกษานี้ทําใหเกิด
ลูกโคจํานวน 2 ตัว วิธีนี้ตอมาใชในการทําใหเกิดลูกสัตว
อีกชนิดหนึ่ง (หนูเมาสชื่อ Cumulina) ที่ชวยยืนยันวา
เทคโนโลยกีารถายฝากนวิเคลยีส สามารถใชเซลลรางกาย
เปนเซลลตนแบบได (Wakayama et al., 1998)

แบบทาํการถายฝากนวิเคลยีส 2 ครัง้
ในทั้งสองวิธีขางตน การถายฝากนิวเคลียสจาก

เซลลตนแบบทาํเพยีงครัง้เดยีว โดยใชไซโทพลาสซมึของไข
ทีพ่รอมจะผสมกบัอสจุ ิ (แตยงัไมถกูผสม) ซึง่ Wakayama
et al. (2000) ไดแสดงใหเห็นวาการใชไซโทพลาสซึม
ดังกลาวใหผลดีกวาใชไซโทพลาสซึมของไขที่ถูกอสุจิเขา

ผสมแลว (zygote) อยางไรก็ตาม หลังจากถายฝาก
นิวเคลียสแลว การกระตุนไขโดยกระแสไฟฟาหรือสารเคมี
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในไข (เชน ระดับของ
แคลเซี่ยม) แตกตางไปจากไขที่ถูกกระตุนโดยอสุจิใน
ระหวางการปฏิสนธิ ซึ่งอาจมีผลตอความสามารถในการ
พฒันาของตวัออน (Sun et al., 1992; Wang et al., 1998;
Ducibella et al., 2002) ดงันัน้จงึมกีารพฒันาการถายฝาก
นวิเคลยีสแบบ 2 ครัง้ขึน้ (Kwon and Kono, 1996) โดย
ขั้นตอนแรกในการศึกษานี้ ทําการถายฝากนิวเคลียสจาก
เซลลตวัออนหนเูมาสระยะ 4 เซลลใหรวมกบัไซโทพลาสซมึ
ของไขที่พรอมจะผสมกับอสุจิ เมื่อไดตัวออนแลว ทําการ
ถายฝากนวิเคลยีสจากตวัออนทีไ่ดใหรวมกบัไซโทพลาสซมึ
ใหม ซึ่งเปนไซโทพลาสซึมของไขที่ถูกอสุจิเขาผสมแลว
ทําใหตัวออนใหมที่ไดมีสวนประกอบภายในเซลล 0ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับตัวออนที่เกิดจากการผสมพันธุ
โดยอสจุ ิวธินีีท้าํใหเกดิลกูหน ู6 ตวัจาก 1 ตวัออนทีเ่ปนเซลล
ตนแบบ (ระยะ 4 เซลล)  และตอมาหลกัการนีไ้ดใชในการ
ทาํใหเกดิลกูสกุร (Fig. 2)  ทีเ่กดิจากการถายฝากนวิเคลยีส
ของเซลลรางกาย  (Polejaeva et al., 2000)

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

แบบทําการถายฝากนิวเคลียสรวมกับการรวมกับ
ตวัออนทีเ่หนีย่วนาํใหมจีาํนวนโครโมโซม 4n

เนื่องจากประสิทธิภาพของเทคโนโลยีการถาย
ฝากนวิเคลยีสคอนขางต่าํมาก จงึมกีารศกึษาถงึวธิทีีอ่าจนาํ
มาใชรวมกับเทคโนโลยีการถายฝากนิวเคลียส เพื่อเพิ่ม
ประสทิธภิาพในการผลติลกูสตัวทีม่พีนัธกุรรมคลายกบัสตัว
ตนแบบ ในวิธีการนี้ จะผลิตตัวออนโดยการถายฝาก
นิวเคลียสขึ้นมากอน เมื่อไดตัวออนที่พัฒนาถึงระยะบลา
สโตซีส ทําการแยกเซลลที่จะพัฒนาไปเปนตัวลูก (ICM)
ออกมาเพาะเลีย้ง (ES cells ซึง่มจีาํนวนโครโมโซมเทากบั
2n) แลวนาํ ES cells ทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งนีไ้ปเกาะรวม
(aggregation) กบัตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n (เกดิโดย
การใชกระแสไฟฟากระตุนใหเซลลของตวัออนระยะ 2 เซลล
รวม (fuse) กลายเปนเซลลเดยีว) หรือใสเขาไป (injection)
ในตัวออนที่มีจํานวนโครโมโซม 4n ระยะบลาสโตซีส
(Fig. 3) การรวมของเซลลทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งกบัเซลลตวั
ออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n หมายถงึเซลลจะมาเกาะกนั
เทานัน้ ไมไดรวมกนักลายเปนเซลลใหมเหมอืนกบัการถาย
ฝากนิวเคลียส จํานวนโครโมโซมในเซลลจึงไมมีการ

เปลี่ยนแปลง  ทั้งนี้ เซลลที่มาจากตัวออนที่มีจํานวน
โครโมโซม 4n สวนใหญจะพัฒนาไปเปนสวนของรก
(extraembryonic membranes) และสวน  ES cells
จะพฒันาไปเปนตวัลกู (Nagy et al., 1990)

ลกูสตัวทีเ่กดิจากการรวมกนัระหวาง ES cells และ
ตัวออนที่มีจํานวนโครโมโซม 4n มีรายงานในหนูเมาส
(Nagy et al., 1990; Wang et al., 1997; Eggan et al.,
2001) และโค (Iwasaki et al., 2000) เทาทีท่ราบมเีพยีง
รายงานในหนูเมาสที่ใช ES cells ที่เกิดจากตัวออนที่ได
จากการถายฝากนิวเคลียสรวมกับการรวมกับตัวออนที่
เหนี่ยวนําใหมีจํานวนโครโมโซม 4n ในการผลิตลูกสัตว
(Hochedlinger and Jaenisch, 2002)  ซึง่ใชเซลลเมด็เลอืด
ขาว (lymphocyte) เปนเซลลตนแบบในการผลิตตัวออน
หนเูมาส หลงัจากนัน้ทาํการแยกเอา ICMมาเพาะเลีย้งเปน
ES cells แลวนาํ ES cells ทีไ่ดจาํนวน 8-20 เซลลใสเขาไป
ในตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n ระยะบลาสโตซสี ซึง่พบ
วาตัวออนที่ไดสามารถพัฒนาไปเปนลูกหนูได

ขอจาํกดัของวธินีีค้อื ลกูสตัวทีไ่ดจะมเีซลลทัง้จาก
ES cells และจากตวัออนทีม่จีาํนวนโครโมโซม 4n อยูภาย-
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ในตวั (chimera) (Nagy et al., 1990; Wang et al., 1997;
Iwasaki et al., 2000) นอกจากนัน้ ES cell ทีม่าจากตวั
ออนหนูเมาสตัวผู (40,XY) เมื่อนําใชผลิตลูกสัตวโดยวิธีนี้
พบวาสามารถทาํใหเกดิลกูหนเูมาสทัง้เพศผู (40,XY) และ
เพศเมยี (39,XO) เนือ่งจากโครโมโซมของ ES cell เกดิการ
เปลีย่นแปลงในระหวางการเพาะเลีย้ง (ES cell subclone)
(Eggan et al., 2002) อยางไรกต็ามวธินีีอ้าจใชในการผลติ
สตัวแปลงพนัธกุรรมได โดยทาํการเปลีย่นแปลงพนัธกุรรม
ของ ES cell กอนที่จะนํามารวมกับตัวออนที่มีจํานวน
โครโมโซม 4n (Wang et al., 1997; Misra et al., 2001)

การผลติสตัวโดยการถายฝากนวิเคลยีส
ในประเทศไทย

ในประเทศไทย มรีายงานการศกึษาถงึวธิกีารและ
การพัฒนาของตัวออนที่เกิดจากเทคโนโลยีการถายฝาก
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) และกระตาย
(Techakumphu et al., 2003) และมกีารกลาวถงึการเกดิ
ลกูสตัวจากเทคโนโลยนีีใ้นโค (Kamonpatana, 2000) เทา
นั้น สวนในสัตวอื่นยังไมมีรายงาน

สรปุ
เทคโนโลยกีารผลติสตัวโดยการถายฝาก นวิเคลยีส

มกีารพฒันาจากการใชเซลลตวัออนมาเปนใชเซลลรางกาย
เปนเซลลตนแบบ โดยในขณะนี้ยังมีโอกาสที่จะประสบ
ความสําเร็จต่ํา เนื่องจากยังไมสามารถทําใหนิวเคลียส
ที่ถายฝากทํางานไดเหมือนกับนิวเคลียสของตัวออนปกติ
ซึ่งจําเปนตองมีการศึกษาถึงปจจัยตางๆที่มีผลตอไป และ
เทคโนโลยีนี้เปนเครื่องมือที่จําเปนสําหรับการผลิตสัตว
ดัดแปลงพันธุกรรมซึ่งจะมีบทบาทที่สําคัญตอมนุษยใน
อนาคต
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