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ประวัติของการโคลนนิ่ง

	 โดยปกติการสืบพันธุ์ของคนหรือสัตว์ต้องอาศัย

การผสมกนัระหว่างตวัอสจุกิบัไข่ หลงัจากผสมกนัแล้ว

จะแบ่งตัวเจริญพัฒนาเป็นตัวอ่อน แล้วคลอดออกมา

เป็นสัตว์หรือคน ซึ่งจะมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือน

พ่อและแม่อย่างละครึ่ง แต่การโคลนนิ่งจะต่างจาก

การสืบพันธุ์ตามธรรมชาติ เพราะการโคลนนิ่งเป็นกระ

บวนการการสร้างสิ่งมีชีวิตให้มีลักษณะทางกายภาพ

และพันธุกรรมเหมือนกันโดยไม่ใช้เซลล์สืบพันธุ์เพศ

ผู้ (อสุจิ)  และเพศเมีย (ไข่) มาผสมกัน แต่จะใช้เซลล์

จากสัตว์ที่เราต้องการโคลนนิ่งมาใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ 

แล้วฉีดเข้าไปในไข่ที่ดูดนิวเคลียสออกแล้ว ท�ำให้ลูกที่

ได้มลีกัษณะของเพศและพนัธุเ์หมอืนกบัเซลล์ต้นแบบ

ทุกประการ

	 การโคลนนิ่งเริ่มครั้งแรกในปี พ.ศ. 2495 โดย  โท

มัส  คิง   ได้ท�ำการทดลองโคลนนิ่งตัวอ่อนกบโดยน�ำ

เอานวิเคลยีสของตวัอ่อนกบออกมา  และน�ำไปใส่แทน

นวิเคลยีสของไข่กบทีย่งัไม่ปฏสินธ ิ ผลปรากฏว่าไข่ดงั

กล่าวสามารถเจริญเติบโตขึ้นเป็นลูกอ๊อด   ต่อมา โร

เบิร์ต บริกกส์ และโทมัส คิง  ได้พัฒนาเทคนิคที่เรียก

ว่า  การย้ายฝากนิวเคลียส (Nuclear Transfer) ขึ้นมา 

และวิธีนี้ยังเป็นที่นิยมใช้อยู่จนถึงปัจจุบัน

	 ในช่วงแรกๆของการท�ำโคลนนิ่งนิยมใช้เซลล์ของ

ตัวอ่อนที่เกิดจากการปฏิสนธิตามธรรมชาติเป็นเซลล์

ต้นแบบ  มนีกัวทิยาศาสตร์หลายท่านได้ท�ำการทดลอง

โคลนนิ่งโดยใช้เซลล์ตัวอ่อนของสัตว์ชนิดต่างๆ เป็น

เซลล์ต้นแบบ เช่น แกะ โค หนู เป็นต้น

ต่อมาได้มีการพยายามใช้เซลล์ร่างกายเป็นเซลล์

ต้นแบบเพื่อท�ำโคลนนิ่ง ซึ่งผู้ที่บุกเบิกได้แก่  ดร.เอียน 

วิลมุท   และคณะ   และประสบความส�ำเร็จเป็นครั้ง

แรกในปี พ.ศ. 2540   ดร. วิลมุท ได้ท�ำการโคลนนิ่ง

แกะโดยใช้เซลล์เต้านมของแกะโตเต็มวัยเป็นเซลล์

ต้นแบบส�ำเร็จเป็นรายแรกของโลก จากนั้นเป็นต้น

มานักวิทยาศาสตร์ ทั่วโลกได้ศึกษาวิจัยการน�ำเซลล์

จากส่วนต่างๆของร่างกายสัตว์อีกหลายชนิดมาท�ำ

เป็นเซลล์ต้นแบบ จนประสบความส�ำเร็จดัง  แสดงใน

ตารางที่ 1

	 ในที่นี้จะกล่าวถึงขั้นตอนและวิธีการท�ำ

โคลนนิ่งโดยใช้เซลล์ใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ซึ่งมี

ขั้นตอนดังนี้

	 1.	 การเตรียมเซลล์ต้นแบบ

	 2.	 การเตรียมไข่

	 3.	 การฉีดเซลล์ต้นแบบเข้าไปในไข่

	 4.	 การเชื่อมเซลล์ต้นแบบให้ติดกับไข่

	 5.	 การกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัว

	 6.	 การเลี้ยงตัวอ่อนโคลนนิ่งในหลอดแก้ว

	 7.	 การย้ายฝากตัวอ่อนโคลนนิ่งสู่แม่ตัวรับ

	 ซึง่จะกล่าวถงึขัน้ตอนต่างๆ โดยละเอยีด ดงัต่อไป

นี้
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การเตรียมเซลล์ต้นแบบ

	 ท�ำการคดัเลอืกโคพนัธุด์ทีีใ่ห้ผลผลตินมหรอืเนือ้ที่

ด ีเพือ่น�ำมาเป็นตวัต้นแบบในการโคลนนิง่ แล้วท�ำการ

เก็บตัวอย่างใบหูโดยท�ำความสะอาดใบหูโค แล้วใช้

มีดตัดที่ใบหูให้เป็นรูปสามเหลี่ยมขนาดประมาณ 1´1 

เซนติเมตร หรือใช้เครื่องเจาะรูหูที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 

4-5 มม. หลงัจากนัน้น�ำชิน้ใบหทูีไ่ด้เกบ็ไว้ในน�ำ้ยา แล้ว

น�ำกลับเข้าห้องปฏิบัติการ

	 เมื่อถึงห้องปฏิบัติการน�ำชิ้นใบหูที่ได้มาท�ำการ

โกนขนทั้งด้านบนและด้านล่างออกให้หมดก่อน หลัง 

จากนั้นจึงลอกหนังออกจากกระดูกอ่อน  แล้วตัดส่วน

ทีเ่ป็นหนงัให้มขีนาดประมาณ 1´ 1 มลิลเิมตร หลงัจาก

นัน้น�ำไปเลีย้งในน�ำ้ยาเลีย้งเซลล์ในสภาวะทีเ่หมาะสม

เป็นเวลานาน 4 วันจึงน�ำเซลล์ที่เลี้ยงออกมาส่องตรวจ

ด้วยกล้องจลุทรรศน์เพือ่ดกูารเจรญิเตบิโต และเปลีย่น

น�้ำยาที่ใช้เลี้ยงเซลล์ทุกๆ 3 วัน ลักษณะของเซลล์ที่

เจรญิขึน้มาใหม่จะเป็นรปูกระสวยเรยีงตดิกนั (รปูที ่1)  

เมื่อได้เซลล์จ�ำนวนหนึ่งแล้วจะท�ำการเพิ่มปริมาณ

ให้ได้เซลล์จ�ำนวนมากขึ้น แล้วน�ำไปเก็บรักษาไว้ใน

รูปเซลล์แช่แข็ง เมื่อจะน�ำเซลล์ที่ได้มาใช้ ต้องท�ำการ

แยกให้เป็นเซลล์เดี่ยวๆก่อนโดยใช้น�้ำย่อย แล้วคัด

เลือกเซลล์ที่มีรูปร่างปกติ กลม และมีขนาดไม่เล็ก

หรือใหญ่เกินไป เพื่อใช้เป็นเซลล์ต้นแบบส�ำหรับใช้ฉีด

เข้าไปในไข่

ตารางที่ 1  ผลส�ำเร็จการโคลนนิ่งโดยใช้เซลล์ร่างกายเป็นเซลล์ต้นแบบ

ชนิดสัตว์ ชนิดเซลล์ต้นแบบ ลูกสัตว์คลอด ปี พ.ศ.

แกะ เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน + 2540

แกะ เซลล์เต้านมสัตว์โตเต็มวัย + 2540

โค เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน + 2541

หนู เซลล์คิวมูลัส + 2541

โค เซลล์คิวมูลัส + 2541

โค เซลล์บุท่อน�ำไข่ + 2541

สุกร เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน - 2542

กระบือ เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน - 2542

กระบือ เซลล์แกรนูโลซา - 2543

สุกร เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน + 2543

สุกร เซลล์แกรนูโลซา - 2543

สุกร เซลล์ใบหู - 2543

สุกร เซลล์กล้ามเนื้อ - 2543

แมว เซลล์คิวมูลัส + 2545

ล่อ เซลล์ผิวหนังลูกอ่อน + 2546

ม้า เซลล์ผิวหนังโตเต็มวัย + 2546

กวาง เซลล์ผิวหนังโตเต็มวัย + 2546

หมายเหตุ + หมายถึง มีลูกเกิด และ – หมายถึง ไม่มีลูกเกิด

รูปที่ 1  แสดงการเจริญของเซลล์ออกจากชิ้นใบหู (สีด�ำ)  ที่จะใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ
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การเตรียมไข่  

	 ท�ำการเก็บรังไข่มาจากโรงฆ่าสัตว์ โดยเก็บไว้ใน

น�้ำเกลือที่อุณหภูมิห้องระหว่างน�ำเข้าห้องปฏิบัติการ 

แล้วดูดไข่อ่อนที่อยู่ในถุงไข่ขนาด 3-7 มม. ออกมา

ด้วยเขม็ฉดียาขนาด 21G ทีต่่อกบักระบอกฉดียาขนาด 

10 ซีซี (รูปที่ 2 ก) จากนั้นน�ำไข่ที่ได้มาเลี้ยงในน�้ำยา

ส�ำหรับเลี้ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้วประมาณ 19 – 20 

ชั่วโมง เพื่อให้ไข่มีการเจริญต่อจนเป็นไข่สุก (รูปที่ 2 

ข) เมื่อได้ไข่สุกแล้วน�ำมาท�ำการดูดดนิวเคลียสออก

ไป (รูปที่ 2 ค) ไข่ที่ได้จะเป็นไข่ที่พร้อมส�ำหรับการ

โคลนนิ่ง

การฉีดเซลล์ต้นแบบเข้าไปในไข่

	 หลังจากที่ได้ไข่ที่ดูดนิวเคลียสออก และเซลล์

ต้นแบบทีเ่ป็นเซลล์เดีย่ว ๆ  (รปูที ่3 ก)  แล้วกจ็ะท�ำการ

ฉีดเซลล์ต้นแบบ 1 เซลล์เข้าไปในไข่ โดยการดูดเซลล์

ต้นแบบเข้ามาไว้ในหลอดแก้ว แล้วสอดผ่านผนังไข่

เข้าไป จากนั้นฉีดปล่อยเซลล์ต้นแบบให้เข้าไปอยู่ชิด

กับไข่มากที่สุด (รูปที่ 3 ข)

การเชื่อมเซลล์ต้นแบบกับไข่

	 หลังจากฉีดเซลล์ต้นแบบเข้าไปในไข่แล้ว จ�ำเป็น

ต้องมีการเชื่อมเซลล์ต้นแบบและไข่ให้ติดกันด้วย

กระแสไฟฟ้า เพื่อเป็นการหลอมเซลล์ต้นแบบให้เข้า

มาอยู่ภายในเซลล์ของไข่ โดยจัดให้เซลล์ต้นแบบอยู่

ในแนวเดี่ยวกับอีเลคโทรดจ่ายกระแสไฟฟ้าทั้ง 2 ด้าน 

(รูปที่ 4) แล้วจ่ายกระแสไฟฟ้า 30 V 15 msec 2 ครั้ง 

เพื่อเชื่อมเซลล์ให้ติดกัน

การกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัว

	 เมือ่เซลล์ต้นแบบเชือ่มตดิกบัไข่แล้ว ขัน้ตอนต่อไป

ทีต้่องท�ำคอืการกระตุน้ไข่ให้เกดิการแบ่งตวั โดยการน�ำ 

ไปไว้ในน�้ำยาที่มี 7% Ethanol เป็นเวลา 5 นาที แล้ว

น�ำไปเลี้ยงต่อในน�้ำยาที่มี 10 mg/ml cycloheximide 

และ 1.25 mg/ml cytochalasin D ในตู้อบอุณหภูมิ 

38.5 °C ภายใต้บรรยากาศที่ม ี 5% CO
2
 in air เป็น

เวลา 5 ชั่วโมง

รูปที่ 3 	 (ก) แสดงเซลล์ต้นแบบที่ถูกย่อยออกเป็นเซลล์เดี่ยวด้วยน�้ำย่อย และ (ข) แสดงการฉีดเซลล์ต้นแบบ (วงกลม) 
เข้าสู่ไข่ที่ดูดนิวเคลียสออกแล้ว

รูปที่ 2 	 (ก) แสดงการดูดไข่โคจากรังไข่ที่ได้จากโรงฆ่าสัตว์, (ข) แสดงไข่โคหลังจากที่เลี้ยงในน�้ำยาส�ำหรับเลี้ยงไข่ให้สุก
ในหลอดแก้วนาน 19-20 และ (ค) แสดงการดูดนิวเคลียสของไข่ออก    
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การเลี้ยงตัวอ่อนโคลนนิ่งในหลอดแก้ว

	 น�ำไข่ที่ผ่านการกระตุ้นให้แบ่งตัวแล้ว มาเลี้ยง

ในน�้ำยา mSOFaa + 0.1% BSA ในตู้อบที่อุณหภูมิ 

38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% O
2
 , CO

2
 ,N

2
  เป็น

เวลา 2 วนั จากนัน้ท�ำการคดัเลอืก ตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ 

ไปเลี้ยงในน�ำ้ยา mSOFaa + 0.3% BSA   ในตู้อบที่

อุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศที่มี 5% CO
2
 in 

air นาน 5 วัน โดยเลี้ยงร่วมกับเซลล์บุท่อน�ำไข่ของโค 

เนื่องจากเซลล์บุท่อน�ำไข่สามารถหลั่งสารที่สนับสนุน

การเจริญของตัวอ่อน โดยรวมแล้วจะท�ำการเลี้ยงตัว

อ่อนในหลอดแก้วเป็นนาน 7 วัน ซึ่งจะได้ตัวอ่อนระ

ยะบลาสโตซสีทีพ่ร้อมฝังตวัในมดลกู (รปูที ่5) หลงัจาก

นั้นจึงท�ำการย้ายฝากตัวอ่อนไปยังมดลูกแม่โคตัวรับ

การย้ายฝากตัวอ่อนโคลนนิ่งให้โคตัวรับ

	 ท�ำการคัดเลือกแม่โคตัวรับที่มีความเหมาะสม 

โดยคัดเลือกเอาเฉพาะแม่โคที่มีระบบสืบพันธุ ์ที่ดี 

คลอดลูกง่าย มาใช้เป็นแม่โคตัวรับ จากนั้นสังเกตการ

เป็นสัด เมื่อแม่โคตัวรับเป็นสัดได้ 7 วัน จึงท�ำการย้าย

ฝากตวัอ่อนโคลนนิง่เข้าสูปี่กมดลกูของแม่โค อาจฝาก

ได้  1 – 2  ตวัอ่อนต่อ 1 แม่โคตวัรบั จากนัน้นบัไปอกี 60 

วันจึงล้วงตรวจการตั้งท้องของแม่โค อัตราการตั้งท้อง

ของตวัอ่อนโคลนนิง่ในระยะ 2 เดอืนแรกจะมปีระมาณ 

30 – 40% และอัตราการตั้งท้องจนครบก�ำหนดคลอด

มีประมาณ 10%  

ความส�ำเร็จในประเทศไทย

	 จากกระบวนการโคลนนิ่ งที่กล ่าวมา มีนัก

วิทยาศาสตร์จ�ำนวนมากน�ำเทคนิคเหล่านี้ไปใช้ใน

การโคลนนิ่งสัตว์ต่างๆจนประสบความส�ำเร็จอย่าง

แพร่หลาย โดยเฉพาะในประเทศไทยสามารถสร้าง

ลูกโคโคลนนิ่งได้แล้ว 17 ตัว โดยใช้กระบวนการข้าง

ต้นคือ  ลูกโคพันธุ์แบรงกัสเพศเมีย ชื่อ อิง เกิดเมื่อ 6 

มันาคม 2543 นับเป็นลูกโคโคลนนิ่งตัวแรกของเอเชีย

อาคเนย์ และเป็นตัวที่ 6 ของโลก  นอกจากนี้ยังมีลูก

โคพันธุ์บราห์มันเทาเพศเมีย ชื่อ นิโคล เกิดมา ทั้งอิง

และนิโคล เป็นผลงานของ ดร.รังสรรค์ พาลพ่าย และ

คณะ ขณะปฏิบัติงานอยู่ที่คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั นอกจากนีแ้ล้วยงัมกีารผลติ

ลกูโคโคลนนิง่พนัธุบ์ราห์มนัเทาเพศผู้ ชือ่ ตมูตาม ( รปู

ที ่6 ก.) โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหเูป็นเซลล์ต้นแบบ 

ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบของตูมตามเกิด

มาถึง 7 ตัว เกิดมาระหว่างวันที่ 25 ตุลาคม 2546 ถึง 

7 มกราคม 2547 ( รูปที่ 6 ข.) นอกจากนี้ยังมี ลูกโค

พันธุ์บราห์มันแดงเพศเมีย (จากโคต้นแบบหมายเลข 

SK 180) เกิดมา 5 ตัว และ ลูกโคนมพันธุ์โฮลสไตน์

ฟรีเชี่ยน (จากโคต้นแบบหมายเลข 346) เกิดมา 3 ตัว 

และลูกโคโคลนนิ่งพันธุ์ขาวล�ำพูนเพศผู้ชื่อขาวมงคล 

(จากโคต้นแบบชื่อดอยอินทนนท์) เกิดมาเป็นรายแรก

ของประเทศไทย เมื่อวันที่ 21 มีนาคม 2550  (รูปที่ 7)  

ซึ่งเป็นผลงานของ ดร. รังสรรค์ พาลพ่ายและคณะ 

จากศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก�ำเนิด 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

รูปที่ 4 	 แสดงการเชือ่มเซลล์ต้นแบบ (วงกลม) กบัไข่ด้วย
กระแสไฟฟ้า

รูปที่ 5  	 แสดงตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสหลังจากเลี้ยง
ในหลอดแก้ว 7 วัน
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ประโยชน์และข้อจ�ำกัดของการท�ำโคลนนิ่ง

	 การโคลนนิ่งเป็นประโยชน์ต่อวงการปศุสัตว์เป็น

อย่างมาก ในแง่การเพิ่มจ�ำนวนสัตว์พันธุ์ดีมากๆที่มี

จ�ำนวนไม่มากนัก แต่อย่างไรก็ตามนักวิทยาศาสตร์

ยังต้องศึกษาวิจัยกันอีกมากเพื่อหาสาเหตุและหาวิธี

การเพื่อลดปัญหาของการแท้งและการตายระหว่าง

คลอดและหลังคลอดของลูกสัตว์โคลนนิ่ง ซึ่งมีอัตรา

สูงกว่าสัตว์ที่เกิดมาจากการผสมพันธุ์ปกติหลายเท่า

ตัว ส�ำหรับในแง่การทดลองทางวิทยาศาสตร์ การ

โคลนนิ่งเพื่อผลิตสัตว์ทดลองเพื่อใช้ในการทดสอบ

ทางการแพทย์จะสามารถช่วยลดจ�ำนวนสัตว์ที่ใช้ใน

การทดลองให้น้อยลงท�ำให้ประหยัดค่าใช้จ่าย และ

ช่วยลดความแปรปรวนของผลการทดลอง เนื่องจาก

สตัว์โคลนนิง่เป็นสตัว์ทีม่ลีกัษณะทางพนัธกุรรมเหมอืน

กนั ในทางการแพทย์ได้มกีารศกึษาอย่างมากในทัว่ทกุ

มุมโลก เพื่อน�ำการโคลนนิ่งมาใช้ในการผลิตเซลล์ต้น

ก�ำเนิดตัวอ่อน (Embryonic Stem cell) ด้วยการน�ำ

เซลล์ร่างกายของมนุษย์มาใช้เป็นเซลล์ต้นแบบ เมื่อ

ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสแล้วจะแยกเอาเซลล์ in-

ner cell mass ไปเลี้ยงเพื่อผลิตเซลล์ต้นก�ำเนิดที่มี

พนัธกุรรมเหมอืนกบัเจ้าของเซลล์ร่างกาย แล้วน�ำเซลล์

ต้นก�ำเนิดตัวอ่อนที่ได้ไปใช้รักษาโรคในมนุษย์หรือใช้

ในการปลกูถ่ายเนือ้เยือ่หรอือวยัวะ เพือ่ลดปัญหาเรือ่ง

การต่อต้านอวัยวะใหม่ นอกจากนี้ยังมีความพยายาม

ที่จะโคลนนิ่งมนุษย์ให้เกิดมา แต่อย่างไรก็ตามการก

ระท�ำดังกล่าวยังไม่เป็นที่ยอมรับเพราะยังติดปัญหา

ทางด้านจริยธรรม และมีกฎหมายห้ามท�ำดังนั้นการ

โคลนนิ่งมนุษย์จึงยังเป็นสิ่งที่ไม่สามารถท�ำได้ใน

ปัจจุบัน  ในปัจจุบันงานทดลองที่เป็นที่ยอมรับและถูก

เผยแพร่จึงเน้นไปในทางการโคลนนิ่งสัตว์เศรษฐกิจ  

สัตว์ใกล้สูญพันธุ์   และการโคลนนิ่งเพื่อประโยชน์ใน

การศึกษาทางการแพทย์       

รูปที่ 7  	 (ก) โคต้นแบบดอยอนิทนนท์ พนัธุข์าวล�ำพนูเพศผู ้และ (ข) ขาวมงคล ลกูโคโคลนนิง่ทีเ่กดิจากเซลล์ต้นแบบของ

ดอยอินทนนท์

รูปที่ 6 	 (ก) โคต้นแบบตูมตาม
พันธุ์บราห์มันเทาเพศผู้ 
(ข) ลูกโคโคลนนิ่งที่เกิด
จากเซลล์ต้นแบบของ
ตูมตาม


