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ปจจุบันสัตวตระกูลแมวปาถึง 36 ชนิด กาํลังอยูในสภาวะใกลสูญพันธุ ซ่ึงเทคโนโลยีการ

ชวยการเจริญพันธุพื้นฐาน ไมสามารถเพิ่มจํานวนสัตวในกลุมใกลสูญพันธุได เนื่องจากขาดแคลน
ตัวสัตวที่จะใชนํามาเขากระบวนการผสมพันธุ ดังนัน้เทคโนโลยีการโคลนนิ่งขามสายพันธุ จึงเปน
อีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถแกปญหาดังกลาวได การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 การทดลอง          
การทดลองแรก เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งในหลอด
ทดลอง จากผลการทดลองพบวา น้ํายาที่นํามาใชเล้ียงไขระหวางกระบวนการทําโคลนนิ่งมีผลตอ
อัตราการเจริญของตัวออนแมวบานโคลนนิ่ง โดยไขที่เล้ียงในน้ํายา Emcare ใหอัตราการเจริญสู
ระยะบลาสโตซีสสูงกวาไขที่เล้ียงในน้ํายา 199H (33.3% และ 18.1% ตามลําดับ) การเลี้ยงตัวออน
แมวบานโคลนนิ่งแบบ ไมเล้ียงรวม หรือเล้ียงรวมกับเซลลเยื่อบุทอนําไขของแมวบาน ใหอัตราการ
เจริญของตัวออนไมแตกตางกัน (44.4% และ 38.0% ตามลําดับ) นอกจากนีย้ังพบวาตัวออนแมวลาย
หินออนโคลนนิ่งขามสายพนัธุดวยไขแมวบานหยดุการเจริญเติบโตที่ระยะมอรูลา ทั้งการเลี้ยงแบบ
ไมเล้ียงรวม หรือเล้ียงรวมกบัเซลลเยื่อบุทอนําไขของแมวบาน (28.6% และ 32.6% ตามลําดับ) จาก
การใชไขของแมวบานและโค เปนไซโตพลาสผูรับสําหรับการทําโคลนนิ่งขามสายพันธุในสตัว
ตระกูลแมวพบวา ตวัออนแมวบานโคลนนิ่งและตวัออนโคโคลนนิ่ง มีอัตราการเจริญสูระยะ 
บลาสโตซีสสูงกวา ตัวออนแมวลายหินออนโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไขโค (34.4% กับ 29.6% 
และ 8.6% ตามลําดับ) และยังพบวาตัวออนแมวบานโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไขโคหยดุการ
เจริญเติบโตที่ระยะมอรูลา (15.2%) จากการทดลองแรกสามารถสรุปไดวา น้ํายาที่ใชเล้ียงไข
ระหวางกระบวนการทําโคลนนิ่งมีผลตอการเจริญสูระยะบลาสโตซีส ของตัวออนสัตวตระกูลแมว
โคลนนิ่ง อยางไรก็ดกีารเลี้ยงตัวออนรวมกับเซลลเยื่อบุทอนําไขไมสามารถชวยสนับสนุนใหการ
เจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่ง อีกทั้งยังพบวาไขของแมวบานและโคสามารถ
ชวยสนับสนนุการเจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งขามสายพันธุไดถึงในระยะแรก
ของการพัฒนาตัวออนเทานัน้ การทดลองที่สองเปนศึกษาการแสดงออกของยีนที่เชื่อวามีผลตอ
กระบวนการ nuclear reprogramming (Oct4 DNMT1 DNMT3a DNMT3b HAT1 และ HDAC1) 
ในตัวออนแมวบานโคลนนิง่ ตัวออนแมวดาว และแมวลายหนิออนโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไข
แมวบาน จากการทดลองพบวา การแสดงออกของยีน Oct4 และ HAT1 ในตัวออนแมวบาน    
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โคลนนิ่ง และแมวดาวโคลนนิ่งขามสายพันธุ มีรูปแบบการแสดงออกคลายกับตัวออนแมวบานที่
เกิดจากการปฎิสนธิในหลอดแกว (IVF) โดยในระยะแรกของการเจริญเติบโตมีการแสดงออกของ  
Oct4 และ HAT1 mRNA ต่ํา จนกระทั่งถึงระยะ 8 เซลล และคอยๆแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางตอเนือ่ง
จนกระทั่งแสดงออกสูงที่สุดในระยะบลาสโตซีส ในทางตรงกันขามพบวาตวัออนแมวลายหินออน
โคลนนิ่งขามสายพันธุมีการแสดงออกของยีน Oct4 และ HAT1 ต่ําตลอดระยะของการเจริญเติบโต
จนถึงระยะมอรูลา และไมพบการเจริญสูระยะบลาสโตซีสในตัวออนแมวลายหนิออนโคลนนิ่งขาม
สายพันธุ การศึกษาการแสดงออกของยีน HDAC1 ในตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่ง พบวามี
ความแปรปวนสูง และมีรูปแบบการแสดงที่ตางไปกับตวัออน IVF สวนระดับการแสดงออกของยนี 
DNMT1 มีรูปแบบการแสดงออกที่ลดลงอยางตอเนื่องตั้งแตระยะ 2 เซลล จนถึงระยะบลาสโตซีส 
ซ่ึงตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งมีการแสดงออกที่สูงกวาตวัออน IVF ตั้งแตระยะมอรูลาจนถงึ
ระยะบลาสโตซีส จากการศึกษายังพบวาตวัออน IVF มีการแสดงออกของ DNMT3a ต่ําที่สุดที่
ระยะ 4 เซลล แลวคอยๆ เพิม่สูงขึ้นจนถึงระยะบลาสโตซีส ซ่ึงตางกับตัวออนสัตวตระกลูแมวโคลน
นิ่งที่ในระยะ 4 เซลล ยังมีการแสดงออกสูงกวาตวัออน IVF จากนั้นคอยๆ ลดลงจนถึงระยะมอรูลา 
และแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ บลาสโตซีส รูปแบบการแสดงออกของยีน DNMT3b  
ในตัวออนสัตวตระกูลแมว ทั้ง IVF และโคลนนิ่ง มคีวามคลายคลึงกัน โดยมกีารแสดงออกต่ํามาก
ในระยะ 4 เซลลจนถึงระยะมอรูลา จากนัน้มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะบลาสโตซีส 
ซ่ึงจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา การแสดงออกของยนี Oct4 ในตัวออนสัตวตระกูลแมวมีผลตอ
การเจริญเติบโตของตัวออน โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญสูระยะบลาสโตซีส นอกจากนี้ยังพบวา ตวั
ออนสัตวตระกูลแมวที่เกิดจากการทําโคลนนิ่งมีการแสดงออกที่ผิดปกติของยีนที่เกีย่วกับ การเติม
หมูเมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation) และการเติมหมูอะซิติลบนโปรตีนฮีสโตน (histone 
acetylation) ซ่ึงแสดงใหเหน็วาอาจเกิดกระบวนการ nuclear reprogramming ที่ไมสมบูรณ ของ
เซลลตนแบบในการทําโคลนนิ่งในสัตวตระกูลแมว จากการศึกษาครั้งนี้ทําใหเขาใจถึงรูปแบบของ
การแสดงออกของยีนที่เกีย่วกับ reprogramming ในสตัวตระกูลแมว ซ่ึงจะสามารถนําความรูที่ได
ไปใชในการปรับปรุง และเพิม่ประสิทธิภาพในการทําโคลนนิ่งสัตวตระกูลแมวใกลสูญพันธุ 
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 There are, in fact, 36 of 37 species of felid family classified as being 

threatened or endangered. The conventional assisted reproduction technique (ART) is 

inappropriate for producing endangered felid species, due to the lack of animals for 

breeding program. Interspecies cloning is a novel technology that may serve as a 

valuable model for study in vitro and in vivo development of cloned felid embryos. 

Two experiments were carried out in this research.  

 The first experiment aimed to investigate the in vitro development of cloned 

felid embryos. The results of this experiment indicated that the manipulation medium 

had an effect on the development rate of cloned domestic cat embryos. The Emcare 

holding medium gave significantly greater blastocyst formation than that of 199H 

(37.3 vs 21.9%, respectively). There was no significant difference between the 

developments to blastocyst stage of non co-culture (44.4%) and co-culture (38.0%) of 

the cloned domestic cat embryos with domestic cat oviductal epithelium cells. 

Moreover, the non co-culture and co-culture systems could not support the 

development of interspecies cloned marbled cat embryo beyond morula stage (28.6 vs 

32.6%, respectively). The development to blastocyst stage of intraspecies of cloned 
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domestic cat (39.8%) and bovine (30.9%) was higher than that of interspecies cloned 

marbled cat with bovine oocytes (9.2%). The interspecies cloned domestic cat with 

bovine oocytes arrested development at morula stage (16.6%). These results 

demonstrated that the manipulation medium during the cloning process involved in 

the increased development to blastocyst stage of cloned felid embryos. However, the 

co - culture system of cloned felid embryos was not beneficial to the development. 

The domestic cat and bovine oocytes could support mitotic cleavage of felid nuclei 

only in the early stage of development.  

 In the second experiment, the transcription levels of genes believed to be 

crucial for nuclear reprogramming (Oct4, DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, HAT1 and 

HDAC1) were investigated in cloned felid species, domestic, leopard and marbled 

cats. The results showed that transcription levels of Oct4 and HAT1 were low at an 

early development stage and dramatically increased at 8-cell to blastocyst stage in 

cloned domestic and leopard cats and IVF derived embryos. In contrast, transcription 

levels of Oct4 and HAT1 in interspecies cloned marbled cat embryos were low 

throughout the development up to the morula stage. Moreover, the interspecies cloned 

marbled cat embryos with low transcription level of Oct4 and HAT1 could not 

develop into blastocyst. The development was arrested at the morula stage. The 

transcription levels of HDAC1 of cloned felid embryos had altered an expression 

pattern compared to IVF derived embryos. The DNMT1 transcript levels dramatically 

decreased throughout development of felid embryos. Cloned felid embryos showed 

higher transcript of the DNMT1 gene than IVF derived embryos. For mRNA level of 

DNMT3a, it was found that IVF derived embryos rarely had any transcript at 4- to 8-

cell stages and increased at morula up to blastocyst stage whereas the transcription 
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levels decreased in an early development and increased again at the blastocyst stage 

of cloned felid embryos. The level of DNMT3b mRNA decreased from 2-cell to 

morula stages but became remarkably high at blastocyst stage. The results of the 

second experiment clearly demonstrated that Oct4 mRNA transcription levels in felid 

embryos had some effect on the in vitro development efficiency particularly at the 

blastocyst stage. The cloned felid embryos showed aberrant level of genes involved in 

DNA methylation and histone hypoacetylation. The results suggested that incomplete 

nuclear reprogramming of felid donor nuclei occur in cloned felid embryos. This 

research indicated that genome reprogramming in the felid species was abnormal 

which may not be enough for the establishment of embryonic totipotence. The nuclear 

transfer technique of felid species needs improvement, especially in the genome 

reprogramming to improve the efficiency of cloned felid embryos for the conservation 

of endangered felid species.   
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