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ความสัมพันธระหวางกิจกรรมการแบงเซลล ความเขมขนของโปรตีนรวม และ 
ปริมาณ IGFBP-4 ในของเหลวภายในฟอลลิเคิลโค ในวันที่ 5 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรก 
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บทคัดยอ: เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางกิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิล ความเขมขนของโปรตีนรวม และปริมาณของ 
IGFBP-4 จากของเหลวภายในฟอลลิเคิลโคในวันท่ี 5 ของคล่ืนฟอลลิเคิลแรก โคเนื้อลูกผสมพื้นเมืองไทยจํานวน 8 ตัวถูก 
เหนี่ยวนําการเปนสัดดวย PGF2α สังเคราะห และเก็บรังไขจากโรงฆาสัตวในวันท่ี 5 ภายหลังการเปนสัด แบงขนาดฟอลลิเคิลเปน 
3 กลุมคือฟอลลิเคิลขนาดเล็ก (3-6 มม.; n= 13), ขนาดกลาง (7-10 มม.; n= 8) และขนาดใหญ  (>10 มม.; n= 8) เจาะดูดของเหลว
จากฟอลลิเคิลและเก็บรักษาไวท่ี – 20 Co เพื่อวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนรวมดวยวิธี Bradford assay และปริมาณ IGFBP-4 
โดยวิธี Western blotting analysis สําหรับกิจกรรมการแบงเซลลกรานูโลซาและเซลลทีกา วิเคราะหโดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี
และคํานวณคาดัชนีการแบงเซลล พบวา  ดัชนีการแบงเซลลในฟอลลิเคิลขนาดเล็กมีมากกวาขนาดใหญ (P<0.05) แตไมพบความ
แตกตางเมื่อเทียบกับฟอลลิเคิลขนาดกลาง (P> 0.05) และความเขมขนของโปรตีนรวมจากของเหลวภายในฟอลลิเคิลขนาดเล็กมี
ปริมาณมากกวา ขนาดกลางและขนาดใหญ (P<0.05) พบวาฟอลลิเคิลขนาดเล็กมีปริมาณของ IGFBP-4 ความหนาแนนนอยกวา  
ฟอลลิเคิลขนาดกลางและขนาดใหญ (P<0.05) สามารถอธิบายถึงความสัมพันธระหวางกิจกรรมการแบงเซลลและ ความเขมขน
ของโปรตีนรวมท่ีมีมากในฟอลลิเคิลขนาดเล็ก แตปริมาณของ IGFBP-4 มีระดับต่ํา เมื่อเทียบกับขนาดกลางและขนาดใหญท่ี
แสดงออกถึงการพัฒนาของฟอลลิเคิลท่ีจะกลายเปน dominant follicle ไดในอนาคต 
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Abstract: The aim of the study was to investigate the relation among mitotic activity, total protein concentrations, and amount 
of bovine follicular fluid IGFBP-4 on day 5 of the first follicular wave.  Eight mature Thai native crossbred beef cows received 
two injections (11 days apart) of a PGF2α analogue (25 mg of Estrumate®) to synchronize estrus and ovaries were 
   

1 ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ขอนแกน 40002 
Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Khon Kaen University, Khon Kaen, Thailand 40002 
2 ศูนยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตรเพ่ือเศรษฐกิจที่ย่ังยืน มหาวิทยาลัยขอนแกน ขอนแกน 40002 
The Agricultural Biotechnology Research Center for Sustainable Economy, Khon Kaen University 40002 
3มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตกาฬสินธุ กาฬสินธุ 46000 
Rajamangala University of Technology Isan Kalasin Campus, Thailand 46000 
*Corresponding author E-mail address: chanav@kku.ac.th 

collected from a slaughterhouse on day 5 of the subsequent estrous cycle.  Follicles were classified in to three group: small 
(diameter 3-6 mm; n= 13), medium (diameter 7-10 mm; n= 8), and large size (diameter >10 mm; n= 8).  Follicular fluid was 
gently aspirated and stored at -20C until determination of total protein by Bradford assay and the amount of IGFBP-4 by 
Western blot analysis.  Mitotic activity of granulosa and theca cells was evaluated by immunohistochemistry and the labeling 
index was calculated as the number of PCNA labeled nuclei expressed as percentage of total nuclei. The labeling index (%) of 
granulosa and theca cells were significantly greatest (P<0.05) in small follicles compared to the large follicles, but were not 
different (P<0.05) when compared to the medium follicles (P> 0.05).  The total protein concentrations in follicular fluids of 
small follicles were significantly greater than that of medium and large follicles.  The amount of IGFBP-4 in small follicles 
were significantly less (P<0.05) than that of medium and large follicles.  These results explain to the relation among mitotic 
activity and total protein concentrations were greatest in small follicles, but the amount of IGFBP-4 in small follicle less than 
that of medium and large follicles.  Demonstrate the development of the follicles to become the dominant follicle in the future. 
Keywords: Mitotic activity, Total protein, Follicular fluid, Bovine, IGFBP-4 
 
 

บทนํา 
 

การพัฒนาและการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล
จนสมบูรณตองอาศัยปจจัยท่ีชวยในการมีชีวิตรอด 
(survival factors) ท่ี ก ระ ตุ น ใ ห เ ซ ล ล เกิ ดก า ร
เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล (cell proliferation) 
กิจกรรมการแบงเซลล (mitotic activity) เปนสิ่งท่ี
สําคัญตอการเจริญเติบโตของเซลลฟอลลิเคิล โดย
พบวากิจกรรมการแบงเซลลจะมีบทบาทในการรักษา
สภาพความสมบูรณของฟอลลิเคิล (Redmer et al., 
1991) ซึ่งของเหลวท่ีมีอยูภายในฟอลลิเคิล (follicular 
fluid) ท่ีผลิตจากเซลลกรานูโลซา (granulosa cell) และ
เซลลทีกา (theca cell) ท่ีอยูภายในรังไข อาจเปนปจจัย
หนึ่งท่ีกําหนดการพัฒนาอยางสมบูรณของฟอลลิเคิล 
(Wise, 1987) กลไกการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล
จนถึงกอนการตกไขเกิดข้ึนอยางตอเนื่องภายในรังไข 
โดยฟอลลิเคิลท่ีผานกระบวนการคัดเลือก (selection) 
หรือ dominant follicle จะมีอัตราการเจริญเติบโตและ
ความเขมขนของ estradiol รวมท้ังอัตราสวนระหวาง 
estradiol: progesterone ในสัดสวนท่ีสูงและปริมาณ
ของ IGFBP-4 มีระดับท่ีตํ่าเม่ือเทียบกับ subordinate 
follicle (Mihm et al. 2000) วัตถุประสงคในการศึกษานี้

เพื่อศึกษาถึงความสัมพันธท่ีเกิดข้ึนระหวางกิจกรรม
การแบงเซลลฟอลลิเคิล ความเขมขนของโปรตีนรวม 
และปริมาณของ IGFBP-4 จากของเหลวภายในฟอลลิ
เคิลโคในวันท่ี 5 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรก 

 
วิธีการศึกษา 

 
ใชโคเนื้อลูกผสมพื้นเมืองไทยเพศเมียจํานวน 

8 ตัว (อายุประมาณ 5 ปและน้ําหนักตัวเฉลี่ย 461 ±13.8 
กิโลกรัม) เหนี่ยวนําการเปนสัดดวยพลอสตาแกลนดิน 
ทู แอลฟา (prostaglandin2α; PGF2α) สังเคราะห (25 
มก. Estrumate®)  2 เข็ม (หางจากเข็มแรก 11 วัน) ตรวจ
สัดวันละ 2 ครั้ง (เชา-เย็น) สังเกตพฤติกรรมจากการยืน
นิ่งใหโคตัวอื่นทับ อวัยวะเพศบวมแดง มีเมือกใสไหล
จากชองคลอด เม่ือโคแสดงอาการเปนสัดนับไปอีก 5 
วัน นําเขาสูโรงฆาสัตว เก็บรังไขท้ังสองขาง วัดขนาด
ฟอลลิเคิลในรังไขท้ังสองขางโดยใชเวอรเนียรคาลิป
เ ป อ ร  ( Vernier calipers) จํ า แ น ก ตา มข น า ด
เสนผาศูนยกลางแบงออกเปน 3 กลุมคือฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (3-6 มม.) ฟอลลิเคิลขนาดกลาง (7-10 มม.) 
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (>10 มม.) ทําการเจาะดูด
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collected from a slaughterhouse on day 5 of the subsequent estrous cycle.  Follicles were classified in to three group: small 
(diameter 3-6 mm; n= 13), medium (diameter 7-10 mm; n= 8), and large size (diameter >10 mm; n= 8).  Follicular fluid was 
gently aspirated and stored at -20C until determination of total protein by Bradford assay and the amount of IGFBP-4 by 
Western blot analysis.  Mitotic activity of granulosa and theca cells was evaluated by immunohistochemistry and the labeling 
index was calculated as the number of PCNA labeled nuclei expressed as percentage of total nuclei. The labeling index (%) of 
granulosa and theca cells were significantly greatest (P<0.05) in small follicles compared to the large follicles, but were not 
different (P<0.05) when compared to the medium follicles (P> 0.05).  The total protein concentrations in follicular fluids of 
small follicles were significantly greater than that of medium and large follicles.  The amount of IGFBP-4 in small follicles 
were significantly less (P<0.05) than that of medium and large follicles.  These results explain to the relation among mitotic 
activity and total protein concentrations were greatest in small follicles, but the amount of IGFBP-4 in small follicle less than 
that of medium and large follicles.  Demonstrate the development of the follicles to become the dominant follicle in the future. 
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หนึ่งท่ีกําหนดการพัฒนาอยางสมบูรณของฟอลลิเคิล 
(Wise, 1987) กลไกการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล
จนถึงกอนการตกไขเกิดข้ึนอยางตอเนื่องภายในรังไข 
โดยฟอลลิเคิลท่ีผานกระบวนการคัดเลือก (selection) 
หรือ dominant follicle จะมีอัตราการเจริญเติบโตและ
ความเขมขนของ estradiol รวมท้ังอัตราสวนระหวาง 
estradiol: progesterone ในสัดสวนท่ีสูงและปริมาณ
ของ IGFBP-4 มีระดับท่ีตํ่าเม่ือเทียบกับ subordinate 
follicle (Mihm et al. 2000) วัตถุประสงคในการศึกษานี้

เพื่อศึกษาถึงความสัมพันธท่ีเกิดข้ึนระหวางกิจกรรม
การแบงเซลลฟอลลิเคิล ความเขมขนของโปรตีนรวม 
และปริมาณของ IGFBP-4 จากของเหลวภายในฟอลลิ
เคิลโคในวันท่ี 5 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรก 

 
วิธีการศึกษา 

 
ใชโคเนื้อลูกผสมพื้นเมืองไทยเพศเมียจํานวน 

8 ตัว (อายุประมาณ 5 ปและน้ําหนักตัวเฉลี่ย 461 ±13.8 
กิโลกรัม) เหนี่ยวนําการเปนสัดดวยพลอสตาแกลนดิน 
ทู แอลฟา (prostaglandin2α; PGF2α) สังเคราะห (25 
มก. Estrumate®)  2 เข็ม (หางจากเข็มแรก 11 วัน) ตรวจ
สัดวันละ 2 ครั้ง (เชา-เย็น) สังเกตพฤติกรรมจากการยืน
นิ่งใหโคตัวอื่นทับ อวัยวะเพศบวมแดง มีเมือกใสไหล
จากชองคลอด เม่ือโคแสดงอาการเปนสัดนับไปอีก 5 
วัน นําเขาสูโรงฆาสัตว เก็บรังไขท้ังสองขาง วัดขนาด
ฟอลลิเคิลในรังไขท้ังสองขางโดยใชเวอรเนียรคาลิป
เ ป อ ร  ( Vernier calipers) จํ า แ น ก ตา มข น า ด
เสนผาศูนยกลางแบงออกเปน 3 กลุมคือฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (3-6 มม.) ฟอลลิเคิลขนาดกลาง (7-10 มม.) 
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (>10 มม.) ทําการเจาะดูด



แก่นเกษตร 40  ฉบับพิเศษ : 48-53 (2555).50

ของเหลวภายในฟอลลิเคิล ดวยไซริงคขนาด 1 มล. 
และเก็บรักษาในอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส (Co) 

วิเคราะหกิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิล 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี (Immunohistochemistry) 
โดยใช Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) เปน
ตัวช้ีวัดถึงการเกิดกิจกรรมการแบงเซลล ตัดเนื้อเยื่อรัง
ไขเปนช้ินขนาดประมาณ 1-2 มม. เขากระบวนการ
รักษาสภาพเนื้อเยื่อ (Fixed ovarian tissue) และฝง
เนื้อเยื่อในฟาราฟน (paraffin embedding) ตัดเนื้อเยื่อ
ดวยเครื่อง microtome จากนั้นตรวจหา PCNA ตาม
วิธีการของ Grazul-Bilska et al. (2007) โดยนําเนื้อเยื่อ
มาขจัดเอาพาราฟนออก (deparaffinization) และจุม
สไลดเนื้อเยื่อใน 3% xylene นาน 3 นาทีและดึงน้ําเขาสู
เซลล (rehydration) โดยใชเอทานอลท่ีมีความเขมขนท่ี
แตกตางกัน และบมดวย 3% hydrogen peroxide นาน 5 
นาที ทําความสะอาดเนื้อเยื่อโดยใช phosphate buffered 
solution (PBS) นําสไลดเนื้อเยื่อบมกับ normal horse 
serum นาน 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4  Co และบมดวย 
monoclonal mouse PCNA anitibody (MAB no. 2586, 
Cell Signaling Technology, CA, USA) ดวยอัตราสวน
การเจือจาง 1:100 นาน 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 Co ทํา
การบมตอดวย second antibody (1:100, antimouse 
antibody-IgG; Vector Labolatories, Burligame, CA, 
USA) นาน 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 Co และตรวจหาการ
เกิดปฏิกิริยาโดยใช diaminobenzadine (DAB kit; 
Vector Labolatories, Burligame, CA, USA) นาน 5 
นาที กลุมควบคุม (control) จะไมบมกับ monoclonal 
mouse antibody แตบมดวย PBS แทน คํานวณหาดัชนี
การแบงเซลล (labeling index, LI) จากจํานวนเซลลท่ี
นิวเคลียสปรากฏการจับของ PCNA ตอจํานวนเซลล 
โดยใชโปรแกรม image analysis system (VIDAS 
version 2.5; Roche Image analysis system, Los Altos, 
CA, USA) ตามวิธีการของ Grazul-Bilska et al. (2007) 

วัดความเขมขนของโปรตีนรวมจากของเหลว
ในฟอลลิเคิล โดยวิธีการ Bradford assay ดัดแปลงตาม
วิธีของ Bradford (1976) โดยใชชุด Bio-Rad Protein 

assay (Bio-Rad Laboratory, CA) เจือจางสารละลายสี 
Bio-Rad Protein assay ดวยน้ํากลั่น (1:4) และเตรียม
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Bovine serum albumin; 
BSA) ความเขมขนแตกตางกัน เพื่อทํากราฟมาตรฐาน 
และวิเคราะหของเหลวจากฟอลลิเคิล โดยทําการบม
ของเหลวจากฟอลลิเคิลรวมกับ   สารละลายสี Bio-Rad 
Protein assay นาน 5 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง วิเคราะหคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร วิเคราะหผลจากการเทียบคา
กับกราฟมาตรฐาน 

วิเคราะหปริมาณของ IGFBP-4 โดยวิธี 
Western Blotting analysis ดัดแปลงตามวิธีของ Wang 
et al. (2006) โดยใชโปรตีนจากของเหลวในฟอลลิเคิล
ท่ีความเขมขน 120 µg/µl ผานกระบวนการแยกโปรตีน 
โดยใช 10 % sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) หลังจากนั้นยายลง 
nitrocellulose membrane และบมกับ 5% (w/v) nonfat 
milk ใน TBST (5 mM Tris และ 0.9% NaCl at pH 7.5, 
0.1% Tween-20) ท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง ทําการ
ลางเมมเบรน (nitrocellulose membrane) 3 รอบกับ 
Tris buffer saline ท่ีมี 0.1% (v/v) Tween-20 (นานรอบ
ละ 10 นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง นําแผนเมมเบรนบมใน 
anti-IGFBP-4 antibody (1:500, goat antihuman 
polyclonal antibody; Vector laboratories, Burlingame, 
CA, USA) รวมกับ TBST ท่ีมี 3% bovine serum 
albumin (BSA) เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง และ
ทําการลางเมมเบรน 3 รอบดวย TBST (นานรอบละ 10 
นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง และบมกับ secondary antibody 
(donkey antigoat IgG conjugated with horseradish 
peroxidase; Vector laboratories, Burlingame, CA, 
USA) ท่ีถูกเจือจางใน TBST ท่ีมี 3% BSA (1:1,500) 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง และทําการลางเมม
เบรน 3 รอบดวย TBST (นานรอบละ 10 นาที) ท่ี
อุณหภูมิหอง ตรวจหาแถบแบนโดยใช DAB substrate 
kit (Vector laboratories, Burlingame, CA) และอานคา

ความทึบของแตละแถบจากเครื่อง densitometer เพื่อ
วิเคราะหผล  

ขอมูลท่ีไดทําการวิเคราะหทางสถิติจากการ
จําแนกฟอลลิเคิลเปน 3 กลุมตามขนาด ผลของดัชนี
การแบง      เซลลกรานูโลซาและเซลลทีกาในฟอลลิ
เคิล ความเขมขนของโปรตีนรวมจากของเหลวภายใน
ฟอลลิ เ คิล  และปริมาณของ IGFBP-4 ถูกนํามา
วิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance, 
ANOVA) โดยใช PROC ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกตางคาเฉลี่ยระหวางกลุมโดยใช Duncan’s 
New Multiple Range Test (SAS, 2001) 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ 

 
ฟอลลิเคิลท่ีถูกจําแนกออกเปน 3 กลุม คือ 

ฟอลลิเคิลขนาดเล็ก (3-6 มม.) จํานวน 13 ฟอลลิเคิล 
ฟอลลิเคิลขนาดกลาง (7-10 มม.) จํานวน 8 ฟอลลิเคิล 
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (>10 มม.) จํานวน 8 ฟอลลิ
เคิล ในกิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิลท่ีเกิดข้ึน จาก
ผลการทดลองเม่ือไมคํานึงถึงปจจัยความสมบูรณของ
ฟอลลิเคิล โดยพิจารณาจากดัชนีการแบงเซลล พบวา
เซลลกรานูโลซาและเซลลทีกามีการแบงเซลลในฟอลลิ
เคิลขนาดเล็ก (34.0±3.5 และ 29.2±2.3) มากกวาฟอลลิ
เคิลขนาดใหญ (22.1±2.9 และ 19.4±3.3) (P<0.05) แต
ไมพบความแตกตางเม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล         ขนาด
กลาง (31.7±3.9 และ 26.4±3.0) (P>0.05) กิจกรรมการ
แบง เซลลของฟอลลิเ คิล ท่ีเกิด ข้ึนจึงแสดงถึงการ
เจริญเติบโตของเซลลภายในฟอลลิเคิลท่ีมีท้ังการเพิ่ม
จํ านว นเซล ล  (hyperplasia)  แ ละกา รเพิ่มขนา ด 
(hypertrophy)  แ ละ จ า กก า ร ปร า ก ฏข อ ง  dominant 
follicle ในคลื่นฟอลลิเคิลแรก จะมีความสามารถใน
การผลิต estradiol ท่ีสูงในวันท่ี 5 และ 8 ของวงรอบ
การเปนสัด (Mihm et al., 2002) นอกจากนี้ 
Navanukraw และ Guntaprom (2006) รายงานวาใน
วันท่ี 2 และ 3 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรก ฟอลลิเคิลท่ีมี
ความเขมขนของเอสโตรเจนตํ่า (estrogen-inactive) มี

อัตราการแบงเซลลของ   เซลลกรานูโลซาและเซลลที
กาตํ่ากวามาก เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิลท่ีมีความเขมขน
ของเอสโตรเจนสูง                      (estrogen-active 
follicles) (6.93, 17.63 กับ 33.96, 37.89% ตามลําดับ; 
P<0.05)  

สําหรับความเขมขนของโปรตีนรวมจาก
ของเหลวภายในฟอลลิเคิลท่ีได พบวาในฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (89.8±1.4 µg/µl) มีปริมาณความเขมขนของ
โปรตีนรวมสูงท่ีสุด (P<0.05) เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล
ขนาดกลาง (64.6±2.7 µg/µl) และขนาดใหญ (51.8±5.9 
µg/µl) แตไมพบความแตกตางเม่ือเปรียบเทียบระหวาง
ฟอลลิเคิลขนาดกลางและขนาดใหญ (P>0.05) ซึ่งผล
การศึกษาช้ีใหเห็นวาปริมาณความเขมขนของโปรตีน
ท้ังหมดจากของเหลวภายในฟอลลิเคิลมีความสัมพันธ
กับการพัฒนาของฟอลลิเคิล นอกจากนี้แลวการลดลง
ของปริมาณโปรตีนท้ังหมดจะพบเม่ือฟอลลิเคิลมีขนาด
เพิ่มข้ึน ซึ่งพบในโคเนื้อ (Wise, 1987) และแพะ (Nandi 
et al., 2007)  

เม่ือทําการศึกษาถึงปริมาณของ IGFBP-4 ใน
ของเหลวจากฟอลลิเคิล โดยวิธี  Western Blotting 
analysis พบวาปริมาณของ IGFBP-4 มีปริมาณท่ี
แตกตางกัน ซึ่งพบปริมาณของ IGFBP-4 ในฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (683.55 หนวย; arbitrary densitometer units) 
มีปริมาณของ IGFBP-4 นอยท่ีสุด (P<0.05) เม่ือเทียบ
กับฟอลลิเคิลขนาดกลาง (5375.97 หนวย; arbitrary 
densitometer units) และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (3156.48 
หนวย; arbitrary densitometer units) ดังแสดงใน 
Figure 1 โดยการเพิ่มข้ึนของ IGF มีบทบาทในการ
คัดเลือก dominant follicle ความสามารถในการทํา
หนาท่ีทางชีววิทยา (bioavailability) ของ IGFs มี
ความสัมพันธกับ IGFBPs การลดลงระดับของ IGFBPs 
ในของเหลวภายในฟอลลิเคิลทําให IGFs เปนอิสระ
มากข้ึน สงผลตอการพัฒนาของฟอลลิเคิลเพิ่มมากข้ึน 
ซึ่งรูปแบบของ IGFs ท่ีสามารถทํางานไดตองอยูใน
รูปแบบท่ีอิสระ (free IGFs) และไมจับกับ IGFBPs 
โดย IGFBPs เปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีนําพา IGFs ไปยัง
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ของเหลวภายในฟอลลิเคิล ดวยไซริงคขนาด 1 มล. 
และเก็บรักษาในอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส (Co) 

วิเคราะหกิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิล 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี (Immunohistochemistry) 
โดยใช Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) เปน
ตัวช้ีวัดถึงการเกิดกิจกรรมการแบงเซลล ตัดเนื้อเยื่อรัง
ไขเปนช้ินขนาดประมาณ 1-2 มม. เขากระบวนการ
รักษาสภาพเนื้อเยื่อ (Fixed ovarian tissue) และฝง
เนื้อเยื่อในฟาราฟน (paraffin embedding) ตัดเนื้อเยื่อ
ดวยเครื่อง microtome จากนั้นตรวจหา PCNA ตาม
วิธีการของ Grazul-Bilska et al. (2007) โดยนําเนื้อเยื่อ
มาขจัดเอาพาราฟนออก (deparaffinization) และจุม
สไลดเนื้อเยื่อใน 3% xylene นาน 3 นาทีและดึงน้ําเขาสู
เซลล (rehydration) โดยใชเอทานอลท่ีมีความเขมขนท่ี
แตกตางกัน และบมดวย 3% hydrogen peroxide นาน 5 
นาที ทําความสะอาดเนื้อเยื่อโดยใช phosphate buffered 
solution (PBS) นําสไลดเนื้อเยื่อบมกับ normal horse 
serum นาน 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4  Co และบมดวย 
monoclonal mouse PCNA anitibody (MAB no. 2586, 
Cell Signaling Technology, CA, USA) ดวยอัตราสวน
การเจือจาง 1:100 นาน 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 Co ทํา
การบมตอดวย second antibody (1:100, antimouse 
antibody-IgG; Vector Labolatories, Burligame, CA, 
USA) นาน 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 Co และตรวจหาการ
เกิดปฏิกิริยาโดยใช diaminobenzadine (DAB kit; 
Vector Labolatories, Burligame, CA, USA) นาน 5 
นาที กลุมควบคุม (control) จะไมบมกับ monoclonal 
mouse antibody แตบมดวย PBS แทน คํานวณหาดัชนี
การแบงเซลล (labeling index, LI) จากจํานวนเซลลท่ี
นิวเคลียสปรากฏการจับของ PCNA ตอจํานวนเซลล 
โดยใชโปรแกรม image analysis system (VIDAS 
version 2.5; Roche Image analysis system, Los Altos, 
CA, USA) ตามวิธีการของ Grazul-Bilska et al. (2007) 

วัดความเขมขนของโปรตีนรวมจากของเหลว
ในฟอลลิเคิล โดยวิธีการ Bradford assay ดัดแปลงตาม
วิธีของ Bradford (1976) โดยใชชุด Bio-Rad Protein 

assay (Bio-Rad Laboratory, CA) เจือจางสารละลายสี 
Bio-Rad Protein assay ดวยน้ํากลั่น (1:4) และเตรียม
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Bovine serum albumin; 
BSA) ความเขมขนแตกตางกัน เพื่อทํากราฟมาตรฐาน 
และวิเคราะหของเหลวจากฟอลลิเคิล โดยทําการบม
ของเหลวจากฟอลลิเคิลรวมกับ   สารละลายสี Bio-Rad 
Protein assay นาน 5 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง วิเคราะหคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร วิเคราะหผลจากการเทียบคา
กับกราฟมาตรฐาน 

วิเคราะหปริมาณของ IGFBP-4 โดยวิธี 
Western Blotting analysis ดัดแปลงตามวิธีของ Wang 
et al. (2006) โดยใชโปรตีนจากของเหลวในฟอลลิเคิล
ท่ีความเขมขน 120 µg/µl ผานกระบวนการแยกโปรตีน 
โดยใช 10 % sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) หลังจากนั้นยายลง 
nitrocellulose membrane และบมกับ 5% (w/v) nonfat 
milk ใน TBST (5 mM Tris และ 0.9% NaCl at pH 7.5, 
0.1% Tween-20) ท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง ทําการ
ลางเมมเบรน (nitrocellulose membrane) 3 รอบกับ 
Tris buffer saline ท่ีมี 0.1% (v/v) Tween-20 (นานรอบ
ละ 10 นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง นําแผนเมมเบรนบมใน 
anti-IGFBP-4 antibody (1:500, goat antihuman 
polyclonal antibody; Vector laboratories, Burlingame, 
CA, USA) รวมกับ TBST ท่ีมี 3% bovine serum 
albumin (BSA) เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง และ
ทําการลางเมมเบรน 3 รอบดวย TBST (นานรอบละ 10 
นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง และบมกับ secondary antibody 
(donkey antigoat IgG conjugated with horseradish 
peroxidase; Vector laboratories, Burlingame, CA, 
USA) ท่ีถูกเจือจางใน TBST ท่ีมี 3% BSA (1:1,500) 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง และทําการลางเมม
เบรน 3 รอบดวย TBST (นานรอบละ 10 นาที) ท่ี
อุณหภูมิหอง ตรวจหาแถบแบนโดยใช DAB substrate 
kit (Vector laboratories, Burlingame, CA) และอานคา

ความทึบของแตละแถบจากเครื่อง densitometer เพื่อ
วิเคราะหผล  

ขอมูลท่ีไดทําการวิเคราะหทางสถิติจากการ
จําแนกฟอลลิเคิลเปน 3 กลุมตามขนาด ผลของดัชนี
การแบง      เซลลกรานูโลซาและเซลลทีกาในฟอลลิ
เคิล ความเขมขนของโปรตีนรวมจากของเหลวภายใน
ฟอลลิ เ คิล  และปริมาณของ IGFBP-4 ถูกนํามา
วิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance, 
ANOVA) โดยใช PROC ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกตางคาเฉลี่ยระหวางกลุมโดยใช Duncan’s 
New Multiple Range Test (SAS, 2001) 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ 

 
ฟอลลิเคิลท่ีถูกจําแนกออกเปน 3 กลุม คือ 

ฟอลลิเคิลขนาดเล็ก (3-6 มม.) จํานวน 13 ฟอลลิเคิล 
ฟอลลิเคิลขนาดกลาง (7-10 มม.) จํานวน 8 ฟอลลิเคิล 
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (>10 มม.) จํานวน 8 ฟอลลิ
เคิล ในกิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิลท่ีเกิดข้ึน จาก
ผลการทดลองเม่ือไมคํานึงถึงปจจัยความสมบูรณของ
ฟอลลิเคิล โดยพิจารณาจากดัชนีการแบงเซลล พบวา
เซลลกรานูโลซาและเซลลทีกามีการแบงเซลลในฟอลลิ
เคิลขนาดเล็ก (34.0±3.5 และ 29.2±2.3) มากกวาฟอลลิ
เคิลขนาดใหญ (22.1±2.9 และ 19.4±3.3) (P<0.05) แต
ไมพบความแตกตางเม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล         ขนาด
กลาง (31.7±3.9 และ 26.4±3.0) (P>0.05) กิจกรรมการ
แบง เซลลของฟอลลิเ คิล ท่ีเกิด ข้ึนจึงแสดงถึงการ
เจริญเติบโตของเซลลภายในฟอลลิเคิลท่ีมีท้ังการเพิ่ม
จํ านว นเซล ล  (hyperplasia)  แ ละกา รเพิ่มขนา ด 
(hypertrophy)  แ ละ จ า กก า ร ปร า ก ฏข อ ง  dominant 
follicle ในคลื่นฟอลลิเคิลแรก จะมีความสามารถใน
การผลิต estradiol ท่ีสูงในวันท่ี 5 และ 8 ของวงรอบ
การเปนสัด (Mihm et al., 2002) นอกจากนี้ 
Navanukraw และ Guntaprom (2006) รายงานวาใน
วันท่ี 2 และ 3 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรก ฟอลลิเคิลท่ีมี
ความเขมขนของเอสโตรเจนตํ่า (estrogen-inactive) มี

อัตราการแบงเซลลของ   เซลลกรานูโลซาและเซลลที
กาตํ่ากวามาก เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิลท่ีมีความเขมขน
ของเอสโตรเจนสูง                      (estrogen-active 
follicles) (6.93, 17.63 กับ 33.96, 37.89% ตามลําดับ; 
P<0.05)  

สําหรับความเขมขนของโปรตีนรวมจาก
ของเหลวภายในฟอลลิเคิลท่ีได พบวาในฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (89.8±1.4 µg/µl) มีปริมาณความเขมขนของ
โปรตีนรวมสูงท่ีสุด (P<0.05) เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล
ขนาดกลาง (64.6±2.7 µg/µl) และขนาดใหญ (51.8±5.9 
µg/µl) แตไมพบความแตกตางเม่ือเปรียบเทียบระหวาง
ฟอลลิเคิลขนาดกลางและขนาดใหญ (P>0.05) ซึ่งผล
การศึกษาช้ีใหเห็นวาปริมาณความเขมขนของโปรตีน
ท้ังหมดจากของเหลวภายในฟอลลิเคิลมีความสัมพันธ
กับการพัฒนาของฟอลลิเคิล นอกจากนี้แลวการลดลง
ของปริมาณโปรตีนท้ังหมดจะพบเม่ือฟอลลิเคิลมีขนาด
เพิ่มข้ึน ซึ่งพบในโคเนื้อ (Wise, 1987) และแพะ (Nandi 
et al., 2007)  

เม่ือทําการศึกษาถึงปริมาณของ IGFBP-4 ใน
ของเหลวจากฟอลลิเคิล โดยวิธี  Western Blotting 
analysis พบวาปริมาณของ IGFBP-4 มีปริมาณท่ี
แตกตางกัน ซึ่งพบปริมาณของ IGFBP-4 ในฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก (683.55 หนวย; arbitrary densitometer units) 
มีปริมาณของ IGFBP-4 นอยท่ีสุด (P<0.05) เม่ือเทียบ
กับฟอลลิเคิลขนาดกลาง (5375.97 หนวย; arbitrary 
densitometer units) และฟอลลิเคิลขนาดใหญ (3156.48 
หนวย; arbitrary densitometer units) ดังแสดงใน 
Figure 1 โดยการเพิ่มข้ึนของ IGF มีบทบาทในการ
คัดเลือก dominant follicle ความสามารถในการทํา
หนาท่ีทางชีววิทยา (bioavailability) ของ IGFs มี
ความสัมพันธกับ IGFBPs การลดลงระดับของ IGFBPs 
ในของเหลวภายในฟอลลิเคิลทําให IGFs เปนอิสระ
มากข้ึน สงผลตอการพัฒนาของฟอลลิเคิลเพิ่มมากข้ึน 
ซึ่งรูปแบบของ IGFs ท่ีสามารถทํางานไดตองอยูใน
รูปแบบท่ีอิสระ (free IGFs) และไมจับกับ IGFBPs 
โดย IGFBPs เปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีนําพา IGFs ไปยัง
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ตัวรับ (receptor) ท่ีอวัยวะเปาหมายในฟอลลิเคิลบนรัง
ไข (Fortune et al., 2001) ความสัมพันธระหวาง
กิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิล ความเขมขนของ
โปรตีนรวม และปริมาณของ IGFBP-4 จากของเหลว
ภายในฟอลลิเคิลโค ช้ีใหเห็นวาความแตกตางในดาน
ขนาดของฟอลลิเคิลเพียงอยางเดียว อาจไมสามารถใช
ทํานายถึงฟอลลิเคิลท่ีมีศักยภาพในการพัฒนาไปเปน 
dominance follicle ได ผลเนื่องมาจากปริมาณของ 
IGFBP-4 ท่ีปรากฏในระดับท่ีสูงของฟอลลิเคิลขนาด
กลางและฟอลลิเคิลขนาดใหญ เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก 

ในวันท่ี 5 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรกภายหลัง
การคัดเลือก (after selection of dominant follicle) จะ
ปรากฏฟอลลิเคิลในขนาดท่ีแตกตางกัน บงบอกถึง
ความสามารถในการพัฒนาของฟอลลิเคิลท่ีมีความตาง
ดวยเชนกัน ปริมาณของ IGFBP-4 ท่ีปรากฏ (Figure 1) 
ในระดับความเขมท่ีสูงในฟอลลิเ คิลขนาดกลาง
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิลขนาด
เล็ก อาจไมมีความสามารถในการท่ีจะพัฒนาไปเปน 
dominant follicle ได โดยฟอลลิเคิลท่ีจะพัฒนาไปเปน 
dominant follicle จะตองมีความเขมขนของ estradiol 
และอัตราสวนระหวาง estradiol: progesterone ใน
สัดสวนท่ีสูงและปริมาณของ IGFBP-4 มีระดับท่ีตํ่า
เม่ือเทียบกับ subordinate follicle (Mihm et al. 2000) 

 
สรุปและขอเสนอแนะ 

 
ผลการศึกษาสามารถอธิบายถึงความสัมพันธ

ระหวางกิจกรรมการแบงเซลลและความเขมขนของ
โปรตีนรวมท่ีมีมากในฟอลลิเคิลขนาดเล็ก บงบอกถึง
การเพิ่มจํานวนของเซลลกรานูโลซาและเซลลทีกา
ภายในฟอลลิเคิล รวมถึงความเขมขนของโปรตีนรวม
ภายในฟอลลิเคิลท่ีผลิตข้ึนในระหวางการเจริญเติบโต
จะมีความจําเพาะในแตละระยะการพัฒนาของคลื่น
ฟอลลิเคิล ซึ่งปริมาณของ IGFBP-4 มีระดับตํ่า เม่ือ
เทียบกับฟอลลิเคิลขนาดกลางและฟอลลิเคิลขนาดใหญ 

บงบอกถึงการพัฒนาของฟอลลิเคิลท่ีจะกลายเปน 
dominant follicle ไดในอนาคต ปริมาณของโปรตีนท่ี
แสดงออกแตกตางกันมีผลตอการควบคุมการพัฒนา 
กิจกรรมการแบงเซลลและความสมบูรณของ dominant 
follicle ท่ีจะเกิดข้ึนภายหลังการคัดเลือก ซึ่งมีผลตอ
การศึกษาเชิงลึกถึงปจจัยอื่นๆ จากของเหลวภายใน
ฟอลลิเคิลท่ีจะถูกนําไปใชเปนขอบงช้ีท่ีมีประโยชนถึง
การพัฒนาและการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลท่ีสามารถ
พัฒนาไปจนถึงกระบวนการตกไขไดในอนาคต 
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Figure 1. Western blot analysis of follicular fluid in each size. Lane 1= small follicle (3-6 mm), Lane 2 = medium 
follicle (7-10 mm) and Lane 3 = large follicle (>10 mm) 
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ตัวรับ (receptor) ท่ีอวัยวะเปาหมายในฟอลลิเคิลบนรัง
ไข (Fortune et al., 2001) ความสัมพันธระหวาง
กิจกรรมการแบงเซลลฟอลลิเคิล ความเขมขนของ
โปรตีนรวม และปริมาณของ IGFBP-4 จากของเหลว
ภายในฟอลลิเคิลโค ช้ีใหเห็นวาความแตกตางในดาน
ขนาดของฟอลลิเคิลเพียงอยางเดียว อาจไมสามารถใช
ทํานายถึงฟอลลิเคิลท่ีมีศักยภาพในการพัฒนาไปเปน 
dominance follicle ได ผลเนื่องมาจากปริมาณของ 
IGFBP-4 ท่ีปรากฏในระดับท่ีสูงของฟอลลิเคิลขนาด
กลางและฟอลลิเคิลขนาดใหญ เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิล
ขนาดเล็ก 

ในวันท่ี 5 ของคลื่นฟอลลิเคิลแรกภายหลัง
การคัดเลือก (after selection of dominant follicle) จะ
ปรากฏฟอลลิเคิลในขนาดท่ีแตกตางกัน บงบอกถึง
ความสามารถในการพัฒนาของฟอลลิเคิลท่ีมีความตาง
ดวยเชนกัน ปริมาณของ IGFBP-4 ท่ีปรากฏ (Figure 1) 
ในระดับความเขมท่ีสูงในฟอลลิเ คิลขนาดกลาง
และฟอลลิเคิลขนาดใหญ เม่ือเทียบกับฟอลลิเคิลขนาด
เล็ก อาจไมมีความสามารถในการท่ีจะพัฒนาไปเปน 
dominant follicle ได โดยฟอลลิเคิลท่ีจะพัฒนาไปเปน 
dominant follicle จะตองมีความเขมขนของ estradiol 
และอัตราสวนระหวาง estradiol: progesterone ใน
สัดสวนท่ีสูงและปริมาณของ IGFBP-4 มีระดับท่ีตํ่า
เม่ือเทียบกับ subordinate follicle (Mihm et al. 2000) 

 
สรุปและขอเสนอแนะ 

 
ผลการศึกษาสามารถอธิบายถึงความสัมพันธ

ระหวางกิจกรรมการแบงเซลลและความเขมขนของ
โปรตีนรวมท่ีมีมากในฟอลลิเคิลขนาดเล็ก บงบอกถึง
การเพิ่มจํานวนของเซลลกรานูโลซาและเซลลทีกา
ภายในฟอลลิเคิล รวมถึงความเขมขนของโปรตีนรวม
ภายในฟอลลิเคิลท่ีผลิตข้ึนในระหวางการเจริญเติบโต
จะมีความจําเพาะในแตละระยะการพัฒนาของคลื่น
ฟอลลิเคิล ซึ่งปริมาณของ IGFBP-4 มีระดับตํ่า เม่ือ
เทียบกับฟอลลิเคิลขนาดกลางและฟอลลิเคิลขนาดใหญ 

บงบอกถึงการพัฒนาของฟอลลิเคิลท่ีจะกลายเปน 
dominant follicle ไดในอนาคต ปริมาณของโปรตีนท่ี
แสดงออกแตกตางกันมีผลตอการควบคุมการพัฒนา 
กิจกรรมการแบงเซลลและความสมบูรณของ dominant 
follicle ท่ีจะเกิดข้ึนภายหลังการคัดเลือก ซึ่งมีผลตอ
การศึกษาเชิงลึกถึงปจจัยอื่นๆ จากของเหลวภายใน
ฟอลลิเคิลท่ีจะถูกนําไปใชเปนขอบงช้ีท่ีมีประโยชนถึง
การพัฒนาและการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลท่ีสามารถ
พัฒนาไปจนถึงกระบวนการตกไขไดในอนาคต 
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Figure 1. Western blot analysis of follicular fluid in each size. Lane 1= small follicle (3-6 mm), Lane 2 = medium 
follicle (7-10 mm) and Lane 3 = large follicle (>10 mm) 


