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การประเมินการเจริญเติบโตและพัฒนาของคอร์ปัส ลูเทียมแพะโดยใช้ 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) และ Ki-67 เป็นตัวบ่งชี้

การเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์

Evaluation of growth and development of corpus luteum in goats  
using proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and Ki-67 as  

markers of cell proliferation
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บทคัดย่อ: วัตถุประสงค์เพื่อประเมินการเจริญเติบโตและการพัฒนาของคอร์ปัส ลูเทียม (CL) โดยการวิเคราะห์โปรตีน 
(protein) ดีเอ็นเอ (DNA) และเปรียบเทียบผลของการใช้ proliferating cell nuclear antigen (PCNA) และ Ki-67 เป็น
ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (Labeling Index; LI) ในช่วงวงรอบการเป็นสัดของแพะ ใช้แพะเพศเมียที่ไม่ตั้งท้อง 24 ตัวอายุ
เฉลีย่ 12 เดอืนเหนีย่วน�ำการเป็นสดัและผ่าตดัเปิดช่องท้องในวนัที ่3 6 9 12 และ 18 ของวงรอบการเป็นสดัเพือ่เกบ็ CL ชัง่
น�้ำหนักสดแล้วน�ำเก็บในน�้ำยารักษาสภาพ และแช่แข็งที่ -70 องศาเซลเซียส เพื่อวิเคราะห์ความเข้มข้นของ protein และ 
DNA เกบ็เลอืดเพือ่วเิคราะห์ฮอร์โมนโปรเจสเทอโรน (P4) ผลการทดลองพบว่าน�ำ้หนกัสดของ CL ปรมิาณของ DNA (DNA 
content) และความเข้มข้นของ P4 เพิ่มขึ้นจากวันที่ 3 ถึง 6 (P<0.05) วันที่ 6 ถึง 9 (P<0.05) จากนั้นลดลงในวันที่ 12 ถึง 
15 (P<0.05) วันที่ 15 ถึง 18 (P<0.05) สัดส่วนของ protein ต่อ DNA (protein/DNA ratios) พบว่ามีค่าคงที่จากวันที่ 3 ถึง 
12 จากนั้นลดลงในวันที่ 15 และลดลง (P<0.05) ต�่ำที่สุดในวันที่ 18 ค่าร้อยละ LI ของ PCNA มีมากในช่วงวันที่ 3 ถึง 12 
จากนั้นจะลดลง (P<0.05) จากวันที่ 12 ถึง 15 และลดลงต�่ำที่สุดในวันที่ 18 (P<0.05) ค่าร้อยละ LI ของ Ki-67 มากที่สุด 
(P<0.05) ในวันที่ 3 และลดลง (P<0.05) ในวันที่ 6 และคงที่ในวันที่ 6 ถึง 9 จากนั้นลดลง (P<0.05) ในวันที่ 9 ถึง 12 และ
จากวันที่ 12 ถึง 15 จากนั้นลดลงต�่ำที่สุด (P<0.05) ในวันที่ 18 เมื่อเปรียบเทียบ ค่าร้อยละ LI ที่ได้จาก PCNA และ Ki-67 
ภายในช่วงวันเดียวกัน (3 6 9 12 15 และ 18) พบว่า ค่าร้อยละ LI ที่ได้จาก PCNA มากกว่า Ki-67 (P<0.05) ในทุกๆ ช่วง
วันของวงรอบ รูปแบบการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL เป็นไปอย่างรวดเร็วในวันแรกถึงวันท่ี 12 ของวงรอบการเป็น
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บทน�ำ

	 คอร์ปัส  ลูเทียม  CL เป็นโครงสร้างบนรังไข่ที่ถูก

พัฒนาและเปลี่ยนแปลงภายหลังจากการตกไข่ มี

ความส�ำคัญโดยท�ำหน้าที่สังเคราะห์ฮอร์โมน P4 เพื่อ

รกัษาและปรบัสภาพของมดลกูในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม

ให้เหมาะสมต่อการต้ังท้องจนกระทั่งสัตว์คลอดหาก

ปราศจาก CL เป็นผลให้สตัว์เกดิภาวะแท้งและวงรอบ

ของการเป็นสัดผิดปกติไป (Young et al., 2000) ใน

สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเพศเมียที่เจริญเติบโตเต็มวัยพบ

ว่า CL มกีารเจรญิเตบิโตและพฒันารวมถงึมกีารเสือ่ม

สลายเกิดขึ้นในช่วงวงรอบการเป็นสัด (Reynolds  

et al., 1992) การเจริญเติบโตของ CL ในโคมีอัตราที่

รวดเร็วมาก น�้ำหนักของ CL ในวันที่ 3 ของวงรอบการ

เป็นสัด มีค่าเฉลี่ยเพียง 640 มิลลิกรัม แต่มีน�้ำหนักถึง 

5,100 มิลลกิรมั ในวนัที ่14 เช่นเดยีวกบัในแกะ น�ำ้หนัก

ของ CL ในวันที่ 2 ของวงรอบการเป็นสัด มีค่าเฉลี่ย

เพียง 87.7 มิลลิกรัม แต่มีน�้ำหนักถึง 736.3 มิลลิกรัม 

ในวันที่  12 ซ่ึงรูปแบบการเจริญดังกล่าวมีความ

คล้ายคลึงกับการเจริญที่รวดเร็วของเซลล์เนื้องอก 

(tumor) ที่ศึกษาโดยการใช้การวิเคราะห์หาค่าร้อยละ

ของดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (Labeling Index; LI) 

(Jablonka-Shariff et al., 1993) ดังนั้น การศึกษาการ

เจริญและพัฒนาของ CL โดยการวิเคราะห์ปริมาณ 

protein DNA ซึ่งเป็นวิธีการที่สามารถน�ำมาประเมิน

การเพิ่มจ�ำนวนและขนาดของเซลล์ที่เจริญในอัตราที่

รวดเร็วได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมถึงการใช้เทคนิค 

อิมมูโนฮีสโตเค็มมิสทรี (immunohistochemistry) ซึ่ง

เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการศึกษากิจกรรมของเซลล์ท่ีมี

ความจ�ำเพาะต่อ proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) ซึ่งมีการศึกษาในโค (Zheng et al., 1994) 

แกะ (Jablonka-Shariff et al., 1993) รวมทั้งมีการน�ำ 

Ki-67 ซึ่งเป็นดัชนีช้ีวัดกิจกรรมของเซลล์เช่นเดียวกัน

กับ PCNA ส�ำหรับประเมินกิจกรรมของเซลล์ CL ใน

แพะ (Thammasiri et al., 2016) อย่างไรก็ตามยังไม่มี

การศึกษาเพือ่เปรยีบเทียบผลของการวเิคราะห์ LI โดย

ใช้ PCNA และ Ki-67 ในการทดลองเดียวกัน เพื่อ

ประเมินการเจริญเติบโตและการพัฒนาของคอร์ปัส  

ลูเทียม (CL) ในแพะเพื่อให้ทราบถึงตัวชี้วัดมีความ

เหมาะสมรวมถึงผลลัพธ์ท่ีได้จากตัวช้ีวัดท้ัง PCNA 

และ Ki-67 มีความสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ค่า

อื่นๆ ในงานทดลองหรือไม่อย่างไร

สัดจากนั้นคงที่และลดลง โดยสอดคล้องกับการเสื่อมสลายของ CL ซึ่งประเมินได้จากการวิเคราะห์ปริมาณ DNA สัดส่วน
ของ protein ต่อ DNA และสามารถเปรยีบเทยีบผลของการใช้ PCNA และ Ki-67 เป็นดชันชีีวั้ดการเจริญเตบิโตของ CL ได้
ค�ำส�ำคัญ: คอร์ปัส ลูเทียม, การเจริญเติบโต, พีซีเอ็นเอ, เคไอ-67, แพะ

ABSTRACT: The objectives of the present study were to evaluate growth and development of corpus luteum (CL) 
using protein, DNA analysis and to compare the value of PCNA and Ki-67 as markers of cell proliferation throughout 
the estrous cycle in goats. Non pregnant goats (n=24), 12 months of age were assigned for estrus synchronization. 
Goats CL were obtained from days 3, 6, 9, 12, 15 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. Additional samples of each CL were stored at -70 °C until analyzed for tissue DNA and protein. Luteal fresh 
weight, DNA contents and P4 increased (P<0.05) from days 3 to 6, days 6 to 9 and then decreased (P<0.05) from 
days 12 to 15, days 15 to 18. The ratios of protein/DNA on days 3, 6, 9 and 12 were similar, then decreased (P<0.05) 
from days 12 to 15 and day 18 was lowest (P<0.05). The labeling indices of PCNA were greatest on days 3 to 12, 
and then decreased (P<0.05) from days 12 to 15 and day 18 was lowest (P<0.05). The labeling indices of Ki-67 were 
greatest (P<0.05) on day 3 and decreased (P<0.05) on days 6 to 9, then decreased (P<0.05) from days 12 to 15 and 
day 18 was lowest (P<0.05). The comparisons of the values of PCNA and Ki-67 were greater (P<0.05) in PCNA 
than that in Ki-67 on days 3, 6, 9, 12, 15 and 18 of estrous cycle. The study was also indicated that the pattern of 
growth and development of CL rapidly increased from first day to day 12 of the estrous cycle, after remained and 
decreased according to the regression of CL. DNA content, protein/DNA ratio, PCNA and Ki-67 could be used to 
evaluate growth and development of CL.
Keywords: Corpus luteum, Growth, PCNA, Ki-67, Goat
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	 ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังนี้ เพื่อ

ประเมินการเจริญเติบโต และการพัฒนาของ CL โดย

ใช้การวเิคราะห์ปรมิาณ protein DNA และเปรยีบเทยีบ

ผลของการใช้ PCNA และ Ki-67 เป็นดัชนีช้ีวัดการ

เจริญเติบโตในช่วงวงรอบการเป็นสัดของแพะ

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

วธิกีารศกึษาในงานทดลองครัง้นีผ่้านการพจิารณา

โดยคณะกรรมการจรรยาบรรณและมาตรฐานการเลีย้ง

และการใช้สตัว์เพือ่งานทางวทิยาศาสตร์มหาวทิยาลยั

ขอนแก่น (Reference No. 0514.1.12.2/87) โดยใน

งานทดลองนีใ้ช้แพะเพศเมยีจ�ำนวน 24 ตัว โดยสุม่เกบ็

ตัวอย่างในวันที่ 3 (4 ตัว) วันที่ 6 (4 ตัว) วันที่ 9 (4 ตัว) 

วันที่ 12 (4 ตัว) วันที่ 15 (4 ตัว) วันที่ 18 (4 ตัว) ของ 

วงรอบการเป็นสัด อายุเฉลี่ย 12 เดือนน�้ำหนักเฉลี่ย  

17.83 ± 0.39 กิโลกรัม ีมยดโคะแนนร่างกายนับจาก 

1-5 (1=ผอมแห้ง และ 5=อ้วน) ประมาณ 2.5-3.0 

(Thammasiri et al., 2016) ให้อาหารข้นตามความ

ต้องการโภชนะของแพะ (NRC, 2007) จัดให้มีน�้ำและ

หญ้าเป็นอาหารหยาบให้กินเต็มที่

การเหนี่ยวน�ำการเป็นสัดและการตรวจสัด

	 เหนี่ยวน�ำการเป็นสัดโดยใช้ Controlled Internal 

Drug Release (EAZI-BREED™ CIDR®) สอดเข้า

ช่องคลอดเป็นเวลา 14 วัน จากนั้นท�ำการตรวจสอบ

การเป็นสัดหลังถอน CIDR วันละ 2 ครั้งๆ ละ 30 นาที 

โดยใช้แพะเพศผูท้ีต่ดัท่อน�ำน�ำ้เชือ้แล้ว (vasectomized 

buck) มาตรวจสัดในช่วงเช้า 06.00 น. และช่วงเย็น 

18.00 น. เก็บตัวอย่างเลือดเนื้อเยื่อ CL โดยการผ่าตัด

เปิดช่องท้องเพื่อเก็บรังไข่ (ovariectomy) โดยนับวันที่

แสดงอาการเป็นสดัเป็นวนัที ่0 จากนัน้เกบ็ตวัอย่าง ใน

วันที่ 3 6 9 12 และ 18 ของวงรอบการเป็นสัด โดยเก็บ

ในวงรอบถัดมาหลังการเหนี่ยวน�ำเพื่อลดอิทธิพล

เนื่องจากฮอร์โมนที่ใช้ในการเหนี่ยวน�ำการเป็นสัด

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและดีเอ็นเอ

การศึกษาปรมิาณ Protein และ DNA โดยการสุ่ม

เนือ้เยือ่ CLประมาณ 100 ไมโครกรมัแล้วน�ำไปผ่านขัน้

ตอนโฮโมจิไนเซชัน (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 

ดัดแปลงตามวิธีของ Bradford (1976) โดยเปรียบ

เทียบกับค่า DNA มาตรฐานจาก Deoxyribonucleic 

acid, type I จาก calf thymus และ protein มาตรฐาน

จาก 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 และ Ki-67 

เป็นดชันชีีว้ดัการเจรญิเตบิโต โดยแยกเนือ้เยือ่ CL ออก

จากรังไข่ให้ได้ขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร และฝัง

ในพาราฟิน (paraffin embedding) ตัดเนื้อเยื่อที่ผ่าน

การฝังพาราฟินด้วยเครื่อง microtome ประมาณ 6 

ไมโครเมตร จากน้ันตรวจการแสดงออกของ PCNA 

ตามวิธีการของ Grazul-Bilska et al. (2007) โดยใช้ 

specific monoclonal antibody PCNA (MAB24R, 

Chemicon International, Temecula, CA) ร่วมกับ 

diaminobenzadine (DAB kit; Vector Labolatories, 

Burligame, CA, USA) ตรวจการแสดงออกของ Ki-67 

ตามวิธีการของ Thammasiri et al. (2016) โดยใช้ 

specific monoclonal antibody Ki-67 โปรตนี (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) ร่วมกับ  

nuclear fast red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) และ SG substrate ค�ำนวณหาดัชนีชี้วัดการ



749KHON KAEN AGR. J. 45 SUPPL. 1 : (2017).

เจริญเติบโตจากจ�ำนวนเซลล์ที่นิวเคลียสปรากฏการ

ย้อมติด PCNA และ Ki-67 ต่อจ�ำนวนเซลล์

การวิเคราะห์ปริมาณฮอร์โมนนรโอทเสจเรปโ

เก็บตัวอย่างเลือดจากหลอดเลือดด�ำ (jugular 

vein) ปรมิาตร 7 มลิลลิติร ลงหลอดทีมี่สารป้องกนัการ

แขง็ตัวของเลอืด (EDTA solution) น�ำไปป่ันเหวีย่งด้วย

ความเร็ว 3,000 g เป็นเวลา 10 นาทีเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียสจนกว่าน�ำไปวิเคราะห์ท�ำการตรวจ

วัดปริมาณฮอร์โมน P4 ตามวิธีการของ Thammasiri 

et al. (2016)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 การวิเคราะห์ข้อมูลน�้ำหนักสด ปริมาณของ DNA 

โปรตีนของเนื้อเยื่อ CL ค่าดัชนีช้ีวัดการเจริญเติบโต 

(ร้อยละของ LI) และความเข้มข้นของ P4 ท�ำการ

วเิคราะห์โดยใช้ GLM procedure of SAS (2001) และ

การทดสอบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองโดยใช้ 

Duncan‘s New Multiple Range Test (Steel et al., 

1997)

ผลการศึกษา

น�้ำหนักสด ปริมาณของโปรตีนและดีเอ็นเอ

จากการทดลองพบความเข้มข้นของ DNA พบว่า 

เพิ่มข้ึนจากวันท่ี 3 ถึง 6 (P<0.05) วันท่ี 6 ถึง 9 

(P<0.05) และไม่แตกต่างกันระหว่างวันท่ี 9 ถึง 15 

และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างวันที่ 12 และ 18 ของวง

รอบการเป็นสัดพบว่าลดลง (P<0.05) ดังแสดงใน 

(Table 1) สดัส่วนของ protein ต่อ DNA (protein/DNA 

ratios: ดชันชีีว้ดัการเพิม่ขนาดของเซลล์) พบว่าจากวนั

ท่ี 3 6 9 และ 12 ไม่แตกต่างกัน จากนั้นลดลงเมื่อ

เปรียบเทียบระหว่างวันที่ 12 และ 15 และลดลง 

(P<0.05) ต�่ำที่สุดในวันที่ 18 ของวงรอบการเป็นสัด 

(Table 1)

Table 1 	 Fresh weight, protein and DNA concentrations, and Protein/DNA ratios of luteal tissue in goats on 
days 3, 6, 9, 12 and 18 of the estrous cycle. 

Day of the
estrous cycle

Fresh weight
(mg)

Protein concentration
(mg/g)

DNA concentration
(mg/g)

Protein/DNA 
ratios

3 135.08 ± 11.04e 25.21 ± 0.76d
2.05 ± 0.10d 12.53 ± 1.36ab

6 299.86 ± 12.62d 34.75 ± 0.47b 2.42 ± 0.11c 14.54 ± 1.02a

9 449.10 ± 11.34a 42.80 ± 0.88a 2.96 ± 0.11ab 14.52 ± 0.85a

12 432.07 ± 16.36a 41.13 ± 1.25a 3.05 ± 0.09a 13.60 ± 1.14a

15 385.10 ± 15.26b 30.86 ± 1.11c 2.91 ± 0.12ab 10.70 ± 0.94b

18 340.12 ± 19.72c 20.31 ± 0.75e 2.73 ± 0.10bc  7.73 ± 0.55c

a, b, c, d, e Mean ± standard error of the mean within the column are different (P<0.05) between day.

น�้ำหนักสดของ CL (Fresh weight) ดังแสดงใน 

(Table 1) และ ปรมิาณของ DNA (DNA content: ดชันี

ชี้วัดการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์) ความเข้มข้นของ  

protein และความเข้มข้นของ P4 เพิ่มขึ้นจากวันที่ 3 

ถงึ 6 (P<0.05) วันที ่6 ถงึ 9 (P<0.05) และไม่แตกต่าง

กนัระหว่างวนัที ่9 และ 12 จากนัน้ลดลงในวันที ่12 ถงึ 

15 (P<0.05) วันที่ 15 ถึง 18 (P<0.05) ของวงรอบการ

เป็นสัด (Table 2) 

ค่าดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต

ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (LI; ค่าร้อยละเซลล์ที่

ย้อมติด PCNA) มีมากในช่วงวันที่ 3 ถึงวันที่ 12 จาก

นั้นจะลดลง (P<0.05) จากวันที่ 12 ถึง 15 และลดลง

ต�่ำที่สุดในวันท่ี 18 (P<0.05) ของวงรอบการเป็นสัด 

(Table 2) 
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Table 2 	 DNA content, labeling index of PCNA and Ki-67, and P4 concentrations of luteal tissue in goats on 

days 3, 6, 9, 12 and 18 of the estrous cycle.

Day of the 

estrous cycle

DNA content

(mg/CL)

PCNA (%LI) Ki-67 (%LI) P4 concentration

(ng/mL)
3 0.28 ± 0.02e 39.14 ± 1.90a† 11.41 ± 0.24a‡ 1.39 ± 0.11e

6 0.73 ± 0.05d 39.73 ± 1.02a†  9.67 ± 0.19b‡ 3.03 ± 0.02c

9 1.33 ± 0.06a 40.33 ± 0.84a†  9.25 ± 0.40b‡ 4.83 ± 0.06a

12 1.32 ± 0.07a 33.51 ± 1.67a†  6.30 ± 0.20c‡ 5.11 ± 0.06a

15 1.12 ± 0.06b 25.29 ± 0.75b†  4.45 ± 0.10d‡ 3.75 ± 0.13b

18 0.90 ± 0.05c 17.06 ± 0.57c†  3.73 ± 0.09e‡ 2.53 ± 0.18b

a, b, c, d, eMean ± standard error of the mean within the column are different (P<0.05) between day.
 †, ‡ Different superscripts in the same row indicate significant difference between PCNA and Ki-67 among day 

of the estrous cycle (P<0.05)

ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (LI; ค่าร้อยละเซลล์ที่

ย้อมติด Ki-67) พบว่ามีค่ามากที่สุด (P<0.05) ในวันที่ 

3 และลดลง (P<0.05) ในวนัที ่6 และคงทีใ่นวนัที ่6 ถงึ 

9 จากน้ันลดลง (P<0.05) ในวนัท่ี 9 ถงึ 12 และจากวนั

ที่ 12 ถึง 15 จากนั้นจะลดลงต�่ำที่สุด (P<0.05) ในวัน

ที่ 18 (Table 2)
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ดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโต (LI; คารอยละเซลลที่ยอมติด Ki-67) พบวามีคามากที่สุด (P<0.05) ในวันที่ 3 และ
ลดลง (P<0.05) ในวันที่ 6 และคงที่ในวันที่ 6 ถึง 9 จากนั้นลดลง (P<0.05) ในวันที่ 9 ถึง 12 และจากวันที่ 12 ถึง 15 
จากนั้นจะลดลงต่ําที่สุด (P<0.05) ในวันที่ 18 (Table 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1  Immunohistochemistry of PCNA in tissue sections of CL from goats on day 3 (A), day 6 (B), day 9 

(C), day 12 (D), day 15 (E) and day 18 (F) of the estrous cycle. The brownish color indicates 
positive PCNA staining (arrow). The blue color indicates negative PCNA staining (arrowheads). 
Magnification was with ×20 objective. 

 

เมื่อเปรียบเทียบคารอยละ LI ที่ไดจาก PCNA และ Ki-67 ในวันเดียวกันตลอดชวงวงรอบการเปนสัด คือวันที่ 3 6 
9 12 15 และ 18 พบวาคารอยละ LI ที่ไดจาก PCNA มีรอยละกิจกรรมการแบงตัวของเซลลที่มากกวา Ki-67 (P<0.05) ใน
ทุกๆชวงวัน จากภาพแสดงใหเห็นถึงเปอรเซ็นตของเซลลที่ยอมติด PCNA ซึ่งบงบอกใหทราบถึงเซลลกําลังมีการแบงตัว
และกําลังเจริญเติบโตในเนื้อเย่ือ CL เซลลที่ยอมติด PCNA มีมากในชวงวันที่ 3 (A) และ 6 (B) ของวงรอบการเปนสัดพบ
การยอมติดนอยในวันที่ 9 (C) และ 12 (D) และนอยมากในวันที่ 15 (E) และ 18 (F) ของวงรอบการเปนสัด (Figure 1) 
 
 
 

Day of the 
estrous cycle 

DNA content 
(mg/CL) 

PCNA (%LI) Ki-67 (%LI) P4 concentration 
(ng/mL) 

3 0.28 ± 0.02e 39.14 ± 1.90a† 11.41 ± 0.24a‡ 1.39 ± 0.11e 
6 0.73 ± 0.05d 39.73 ± 1.02a†   9.67 ± 0.19b‡ 3.03 ± 0.02c 
9 1.33 ± 0.06a 40.33 ± 0.84a†   9.25 ± 0.40b‡ 4.83 ± 0.06a 
12 1.32 ± 0.07a 33.51 ± 1.67a†   6.30 ± 0.20c‡ 5.11 ± 0.06a 
15 1.12 ± 0.06b 25.29 ± 0.75b†   4.45 ± 0.10d‡ 3.75 ± 0.13b 
18 0.90 ± 0.05c 17.06 ± 0.57c†   3.73 ± 0.09e‡ 2.53 ± 0.18b 

Figure 1 	Immunohistochemistry of PCNA in tissue sections of CL from goats on day 3 (A), day 6 (B), day 9 (C), 

day 12 (D), day 15 (E) and day 18 (F) of the estrous cycle. The brownish color indicates positive PCNA staining 

(arrow). The blue color indicates negative PCNA staining (arrowheads). Magnification was with ×20 objective.

เมื่อเปรียบเทียบค่าร้อยละ LI ที่ได้จาก PCNA 

และ Ki-67 ในวันเดียวกันตลอดช่วงวงรอบการเป็นสัด 

คือวันที่ 3 6 9 12 15 และ 18 พบว่าค่าร้อยละ LI ที่ได้

จาก PCNA มร้ีอยละกจิกรรมการแบ่งตวัของเซลล์ทีม่า

กกว่า Ki-67 (P<0.05) ในทุกๆ ช่วงวัน จากภาพแสดง

ให้เห็นถึงเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ท่ีย้อมติด PCNA ซ่ึงบ่ง

บอกให้ทราบถึงเซลล์ก�ำลังมีการแบ่งตัวและก�ำลัง

เจริญเติบโตในเนื้อเยื่อ CL เซลล์ท่ีย้อมติด PCNA มี

มากในช่วงวันที่ 3 (A) และ 6 (B) ของวงรอบการเป็น

สัดพบการย้อมติดน้อยในวันที่ 9 (C) และ 12 (D) และ

น้อยมากในวันที่ 15 (E) และ 18 (F) ของวงรอบการ

เป็นสัด (Figure 1)
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จากภาพแสดงให้เห็นถึงเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ท่ี

ย้อมติด PCNA ซึ่งบ่งบอกให้ทราบถึงเซลล์ก�ำลังมีการ

แบ่งตัวและก�ำลังเจริญเติบโตในเนื้อเยื่อ CL เซลล์ที่

ย้อมตดิ PCNA มมีากในช่วงวนัที ่3 (A) และ 6 (B) ของ

วงรอบการเป็นสัดพบการย้อมติดน้อยในวันที่ 9 (C) 

และ 12 (D) และน้อยมากในวันที่ 15 (E) และ 18 (F) 

ของวงรอบการเป็นสัด (Figure 2)

วิจารณ์

	 การประเมนิลกัษณะการเปลีย่นแปลงทางสณัฐาน

วทิยาถกูน�ำมาใช้เป็นเทคนคิในการประเมนิการพฒันา

ของ CL ในสัตว ์ เลี้ยงลูกด ้วยนมโดยศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงในระดับเซลล์เนื้อเยื่อ CL ในช่วงวงรอบ

การเป็นสัดรวมถึงการศึกษาทางด้านเนื้อเย่ือโดย

วเิคราะห์กจิกรรมการแบ่งเซลล์จากดชันชีีว้ดัการเจรญิ

เติบโตโดยภาพถ่าย (Image analysis) ซึ่งมีการศึกษา

ในแพะ (Thammasiri et al., 2016) จากผลการทดลอง

ครัง้นีพ้บว่ารปูแบบการเจรญิเตบิโตและพฒันาของ CL 

แพะเป็นไปอย่างรวดเร็วในช่วงแรก (early luteal 

phase) และคงท่ีในช่วงกลาง (mid luteal phase) และ

ลดลงในช่วงท้ายของวงรอบการเป็นสัด (late luteal 

phase) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานประเมินการเจริญ

เตบิโตและพฒันาของ CL โดยใช้เทคนคิเดยีวกันในโค 

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

1993) และแพะ (Thammasiri et al., 2016) นอกจาก

นี้ ระดับของ P4 จากเลือดที่เก็บในระหว่างวงรอบการ

เป็นสัดมีความเข้มข้นที่สอดคล้องกับการเจริญเติบโต

และพัฒนาของ CL เมื่อเปรียบเทียบกับน�้ำหนักสด 

กิจกรรมการแบ่งตัวของเซลล์ และการเพ่ิมขนาดของ

เซลล์ นอกจากนัน้แล้วข้อมลูทีไ่ด้จากการทดลองครัง้นี้

ยงัสามารถเปรยีบเทียบวธิกีารประเมนิการเจรญิเติบโต

และพัฒนาของ CL จากกิจกรรมการแบ่งตัวของเซลล์

ระหว่าง PCNA และ Ki-67 พบว่าสามารถใช้เป็นดัชนี

ชี้วัดการเจริญเติบโตได้ อย่างไรก็ดีการที่ ค่าร้อยละ LI 

ที่ได้จาก PCNA จะมีค่าที่มากกว่า Ki-67 ซึ่งเป็นผลมา

จาก PCNA นัน้สามารถแสดงออกได้ทัง้ในเซลล์ทีม่กีาร

แบ่งตัวใหม่และในเซลล์ที่เจริญแล้วแต่มีกระบวนการ

ซ่อมแซม DNA โดยการกระตุ้นของ growth factor ใน

ขณะที่ Ki-67 เป็นโปรตีนที่มีความจ�ำเพาะต่อเซลล์ที่มี

การแบ่งตัวมากกว่า (Liu et al., 2003) และ Ki-67 

ตรวจพบได้เฉพาะในระยะ G1 S G2 และ M เฟส โดย

ไม่สามารถตรวจพบในระยะพักของเซลล์ G0 ของ

วัฏจักรเซลล์ (Thammasiri et al., 2016) 

ดังนั้นการวิเคราะห์ protein DNA ค่าร้อยละของ 

LI จาก PCNA และ Ki-67 ในเนื้อเยื่อ CL แพะท�ำให้
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Figure 2  Immunohistochemistry of Ki-67 in tissue sections of CL from goats on day 3 (A), day 6 (B), day 9 

(C), day 12 (D), day 15 (E) and day 18 (F) of the estrous cycle. The black color indicates positive 
Ki-67 staining (arrow). The pinkest color indicates negative Ki-67 staining (arrowheads). 
Magnification was with ×20 objective. 

 
จากภาพแสดงใหเห็นถึงเปอรเซ็นตของเซลลที่ยอมติด PCNA ซึ่งบงบอกใหทราบถึงเซลลกําลังมีการแบงตัวและ

กําลังเจริญเติบโตในเนื้อเย่ือ CL เซลลที่ยอมติด PCNA มีมากในชวงวันที่ 3 (A) และ 6 (B) ของวงรอบการเปนสัดพบการ
ยอมติดนอยในวันที่ 9 (C) และ 12 (D) และนอยมากในวันที่ 15 (E) และ 18 (F) ของวงรอบการเปนสัด (Figure 2) 
 

วิจารณ 
 การประเมินลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาถูกนํามาใชเปนเทคนิคในการประเมินการพัฒนาของ CL 
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับเซลลเนื้อเย่ือ CL ในชวงวงรอบการเปนสัดรวมถึงการศึกษา
ทางดานเนื้อเยื่อโดยวิเคราะหกิจกรรมการแบงเซลลจากดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโตโดยภาพถาย (Image analysis) ซึ่งมี
การศึกษาในแพะ (Thammasiri et al., 2016) จากผลการทดลองครั้งนี้พบวารูปแบบการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL 
แพะเปนไปอยางรวดเร็วในชวงแรก (early luteal phase) และคงที่ในชวงกลาง (mid luteal phase) และลดลงในชวงทาย
ของวงรอบการเปนสัด (late luteal phase) ซึ่งสอดคลองกับรายงานประเมินการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL โดยใช
เทคนิคเดียวกันในโค (Zheng et al., 1994) แกะ (Jablonka-Shariff et al., 1993) และแพะ (Thammasiri et al., 2016) 
นอกจากนี้ ระดับของ P4 จากเลือดที่เก็บในระหวางวงรอบการเปนสัดมีความเขมขนที่สอดคลองกับการเจริญเติบโตและ
พัฒนาของ CL เมื่อเปรียบเทียบกับน้ําหนักสด กิจกรรมการแบงตวัของเซลล และการเพิ่มขนาดของเซลล นอกจากนั้นแลว
ขอมูลที่ไดจากการทดลองครั้งนี้ยังสามารถเปรียบเทียบวิธีการประเมินการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL จากกิจกรรม
การแบงตัวของเซลลระหวาง PCNA และ Ki-67 พบวาสามารถใชเปนดัชนีชี้วัดการเจริญเติบโตได อยางไรก็ดีการที่ คารอย
ละ LI ที่ไดจาก PCNA จะมีคาที่มากกวา Ki-67 ซึ่งเปนผลมาจาก PCNA นั้นสามารถแสดงออกไดทั้งในเซลลที่มีการ
แบงตัวใหมและในเซลลที่เจริญแลวแตมีกระบวนการซอมแซม DNA โดยการกระตุนของ growth factor ในขณะที่ Ki-67 
เปนโปรตีนที่มีความจําเพาะตอเซลลที่มีการแบงตัวมากกวา (Liu et al., 2003) และ Ki-67 ตรวจพบไดเฉพาะในระยะ G1 
S G2 และ M เฟส โดยไมสามารถตรวจพบในระยะพักของเซลล G0 ของวัฏจักรเซลล (Thammasiri et al., 2016)  

ดังนั้นการวิเคราะห protein DNA คารอยละของ LI จาก PCNA และ Ki-67 ในเนื้อเย่ือ CL แพะทําใหทราบถึง
รูปแบบของการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL แพะไดอยางถูกตองและแมนยําสูง เนื่องจากวิธีการดังกลาวเปนวิธีการที่
ไดรับการยอมรับและไดนํามาใชในการศึกษาการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL อยางแพรหลายในสัตวหลายชนิดทั้งใน
โค (Zheng et al., 1994) แกะ (Jablonka-Shariff et al., 1993) และแพะ (Thammasiri et al., 2016) นอกเหนือจากการ

Figure 2 	Immunohistochemistry of Ki-67 in tissue sections of CL from goats on day 3 (A), day 6 (B), day 9 (C), 

day 12 (D), day 15 (E) and day 18 (F) of the estrous cycle. The black color indicates positive Ki-67 staining 

(arrow). The pinkest color indicates negative Ki-67 staining (arrowheads). Magnification was with ×20 objective.
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ทราบถึงรูปแบบของการเจริญเติบโตและพัฒนาของ 

CL แพะได้อย่างถูกต้องและแม่นย�ำสูง เน่ืองจากวิธี

การดงักล่าวเป็นวธิกีารทีไ่ด้รบัการยอมรบัและได้น�ำมา

ใช้ในการศึกษาการเจริญเติบโตและพัฒนาของ CL 

อย่างแพร่หลายในสัตว์หลายชนิดทั้งในโค (Zheng  

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

และแพะ (Thammasiri et al., 2016) นอกเหนือจาก

การวิเคราะห์ระดับฮอร์โมน P4 และเป็นข้อมูลพื้นฐาน 

น�ำไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมวงรอบการเป็นสัดโดย

การใช้ฮอร์โมนและการผสมเทียมในแพะได้อย่าง

แม่นย�ำและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

สรุป

จากผลการทดลองสรุปได้ว่ารูปแบบการเจริญ

เติบโตและพัฒนาของ CL เป็นไปอย่างรวดเร็วในวัน

แรกถึงวันที่ 12 ของวงรอบการเป็นสัดจากนั้นจะคงที่

และลดลง โดยสอดคล้องกับการเสื่อมสลายของ CL 

ในช่วงวงรอบการเป็นสัดซ่ึงประเมินได้จากการ

วิเคราะห์ protein DNA PCNA และ Ki-67 เป็นดัชนีชี้

วัดการเจริญเติบโต และเมื่อเปรียบเทียบค่าร้อยละ LI 

ที่ได้จาก PCNA และ Ki-67 พบว่า ค่าร้อยละ LI ที่ได้

จาก PCNA มากกว่า Ki-67 ซึ่งเป็นผลมาจาก PCNA 

มคีวามจ�ำเพาะในการแสดงออกในเซลล์ทีกิ่จกรรมการ

แบ่งตัวน้อยกว่า Ki-67
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