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การประเมินการเจริญเติบโตและการพัฒนาของคอร์ปัสลูเทียมแพะ 
โดยการวิเคราะห์โปรตีน ดีเอ็นเอ และ proliferating cell  

nuclear antigen (PCNA)
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บทคัดย่อ: วัตถุประสงค์เพื่อประเมินการเจริญเติบโตและการพัฒนาของคอร์ปัส ลูเทียม (CL) โดยการวิเคราะห์โปรตีน 
(protein) ดีเอ็นเอ (DNA) และ proliferating cell nuclear antigen (PCNA) เป็นดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโตในช่วงวงรอบ 
การเป็นสัดของแพะ ศึกษาโดยใช้แพะเพศเมียที่ไม่ตั้งท้อง 20 ตัวอายุเฉลี่ย 12 เดือนเหนี่ยวน�ำการเป็นสัดและผ่าตัดเปิด 
ช่องท้องในวนัที ่3 8 13 และ 18 ของวงรอบการเป็นสดัเพือ่เกบ็รงัไข่ทีม่ ีCL ทัง้สองข้าง ชัง่น�ำ้หนกัสดแล้วน�ำไปเกบ็ในน�ำ้ยา
รกัษาสภาพเนือ้เยือ่ (Carnoy’s solution) และอกีส่วนหนึง่น�ำไปแช่แขง็ที ่-70 องศาเซลเซยีส เพือ่เตรยีมการวเิคราะห์ protein 
และ DNA เก็บเลือดเพื่อน�ำไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรเจสเทอโรน (P4) ผลการทดลองพบว่าน�้ำหนักสดของ CL และ
ปริมาณของ DNA (DNA contents) เพิ่มขึ้นจากวันที่ 3 ถึง 8 (P<0.01) และไม่แตกต่างกันระหว่างวันที่ 8 และ 13 และ 
ลดลงในวันที่ 13 ถึง 18 (P<0.01) สัดส่วนของ protein ต่อ DNA (protein/DNA ratios) พบว่าจากวันที่ 3, 8 และ 13  
ไม่แตกต่างกนั แต่มากกว่าวนัที ่18 (P<0.05) ค่าดชันชีีว้ดัการเจรญิเตบิโต (PCNA labeling index) มค่ีามากทีส่ดุในวนัที ่3 
และ 8 และลดลง (P<0.01) จากวันที่ 8 ถึง 13 และยังพบว่ามีค่ามากกว่า (P<0.01) ในวันที่ 18 ความเข้มข้นของ P4 มีค่า
ต�ำ่ในวนัที ่3 และเพิม่ขึน้ (P<0.05) ในวนัที ่8 และ 13 และวนัที ่18 P4 มคีวามเข้มข้น (P<0.05) ลดต�ำ่ลง รปูแบบการเจรญิ
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บทน�ำ

CL เป็นโครงสร ้างบนรังไข ่ที่ถูกพัฒนาและ

เปลี่ยนแปลงจากเซลล์กรานูโลซา (granulosa) และ 

ทีกา (theca) ภายหลังจากการตกไข่ มีความส�ำคัญ

โดยท�ำหน้าที่สังเคราะห์ฮอร์โมน P4 เพื่อรักษาและ 

ปรับสภาพของมดลูกในสัตว ์เลี้ยงลูกด ้วยนมให ้

เหมาะสมต่อการตั้งท้องจนกระทั่งสัตว์คลอด หาก

ปราศจาก CL เป็นผลให้สัตว์เกิดภาวะแท้ง และ 

วงรอบของการเป็นสัดผิดปกติไป (Young et al., 

2000) ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเพศเมียที่เจริญเติบโต

เต็มวัยพบว่า CL ยังคงมีการเจริญเติบโตและพัฒนา

รวมถึงมีการเสื่อมสลายเกิดขึ้นในช่วงวงรอบการเป็น

สัด (Reynolds et al., 1992) การเจริญเติบโตของ CL  

มีอัตราที่รวดเร็วมากในโค น�้ำหนักของ CL วัน

ที่ 3 ของวงรอบการเป็นสัด มีค่าเฉลี่ยเพียง 640 

มิลลิกรัม แต่มีน�้ำหนักถึง 5,100 มิลลิกรัม ในวันที่ 

14 เช่นเดียวกับในแกะ น�้ำหนักของ CL ในวันที่ 2  

ของวงรอบการเป ็นสัด  มีค ่า เฉลี่ ย เพียง  87.7 

มิลลิกรัม แต่มีน�้ำหนักถึง 736.3 มิลลิกรัม ในวันที่ 12  

(Jablonka-Shariff et al., 1993) ดังนั้นจึงมีการ

พัฒนาวิธีการในการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตโดย

การวิเคราะห์ปริมาณ protein DNA ซึ่งเป็นวิธีการที่

สามารถน�ำมาประเมินการเพิ่มจ�ำนวนและขนาดของ

เซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมถึงการใช้เทคนิค 

อิมมูโนฮีสโตเค็มมิสทรี (immunohistochemistry) 

ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษากิจกรรมของเซลล์ที่มี

ความจ�ำเพาะต่อ PCNA ซึ่งมีการศึกษาในโค (Zheng 

et al., 1994) และแกะ (Jablonka-Shariff et al., 1993) 

อย่างไรก็ตามในแพะพบว่ายังไม่มีการน�ำเทคนิค 

ดังกล่าวมาใช้ในการประเมินการเจริญเติบโตและการ

พฒันาของ CL ดงันัน้วตัถปุระสงค์ของการศกึษาครัง้นี้ 

เพื่อประเมินการเจริญเติบโต และการพัฒนาของ CL 

โดยใช้การวิเคราะห์ปริมาณ protein DNA และการใช้

เทคนิค immunohistochemistry มาใช้ในการศึกษา

การเจริญเติบโตของเซลล์ที่มีความจ�ำเพาะต่อ PCNA 

ในช่วงวงรอบการเป็นสัดในแพะ

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

	 วธิกีารศกึษาในงานทดลองครัง้นีผ่้านการพจิารณา 

โดยคณะกรรมการจรรยาบรรณและมาตรฐานการเลีย้ง

และการใช้สตัว์เพือ่งานทางวทิยาศาสตร์มหาวทิยาลยั

เติบโตและพัฒนาของ CL เป็นไปอย่างรวดเร็วในวันแรกถึงวันที่ 13 ของวงรอบการเป็นสัดจากนั้นจะคงที่และลดลง โดย
สอดคล้องกบัการเสือ่มสลายของ CL ซึง่ประเมนิได้จากการวเิคราะห์ปรมิาณ DNA สดัส่วนของ protein ต่อ DNA และ PCNA 
ค�ำส�ำคัญ: คอร์ปัสลูเทียม การเจริญเติบโต โปรตีน ดีเอ็นเอ ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต

ABSTRACT: The objective of the present study was to evaluate growth and development of corpus luteum (CL) using 
protein, DNA analysis and PCNA labeling index throughout the estrous cycle in goats.  Non pregnant goats (n=20), 
12 months of age were assigned for estrus synchronization.  Goats CL were obtained from days 3, 8, 13 and 18 of 
estrous cycle using bilateral ovariectomy and blood samples were taken for plasma progesterone (P4) concentration.   
The CL was weighed, and samples of each were fixed in Carnoy’s solution.  Additional samples of each CL were 
frozen and stored at -70 °C until analyzed for tissue DNA and protein.  Luteal fresh weight and DNA contents  
increased (P<0.01) from day 3 to day 8, were similar between days 8 and 13, and then decreased (P<0.01) from day 
13 to day 18.  The ratios of protein/DNA on days 3, 8 and 13 were similar and were greater (P<0.05) than that of day 
18.  The labeling indices (LI; percentage of cells that were PCNA-positive) were greatest on days 3 and 8, and then 
decreased (P<0.01) from day 8 to day 13 and were greater (P<0.01) than that of day 18.  Plasma P4 concentrations  
of goats were low on day 3, but significantly (P<0.05) increased by day 8 and 13.  By day 18, the plasma P4  
concentration (P<0.05) was decreased.  The study was also indicated that the pattern of growth and development 
of CL rapidly increased from first day to day 13 of the estrous cycle, after remained and decreased according to the 
regression or luteolysis of CL.  DNA content, protein/DNA ratio and PCNA labeling index could be used to evaluate 
growth and development of CL.
Keywords: corpus luteum, growth, protein, DNA, PCNA labeling index



59KHON KAEN AGR. J. 41 SUPPL. 1 : (2013).

ขอนแก่น (Reference No. 0514.1.12.2/87) โดยใน

งานทดลองนี้ใช้แพะเพศเมียจ�ำนวน 20 ตัว อายุเฉลี่ย 

12 เดือน น�้ำหนักเฉลี่ย 17.83±0.39 กิโลกรัม โดยมี

คะแนนร่างกาย (นับจาก 0-5) ประมาณ 2.5-3.0 ให้

อาหารข้นตามความต้องการโภชนะของแพะ จัดให้มี

น�้ำและหญ้าเป็นอาหารหยาบให้กินเต็มที่

การเหนี่ยวน�ำการเป็นสัดและการตรวจสัด 

	 เหนี่ยวน�ำการเป็นสัดโดยใช้ controlled internal 

drug release (CIDR) (EAZI-BREED™ CIDR®)  

สอดเข้าช่องคลอดเป็นเวลา 14 วัน และท�ำการตรวจ

สอบการเป็นสัดวันละ 2 ครั้งๆ ละ 30 นาที โดยใช้แพะ

เพศผู้ที่ตัดท่อน�ำน�้ำเชื้อแล้ว (vasectomized buck) 

มาตรวจสดัในช่วงเช้า 06.00 น. และช่วงเยน็ 18.00 น.  

บันทึกการแสดงอาการเป็นสัดทุกวันและเพื่อลด

อิทธิพลเนื่องจากฮอร์โมนที่ใช้ในการเหนี่ยวน�ำการ

เป็นสัดท�ำโดยเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ CL และเลือดใน

วงรอบถัดมา 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและดีเอ็นเอ

	 การศกึษาปรมิาณ Protein และ DNA โดยการสุม่

เนื้อเยื่อ CL ประมาณ 100 ไมโครกรัมแล้วน�ำไปผ่าน

ขั้นตอน โฮโมจิไนเซชัน (homogenization) โดยเครื่อง 

Polytron (Brinkmann Instr., Westbury, NY) ร่วมกับ

สารละลายบัฟเฟอร์ (Tris-HCI buffer) หลังจากนั้นน�ำ

ไปวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ด้วยวิธี diphenylamine 

procedure ดัดแปลงตามวิธีของ Burton (1956) และ

หาปริมาณ protein ตามวิธีการ Bradford assay 

ดดัแปลงตามวธิขีอง Bradford (1976) โดยเปรยีบเทยีบ 

กับค่า DNA มาตรฐานจาก Deoxyribonucleic acid, 

type I จาก calf thymus และ protein มาตรฐานจาก 

Bovine serum albumin (BSA)(Sigma Chemical  

Co., St. Louis, MO) ค�ำนวณค่าปริมาณ DNA และ 

protein เนื้อเยื่อ CL ซึ่งจะได้ค่าปริมาณ DNA (DNA 

content) เป็นดัชนีบ่งบอกการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์  

(hyperplasia) และอัตราส่วน protein ต่อ DNA เป็น

ดัชนีบ่งบอกการเพิ่มขนาดเซลล์ (hypertrophy) 

การวิเคราะห์ค่าดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต

	 วิ เคราะห ์การเจริญเติบโตของ CL ด ้วยวิธี  

immunohistochemistry โดยใช้ PCNA เป็นดัชนีชี้วัด

การเจริญเติบโต ท�ำโดยแยกตัดเนื้อเยื่อ CL ออกจาก 

รังไข่ให้ได้ขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร และฝัง

เนือ้เยือ่ในพาราฟิน (paraffin embedding) ตดัเนือ้เยือ่

ที่ฝังอยู่ในพาราฟินด้วยเครื่อง microtome ประมาณ 

6 ไมโครเมตร จากนั้นตรวจหา PCNA ตามวิธีการของ 

Grazul-Bilska et al. (2007) โดยน�ำเนื้อเยื่อมาขจัด

เอาพาราฟินออก (deparaffinization) เพื่อต้องการ

ตรวจหา proliferative cell nuclear antigen โดยใช้  

specific monoclonal antibody (MAB24R, Chemicon  

International, Temecula, CA) และตรวจหาการ

เกิดปฏิกิริยาโดยใช้ diaminobenzadine (DAB kit;  

Vector Labolatories, Burligame, CA, USA) ค�ำนวณ

หาดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (labeling index, LI)  

จากจ�ำนวนเซลล์ทีน่วิเคลยีสปรากฏการจบัของ PCNA 

ต่อจ�ำนวนเซลล์ 

การวิเคราะห์ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเทอโรน

	 เก็บตัวอย่างเลือดจากหลอดเลือดด�ำ (jugular 

vein) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ลงหลอดที่มีสารป้องกัน 

การแข็งตัวของเลือด (EDTA solution) น�ำไปปั่น

เหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,000 g เป็นเวลา 10 นาที เก็บ

ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกว่าน�ำไปวเิคราะห์ 

ท�ำการตรวจวัดปริมาณฮอร์โมน P4 ตามวิธีการของ 

Jarrel and Dziuk (1991)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 การวิเคราะห์ข้อมูลน�้ำหนักสด ค่าดัชนีชี้วัดการ

เจริญเติบโต ปริมาณของโปรตีน DNA ของ CL และ 

ความเข้มข้นของ P4 ท�ำการวิเคราะห์โดยใช้ GLM 

procedure of SAS (2001) และการทดสอบความ

แตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองโดยใช้ Duncan‘s New 

Multiple Range Test (Steel et al., 1997)
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ผลการศึกษา 

น�้ำหนักสด ปริมาณของโปรตีนและดีเอ็นเอ 

	 จากการทดลองพบว่าน�้ำหนักสดของเนื้อเยื่อ 

CL และปริมาณของ DNA (DNA content: ดัชนีชี้วัด

การเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์) เพิ่มขึ้นจากวันที่ 3 ถึง 8 

(P<0.01) และไม่แตกต่างกันระหว่างวันที่ 8 และ 13 

และลดลงในวันที่ 13 ถึง 18 (P<0.01) ของวงรอบการ

เป็นสดั (Table 1 และ Table 2) น�ำ้หนกัสดของเนือ้เยือ่

รังไข่และร้อยละของเนื้อเยื่อ CL (Luteal tissue)  

เพิ่มขึ้น (P<0.05) จากวันที่ 3 ถึง 8 และไม่แตกต่างกัน

ระหว่างวันที่ 8 13 และ 18 ของวงรอบการเป็นสัด ซึ่ง

ตรงข้ามกับร้อยละของเนื้อเยื่อที่ไม่ใช่ CL (Non-luteal  

tissue) ที่ลดลงจากวันที่ 3 ถึง 8 (P<0.05) และ 

ไม่แตกต่างกันระหว่างวันที่ 8, 13 และ 18 ของวงรอบ

การเป็นสัด (Table 1)

	 สัดส่วนของ protein ต่อ DNA (protein/DNA 

ratios: ดัชนีชี้วัดการเพิ่มขนาดของเซลล์) พบว่าจาก 

วันที่ 3, 8 และ 13 ไม่แตกต่างกัน และมากกว่า 

(P<0.05) วันที่ 18 ของวงรอบการเป็นสัด (Table 2) 

	 ความเข้มข้นของ DNA ลดลงจากวันที่ 3 ถึง 8 

(P<0.01) และไม่แตกต่างกันระหว่างวันที่ 8, 13 และ 

18 ของวงรอบการเป็นสัด (Table 2) และความเข้มข้น

ของ protein เพิม่ขึน้จากวนัที ่3 ถงึ 8 (P<0.05) และไม่

แตกต่างกันระหว่างวันที่ 8 และ 13 และลดลงในวันที่ 

13 ถึง 18 (P<0.05) ของวงรอบการเป็นสัด (Table 2)

Table 1 	 Fresh weight of ovaries and CL, and percentage of ovarian weight represented by luteal and non-luteal 
tissues throughout estrous cycle in goats.

Day of the
estrous cycle

No. of goats
Fresh weight % of ovarian weight

Ovaries (mg) CL (mg) Luteal tissue Non-luteal tissue

3 5 815.88b 139.80c 17.11b 82.89a

8 5 1051.27a 445.13a 42.53a 57.47b

13 5 1046.48a 448.58a 43.25a 56.75b

18 5 1045.35a 353.65b 34.41a 65.59b

SEM* 9.24 3.27 0.44 0.44
a, b, c Different superscripts in the same column indicate significant difference among treatment groups (P< 0.05) 
* SEM=pooled standard error of the mean

Table 2 	 DNA content, DNA and protein concentration and protein/DNA ratios of the luteal tissues throughout 
estrous cycle in goats.

Day of the 
estrous cycle

No. of 
goats

DNA content 
(mg)

DNA 
(mg/g)

Protein 
(mg/g)

Protein/DNA 
ratios

3 5 0.31c 2.10b 25.12b 12.21a

8 5 1.33a 3.00a 43.44a 14.65a

13 5 1.32a 2.91a 41.91a 14.53a

18 5 0.91b 2.73a 20.54b 7.55b

SEM*              0.02       0.03 0.33           0.27
a, b Different superscripts in the same column indicate significant difference among treatment groups (P< 0.05)
* SEM=pooled standard error of the mean
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ค่าดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต

	 จากภาพแสดงให้เห็นถึงเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่

ย้อมติด PCNA ซึ่งบ่งบอกให้ทราบถึงเซลล์ก�ำลังมีการ

แบ่งตวัและก�ำลงัเจรญิเตบิโตในเนือ้เยือ่ CL ของเซลล์ที่

ย้อมตดิ PCNA มมีากในช่วงวนัที ่3 (Figure 1A) และ 8 

(Figure 1B) ของวงรอบการเป็นสดั และเซลล์ทีย้่อมตดิ  

PCNA มีน้อยและน้อยมากในวันที่  13 (Figure  

1C) และ 18 (Figure 1D) ของวงรอบการเป็นสัด  

(Figure 1)

	 ดชันชีีว้ดัการเจรญิเตบิโต (LI; เปอร์เซน็ต์ของเซลล์

ที่ย้อมติด PCNA) มีมากในช่วงวันที่ 3 และ 8 จากนั้น

จะลดลง (P<0.01) จากวันที่ 8 ถึงวันที่ 13 และยังมีค่า

มากกว่า (P<0.01) ในวันที่ 18 ของวงรอบการเป็นสัด 

(Table 3)

Figure 1	 Immunolocalization of PCNA in sections of CL from goats on day 3 (A), day 8 (B), day 13 (C) and  
	 day 18 (D) of the estrous cycle. PCNA-labeled nuclei are indicated (arrowheads) in each field. CT,  
	 connective tissue. Magnification, x20. 

Table 3 PCNA labeling index of goats CL throughout the estrous cycle. 

Day of the  
estrous cycle

PCNA-cell count Total cell count Labeling index (%)

3 159.43a 461.86a 34.68a

8 169.00a 445.36a 37.83a

13 120.63b 419.50b 28.43b

18 83.63c 466.43a 17.90c

SEM* 0.27 0.39 0.05
a, b, c different superscripts in the same column indicate significant difference among treatment groups (P< 0.05)
  * SEM=pooled standard error of the mean
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ความเข้มข้นของฮอร์โมนโปรเจสเทอโรน

	 P4 จากเลือดที่เก็บในระหว่างวงรอบการเป็นสัด 

มคีวามเข้มข้นต�ำ่ (1.83 นาโนกรมั/มลิลลิติร) ในวนัที ่3  

และเพิ่มขึ้น (P<0.05) ในวันที่ 8 (5.15 นาโนกรัม/

มลิลลิติร) และ 13 (5.26 นาโนกรมั/มลิลลิติร) และวนัที่ 

18 ของวงรอบการเป็นสดั P4 มคีวามเข้มข้น (P<0.05) 

ลดต�่ำลง (2.27 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) (Figure 2)

วิจารณ์

การประเมินลักษณะการเปลี่ยนแปลงทาง

สัณฐานวิทยาถูกน�ำมาใช้เป็นเทคนิคในการประเมิน

การพัฒนาของ CL ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม โดย

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับเซลล์เนื้อเยื่อ CL ใน

ช่วงวงรอบการเป็นสัด (Farin et al., 1986) รวมถึง

การศึกษาทางด้านเนื้อเยื่อ (histological) โดยการ

วิเคราะห์กิจกรรมการแบ่งเซลล์ที่เป็นดัชนีชี้วัดการ

เจริญเติบโตจากภาพถ่าย (mitotic figures) ซึ่งมีการ

ศึกษาทั้งในโคและแกะ (Donaldson and Hansel, 

1965) จากผลการทดลองครั้งนี้พบว่าค่าที่ได้จาก 

น�้ำหนักสดของ CL ปริมาณของ protein DNA และ

ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโตจากเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที ่

ย้อมติด PCNA บ่งบอกให้ทราบถึงรูปแบบการเจริญ

เติบโตและพัฒนาของ CL แพะเป็นไปอย่างรวดเร็ว

ในช่วงแรก (early luteal phase) และคงที่ในช่วง

กลาง (mid luteal phase) และลดลงในช่วงท้ายของ

วงรอบการเป็นสัด (late luteal phase) ซึ่งพบว่ามี

ความสอดคล้องกับงานทดลองที่ประเมินการเจริญ

เตบิโตและพฒันาของ CL โดยใช้เทคนคิเดยีวกนัในโค  

(Zheng et al., 1994) แกะ (Jablonka-Shariff et al., 

1993) และระดับของ P4 จากงานทดลองในครั้งนี ้

พบว่า P4 จากเลือดที่เก็บในระหว่างวงรอบการเป็น

สัดมีความเข้มข้นที่สอดคล้องกับการเจริญเติบโตและ

พัฒนาของ CL และมีความคล้ายคลึงกับระดับของ 

P4 ในเลือดของแพะพันธุ์ West African Dwarf ดังนั้น

ข้อมูลที่ได้จากการทดลองครั้งนี้พบว่าสามารถใช้วิธี

การประเมินการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL จาก

การวิเคราะห์ protein DNA และ PCNA ในแพะได้

และท�ำให้มคีวามเข้าใจถงึรปูแบบของการเจรญิเตบิโต

และพฒันาของ CL แพะเพือ่เป็นข้อมลูพืน้ฐานและน�ำ

ไปประยกุต์ใช้ในการควบคมุวงรอบการเป็นสดัโดยการ

ใช้ฮอร์โมนและการผสมเทียมในแพะ (Abecia et al., 

2012) ได้อย่างแม่นย�ำและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

สรุป

	 จากผลการทดลองสรุปได้ว่ารูปแบบการเจริญ

เติบโตและพัฒนาของ CL เป็นไปอย่างรวดเร็วใน 

Figure 2 Plasma P4 concentration of goats throughout the estrous cycle.
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วันแรกถึงวันที่ 13 ของวงรอบการเป็นสัดจากนั้น 

จะคงที่และลดลง โดยสอดคล้องกับการเสื่อมสลาย

ของ CL ในช่วงวงรอบการเป็นสัดซึ่งประเมินได้จาก

การวิเคราะห์ protein DNA และ PCNA เป็นดัชนีชี้วัด

การเจริญเติบโต

ค�ำขอบคุณ
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