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15189/ISO 15190 จากมาตรฐานสู่การปฏิบัติและ

ขอรับรอง โดยคลอบคลุมการเลือกใช้วิธีวิเคราะห์ท่ีมี

การยืนยนัความเหมาะสม (Validated method) การ

เลือกใช้เคร่ืองมือวดัท่ีผ่านการสอบเทียบ (Calibrated 

equipment) และการควบคุมคุณภาพภายใน (Internal 

quality control) แลว้ ยงัตอ้งมีการควบคุมคุณภาพจาก

ภายนอก (External quality control) โดยเข้าร่วม

ทดสอบความชาํนาญ  
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บทคัดย่อ 

 การเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล เป็นกระบวนการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมียหรือโอโอไซตใ์นสัตวเ์ล้ียง

ลูกดว้ยนม โอโอไซตจ์ะถูกบรรจุอยูใ่นฟอลลิเคิล และมีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ฟอลลิเคิลมีความสําคญั

กบัเกษตรกรหรือผูเ้ล้ียงสตัวท่ี์ตอ้งการเพิ่มจาํนวนลูกสตัวภ์ายในฟาร์ม เน่ืองจากถา้ฟอลลิเคิลมีการเจริญเติบโตท่ี

ดี ก็มีแนวโน้มท่ีเกษตรกรจะไดจ้าํนวนลูกสัตวเ์พิ่มข้ึน กระบวนการน้ีถูกควบคุมดว้ยฮอร์โมนจากหลายแห่ง 

และทาํงานร่วมกนั ทั้งต่อมพิทูอิตารี ต่อมใตส้มอง และรังไข่ การเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลท่ีสมบูรณ์จะตอ้งได้

ฟอลลิเคิลท่ีพร้อมจะตกไข่และมีคุณภาพท่ีดี ดงันั้นการประเมินการเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลโดยใช้การยอ้ม

สีอิมมูโนฮิสโตเคมีจึงเป็นวิธีทางเลือกหน่ึง เพราะมีความจาํเพาะและช่วยลดระยะเวลาในการประเมินเม่ือเทียบ

กบัวธีิยอ้มสี hematoxylin และ eosin ทัว่ไป ตวับ่งช้ีการงอกขายของเซลล์ดว้ยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีนั้นมีหลายตวั

บ่งช้ี เช่น BrdU PCNA และ Ki-67 เป็นตน้ ดงันั้นการเลือกใชต้วับ่งช้ีท่ีเหมาะสมกบัเน้ือเยื่อตวัอยา่งจึงเป็นตวั

แปรสาํคญัในการแปรผล 

 

คําสําคัญ: การเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล อิมมูโนฮิสโตเคมี รังไข่ 
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Abstract 

 Folliculogenesis is a mechanism in female mammalian animals producing their gamete, known as 

oocyte. An oocyte is encircled within a follicle which is develop from the beginning to the final stage. While 

follicular growth, somatic cells is proliferating by increase their numbers and layers of the cells. Number and 

quality of follicle is beneficial for domestic farmer who need to raise their product of the farm. 

Folliculogenesis is regulate by hypothalamic-pituitary-ovarian axis and also several growth factors. Follicle 

need to be mature from primordial follicle to reach the preovulatory follicle and undergoes ovulation. In order 

to evaluate the proliferating cell or identify follicular stage, tissue sections can be performed by several 

procedures. The most common used method is immunohistochemistry (IHC) with specific antigen such as 

BrdU, PCNA or Ki-67. This procedure is efficacy to distinguish follicles than conventional method, 

hematoxylin and eosin (H&E) stain. 
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บทนํา 

 ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม รังไข่เป็นอวยัวะท่ีมี

การเปล่ียนแปลงตลอดเวลา โดยเฉพาะฟอลลิเคิล

(follicle) ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีมีความสําคญัในระบบ

สื บ พัน ธ์ุ เ พ ศ เ มี ย  ป ร ะ ก อ บ ด้ว ย เ ซ ล ล์ สื บ พัน ธ์ุ 

เพศเมีย หรือโอโอไซต ์ (oocyte) และเซลล์โซมาติก 

(somatic cells) ไดแ้ก่ เซลล์กรานูโลซา (granulosa 

cells) และเซลล์ทีคา (theca cells) ซ่ึงส่วนประกอบ

ทั้ งหมดน้ีทําหน้า ท่ี ร่วมกันในการตอบสนองต่อ

ฮอร์โมนโกนาโดโทรปินในการสร้างและหลั่ง

ฮอร์โมนและสารกระตุ้นการเจริญเติบโตต่างๆ เพื่อ

ส่งผลใหฟ้อลลิเคิลและโอโอไซตมี์การเจิญเติบโตและ

พฒันาต่อไป แต่จะมีฟอลลิเคิลประมาณ 1% เท่านั้น  

ท่ีจะสามารถเจริญเติบโตจนถึงระยะท่ีตกไข่ได ้

(Matsuda, et al., 2012) นกัวิชาการจาํนวนมาก

พยายามศึกษากลไกการทาํงานและการควบคุมของ

ฟอลลิเคิลในแง่ของการเจริญเติบโตและการฝ่อ 

จากระบบฮอร์โมนต่างๆ รวมทั้งระบบการควบคุม

ภายในของรังไข่เอง เซลล์กรานูโลซาเป็นเซลล์ท่ีเขา้

มามีบทบาทและมีส่วนในการเจริญเติบโตของฟอลลิ

เคิลเป็นอย่างมาก โดยทาํหน้าท่ีในการส่งโมเลกุล

ต่างๆท่ีจาํเป็นในการพฒันาและการรักษาสภาพของ

ฟอลลิเคิล รวมทั้งทาํให้ฟอลลิเคิลเกิดการฝ่อได้ด้วย

เช่นกัน  จํานวนและชนิดของฟอลลิเคิลบนรังไข่ 

เ ป็ น ตัว บ่ ง ช้ี ข อ ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ส ร้ า ง ฟ อ ล ลิ เ คิ ล 

(folliculogenesis) ซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งกบัฮอร์โมนและ

สารเร่งเจริญเติบโต (Myers, et al., 2004) การนบั

จาํนวนฟอลลิเคิลบนเน้ือเยื่อรังไข่โดยทัว่ไปจะเป็น

การใชสี้ยอ้ม hematoxylin และ eosin (H&E) แต่วิธีน้ี

เ ป็นวิ ธี ท่ีต้องใ ช้ เ วล าใ นกา รนับ  ดังนั้ น  กา รใ ช้

แอนติบอดีต่อเซลล์ท่ีกาํลงังอกขยาย หรือเซลล์ท่ีกาํลงั

อยู่ในวงรอบ (cell cycle) ด้วยวิธีอิมมูโนฮิสโต 

 

เคมีจึงเป็นทางเลือกท่ีช่วยให้สามารถนบัจาํนวนของ

ฟอลลิเคิลระยะต่างๆบนเน้ือเยือ่รังไข่ได ้

 

การเจริญเติบโตของฟอลลิเคิล 

 กระ บ วนก า รส ร้า ง ฟ อล ลิ เ คิ ล   (folliculo- 

genesis) ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย ก ร ะ บ ว น ก า ร ง อ ก ข ย า ย

(proliferation) แล ะ ก า รตา ย ข อง เ ซ ล ล์  (apoptosis) 

ร่ ว ม กั น  (Chun and Hsueh, 1998; Robker and 

Richards, 1998) โดยท่ีการตายของฟอลลิเคิลนั้นจะ

เพิ่มข้ึนในระหว่างท่ีมีกระบวนการสร้างฟอลลิเคิล 

และเกิดข้ึนอยา่งชา้ๆ ในช่วงแรกของระยะ follicular 

phase (Young and McNeilly, 2010) การงอกขยายและ

การเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์โซมาติกนาํไปสู่การ

สร้างถุงนํ้ าในรังไข่ (antrum) โดยภายในถุงนํ้ านั้นจะ

ถูกบรรจุดว้ยของเหลว ซ่ึงสร้างมาจากเซลล์กรานูโล

ซา (Pineda, 2003) การพฒันาของฟอลลิเคิลเร่ิมตน้

จากการเพิ่มข้ึนและการงอกขยายของเซลล์กรานูโลซา 

ซ่ึงโดยทัว่ไปสามารถแบ่งระยะของฟอลลิเคิลไดเ้ป็น 

4 ระยะ ดงัน้ี ระยะไพรมอเดียล (primordial follicle) 

ระยะไพรมารี (primary follicle) ระยะทุติยภูมิ หรือ

ร ะ ย ะ พ รี แ อ น -ท รั ม   (secondary follicle, preantral 

follicle) และระยะท่ีสาม หรือระยะแอนทรัม (tertiary 

follicle, antral follicle) (Moniruzzaman and Miyano, 

2010) 

ก า ร เป ล่ี ย นแ ป ล ง รูป ร่า ง จ า ก ฟ อล ลิ เ คิ ล

ระยะพรีแอนทรัมเป็นระยะแอนทรัม (รูปท่ี 1) ถูก

ควบคุมโดยสัญญาณต่างๆภายในรังไข่ รวมถึง สเตีย

รอยด์ท่ีเก่ียวกบัอวยัวะสืบพนัธ์ุ (gonadal steroid) สาร

เร่งการเจริญเติบโต (growth factors) และไซโตไคน์ 

(cytolines) (Sirotkin, 2011) ซ่ึงในระยะน้ีฟอลลิเคิลจะ

มีความไวต่อกระบวนการตายของฟอลลิเคิลมากข้ึน 
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(Fortune, 2003; Orisaka, et al., 2009) ฟอลลิเคิลระยะ

แอนทรัมท่ีมีขนาดใหญ่จําเป็นต้องพึ่ งพาโกนาโด

โทรปินและฟอลลิเคิลในระยะส่วนใหญ่มกัเกิดการฝ่อ

เพิ่มมากข้ึน ในขณะท่ีฟอลลิเคิลบางใบท่ีสามารถ

พฒันาต่อไปเป็นฟอลลิเคิลท่ีพร้อมจะตกไข่ และเกิด

การตกไข่ตามมา (Edson, et al., 2009) ในช่วงทา้ยของ

การพฒันาฟอลลิเคิลเซลล์กรานูโลซาและเซลล์ทีคา 

จะถูกกระตุ้นและหลั่งสเตียรอยด์ เช่น แอนโดรเจน 

และเอสโตรเจน ฮอร์โมนเปบไทด์ พรอสตาแกลนดิน 

และสารอ่ืนๆในปริมาณท่ีเพียงพอเพื่อใชใ้นการพฒันา 

ของฟอลลิเคิล และส่งต่อสารส่ือสัญญาณเพื่อทาํงาน

ร่วมกบัแนวแกนของต่อมไฮโปทาลามสั ต่อมใตส้มอง 

และรังไข่ (hypothalamic-pituitary-ovarian axis) 

(Caárdenas and Pope, 2002) แนวแกนน้ีมีความสําคญั

และมีบทบาทในการทาํหนา้ท่ีของระบบสืบพนัธ์ุ โดย

ทาํการสร้างและหลั่งฮอร์โมนท่ีเก่ียวข้องกับระบบ

สื บ พัน ธ์ุ  ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Gonadotropin-releasing 

hormone (GnRH) Follicle stimulating hormone 

(FSH) Luteinizing hormone (Monniaux, et al.) และ 

ฮอร์โมนเอสโตรเจน ซ่ึงฮอร์โมนเหล่าน้ีทาํหน้าท่ีใน

การควบคุมวงรอบการเป็นสัดผ่านทางกระบวนการ

ตอบสนองกลบัซ่ึงจะเป็นไปในทางกระตุน้หรือยบัย ั้ง

 

รูปที่ 1 ขั้นตอนการพฒันาของฟอลลิเคิลในระยะต่างๆ ตั้งแต่ฟอลลิเคิลระยะตั้งตน้ ระยะแรก ระยะสอง

ระยะสาม จนถึงระยะตกไข่ (ท่ีมา ปรับเปล่ียนจาก (Georges, et al., 2014; Orisaka, et al., 2009)

  

การตรวจประเมินการงอกขยาย 

ด้วยวธีิอมิมูโนฮิสโตเคมี 

 จํานวนและชนิดของฟอลลิ เ คิลในรังไข่

สามารถใช้เป็นตวับ่งช้ีของกระบวนการสร้างฟอลลิ

เคิล ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กับฮอร์โมนและสารเร่งการ

เริญเติบโตหลายๆ ชนิด (Myers, et al., 2004) เพื่อให้

การนับจาํนวนของฟอลลิเคิลในเน้ือเยื่อรังไข่ทาํได้

สะดวกและง่ายกวา่การยอ้มสี Hematoxylin and eosin 

(H&E) จึงมีการใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีช่วยในการ

ตรวจประเมิน ดงัน้ี  

1) 5-bromodeoxyuridine (BrdU) เป็น

สารท่ีมีการปรับเปล่ียนของไพริมิดีน เพื่อให้สามารถ

จบักบัดีเอ็นเอได ้วิธีน้ีเป็นการตรวจมาตรฐานสูงสุด 

(gold standard) โดยทาํการฉีด BrdU น้ีเขา้ไปภายใน

ช่องทอ้งของสัตวท์ดลอง (Gratzner, 1982) มีการใช ้

BrdU เป็นตวับ่งช้ีการงอกขยายของเซลล์ในระยะ  
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S-phase แต่อย่างไรก็ตามการใช้ BrdU ยงัมีขอ้เสีย

หลายอยา่ง เช่น ตอ้งมีการจบับงัคบัและฉีดสารเขา้ไป

ในสัตวมี์ชีวิต เป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ (mutagen) และ

ไม่เหมาะสําหรับการศึกษาทางด้านความเป็นพิษต่อ

หน่วยพนัธุกรรม (Muskhelishvili, et al., 2003) 

2) Proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) เป็นโปรตีนเสริมของ DNA polymerase δ 

ซ่ึง เป็นเอนไซม์ท่ีจ ํา เป็นในการสังเคราะห์ DNA 

(Wood and Shivji, 1997) มีการใช ้PCNA คร้ังแรกใน

ปี 1978 หลงัจากนั้นก็ไดมี้การใช้เป็นตวับ่งช้ีการงอก

ขยายของเซลล์มานานหลายปีเพื่อทดแทนการใช ้

BrdU การแสดงออกของ PCNA จะเพิ่มข้ึนในระยะ 

G1 และสูงสุดในระยะ S แลว้ลดลงในระยะ G2 และ 

M จึงมรการใช้ PCNA ในงานวิจยัพื้นฐานและเป็น

เค ร่ืองช่วยวินิจฉัยสําหรับพยาธิศัลยกรรมอย่าง

แพร่หลาย (Kato, et al., 2002) มีงานวิจยัเปรียบเทียบ

การใช้แอนติเจน PCNA ในการทําอิมมูโนฮิสโต 

เ ค มี แ ล ะ ก า ร ย้อ ม สี  H&E ทั่ ว ไ ป ใ น รั ง ไ ข่ ห นู 

(Muskhelishvili, et al., 2005; Picut, et al., 2008)  

จากการเปรียบเทียบระหว่าง 2 วิธีน้ี พบว่า การใช ้

PCNA สามารถลดระยะเวลาในการนบัเซลลไ์ดม้ากถึง 

46% (Muskhelishvili, et al., 2005) นอกจากน้ี มีการ

วิจยัโดยใช้ PCNA ในรังไข่สุกรพบว่ายงัไม่สามารถ

แยกระบุชนิดของฟอลลิเคิลขนาดเล็กได้ชัดเจน 

(Tomanek and Chronowska, 2006) เน่ืองจากมีหลาย

ปัจจยัเขา้มาเก่ียวขอ้ง ได้แก่ จาํนวนของเซลล์ท่ีกาํลงั

งอกขยายในเน้ือเยื่อ ความเข้มข้นของแอนติบอดี  

 

วิธีการกระตุ้นคืนสภาพผิวแอนติเจนด้วยความร้อน 

และชนิดของสารคงสภาพท่ีเลือกใช ้(Muskhelishvili, 

et al., 2005)  อยา่งไรก็ตาม มีงานวิจยัท่ีใช ้PCNA ใน

รังไข่สุกร (รูปท่ี 2) และสามารถแยกชนิดของฟอลลิ

เคิลระยะต่างๆได ้โดยใช้เทคนิคคืนสภาพแอนติเจน

ดว้ยความร้อน (Phoophitphong, et al., 2012) แต่

อย่างไรก็ตามความเข้มของการติดสีนั้ นยงัมีความ

แปรปรวนอยู่ เน่ืองมาจากปัจจยัอ่ืนๆ เช่น ระยะของ

วงรอบเซลล ์สาร fixative และการคืนสภาพแอนติเจน 

เป็นตน้ (Wood and Shivji, 1997) 

3) Ki-67 เป็นโปรตีนแบบ non-histone 

ของนิวเคลียส ซ่ึงจะปรากฏในเซลล์ท่ีกาํลงัมีการงอก

ขยา ยแล ะไม่ พบใ นเซ ลล์ ท่ีอยู่ ในระยะ พัก  กา ร

แสดงออกของ Ki-67 จะพบไดใ้นระยะทา้ยของช่วง 

G1 ระยะ S ระยะ G2 และระยะ M ของวงรอบเซลล ์

ดงันั้น Ki-67 จึงเป็นอีกตวับ่งช้ีหน่ึงท่ีสามารถนาํมาใช้

ในการตรวจประเมินการงอกขยายของเซลล์ได้ ทั้ ง

เซลล์ท่ีลกัษณะเป็นเน้ืองอกและไม่ใช่เน้ืองอกในสัตว์

หลายๆชนิด (Endl, et al., 2001) โดยมีงานวิจยัหลาย

งานท่ีนํา Ki-67 มาใช้วินิจฉัยในระบบสืบพนัธ์ุและ

กลุ่มเน้ืองอกทั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์(Choudhury, et al., 

2011; Lombardi, et al., 2014) นอกจากนั้น Ki-67 ยงัมี

สหสัมพันธ์กับดัชนีการแบ่งตัว ท่ีได้จากการนับ

ลักษณะของ mitotic figures แต่อย่างไรก็ตามย ังมี

ขอ้จาํกดัในแง่ของ cross-species reactivity อยู่บ้าง 

และไดมี้การพฒันาโดยการใช ้ monoclonal antibody 

(MIB-5) ในปัจจุบนั 
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รูปที ่2 การใชแ้อนจิเจนต่อเซลลท่ี์กาํลงังอกขยาย (Proliferating cell nuclear antigen, PCNA) เป็นแอนติบอดี

ปฐมภูมิดว้ยวธีิอิมมูโนฮิสโตเคมี (A) เปรียบเทียบกบัการยอ้มสีดว้ย hematoxylin และ eosin (B) ของฟอลลิเคิล

ระยะพรีแอนทรัม

 

การยอ้มสีสไลด์เน้ือเยื่อดว้ยวิธีอิมมูโนฮิสโต

เคมีจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการประเมินจาํนวน

เซลล์ท่ีกาํลังมีการงอกขยาย ทั้งในงานวิจยัหรือการ

พยากรณ์โรคในสัตว์ป่วยท่ีเป็นเน้ืองอกหรือมะเร็ง

อย่างไรก็ตาม การเลือกใช้ตวับ่งช้ีเซลล์ท่ีกาํลงังอก

ขยายท่ีเหมาะสมตอ้งพิจารณาถึงขอ้ดีและขอ้เสียของ

แต่ละตวับ่งช้ีดว้ยเช่นกนั 
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