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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์และที่มา : ศูนย์สัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล มุ่งหวังที่จะเก็บรักษาสายพันธุ์หนูแรท Wistar 
(Mlac:WR) ไว้ในธนาคารตัวอ่อน เพื่อเป็นแหล่งรวบรวมพันธุกรรมของสัตว์ทดลอง ช่วยป้องกันการสูญเสียสายพันธุ์
สตัวท์ดลองจากการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม ความเส่ือมทางระบบสืบพนัธุ ์ระบบงานเลีย้งสตัวท์ดลองลม้เหลว การติดเชือ้
ภายในโคโลนีของสัตวท์ดลอง การเกิดภัยพิบัติทางธรรมชาติ การยุติการเพาะขยายพันธุ์สัตวท์ดลองบางชนิด และการลด              
ตน้ทุนการเลีย้งสัตวท์ดลอง เป็นตน้ นอกจากนัน้การเก็บรกัษาสายพันธุส์ัตวท์ดลองไวใ้นธนาคารตวัอ่อนยงัช่วยป้องกันการ         
ขาดแคลนสัตวท์ดลองภายในประเทศและลดการน าเข้าสัตวท์ดลองที่มีราคาแพง ดังนั้น การศึกษานีจ้ึงจัดท าขึน้เพื่อผลิต                
ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์จากหนูแรทสายพันธุ์ Mlac:WR ดว้ยวิธีการผลิตตวัอ่อนแบบในร่างกาย ( in vivo embryo production) 
ร่วมกับเทคนิคกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตก (superovulation) เพื่อใหท้ราบถึงรอ้ยละของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์(% 2-cell stage 
embryos) ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลจ์ะถูกแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification จากนัน้อุ่นละลายตวัอ่อนระยะ 2 เซลลอ์อกมาศึกษารอ้ยละ
ของการรอดชีวิต (% survival) ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งจะถูกน าไปยา้ยฝากใหแ้ม่ตวัรบัเพื่อใหท้ราบถึง
รอ้ยละของลกูแรกคลอด (% newborn)  
วิธีด าเนินการวิจัย : เลีย้งหนแูรทสายพนัธุ ์Mlac:WR ในหอ้งเลีย้งสตัวท์ดลองระบบอนามยัเขม้ ควบคมุอณุหภมูิ 22±3 องศา
เซลเซียส ความชืน้สัมพันธ์ 30-70 เปอรเ์ซ็นต ์แสงสว่าง 12 ชั่วโมง (เปิดไฟเวลา 6.00-18.00 นาฬิกา) หนูแรทกินน า้ชนิด 
reverse osmosis ที่ผสมคลอรีนใหม้ีความเขม้ขน้ 5-7 ppm และอาหารส าเร็จรูปแบบเม็ด (ad libitum) สัตวท์ดลองทั้งหมด
ไดร้บัการดแูลตามมาตรฐานของ Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 
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International และการศึกษาครัง้นีไ้ดร้บัอนุมัติการใชส้ตัวท์ดลองในงานวิจยัจากคณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อ
สตัวเ์พื่องานทางวิทยาศาสตรข์องศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล (NLAC-ACUC, รหสัโครงการ RA2023-33) 
โดยหนูแรทเพศเมียอายุ 9 สัปดาห ์จ านวน 8 ตัว จะถูกกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกดว้ยการฉีดฮอรโ์มน pregnant mare serum 
gonadotropin (PMSG) ปริมาณ 175 IU/kg BW เขา้ทางช่องทอ้งในเวลา 9.00-10.00 นาฬิกา อีก 50 ชั่วโมง ต่อมา ฉีดตาม
ดว้ยฮอรโ์มน human chorionic gonadotropin (hCG) ปริมาณ 300 IU/kg BW ในเวลา 11.00-12.00 นาฬิกา แลว้จับคู่ผสม
พันธุ์กับหนูแรทเพศผู้อายุ 12 สัปดาห ์ข้ามคืน หลังจากฉีด hCG ได ้46-47 ชั่วโมง การุณยฆาตหนูแรทเพศเมียดว้ยก๊าซ
คารบ์อนไดออกไซด ์ผ่าตดัเก็บท่อน าไข่และชะลา้งตวัอ่อนทัง้หมดออกจากท่อน าไข่ดว้ย M2 medium ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
ตรวจนับและล้างตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ที่มีรูปร่างปกติใน M2 medium 3 ครั้ง พักตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ใน M16 medium 
ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ที่คลมุดว้ย mineral oil ที่เตรียมและบ่มไวข้า้มคืนในตู ้CO2 incubator (อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นตแ์ละความชืน้ 95 เปอรเ์ซ็นต์) จากนั้นแช่ตัวอ่อนระยะ 2 เซลลใ์น EFS20 (20% v/v 
ethylene glycol, 15% w/v Ficoll® PM 70, 0.25 M sucrose) นาน 2 นาที และแช่แข็งตวัอ่อนระยะ 2 เซลลด์ว้ยวิธี vitrification 
ใช้น ้ายาแช่แข็งชนิด EFS40 (40% v/v ethylene glycol, 30% w/v Ficoll® PM 70, 0.5 M sucrose) บรรจุในหลอดแช่แข็ง               
ชนิด 0.25 ml straw tube เก็บรกัษาหลอดแช่แข็งในถงัไนโตรเจนเหลวนาน 7 วนั จากนัน้อุ่นละลายตวัอ่อนแช่แข็งดว้ยน า้ยาอุน่
ละลายชนิด 0.75 M sucrose และ 0.25 M sucrose ตามล าดบั ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งจะถกูพกัไวใ้น 
M16 medium เพื่อรอยา้ยฝากตัวอ่อน หลังจากนั้นตรวจหาหนูแรทเพศเมียอายุ 8 สัปดาห ์ที่อยู่ในระยะ proestrus ดว้ยวิธี 
vaginal smear น าไปผสมพันธุ์กับหนูแรทเพศผูท้ี่ท  าหมันแลว้อายุ 12 สัปดาห ์หนูแรทเพศเมียที่มี vaginal plug หรือพบว่า
ไดร้บัการผสมพนัธุจ์ะถกูใชเ้ป็นแม่ตวัรบั ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งจะถกูยา้ยฝากเขา้ไปในท่อน าไข่ของแม่
ตวัรบั ติดตามการคลอดลกูในวนัท่ี 19-20 หลงัการยา้ยฝากตวัอ่อน  
ผลการวิจัย : จากการผลิตตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ในหนูแรทสายพนัธุ์ Mlac:WR อายุ 9 สปัดาห ์ดว้ยวิธีการผลิตตวัอ่อนแบบ            
ในร่างกายร่วมกับเทคนิคกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกนัน้ พบว่าสามารถเก็บตวัอ่อนไดท้ัง้หมดจ านวน 202 ตวัอ่อน แบ่งออกเป็น      
ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์จ านวน 139 ตัวอ่อน (17.4±6.4) ตัวอ่อนระยะ 4 เซลล ์จ านวน 18 ตัวอ่อน (2.3±0.9) และตัวอ่อนที่
ผิดปกติ จ านวน 45 ตัวอ่อน (5.6±3.5) ค านวณรอ้ยละของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ได ้68.8 (139/202) ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์
จ านวน 139 ตวัอ่อน ถูกแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification จ านวน 3 หลอด หลอดละ 47, 47 และ 45 ตวัอ่อน ตามล าดบั หลงัจากอุ่น
ละลายตวัอ่อนแช่แข็งในหลอดที่ 1 (47 ตวัอ่อน) สามารถคน้พบตวัอ่อนระยะ 2 เซลลจ์ านวน 45 ตวัอ่อน มีตวัอ่อนตายระหว่าง
การอุ่นละลายจ านวน 13 ตวัอ่อน เหลือตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งจ านวน 32 ตวัอ่อน ค านวณรอ้ยละของ
การรอดชีวิตได ้68.1 (32/47) จากการยา้ยฝากตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งใหแ้ม่ตวัรบัจ านวน 2 ตวั ตวัละ 
16 ตวัอ่อน พบว่าแม่ตวัรบัหมายเลข 1 คลอดลกูจ านวน 1 ตวั และแม่ตวัรบัหมายเลข 2 คลอดลกูจ านวน 3 ตวั แบ่งออกเป็นลกู
เพศเมียจ านวน 1 ตวั และลกูเพศผูจ้  านวน 3 ตวั ค านวณรอ้ยละของลกูแรกคลอดได ้12.5 (4/32)      
สรุปผลการวิจัย : ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูแรทสายพนัธุ์ Mlac:WR สามารถใชส้ าหรบัแช่แข็งตวัอ่อนเพื่อเก็บรกัษาสาย
พนัธุห์นแูรทในธนาคารตวัอ่อนได ้เนื่องจากมีรอ้ยละของตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่ไดจ้ากการผลิตตวัอ่อนแบบในรา่งกายและรอ้ย
ละของการรอดชีวิตหลังการแช่แข็งอยู่ในระดับค่อนขา้งสูง แมว้่ารอ้ยละของลูกแรกคลอดจะอยู่ในระดับต ่า อย่างไรก็ตาม
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การศกึษานีเ้ป็นการยา้ยฝากตวัอ่อนหนแูรทสายพนัธุ ์Mlac:WR ส าเรจ็เป็นครัง้แรกของศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ ส าหรบัความรู ้
และทกัษะที่ไดจ้ากการศกึษาครัง้นีจ้ะถกูใช้พฒันาเทคนิคการยา้ยฝากตวัอ่อนใหม้ีประสิทธิภาพสงูขึน้ เพื่อใหจ้ดัตัง้ธนาคารตวั
อ่อนหนูแรทไดส้ าเร็จและส่งเสริมใหศู้นยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ  มหาวิทยาลัยมหิดล เป็นแหล่งเรียนรูเ้ทคนิคปฏิบัติการดา้น
ธนาคารตวัอ่อนในสตัวท์ดลองของประเทศไทย 

ค าส าคัญ : หนแูรท ; ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์; การแช่แข็ง ; การยา้ยฝากตวัอ่อน ; ธนาคารตวัอ่อน 
 

Abstract 
Background and Objectives :  The National Laboratory Animal Center, Mahidol University, aims to preserve the 
strains of Wistar rats (Mlac:WR) in the embryo bank. The benefits of embryo banking are genetic resources. To 
prevent the loss of laboratory animal strains due to genetic changes, failure of the reproductive system, failure of 
the animal husbandry system, infections in the laboratory animal colony, natural disasters, cessation of laboratory 
animal breeding, and reduction of laboratory animal breeding costs. Additionally, preserving laboratory animal 
strains in the embryo bank is beneficial in preventing a shortage of laboratory animals in Thailand and reducing the 
importation of expensive laboratory animals. Therefore, in this study, we attempt to study the superovulation protocol 
for the in vivo embryo production of 2-cell stage embryos in Mlac:WR rats to determine the percentage of 2-cell 
stage embryos (% 2-cell stage embryos). The 2-cell stage embryos were frozen using the vitrification method. After 
that, the vitrified 2-cell stage embryos were thawed to determine the percentage of survival rate (% survival), and 
then the surviving 2-cell stage embryos were used for embryo transfer to determine the percentage of newborns 
(% newborn). 
Methodology : Mlac:WR rats were maintained in the animal room with strict hygienic conventional controlled 
temperature at 22±3ºC, 30-70% humidity, and 12 hours light conditions (lights on from 6:00 AM to 6:00 PM). Rats 
were supplied with a 5-7 ppm choline reverse osmosis water and standard diet (ad libitum). All animal procedures 
were conducted at the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 
International. This study was approved by the National Laboratory Animal Center-Animal Care and Use Committee 
(NLAC-ACUC, protocol no. RA2023-33). Eight female rats with 9-week-olds were induced to superovulate through 
an intraperitoneal (IP) injection of 175 IU/kg BW pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) at 9:00-10:00 AM, 
followed by 300 IU/kg BW IP of human chorionic gonadotropin (hCG) 50 hours later (11:00-12:00 AM). These 
females were then mated with 12-week-old Mlac:WR male rats overnight. 46-47 hours after the hCG injection, female 
rats were euthanized by carbon dioxide. The oviducts were collected, and embryos were flushed out from the 
oviducts with M2 medium under a stereomicroscope. The 2-cell stage embryos with normal morphology were 
counted and washed in 50 µl of M2 medium 3 times. After that, 2-cell stage embryos were cultured in 150 µl of M16 
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medium covered with mineral oil in a CO2 incubator (37ºC, 5% CO2, 95% humidity). For the vitrification, the 2-cell 
stage embryos were pretreated with EFS20 solution (20% v/v ethylene glycol, 15% w/v Ficoll® PM 70, 0.25 M 
sucrose) for 2 minutes and then frozen by the vitrification method using an EFS40 solution (40% v/v ethylene glycol, 
30% w/v Ficoll® PM 70, 0.5 M sucrose) in a 0.25 ml straw tube. After being stored in a liquid nitrogen tank for 7 days, 
the vitrified 2-cell stage embryos were thawed using 0.75 M and 0.25 M sucrose (thawing solution), respectively. 
The surviving 2-cell embryos were counted and cultured in M16 medium, waiting for embryo transfer. The Mlac:WR 
female rats with 8-week-olds were tested for the proestrus by vaginal smear technique after that set mating overnight 
with the 12-week-old vasectomized Mlac:WR male rats. Female rats with vaginal plugs or mated with vasectomized 
males were used as recipients. The surviving 2-cell stage embryos were used for transfer to the oviducts of 
recipients. The recipients were natural-born on days 19-20 after embryo transfer.  
Main Results : The in vivo embryo production of 2-cell stage embryos in Mlac:WR female rats at 9-week-old by the 
superovulation technique. The results show that the total number of embryos harvested from the superovulation was 
202 embryos, divided into 139 of 2-cell stage embryos (17.4±6.4), 18 of 4-cell stage embryos (2.3±0.9), and 45 of 
abnormal embryos (5.6±3.5). The percentage of 2-cell stage embryos was 68.8 (139/202). The 139 of 2-cell stage 
embryos were divided into 3 groups (47, 47, and 45 embryos) and frozen by vitrification for 3 tubes. After thawing 
the first tube, 45 of the 2-cell stage embryos were discovered under a stereomicroscope; after that, 13 of the 2-cell 
stage embryos were dead. The 32 of the 2-cell stage embryos were alive after thawing. The percentage of survival 
2-cell stage embryos was 68.1 (32/47). The surviving 2-cell stage embryos were used for embryo transfer to 2 
recipients (16 of 2-cell stage embryos per recipient). 19-20 days later, the number of newborns was 1 and 3 in 
recipients, respectively, with the percentage of newborns being 12.5 (4/32), 1 female, and 3 males.  
Conclusions : The 2-cell stage embryos of Mlac:WR rats can be used to establish the embryo bank. Because of 
that, the percentage of 2-cell stage embryos obtained from in vivo embryo production and the percentage of survival 
2-cell stage embryos after vitrification are relatively high, although the percentage of newborns after embryo transfer 
was low. However, this study was the first successful embryo transfer in Mlac:WR rats at the National Laboratory 
Animal Center. The knowledge and skills gained from this study will be used to improve the embryo transfer protocol. 
To successfully establish a rat embryo bank and promote the National Laboratory Animal Center as a source of 
learning on laboratory animal embryo bank techniques in Thailand. 
Keywords : rats ; 2-cell stage embryos ; vitrification ; embryo transfer ; embryo bank 
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Introduction 
ศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล มุ่งหวงัที่จะเก็บรกัษาสายพนัธุ์สตัวท์ดลองไวใ้นธนาคารตวัอ่อน เพื่อ

เป็นแหล่งรวบรวมพนัธุกรรมของสตัวท์ดลองและท าใหส้ตัวท์ดลองมีสายพนัธุค์งที่ ช่วยป้องกนัการสญูเสียสายพนัธุส์ตัวท์ดลอง
จากการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม ความเส่ือมทางระบบสืบพนัธุ ์ระบบการเลีย้งสตัวท์ดลองลม้เหลว การติดเชือ้ การเกิดโรค
ระบาดภายในโคโลนีของสตัวท์ดลอง การเกิดภยัพิบตัิทางธรรมชาติ การยุติการเพาะขยายพนัธุส์ตัวท์ดลองบางชนิดและการ
ลดตน้ทุนการเลีย้งสัตวท์ดลอง เป็นตน้ นอกจากนั้นการเก็บรกัษาสายพันธุส์ัตวท์ดลองไวใ้นธนาคารตัวอ่อนยังเป็นการช่วย
ป้องกันการขาดแคลนสตัวท์ดลองภายในประเทศและการสรา้งความมั่นคงทางดา้นวิทยาศาสตรส์ตัวท์ดลองของประเทศไทย 
ตลอดจนลดการน าเขา้สัตวท์ดลองที่มีราคาแพงจากต่างประเทศไดอ้ีกดว้ย ส าหรบัหนูแรท (Rattus norvegicus) สายพนัธุ์ 
Wistar (Mlac:WR) ของศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มีลกัษณะทั่วไปเป็นหนูที่มีขนาดใหญ่ ขนสีขาว ตาสีแดง น า้หนกัตวัเมื่อโต
เต็มวยัเท่ากบั 250-300 กรมั ในหนูเพศผูแ้ละ 180-220 กรมั ในหนูเพศเมีย อายุขยัเฉล่ีย 2-3 ปี มีการคดัเลือกพ่อแม่พนัธุแ์ละ
จดัรูปแบบการผสมพนัธุท์ี่ช่วยให้เกิดความคงที่ทางพนัธุกรรมและมีความผิดปกติทางพนัธุกรรมอยู่ในระดับต ่า (Chumanee             
et al., 2022) นิยมใชใ้นการศึกษาทางวิทยาศาสตรแ์ละการวิจยัทางดา้นโภชนาการ สรีรวิทยา พยาธิวิทยา เภสัชวิทยา  การ
ทดสอบความเป็นพิษ (Srimangkornkaew et al., 2021) และการเพาะเลีย้งตวัอ่อนในหลอดทดลอง (Buaban et al., 2015; 
Buaban et al., 2016) เป็นตน้ 

การกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตก (superovulation) ดว้ยฮอรโ์มน PMSG และ hCG เป็นเทคนิคที่นิยมใชใ้นการผลิตไข่
และตวัอ่อนในสตัวท์ดลองเป็นอย่างมาก สามารถผลิตไข่และตวัอ่อนไดเ้ป็นจ านวนมากและช่วยลดการใชส้ตัวท์ดลองไดอ้ีกทาง
หนึ่ง ปัจจัยที่ส่งผลต่อการกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกในสัตวท์ดลอง ไดแ้ก่ สายพันธุ์ของสัตวท์ดลอง อายุของสัตวท์ดลองและ
ปริมาณฮอรโ์มน เป็นตน้ Popova et al. (2005) รายงานว่าสามารถเก็บไข่ในหนูแรทสายพันธุ์ Sprague-Dawley, Wistar, 
Lewis และ Wistar Kyoto ได้เท่ากับ 66.3±3.9, 46.3±8.6, 27.0±4.3 และ 22.8±6.1 ใบ ตามล าดับ ในขณะที่  Kito et al. 
(2010) สามารถเก็บไข่ในหนแูรทสายพนัธุ ์WMN/Nrs อาย ุ4 และ 9 สปัดาห ์ไดเ้ท่ากบั 12.3±5.6 และ 43.9±3.0 ใบ ตามล าดบั 
ส่วน Sotomaru et al. (2005) สามารถเก็บไข่ในหนูแรทสายพันธุ์ BrlHan:WIST@Jcl อายุ 4 และ 12 สัปดาห์ ได้เท่ากับ 
38.9±38.2 และ 46.1±22.4 ใบ ตามล าดับ และ Kon et al. (2005) เก็บไข่ในหนูแรทสายพันธุ์ Wistar-Imamichi ที่อายุ                   
12 สปัดาห ์ไดเ้ท่ากับ 57.6±13.0 ใบ ส าหรบัการผลิตตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ในหนูแรทดว้ยวิธีการกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกนั้น
มกัจะเก็บตวัอ่อนไดจ้ านวนนอ้ยกว่าการเก็บไข ่Polisseni et al. (2013) สามารถเก็บตวัอ่อนระยะ 2 เซลลจ์ากหนแูรทสายพนัธุ ์
Wistar ที่มีอายุ 12 สัปดาห ์ไดร้อ้ยละ 80.0 และ Taketsuru et al. (2013) สามารถเก็บตัวอ่อนหนูแรทสายพันธุ์ Jcl:Wistar               
ไดเ้ท่ากบั 15.8±2.7 ตวัอ่อน  

vitrification เป็นเทคนิคการแช่แข็งตัวอ่อนอย่างรวดเร็วดว้ยน า้ยาแช่แข็งที่มีส่วนผสมของสารป้องกันการแช่แข็ง 
(cryoprotectants) ที่ระดับความเข้มข้นสูง โดยการลดอุณหภูมิของหลอดแช่แข็งตัวอ่อนลงอย่างรวดเร็วด้วยไอของ
ไนโตรเจนเหลว สารป้องกันการแช่แข็งที่มีความเขม้ขน้สงูจะช่วยป้องกันการเกิดผลึกน า้แข็งภายในเซลลข์องตวัอ่อน การแช่
แข็งวิธีนีไ้ม่จ าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องแช่แข็งที่มีราคาแพง สามารถปฏิบตัิไดง้่ายและลดระยะเวลาการปฏิบตัิงานได ้ปัจจยัที่มีผลต่อ
การแช่แข็งตวัอ่อน ไดแ้ก่ สายพนัธุ์ของสตัวท์ดลอง ระยะของตวัอ่อน ชนิดและความเขม้ขน้ของสารป้องกันการแช่แข็ง เป็นตน้ 
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ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่ถกูแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification ดว้ยน า้ยาแช่แข็งชนิด EFS40 สามารถพฒันาเขา้สู่ระยะโมรูล่าไดร้อ้ยละ 
63.0 และมีรอ้ยละของลกูแรกคลอดหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนไดเ้ท่ากบั 33.0 (Jiang et al., 1999) ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนู
แรทสายพนัธุ ์Wistar ที่ถกูแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification ใชน้ า้ยาแช่แข็งชนิด EFS40 มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 92.0 และมี
รอ้ยละของการพฒันาเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสไดเ้ท่ากบั 34.0 (Han et al., 2003) 

ดังนั้นการศึกษาครัง้นีจ้ึงจัดท าขึน้เพื่อใหท้ราบถึงแนวทางการจัดท าธนาคารตัวอ่อนหนูแรทของศูนยส์ัตวท์ดลอง
แห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล ดว้ยการผลิตตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์จากหนูแรทสายพนัธุ ์Mlac:WR ดว้ยวิธีการผลิตตวัอ่อนแบบ
ในร่างกาย (in vivo embryo production) ร่วมกับการใชเ้ทคนิคกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตก (superovulation) เพื่อท าใหท้ราบถึง
รอ้ยละของตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลจ์ะถกูน ามาแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification จากนัน้ท าการอุ่นละลายตวัอ่อน
ระยะ 2 เซลลอ์อกมาศกึษารอ้ยละของการรอดชีวิตหลงัการแช่แข็ง หลงัจากนัน้ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็ง
จะถกูน าไปท าการยา้ยฝากใหแ้ม่ตวัรบัเพื่อใหท้ราบถึงรอ้ยละของลกูแรกคลอด  
 

Methodology 
1. สตัวท์ดลองและการดูแลสตัวท์ดลอง  

การศึกษาครัง้นีใ้ชห้นูแรทสายพนัธุ ์Mlac:WR  ที่เพาะขยายพนัธุภ์ายในศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ โดยมุ่งลดจ านวน
การใช้สัตว์ทดลองตามหลักของ 3Rs (replacement, reduction and refinement principle) และเพียงพอส าหรับการ
ปฏิบตัิการทดลอง สตัวท์ดลองทัง้หมดประกอบดว้ย หนแูรทเพศเมียอาย ุ9 สปัดาห ์จ านวน 8 ตวั ส าหรบัใชใ้นการผลิตตวัอ่อน 
หนแูรทเพศผูอ้าย ุ12 สปัดาห ์จ านวน 8 ตวั ส าหรบัใชผ้สมพนัธุใ์นการผลิตตวัอ่อน หนแูรทเพศผูท้ี่ท  าหมนัแลว้อาย ุ12 สปัดาห ์
จ านวน 2 ตวั ส าหรบัใชผ้สมพนัธุใ์นการยา้ยฝากตวัอ่อน และหนแูรทเพศเมียอาย ุ8 สปัดาห ์จ านวน 2 ตวั ส าหรบัใชใ้นการยา้ย
ฝากตัวอ่อน หนูแรททั้งหมดถูกเลีย้งในห้องเลีย้งสัตว์ทดลองที่มีสภาพแวดล้อมแบบระบบอนามัยเข้ม (strict hygienic 
conventional) ควบคุมอณุหภูมิ 22±3 องศาเซลเซียส ความชืน้สมัพทัธ ์30-70 เปอรเ์ซ็นต ์เวลาใหแ้สงสว่าง 12 ชั่วโมง มืด 12 
ชั่วโมง เปิดไฟเวลา 6.00 นาฬิกา ปิดไฟเวลา 18.00 นาฬิกา ปริมาณเชือ้แบคทีเรียรวม (total bacterial count) ไม่เกิน 15 
cfu/ft2 หนูแรทกินน า้ reverse osmosis (RO) ที่ผสมคลอรีนใหม้ีความเขม้ขน้ 5-7 ppm และอาหารส าเร็จรูป 082G แบบเม็ด 
(Perfect Companion®) ใหอ้าหารและน า้วนัละครัง้ หนูแรทสามารถเขา้ถึงอาหารและน า้ไดต้ลอดเวลา (ad libitum) ใชว้สัดุ
รองนอนเป็นซงัขา้วโพด ผักตบชวาอบแหง้แบบท่อนและผักตบชวาอบแหง้แบบเสน้ปลอดเชือ้ หนูแรททั้งหมดไดร้บัการดูแล
ตามมาตรฐานของ Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) International 
และการศกึษานีไ้ดร้บัการอนมุตัิการใชส้ตัวท์ดลองในงานวิจยัจากคณะกรรมการก ากบัดแูลการด าเนินการต่อสตัว ์เพื่องานทาง
วิทยาศาสตรข์องศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล (รหสัโครงการ RA2023-33)   
2. การกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตก  
 กระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกในหนูแรทเพศเมียที่มีอายุ 9 สัปดาห ์ดว้ยการฉีดฮอรโ์มน PMSG (Folligon®, Intervet) 
ปริมาณ 175 IU/kg BW เขา้ทางช่องทอ้ง (intraperitoneal, IP) ในเวลา 9.00-10.00 นาฬิกา อีก 50 ชั่วโมง ต่อมา ฉีดตามดว้ย
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ฮอรโ์มน hCG (Chorulon®, Intervet) ปริมาณ 300 IU/kg BW IP ในเวลา 11.00-12.00 นาฬิกา จากนั้นจบัคู่ผสมพนัธุก์ับหนู
แรทเพศผูอ้าย ุ12 สปัดาห ์ขา้มคืน หนแูรทเพศผู ้1 ตวั ต่อ หนแูรทเพศเมีย 1 ตวั  
3. การเก็บตวัอ่อนระยะ 2 เซลล์ 

หลงัจากฉีดฮอรโ์มน hCG ได ้46-47 ชั่วโมง ท าการการุณยฆาตหนูแรทเพศเมียดว้ยก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ผ่าเปิด
กล้ามเนื ้อหน้าท้องและตัดท่อน าไข่ออกมาทั้ง 2 ข้าง วางท่อน าไข่ใน M2 medium (M7167, Sigma-Aldrich) ปริมาณ                    
100 ไมโครลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนจานเลี ้ยงเซลล์ขนาด 35 มิลลิเมตร ชะล้างตัวอ่อนทั้งหมดออกจาก                         
ท่อน าไข่ด้วย M2 medium ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ใช้ mouth pipette ค้นหาและล้างตัวอ่อนใน M2 medium ปริมาณ                     
50 ไมโครลิตร 3 ครัง้ คัดเลือกและตรวจนับจ านวนตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์และตัวอ่อนที่ผิดปกติ ลา้งตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์                  
ใน M16 medium (M7292, Sigma-Aldrich) ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 ครัง้ และพักตัวอ่อนใน M16 medium ปริมาณ 150 
ไมโครลิตร ที่คลุมดว้ย mineral oil (M5310, Sigma-Aldrich) ที่เตรียมและบ่มไว้ข้ามคืนในตู ้CO2 incubator (อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นตแ์ละความชืน้ 95 เปอรเ์ซ็นต)์ 
4. การแช่แข็งตวัอ่อน 

แช่แข็งตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ดว้ยวิธี vitrification ในน า้ยาแช่แข็งชนิด EFS40 [40% v/v ethylene glycol (E9129, 
Sigma-Aldrich); 30% w/v Ficoll® PM 70 (F2878, Sigma-Aldrich); 0.5 M sucrose (S1888, Sigma-Aldrich)] บรรจุ ใน
หลอดแช่แข็งชนิด 0.25 ml straw tube โดยลา้งตัวอ่อนใน M2 medium ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 ครัง้ แช่ตัวอ่อนใน EFS20 
(20% v/v ethylene glycol; 15% w/v Ficoll® PM 70; 0.25 M sucrose) 2 นาที น าหลอดแช่แข็งต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด               
1 มิลลิลิตร แลว้ดูด EFS40 ยาว 1 เซนติเมตร อากาศยาว 1 เซนติเมตร EFS40 ยาว 0.5 เซนติเมตร อากาศยาว 1 เซนติเมตร 
EFS40 ยาว 1.2 เซนติเมตร ใช้ mouth pipette ดูดตัวอ่อนจ านวน 30-40 ตัวอ่อนใส่ใน EFS40 ยาว 1.2 เซนติเมตร ภายใต้
กลอ้งจลุทรรศน ์จากนัน้ดดูอากาศยาว 1 เซนติเมตร ดดูน า้ยาอุ่นละลาย 0.75 M sucrose จนเต็มหลอดแช่แข็ง ปิดปลายหลอด
แช่แข็งดว้ย sigillum wax (Figure 1) วางหลอดแช่แข็งตวัอ่อนเหนือไอไนโตรเจนเหลว 1 เซนติเมตร นาน 3 นาที แลว้จุ่มหลอด
แช่แข็งตวัอ่อนลงในไนโตรเจนเหลวทนัที เก็บรกัษาหลอดแช่แข็งตวัอ่อนไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 7 วนั  

 

 
Figure 1  The preparation of a 0.25 ml straw tube, 1 cm of EFS40 (a), 1 cm of air (b), 0.5 ml of EFS40 (c),  

    1.2 ml of EFS40 with 2-cell stage embryos (d), 0.75 M sucrose (e), and sigillum wax (f) 
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5. การอุ่นละลายตวัอ่อน 
 เตรียมเพลทเลีย้งตวัอ่อนดว้ย M16 medium ในจานเลีย้งเซลลข์นาด 35 มิลลิเมตร แบ่งออกเป็น wash drop ปรมิาณ 
50 ไมโครลิตร 3 drop และ culture drop ปริมาณ 150 ไมโครลิตร คลุมเพลทดว้ย mineral oil และบ่มไว้ข้ามคืนในตู ้CO2 
incubator น าหลอดแช่แข็งตัวอ่อนออกจากถังไนโตรเจนเหลว ปล่อยใหล้ะลายในอุณหภูมิหอ้งนาน 20 วินาที ละลายในน า้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที เช็ดหลอดแช่แข็งดว้ยกระดาษอเนกประสงค ์ใชก้รรไกรตดัปลายหลอดแช่แข็งทั้ง    
2 ขา้ง ปล่อยใหข้องเหลวไหลลงในจานเลีย้งเซลล ์อีก 30 วินาที ต่อมา คน้หาตวัอ่อนภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์แช่ตวัอ่อนใน 0.75 
M sucrose นาน 5 นาที 2 ครัง้ แช่ตัวอ่อนใน 0.25 M sucrose นาน 5 นาที 2 ครัง้ ลา้งตัวอ่อนใน M2 medium ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร 3 ครัง้ ลา้งตัวอ่อนใน wash drop 3 ครัง้ คัดเลือกตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตไปพักไวใ้น culture drop ของ 
M16 medium และบม่ในตู ้CO2 incubator เพื่อรอยา้ยฝากตวัอ่อน  
6. การท าหมนัหนูแรทเพศผู ้

วางยาสลบหนูแรทเพศผูข้ณะที่มีอายุ 5 สัปดาห ์จ านวน 2 ตัว ดว้ย ketamine HCl 10% ปริมาณ 100 mg/kg BW 
และ xylazine HCl 2% ปริมาณ 4 mg/kg BW IP โกนขนบริเวณหน้าท้องส่วนล่าง ฉีด tramadol ปริมาณ 8 mg/kg BW                  
เขา้ทางใตผิ้วหนงั (subcutaneous injection, SC) ป้ายตาดว้ย TerramycinTM จดัวางใหน้อนหงาย เช็ดหนา้ทอ้งดว้ยเบตาดีน 
ผ่าเปิดหนา้ทอ้งส่วนล่างจนพบท่อน าน า้เชือ้ (vas deferens) ใชป้ากคีบลนไฟหนีบท่อน าน า้เชือ้ใหข้าดทัง้ 2 ขา้ง แยกปลายท่อ
น าน า้เชือ้ที่ขาดออกจากกัน เย็บปิดกลา้มเนือ้หน้าท้องดว้ยไหมละลายเบอร ์3/0 เย็บปิดผิวหนังดว้ย AutoClip® ทาแผลที่
ผิวหนงัดว้ยเบตาดีน ใหค้วามอบอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งฟ้ืน ตรวจสขุภาพของหนูแรทเพศผูเ้ป็นระยะเวลา           
7 วัน และถอด AutoClip® ในวันที่  10 หลังการท าหมัน หนูแรทเพศผู้ที่ท  าหมันแล้วอายุ 12 สัปดาห์ จะถูกใช้ส าหรับการ                 
ผสมพนัธุเ์พื่อเหนี่ยวน าแม่ตวัรบั   
7. การยา้ยฝากตวัอ่อน 

ตรวจหาหนแูรทสายพนัธุ ์Mlac:WR เพศเมีย อาย ุ8 สปัดาห ์ที่อยู่ในระยะ proestrus ดว้ยวิธี vaginal smear จากนัน้
น าไปผสมพันธุ์กับหนูแรทเพศผูท้ี่ท  าหมันแลว้ที่มีอายุ 12 สัปดาห ์ในเชา้วันต่อมาคัดเลือกหนูแรทเพศเมียที่มี vaginal plug 
หรือไดร้บัการผสมพันธุ์ใหเ้ป็นแม่ตัวรบั หลังจากวางยาสลบ โกนขนบริเวณหลังกลางล าตวั จัดวางใหน้อนคว ่า ป้ายตาดว้ย 
TerramycinTM เช็ดหลงัดว้ยเบตาดนี ผ่าเปิดเขา้ไปในช่องทอ้งจนพบท่อน าไข่ ใช ้mouth pipette เป่าตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอด
ชีวิตหลงัการแช่แข็งจ านวน 15-20 ตวัอ่อน เขา้ไปภายในท่อน าไข่ปล่อยตวัอ่อนบรเิวณ ampulla (Figure 2) เย็บปิดผิวหนงัดว้ย
ไหมเย็บแผลเบอร ์3/0 ทาแผลที่ผิวหนังดว้ยเบตาดีน ใหค้วามอบอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งฟ้ืน จากนั้นฉีด 
tramadol ปรมิาณ 8 mg/kg BW SC ติดตามสขุภาพของแม่ตวัรบัเป็นระยะเวลา 7 วนั ตดัไหมเย็บแผลในวนัท่ี 10 หลงัการยา้ย
ฝากตวัอ่อน ติดตามการคลอดลกูในวนัท่ี 19-20 หลงัการยา้ยฝากตวัอ่อน 
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                           Figure 2  The embryo transfer of 2-cell stage embryos into the oviduct, ampulla (a),  
                                           and mouth pipette with 2-cell stage embryos (b) 

 
8. การวเิคราะห์ขอ้มูล 
 การศึกษาครัง้นีใ้ชส้ถิติพรรณนามาอธิบายขอ้มลูที่ไดจ้ากการผลิตตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์การแช่แข็งและอุ่นละลาย 
และการยา้ยฝากตวัอ่อน น าเสนอในรูปแบบของรอ้ยละของตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์รอ้ยละของการรอดชีวิตและรอ้ยละของลูก
แรกคลอด ดงันี ้
  
 รอ้ยละของตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ = จ านวนตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์X 100   (1) 
                จ านวนตวัอ่อนทัง้หมด 
 

 รอ้ยละของการรอดชวีิต  = จ านวนตวัอ่อนที่รอดชีวติ X 100   (2) 
              จ านวนตวัอ่อนแช่แขง็ 
 

 รอ้ยละของลกูแรกคลอด  = จ านวนลกูแรกคลอด X 100    (3) 
        จ านวนตวัอ่อนที่ยา้ยฝาก 

 

Results  
จากการผลิตตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ในหนูแรทสายพันธุ์ Mlac:WR ที่มีอายุ 9 สัปดาห ์ดว้ยวิธีการผลิตตัวอ่อนแบบ                

ในร่างกาย มีการใชเ้ทคนิคกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตกและการผสมพนัธุต์ามธรรมชาตินัน้ สามารถเก็บตวัอ่อนไดท้ัง้หมด จ านวน 
202 ตัวอ่อน แบ่งออกเป็น ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์จ านวน 139 ตัวอ่อน (17.4±6.4) ตัวอ่อนระยะ 4 เซลล ์จ านวน 18 ตัวอ่อน 
(2.3±0.9) และตัวอ่อนที่ผิดปกติ จ านวน 45 ตัวอ่อน (5.6±3.5) ค านวณรอ้ยละของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ได้เท่ากับ 68.8 
(139/202) ผลของการผลิตตวัอ่อนในหนแูรทสายพนัธุ ์Mlac:WR แสดงดงั Table 1 และ Figure 3  

a 

b  
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Table 1  The in vivo embryo production in Mlac:WR 
Stage of embryos No. of embryos  

(8 female rats) 
Mean±standard error 
(embryos/female rats) 

Percentage 

2-cell stage embryos 139 17.4±6.4 68.8 
4-cell stage embryos 18 2.3±0.9 8.9 
abnormal embryos 45 5.6±3.5 22.3 

 

   
 

       
 

               Figure 3  Morphology of Mlac:WR embryos after superovulation, embryos before selection (a),  
                               2-cell stage embryos (b), oocytes (c), 4-cell stage embryos (d), and abnormal embryos (e)  

 
ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์จ านวน 139 ตัวอ่อน ถูกแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification จ านวน 3 หลอด หลอดละ 47, 47 และ                  

45 ตวัอ่อน ตามล าดบั หลงัจากการอุ่นละลายตวัอ่อนในหลอดที่ 1 จ านวน 47 ตวัอ่อน สามารถคน้พบตวัอ่อนทัง้หมด จ านวน 
45 ตวัอ่อน มีตวัอ่อนสญูหายไป จ านวน 2 ตวัอ่อน ตวัอ่อนตายในระหว่างการอุ่นละลาย จ านวน 13 ตวัอ่อน เหลือตวัอ่อนระยะ 
2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลังการแช่แข็ง จ านวน 32 ตัวอ่อน ค านวณรอ้ยละของการรอดชีวิตไดเ้ท่ากับ 68.1 (32/47) ผลของการ                 
แช่แข็งและอุ่นละลายตวัอ่อน แสดงดงั Table 2  
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    Table 2  The vitrification and thawing of 2-cell stage embryos in Mlac:WR 
0.25 ml 

straw tube 
No. of frozen 

embryos 
No. of embryos 

discovered 
No. of dead 

embryos 
No. of surviving 

embryos 
1 47 45 13 32 
2 47 NA NA NA 
3 45 NA NA NA 

  NA=0.25 ml straw tubes no. 2 and 3 were kept in a liquid nitrogen tank for long-term study 
 
จากการยา้ยฝากตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งใหแ้มต่วัรบั จ านวน 2 ตวั ตวัละ 16 ตวัอ่อน พบว่าแม่

ตวัรบัหมายเลข 1 คลอดลกูจ านวน 1 ตวั และแม่ตวัรบัหมายเลข 2 คลอดลกูจ านวน 3 ตวั ค านวณรอ้ยละของลกูแรกคลอดได้
เท่ากับ 12.5 (4/32) แบ่งออกเป็น ลูกเพศผู ้จ านวน 3 ตัว และลูกเพศเมีย จ านวน 1 ตัว ผลของการยา้ยฝากตัวอ่อนแสดงดงั 
Table 3 และ Figure 4 

 
  Table 3  The embryo transfer of 2-cell stage embryos in Mlac:WR 

No. of recipients No. of embryos transferred No. of newborns 
1 16 1 
2 16 3 

 

     
Figure 4  The newborns of recipient no. 2 after embryo transfer at 7 days (a), 14 days (b), and 21 days of age (c) 
 
Discussion   

การผลิตตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ในหนูแรทสายพันธุ์ Mlac:WR ดว้ยวิธีการผลิตตัวอ่อนแบบในร่างกายนั้น ตัวอ่อน
ทั้งหมดที่ผลิตไดม้ักจะอยู่ในระยะการแบ่งเซลลท์ี่แตกต่างกัน เช่น ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ตัวอ่อนระยะ 4 เซลลแ์ละตัวอ่อนที่

a 
 

b 
 

c 
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ผิดปกติ เป็นตน้ ท าใหก้ารคดัเลือกตวัอ่อนจ าเป็นตอ้งใชเ้วลานานและไม่สะดวกต่อการปฏิบตัิงาน อย่างไรก็ตามตวัอ่อนระยะ 2 
เซลลท์ี่สามารถผลิตไดจ้ากวิธีนีม้ีความแข็งแรงและทนทานต่อการแช่แข็งมากที่สดุ ส าหรบัการศกึษาครัง้นีส้ามารถเก็บตวัอ่อน
ระยะ 2 เซลล ์ไดใ้นระดบัค่อนขา้งสงูที่รอ้ยละ 68.8 (17.4±6.4, 139/202) มีจ านวนตวัอ่อนเพียงพอส าหรบัใชใ้นการแช่แข็งและ
มีจ านวนตัวอ่อนใกล้เคียงกับการผลิตตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ในหนูแรทสายพันธุ์ Jcl:Wistar (15.8±2.7) และ F344/Stm 
(29.0±5.2) (Taketsuru & Kaneko, 2013) และ Wistar (51.7%) (Polisseni et al., 2013) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของการ
ผลิตตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ขึน้อยู่กบัหลายปัจจยั ไดแ้ก่ สายพนัธุ์ของสตัวท์ดลอง อายขุองสตัวท์ดลอง โปรแกรมการใหฮ้อรโ์มน
และปรมิาณฮอรโ์มน เป็นตน้  

จากการอุ่นละลายตวัอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูแรทสายพนัธุ์ Mlac:WR พบว่ามีรอ้ยละของการรอดชีวิตอยู่ในระดบั
ค่อนขา้งสงูที่ 68.1 (32/47) และมีจ านวนตวัอ่อนเพียงพอส าหรบัใชใ้นการยา้ยฝากตวัอ่อน ขณะที่ Han et al. (2003) รายงาน
ว่าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนแูรทสายพนัธุ ์Wistar ที่ถกูแช่แข็งดว้ยน า้ยาแช่แข็งชนิด EFS40 มีรอ้ยละของการรอดชีวิตอยู่ใน
ระดับสูงที่ 95.0 และมีรอ้ยละของการพัฒนาในหลอดทดลองเท่ากับ 34.0 อย่างไรก็ตามยังมีน า้ยาแช่แข็งอีกหลายชนิดที่
สามารถใชแ้ช่แข็งตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ในหนูแรทได ้ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูแรทสายพนัธุ ์BrlHan:WIST@Jcl ที่ถูกแช่
แข็งดว้ยน า้ยาแชแ่ข็งชนิด PEPeS (10% v/v propylene glycol, 30% v/v ethylene glycol, 20% v/v Percoll, 0.3 M sucrose) 
มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 98.3 (Eto et al., 2014) ขณะที่ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนแูรทสายพนัธุ ์Jcl:Wistar ที่ถกูแช่
แข็งดว้ยน า้ยาแช่แข็งชนิด PEPeS มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากับ 41.0 (Taketsuru & Kaneko, 2018) และตัวอ่อนระยะ                 
2 เซลล์ ของหนูแรทสายพันธุ์ Slc:Wistar ที่ถูกแช่แข็งด้วยน ้ายาแช่แข็งชนิด DAP213 (2 M DMSO, 1 M acetamide, 3 M 
propylene glycol) มีรอ้ยละของการรอดชีวิตอยู่ในระดบัสงูที่ 96.0 (Hino et al., 2020)  

เทคนิคการยา้ยฝากตวัอ่อนในแม่ตวัรบัที่มีภาวะทอ้งเทียม 1 วัน ดว้ยการผ่าตดัใส่ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิต
หลงัการแช่แข็งไวภ้ายในท่อน าไข่นัน้เป็นเทคนิคที่ไดร้บัความนิยมและสามารถปฏิบตัิไดง้่าย เมื่อเทียบกับการยา้ยฝากตวัอ่อน
ระยะโมรูล่าเขา้ทางปีกมดลูก ส าหรบัความส าเร็จของการยา้ยฝากตวัอ่อนนัน้ขึน้อยู่กับหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ระยะของตวัอ่อน 
คณุภาพของตวัอ่อน ความพรอ้มของแม่ตวัรบัและทกัษะของผูป้ฏิบตัิงาน เป็นตน้ อย่างไรก็ตามการศกึษาครัง้นีม้ีรอ้ยละของลกู
แรกคลอดอยู่ในระดับต ่าที่  12.5 (4/32) ขณะที่หนูแรทสายพันธุ์ Wistar (Crlj:WI), Long-Evans (Iar:Long-Evans), SD 
(Crl:CD) และ Lewis (LEW/CrlCrlj) มีรอ้ยละของลูกแรกคลอดหลังการยา้ยฝากตัวอ่อนเท่ากับ 54.0, 48.0, 55.0 และ 22.0 
ตามล าดับ (Aoto et al., 2011) ตัวอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูแรทสายพันธุ์ Jcl:Wistar และ F344/Stm มีรอ้ยละของลูกแรก
คลอดเท่ากับ 33.0 และ 32.0 ตามล าดับ  (Taketsuru & Kaneko, 2013) ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ของหนูแรทสายพันธุ์  
BrlHan:WIST@Jcl มีรอ้ยละของการฝังตวัหลงัการยา้ยฝากเท่ากบั 65.2 (Eto et al., 2014) และตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนู
แรทสายพันธุ์ Jcl:SD, F344/Jcl และ SD-Tg CAG-EGFP มีรอ้ยละของลูกแรกคลอดหลังการยา้ยฝากตัวอ่อนเท่ากับ 21.0, 
14.9 และ 23.4 ตามล าดบั (Hino et al., 2020)  

จากการพิจารณาหาแนวทางพัฒนาเพื่อท าให้เทคนิคการย้ายฝากตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ของหนูแรทสายพันธุ์ 
Mlac:WR มีความส าเรจ็เพิ่มมากขึน้นัน้ พบว่าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์มีความทนทานต่อการแช่แข็งและสามารถรอดชีวติหลงัการ
แช่แข็ง แต่ในการศกึษาครัง้นีไ้ม่ไดน้ าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งมาทดลองเพาะเลีย้งในหลอดทดลองท าให้
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ขาดขอ้มลูดา้นการพฒันาของตวัอ่อนในหลอดทดลอง ซึ่งอาจเป็นไปไดว้่าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์สามารถรอดชีวิตหลงัการแช่
แข็งได ้แต่ไม่สามารถพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะต่อไปไดท้ัง้ในการเพาะเลีย้งในหลอดทดลองและการยา้ยฝากตวัอ่อน อีกทัง้ใน
การศึกษาครัง้นีจ้  าเป็นตอ้งใช ้M16 medium ที่เป็นน า้ยาเพาะเลีย้งตวัอ่อนหนูเมา้ส ์ทดแทนการใช ้modification of rat 1-cell 
embryo culture medium (mR1ECM) ที่เป็นน ้ายาเพาะเลีย้งตัวอ่อนของหนูแรท ซึ่งอาจส่งผลต่อการพัฒนาของตัวอ่อน                   
ในระยะก่อนการฝังตวั ขณะที่แม่ตวัรบัทัง้ 2 ตวั มีความพรอ้มส าหรบัการยา้ยฝากตวัอ่อนเป็นอย่างมาก เนื่องจากถกูคดัเลือก
มาจากหนูแรทเพศเมียที่เริ่มเขา้สู่ระยะเจริญพันธุ์ ท าใหส้ามารถตรวจระยะเป็นสัดไดง้่ายร่วมกับการตรวจ vaginal smear              
อีกทัง้ขณะผ่าตดัยา้ยฝากตวัอ่อนยงัสามารถตรวจพบต าแหน่ง ampulla (Figure 2) ที่ใชส้  าหรบัยืนยนัว่าแม่ตวัรบัอยู่ในภาวะ
ทอ้งเทียมวนัที่ 1 เหมาะส าหรบัการยา้ยฝากตวัอ่อนระยะ 2 เซลลเ์ป็นอย่างมาก และขณะปฏิบตัิการยา้ยฝากตวัอ่อนไม่ไดเ้กิด
เหตกุารณผิ์ดปกติที่อาจส่งผลต่อความส าเรจ็ของการยา้ยฝากตวัอ่อน อย่างไรก็ตามผูป้ฏิบตัิงานจ าเป็นตอ้งฝึกเทคนิคการยา้ย
ฝากตวัอ่อนในหนูแรทอย่างต่อเนื่อง เพื่อช่วยใหก้ารยา้ยฝากตวัอ่อนในหนูแรทมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึน้ ส าหรบัการศึกษา    
ครัง้ต่อไปจะน าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ท่ีรอดชีวิตหลงัการแช่แข็งมาทดลองเพาะเลีย้งใน mR1ECM ที่เป็นน า้ยาเพาะเลีย้งตวัออ่น
ชนิดจ าเพาะของหนแูรท ดว้ยคาดหวงัว่าจะสามารถท าใหร้อ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนในหลอดทดลองและรอ้ยละของลกู
แรกคลอดเพิ่มขึน้ไดอ้ย่างสงูสดุ   

 

Conclusions 
ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูแรทสายพันธุ์ Mlac:WR สามารถใช้ส าหรับแช่แข็งตัวอ่อนเพื่อเก็บรักษาสายพันธุ์

สตัวท์ดลองในรูปแบบของธนาคารตวัอ่อนได ้เนื่องจากมีรอ้ยละของตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์และรอ้ยละของการรอดชีวิตอยู่ใน
ระดับที่ค่อนขา้งสูง แมว้่าจะมีรอ้ยละของลูกแรกคลอดอยู่ในระดับต ่า อย่างไรก็ตามการศึกษาครัง้นีน้ับว่าเป็นการยา้ยฝาก        
ตวัอ่อนหนแูรทส าเรจ็เป็นครัง้แรกของศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ ส าหรบัความรูแ้ละทกัษะที่ไดร้บัจากการศกึษาในครัง้นีจ้ะถกูใช้
ในการปรบัปรุงและพฒันาเทคนิคการยา้ยฝากตวัอ่อนในหนูแรทใหม้ีประสิทธิภาพสงูขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในดา้นการศกึษา
การพฒันาของตวัอ่อนในหลอดทดลองเพื่อใหท้ราบถึงรูปแบบของการพฒันาของตวัอ่อน ดา้นการเพิ่มทกัษะและความช านาญ
ในเทคนิคการยา้ยฝากตวัอ่อนในหนแูรทอย่างต่อเนื่อง ตลอดจนการทดลองเก็บรกัษาสายพันธุห์นูแรทสายพนัธุอ์ื่น ๆ ของศนูย์
สัตวท์ดลองแห่งชาติ ดว้ยหวังเป็นอย่างยิ่งว่าจะสามารถจัดตั้งธนาคารตัวอ่อนหนูแรทไดส้ าเร็จ พรอ้มทั้งส่งเสริมให้ศูนย์
สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล เป็นแหล่งรวบรวมและเรียนรูเ้ทคนิคปฏิบัติการทางด้านธนาคารตัวอ่อนใน
สตัวท์ดลองของประเทศไทย  
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