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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงคแ์ละที่มา : ศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล เป็นแหล่งเพาะขยายพันธุ์สัตวท์ดลองส าหรบัใชใ้น
งานวิจัยของประเทศไทยและไดป้รับปรุงพันธุ์หนูเม้าสส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro เพื่อใช้เป็น
สตัวท์ดลองตน้แบบของภาวะไตบวมน า้ในมนษุย ์พรอ้มทัง้ไดเ้ก็บรกัษาสายพนัธุไ์วใ้นธนาคารตวัอ่อนตัง้แต่พุทธศกัราช 2557 
เพื่อป้องกันการสญูเสียสายพนัธุส์ัตวท์ดลอง สรา้งความมั่นคงทางดา้นสายพนัธุ์สตัวท์ดลอง  เพิ่มความหลากหลายของสาย
พนัธุส์ตัวท์ดลอง สนบัสนุนการพฒันาทางดา้นวิทยาศาสตรส์ตัวท์ดลอง ลดการน าเขา้สตัวท์ดลองที่มีราคาแพงและลดตน้ทนุ
การเลีย้งสตัวท์ดลอง เป็นตน้ อย่างไรก็ตามหนูเมา้สส์ายพนัธุน์ีไ้ดยุ้ติการเพาะขยายพนัธุล์ง เพื่อใหม้ั่นใจว่าจะสามารถจดัตัง้
โคโลนีหนูเมา้สส์ายพนัธุน์ีไ้ดอ้ีกครัง้ ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่เก็บรกัษาไวใ้นธนาคารตวัอ่อนเป็นเวลา 11 ปี จะถูกน าออกมาอุ่น
ละลายเพื่อศกึษารอ้ยละของการรอดชีวติ ตวัอ่อนที่รอดชีวิตจะถกูน ามายา้ยฝากตวัอ่อนเพื่อศกึษารอ้ยละของลกูแรกคลอดและ
ลกูหนเูมา้สจ์ะถกูทดสอบความสมบรูณพ์นัธุด์ว้ยการผสมพนัธุต์ามธรรมชาติ    
วิธีด าเนินการวิจัย : การศกึษานีไ้ดร้บัการอนมุตัิการใชส้ตัวท์ดลองในงานวจิยัจากคณะกรรมการก ากบัดแูลการด าเนินการตอ่
สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตรข์องศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล (รหัสโครงการ  AP2024-02) และดูแล
สัตวท์ดลองตามมาตรฐานของ Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 
International หนูเมา้สท์ั้งหมดอยู่ในหอ้งเลีย้งสัตวท์ดลองที่มีสภาพแวดลอ้มแบบระบบอนามัยเขม้ ควบคุมอุณหภูมิ 22±3 
องศาเซลเซียส ความชืน้สมัพทัธ ์30-70 เปอรเ์ซ็นต ์ใหแ้สงสว่าง 14 ชั่วโมง มืด 8 ชั่วโมง เปิดไฟเวลา 6.00 นาฬิกา ปิดไฟเวลา 
20.00 นาฬิกา กินน า้ดื่มชนิด reverse osmosis ที่ผสมคลอรีนใหม้ีความเขม้ขน้ 5-7 ppm และอาหารส าเร็จรูป ใหอ้าหารและ
น า้ดื่มวนัละครัง้ หนูเมา้สเ์ขา้ถึงอาหารและน า้ดื่มได้ตลอดเวลา ใชว้ัสดุรองนอนปลอดเชือ้เป็นซงัขา้วโพด ผักตบชวาอบแหง้
แบบท่อนและผกัตบชวาอบแหง้แบบเสน้ ก่อนการอุ่นละลายจะเตรียมเพลทเลีย้งตวัอ่อนดว้ย M16 medium บนจานเลีย้งเซลล์
ขนาด 35 มิลลิเมตร ประกอบดว้ย wash drop ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 drop และ culture drop ปริมาณ 150 ไมโครลิตร      
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คลมุเพลทดว้ย mineral oil และบ่มขา้มคืนใน CO2 incubator เชา้วนัต่อมา น าหลอดแช่แข็งออกจากถงัไนโตรเจนเหลว ละลาย
ที่อณุหภมูิหอ้ง 20 วินาที ละลายในน า้อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 20 วินาที ตดัปลายหลอดแช่แข็งทัง้ 2 ขา้ง ปล่อยใหต้วัอ่อน
ที่แขวนลอยอยู่ในน า้ยาแช่แข็งและ 0.3 M Trehalose ไหลลงในจานเลีย้งเซลล ์อีก 30 วินาที ต่อมา คน้หาตวัอ่อนภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ใช้ mouse pipette ดูดตัวอ่อนไปแช่ใน 0.3 M Trehalose ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 นาที ย้ายตัวอ่อนไปแช่ใน               
0.15 M Trehalose ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 นาที ยา้ยตัวอ่อนไปแช่ใน 0.075 M Trehalose ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 3 นาที 
และแช่ใน Holding medium ปรมิาณ 50 ไมโครลิตร 5 นาที ลา้งตวัอ่อนใน M2 medium ปรมิาณ 50 ไมโครลิตร 3 ครัง้ ลา้งตวั
อ่อนใน wash drop 3 ครัง้ คดัเลือกตวัอ่อนที่รอดชีวิตไปไวใ้น culture drop และบ่มใน CO2 incubator จากนัน้ยา้ยฝากตวัออ่น
ที่รอดชีวิตเขา้สู่ท่อน าไข่ของแม่ตวัรบั ติดตามการคลอดลกูในวนัท่ี 19-20 หลงัยา้ยฝากตวัอ่อนและลกูหนเูมา้สส์ายพนัธุล์ะ 1 คู่
จะถกูจบัคู่ผสมพนัธุท์ี่อาย ุ7 สปัดาห ์    
ผลการวิจัย : จากการอุ่นละลายตวัอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-hydro จ านวน 157 ตวัอ่อน สามารถ
คน้พบตัวอ่อนทั้งหมด 142 ตัวอ่อน มีตัวอ่อนสูญหาย 15 ตัวอ่อน มีตัวอ่อนตาย 48 ตัวอ่อน เหลือตัวอ่อนรอดชีวิตจ านวน               
94 ตวัอ่อน ค านวณรอ้ยละของการรอดชีวิตได ้59.9 (94/157) ส าหรบัหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro จ านวน 208 ตวั
อ่อน สามารถคน้พบตวัอ่อนทัง้หมด 196 ตวัอ่อน มีตวัอ่อนสญูหาย 12 ตวัอ่อน มีตวัอ่อนตาย 88 ตวัอ่อน เหลือตวัอ่อนรอดชีวติ
จ านวน 108 ตัวอ่อน ค านวณรอ้ยละของการรอดชีวิตได้ 51.9 (108/208) อีกทั้งรอ้ยละของการรอดชีวิตของตัวอ่อนระยะ                 
2 เซลลข์องหนูเมา้สท์ัง้ 2 สายพนัธุ ์ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Fisher’s Exact Test, P>0.05) หลงัจาก
การยา้ยฝากตวัอ่อนที่รอดชีวิตจ านวน 94 ตวัอ่อนของหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-hydro ใหแ้ม่ตวัรบัจ านวน 8 ตวั พบว่าแม่
ตวัรบัหมายเลข 3, 4, 6 และ 8 คลอดลกูจ านวน 7, 8, 9 และ 8 ตวั ตามล าดบั ค านวณรอ้ยละของลกูแรกคลอดได ้30.9 (29/94) 
แบ่งออกเป็นลกูเพศผู ้19 ตวั และลกูเพศเมีย 10 ตวั ส่วนการยา้ยฝากตวัอ่อนที่รอดชีวิตจ านวน 108 ตวัอ่อนของหนูเมา้สส์าย
พันธุ์ ICR/Mlac-free hydro ให้แม่ตัวรับจ านวน 7 ตัว พบว่าแม่ตัวรับหมายเลข 10 และ 13 คลอดลูกจ านวน 7 และ 4 ตัว 
ตามล าดบั ค านวณรอ้ยละของลกูแรกคลอดได ้10.2 (11/108) แบ่งออกเป็นลกูเพศผู ้7 ตวั และลกูเพศเมีย 4 ตวั อย่างไรก็ตาม
รอ้ยละของลูกแรกคลอดของหนูเม้าสท์ั้ง 2 สายพันธุ์ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Fisher’s Exact Test, 
P<0.05) จากการจับคู่ผสมพันธุ์หนูเมา้ส์สายพันธุ์ละ 1 คู่ พบว่าหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro คลอดลูกจ านวน 6 ตวั 
แบ่งออกเป็นหนูเพศผู้ 3 ตัว และหนูเพศเมีย 3 ตัว ส าหรับหนูเม้าสส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-free hydro คลอดลูกจ านวน 7 ตัว                
แบ่งออกเป็นหนเูพศผู ้3 ตวั และหนเูพศเมีย 4 ตวั  
สรุปผลการวิจัย : หนูเมา้สส์ายพนัธุ์ ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro สามารถเก็บรกัษาสายพนัธุไ์วใ้นธนาคาร
ตวัอ่อนได ้ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่ถูกแช่แข็งเก็บไวเ้ป็นระยะเวลา 11 ปี สามารถรอดชีวิตหลงัการอุ่นละลายและคลอดออกมา
เป็นลูกหนูเมา้สท์ี่มีชีวิตหลังการยา้ยฝากตัวอ่อนได ้อีกทั้งลูกหนูเมา้สส์ามารถผสมพันธุต์ามธรรมชาติและมีจ านวนเพียงพอ
ส าหรบัจดัตัง้โคโลนีสตัวท์ดลองไดอ้ีกครัง้ 
ค าส าคัญ : หนเูมา้ส ์; ตวัอ่อน ; การแช่แข็ง ; การยา้ยฝากตวัอ่อน ; ธนาคารตวัออ่น  
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Abstract 
Background and Objectives :  The National Laboratory Animal Center, Mahidol University, is a source of laboratory 
animal production for research in Thailand. ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice were developed as an 
animal model for hydronephrosis in humans. Additionally, these mouse strains have been preserved in the embryo 
bank since 2014. To prevent the loss of mouse strains, ensure the stability of laboratory animals, increase the 
diversity of mouse strains, develop the science of laboratory animal, reduce the import of expensive laboratory 
animals, and reduce the costs of laboratory animal breeding. However, the production of these mouse strains has 
been discontinued as research using these animals has been completed. To ensure that the new colony of 
ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice can be established in the future. Therefore, 11-year frozen 2-cell 
stage embryos of ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice will be tested by the thawing to determine the 
percentage of survival 2-cell stage embryos (% survival). The survival 2-cell stage embryos of ICR/Mlac-hydro and 
ICR/Mlac-free hydro mice were used for embryo transfer in recipients to determine the percentage of newborns (% 
newborn). After that, a pair of newborns in each mouse strain was tested for fertility with natural mating.  
Methodology : This study was approved by the National Laboratory Animal Center-Animal Care and Use Committee 
(NLAC-ACUC, protocol no. AP2024-02). All animal procedures were conducted at the Association for Assessment 
and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) International. All mice were maintained under routine 
husbandry procedures in the animal room with strict hygienic conventional, controlled temperature at 22±3ºC, 30-
70% humidity, 14 hours light conditions (lights on from 6:00 AM to 8:00 PM), 5-7 ppm choline reverse osmosis water, 
and a standard mouse diet. Mice had access to diet and water at all times (ad libitum) . Mice are kept in plastic 
cages and stainless-steel lids. The sterile bedding used consisted of corn cobs and dried water hyacinth. Before 
thawing, the culture plate was prepared with M16 medium on a 35 mm sterile plastic dish consisting of a 3 drop of 
wash drop (50 µl), and a culture drop (150 µl) covered with mineral oil in a CO2 incubator, overnight. The next 
morning, the 0.25 ml straw tube was removed from the liquid nitrogen tank, warmed at room temperature for 20 
seconds, then warmed in a 37ºC water bath for 20 seconds. The 0.25 ml straw tube was cut with sterilized scissors, 
and the 2-cell stage embryos, along with 35EG and 0.3 M Trehalose, were released into a 35 mm sterile plastic 
dish. 30 seconds later, the embryos were found under a stereomicroscope and thawed using a 50 µl of 37°C 0.3 M 
Trehalose for 3 minutes, a 50 µl of 37°C 0.15 M Trehalose for 3 minutes, a 50 µl of 37°C 0.075 M Trehalose for 3 
minutes, and a 50 µl of 37°C Holding medium for 5 minutes. Embryos were washed in 50 µl of M2 medium 3 times 
and washed in a wash drop 3 times. The survival 2-cell stage embryos were cultured in a 150 µl culture drop in a 
CO2 incubator, waiting for embryo transfer. The survival 2-cell stage embryos were used for transfer to the oviducts 
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of recipients. The recipients were natural-born on days 19-20 after embryo transfer. The newborns were set to mate 
at 7 weeks of age. 
Main Results : The thawing of 157 embryos in ICR/Mlac-hydro mice. The results show that 142 embryos were 
recovered under a stereomicroscope, and then 48 embryos were found dead. Ninety-four of the 2-cell stage 
embryos were alive, with the percentage of survival 2-cell stage embryos was 59.9 (94/157). In ICR/Mlac-free hydro 
mice, 208 embryos were thawed, and 196 embryos were discovered. After that, 88 embryos were determined to 
be dead. 108 of the 2-cell stage embryos were alive, with the percentage of survival 2-cell stage embryos being 
51.9 (108/208). The percentage of survival 2-cell stage embryos did not differ significantly between the two mouse 
strains (Fisher’s Exact Test, P>0.05). The embryo transfer of survival 2-cell stage embryos. In ICR/Mlac-hydro mice, 
the 94 survival embryos were transferred to 8 recipients. 19-20 days later, the number of newborns was 7, 8, 6, and 
8 in recipients no. 3, 4, 6, and 8, respectively. The percentage of newborns was 30.9 (29/94), consisting of 19 males 
and 10 females. For ICR/Mlac-free hydro mice, 108 of the survival 2-cell stage embryos were transferred to 7 
recipients. The number of newborns was 7 and 4 in recipients no. 10 and 13, respectively. The percentage of 
newborns was 10.2 (11/108), including 7 males and 4 females. However, the percentage of newborns differed 
significantly between the two mouse strains (Fisher’s Exact Test, P<0.05). After natural mating of each mouse strain, 
ICR/Mlac-hydro mice gave birth to 6 offspring, including 3 males and 3 females. In ICR/Mlac-free hydro mice, 7 
offspring were born, consisting of 3 males and 4 females. 
Conclusions : The embryo bank can preserve the strains of ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice. The 11-
year- frozen 2-cell stage embryos survive after thawing and will be born after embryo transfer. Mice can give birth 
naturally and are sufficient for establishing the new colony. 
Keywords : mice ; embryos ; vitrification ; embryo transfer ; embryo bank 
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Introduction 

ศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล เป็นแหล่งเพาะขยายพนัธุส์ตัวท์ดลองและใหบ้รกิารสตัวท์ดลองส าหรบั
ใชใ้นงานวิจยัและงานวิทยาศาสตรข์องประเทศไทย ศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติไดพ้ยายามเพิ่มความหลากหลายของสายพนัธุ์
สัตวท์ดลอง ตลอดจนการสรา้งสัตวท์ดลองตน้แบบ (animal model) ที่มีความจ าเพาะต่อโรคในมนุษย ์โดยเฉพาะอย่างยิ่ง             
หนูเมา้ส ์(Mus musculus) เป็นสัตวท์ดลองที่มีกายวิภาคและสรีระวิทยาคลา้ยคลึงกับมนุษยจ์ึงนิยมใชก้ันอย่างกวา้งขวาง              
อีกทั้งหนูเม้าสเ์ป็นสัตวท์ดลองที่สามารถเพาะขยายพันธุ์ไดอ้ย่างรวดเร็ว ผสมพันธุ์ง่าย มีระยะเวลาตั้งท้องสั้น สามารถ

mailto:sittisak.sal@mahidol.ac.th
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เจรญิเติบโตไดอ้ย่างรวดเรว็และใชอ้ปุกรณก์ารเลีย้งสตัวท์ดลองจ านวนนอ้ยกว่าสตัวท์ดลองชนิดอื่น ๆ เหมาะส าหรบังานวิจยัที่
ตอ้งใชส้ตัวท์ดลองจ านวนมากอย่างต่อเนื่อง ICR/Mlac-hydro คือหนูเมา้สเ์ลือดชิด (inbreed strain) เป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ
ของภาวะไตบวมน า้ (hydronephrosis) ในมนุษย ์ถูกปรับปรุงพันธุ์ขึน้มาดว้ยวิธีการผสมพันธุ์แบบเลือดชิด (brother and 
sister full-sib mating program) (Kengkoom et al., 2012) มีลักษณะทั่ วไปเป็นหนูเม้าส์ขนาดเล็ก มีขนสีขาว  (albino) 
สามารถตรวจพบภาวะไตบวมน า้ไดต้ัง้แต่อาย ุ8 สปัดาห ์ขึน้ไป เมื่อเจรญิเติบโตเต็มที่หนเูพศผูม้นี  า้หนกัตวั 25-40 กรมั และหนู
เพศเมียมีน า้หนกัตวั 20-35 กรมั ส าหรบัหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro เป็นหนูเมา้สเ์ลือดชิดที่เป็น wild type ของ
หนูเมา้ส ์ICR/Mlac-hydro ที่ไม่มีภาวะไตบวมน า้ หนูเมา้สส์ายพนัธุน์ีเ้คยถูกน าไปใชศ้กึษาดา้นสรีระวิทยา (Suntornsaratoon 
et al., 2014; Isarangkul et al., 2015) เนื่องจากไม่ไดใ้ชใ้นงานวิจยัอย่างต่อเนื่องและตอ้งการลดตน้ทุนการเลีย้งสตัวท์ดลอง
แบบมีชีวิต ศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติจึงไดย้ตุิการเพาะขยายพนัธุส์ตัวท์ดลองเหล่านีล้ง พรอ้มทัง้ไดเ้ก็บรกัษาสายพนัธุห์นูเมา้ส ์
ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro ไวใ้นธนาคารตวัอ่อนในพุทธศกัราช 2557 เพื่อประโยชนใ์นดา้นการป้องกันการ
สญูเสียสายพนัธุส์ตัวท์ดลอง สรา้งความมั่นคงทางดา้นสายพนัธุส์ตัวท์ดลองของประเทศไทย เพิ่มความหลากหลายของสาย
พนัธุส์ตัวท์ดลอง สนบัสนุนการพฒันางานวิจยัและงานดา้นวิทยาศาสตรส์ตัวท์ดลอง สนบัสนุนการเพิ่มความสามารถในการ
แข่งขนัทางดา้นงานวิจยัและช่วยลดการน าเขา้สตัวท์ดลองที่มีราคาแพงจากต่างประเทศ  

ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์(2-cell stage embryos) ของหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro 
ถกูแช่แข็งดว้ยวิธีการแชแ่ข็งแบบ vitrification ที่เป็นเทคนิคการแช่แข็งตวัอ่อนอย่างรวดเรว็ โดยใชน้ า้ยาแช่แข็งที่มีส่วนผสมของ
สารป้องกันการแช่แข็ง (cryoprotectants) ที่มีระดบัความเขม้ขน้สงู ร่วมกับการลดอุณหภูมิของหลอดแช่แข็งตวัอ่อนลงอย่าง
รวดเร็วดว้ยการใชไ้อของไนโตรเจนเหลว สารป้องกันการแช่แข็งที่มีความเขม้ขน้สงูจะเขา้ไปแทนที่ของเหลวภายในเซลลข์อง         
ตวัอ่อนและช่วยป้องกนัการเกิดผลกึน า้แข็งภายในเซลลข์องตวัอ่อน การแช่แข็งตวัอ่อนดว้ยวิธีนีไ้ม่จ าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องแช่แข็งที่
มีราคาแพง สามารถปฏิบตัิไดง้่าย ลดระยะเวลาในการปฏิบตัิงานและเหมาะส าหรบัหอ้งปฏิบตัิการขนาดเล็ก ในระยะเริ่มตน้มี
การใชว้ิธี vitrification ส าหรบัการแช่แข็งสเปิรม์เพื่อพฒันางานทางดา้นปศสุตัว ์ต่อมาไดม้ีการประยกุตใ์ชส้ าหรบัการแช่แข็งตวั
อ่อนในสัตวท์ดลองเพื่อประโยชนท์างดา้นการเก็บรกัษาสายพันธุ์และไดป้ระสบความส าเร็จในการแช่แข็งตัวอ่อนหนูเม้าส์
ตลอดจนการยา้ยฝากตวัอ่อน (Whittingham et al., 1972) ท าใหก้ารแช่แข็งเป็นเทคนิคที่ถกูประยกุตใ์ชอ้ย่างกวา้งขวางมาเป็น
ระยะเวลายาวนาน หลงัจากนัน้ขัน้ตอนการจดัตัง้ธนาคารตวัอ่อนในสตัวท์ดลองและเทคนิคปฏิบตัิการท่ีเก่ียวขอ้งไดถ้กูเผยแพร่
และแนะน าไวอ้ย่างมากมาย ไดแ้ก่ การแช่แข็งสเปิรม์ การแช่แข็งโอโอไซด ์การแช่แข็งตัวอ่อน การกระตุน้เพิ่มจ านวนไข่ตก 
(Takeo et al., 2020) และการแช่แข็งวิธีนี ้ยังถูกใช้ส าหรับการเก็บรักษาตัวอ่อนของหนูเม้าส์ดัดแปลงพันธุกรรม  ซึ่งเป็น             
อีกทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยประหยดัค่าใชจ้่ายและสถานที่เลีย้งดูหนูเมา้สด์ัดแปลงพันธุกรรมในขณะที่ยังไม่มีการด าเนินการ
ทดลองไดเ้ป็นอย่างดี (Sa-ardrit et al., 2011) อย่างไรก็ตามการแช่แข็งตัวอ่อนหนูเมา้สใ์นระยะยาวมีจุดมุ่งหมายเพื่อให้          
ตัวอ่อนสามารถรอดชีวิตหลังการอุ่นละลายและใหก้ าเนิดหนูเมา้สท์ี่มีพันธุกรรมและสายพันธุ์คงที่ ความทา้ทายส าคัญใน
กระบวนการนี ้ได้แก่ การป้องกันความเสียหายจากการก่อตัวของผลึกน ้าแข็งทั้งภายในและภายนอกเซลล์ของตัวอ่อน           
การจดัการความเป็นพิษของสารป้องกันการแช่แข็งที่ระดบัความเขม้ขน้สงู รวมถึงระยะเวลาสมัผสัและการก าจดัสารป้องกนั
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การแช่แข็งที่อาจตกคา้งหลงัการอุ่นละลาย นอกจากนีย้งัมีปัจจยัที่ส่งผลต่อความส าเรจ็ ไดแ้ก่ การดูแลถังไนโตรเจนเหลวที่ใช้
เก็บรกัษาตวัอ่อนแช่แข็งอย่างสม ่าเสมอและความแปรปรวนของผลการยา้ยฝากตวัอ่อน ซึ่งขึน้อยู่กบัปัจจยัร่วมระหว่างเทคนิค
ปฏิบตัิการ คุณภาพของแม่ตวัรบั ทกัษะของผูป้ฏิบตัิงานและคุณสมบตัิจ าเพาะของตวัอ่อน เช่น สายพนัธุ์ คุณภาพและระยะ
ของตวัอ่อนที่ทนทานต่อการแช่แข็งไดแ้ตกต่างกนั (Rall et al., 2000)  

ดังนั้น ตัวอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูเม้าสส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro ที่ถูกแช่แข็งและ              
เก็บรกัษาไวใ้นธนาคารตวัอ่อนเป็นเวลา 11 ปี จะถูกน าออกมาอุ่นละลายเพื่อศึกษารอ้ยละของการรอดชีวิตหลังการแช่แข็ง                
ตัวอ่อนที่รอดชีวิตจะถูกน ามาย้ายฝากตัวอ่อน เพื่อศึกษารอ้ยละของลูกแรกคลอดและลูกหนูเม้าส์จะถูกทดสอบความ             
สมบรูณพ์นัธุด์ว้ยการผสมพนัธุต์ามธรรมชาติเพื่อใหม้ั่นใจว่าจะสามารถจดัตัง้โคโลนีหนเูมา้สส์ายพนัธุน์ีไ้ดอ้ีกครัง้   
 
Methodology 
1. สตัวท์ดลองและการดูแลสตัวท์ดลอง  

การศกึษาครัง้นีใ้ชห้นเูมา้สส์ายพนัธุ ์Jcl:ICR เพศเมีย อาย ุ8 สปัดาห ์จ านวน 40 ตวั ส าหรบัเหน่ียวน าใหเ้ป็นแม่ตวัรบั
ที่มีภาวะทอ้งเทียมวนัท่ี 1 (recipients with pseudoprangnant day 1) และหนเูพศผู ้อาย ุ5 สปัดาห ์จ านวน 20 ตวั ส าหรบัใช้
ในการผ่าตัดท าหมัน (vasectomize male) เพื่อใช้เหนี่ยวน าแม่ตัวรับ เลีย้งหนูเม้าส์ทั้งหมดในห้องเลีย้งสัตว์ทดลองที่มี
สภาพแวดลอ้มแบบระบบอนามยัเขม้ (strict hygienic conventional) ควบคมุอณุหภมูิ 22±3 องศาเซลเซียส ความชืน้สมัพทัธ ์
30-70 เปอรเ์ซ็นต ์มีระยะเวลาให้แสงสว่าง 14 ชั่วโมง มืด 8 ชั่วโมง เปิดไฟเวลา 6.00 นาฬิกา ปิดไฟเวลา 20.00 นาฬิกา 
ควบคุมปริมาณเชือ้แบคทีเรียรวม (total bacterial count) ไม่เกิน 15 cfu/ft2 หนูเมา้สก์ินน า้ดื่มชนิด reverse osmosis (RO)              
ที่ผสมคลอรีนใหม้ีความเขม้ขน้ 5-7 ppm และกินอาหารสัตวท์ดลองส าเร็จรูปชนิด 082G แบบเม็ด (Perfect Companion®)             
ใหอ้าหารสัตวท์ดลองและน า้ดื่มวนัละครัง้ หนูเมา้สส์ามารถเขา้ถึงอาหารสัตวท์ดลองและน า้ดื่มไดต้ลอดเวลา (ad libitum)            
ใชว้สัดรุองนอนปลอดเชือ้ที่ผ่านการอบน่ึงฆ่าเชือ้ ไดแ้ก่ ซงัขา้วโพด ผกัตบชวาอบแหง้แบบท่อนและผกัตบชวาอบแหง้แบบเสน้ 
ศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติดูแลสัตวท์ดลองทั้งหมดตามมาตรฐานของ Association for Assessment and Accreditation of 
Laboratory Animal Care (AAALAC) International และการศึกษาครัง้นีไ้ดร้บัการอนุมัติการใชส้ัตวท์ดลองในงานวิจัยจาก
คณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อสตัวเ์พื่องานทางวิทยาศาสตรข์องศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล 
(รหสัโครงการ AP2024-02)   
2. การเก็บรกัษาสายพนัธุ์สตัวท์ดลอง  
 ศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติไดเ้ก็บรกัษาสายพันธุห์นูเมา้ส ์Mlac/ICR-hydro และ Mlac/ICR-free hydro จ านวน 157 
และ 208 ตวัอ่อน ตามล าดบั โดยแช่แข็งตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ดว้ยวิธีการแช่แข็งแบบ vitrification ใชน้ า้ยาแช่แข็งชนิด 35EG 
[35% v/v ethylene glycol (E9129, Sigma-Aldrich), Bovine serum albumin (A9647, Sigma-Aldrich), 
Polyvinylpyrrolidone (PVP40, Sigma-Aldrich), Trehalose dehydrate (T0167, Sigma-Aldrich), M2 medium (M7167, 
Sigma-Aldrich)] บรรจุในหลอดแช่แข็งชนิด 0.25 ml straw tube ตั้งแต่ 9-40 ตัวอ่อนต่อหลอด ซึ่งจ านวนตัวอ่อนต่อหลอด
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ขึน้อยู่กับความส าเร็จของการผลิตตวัอ่อนจากแม่พันธุ์แต่ละตวั และเก็บรกัษาตวัอ่อนแช่แข็งไวใ้นถังไนโตรเจนเหลวภายใต้           
การดูแลของหน่วยธนาคารตัวอ่อน (embryo bank unit) เป็นระยะเวลา 11 ปี ตัวอ่อนระยะ 2 เซลลท์ั้งหมดไดม้าจากการ                
ผลิตตัวอ่อนด้วยวิธีการผลิตตัวอ่อนแบบในร่างกาย ( in vivo embryo production) โดยใช้เทคนิคการกระตุน้เพิ่มจ านวน                  
ไข่ตก (superovulation) ในหนูเม้าส  ์Mlac/ICR-hydro และ Mlac/ICR-free hydro เพศเมียที่มีอายุ 10-12 สัปดาห ์ดว้ยการ              
ฉีดฮอร์โมน pregnant mare serum gonadotropin (PMSG, Folligon®, Intervet)  ปริมาณ 5 IU/ตัว  เข้าทางช่องท้อง 
( intraperitoneal, IP)  ในเวลา 15.00-16.00 นาฬิกา  อีก  48 ชั่ ว โมง  ต่อมา ฉีดตามด้วยฮอร์โมน human chorionic 
gonadotropin (hCG, Chorulon®, Intervet) ปริมาณ 5 IU/ตัว IP ในเวลา 15.00-16.00 นาฬิกา จากนั้นจับคู่ผสมพันธุ์ดว้ย
วิธีการผสมพันธุ์แบบเลือดชิดกับหนูเมา้สเ์พศผู้สายพันธุ์เดียวกันที่มีอายุ 12 สัปดาห ์ขึน้ไป ขา้มคืน ในสัดส่วนเพศผู ้1 ตวั                
ต่อ เพศเมีย 1 ตัว อีก 42-44 ชั่วโมง หลังจากฉีดฮอรโ์มน hCG จึงไดท้ าการเก็บตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์จากท่อน าไข่ของหนู               
เพศเมีย  
3. การอุ่นละลายตวัอ่อน 

เตรียมเพลทเลีย้งตัวอ่อนด้วยสารละลาย M16 medium (M7292, Sigma-Aldrich) ในจานเลีย้งเซลล์ขนาด 35 
มิลลิเมตร ประกอบดว้ย wash drop ปริมาณ 50 ไมโครลิตร จ านวน 3 drop และ culture drop ปริมาณ 150 ไมโครลิตร 
จ านวน 1 drop คลมุเพลทดว้ย mineral oil (M5310, Sigma-Aldrich) และบ่มไวข้า้มคืนใน CO2 incubator (อณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นตแ์ละความชืน้ 95 เปอรเ์ซ็นต)์ ในเชา้วนัต่อมา บ่มน า้ยาอุ่นละลายทุกชนิดใน 
CO2 incubator เป็นระยะเวลา 30 นาที จากนั้นน าหลอดแช่แข็งตัวอ่อนออกจากถังไนโตรเจนเหลว ปล่อยให้ละลายใน
อุณหภูมิห้องนาน 20 วินาที ละลายในน ้าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที เช็ดหลอดแช่แข็งด้วยกระดาษ
อเนกประสงค ์ใชก้รรไกรปลอดเชือ้ตดัปลายหลอดแช่แข็งทัง้ 2 ขา้ง ปล่อยใหข้องเหลวไหลลงในจานเลีย้งเซลล์ อีก 30 วินาที 
ต่อมา คน้หาตัวอ่อนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ใช้ mouse pipette ดูดตัวอ่อนทั้งหมดไปแช่ใน 0.3 M Trehalose [Trehalose 
dehydrate; Bovine serum albumin; M2 medium] ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มใน CO2 incubator นาน 3 นาที ยา้ยตัวอ่อน
ไปแช่ใน 0.15 M Trehalose ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มใน CO2 incubator นาน 3 นาที ย้ายตัวอ่อนไปแช่ใน 0.075 M 
Trehalose ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มใน CO2 incubator นาน 3 นาที และยา้ยตัวอ่อนไปแช่ใน Holding medium (Bovine 
serum albumin; M2 medium) ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บ่มใน CO2 incubator นาน 5 นาที ล้างตัวอ่อนใน M2 medium 
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครัง้ ลา้งตวัอ่อนใน wash drop จ านวน 3 ครัง้ คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตไป
เลีย้งไวใ้น culture drop ของ M16 medium และบ่มใน CO2 incubator เพื่อรอการยา้ยฝากตวัอ่อน   
4. การท าหมนัหนูเพศผู ้

ท าหมันหนูเมา้ส์สายพันธุ์ Jcl:ICR เพศผู้ที่อายุ 5 สัปดาห ์ดว้ยการฉีดยาสลบดว้ย ketamine HCl 10% (Hameln 
Pharmaceuticals, Germany) ปริมาณ 50 mg/kg BW และ  xylazine HCl 2% (L.B.S. Laboratory CO., LTD, Thailand) 
ปริมาณ 10 mg/kg BW IP โกนขนบริเวณหนา้ทอ้งส่วนล่าง ป้ายตาดว้ย TerramycinTM จดัวางใหห้นูเมา้สน์อนหงาย ใชน้ิว้มือ
ดันอัณฑะให้เข้าไปในช่องท้อง เช็ดหน้าท้องด้วยส าลีชุบแอลกอฮอร์ 70 เปอร์เซ็นต์ ใช้กรรไกรปลอดเชื ้อตัดผิวหนัง                             
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หน้าท้องส่วนล่างตามแนวขวางล าตัวยาว 1 เซนติเมตร ใช้กรรไกรปลอดเชื ้อตัดกล้ามเนื ้อหน้าท้องส่วนล่างตามแนว                        
ยาวล าตัว ยาว 1 เซนติเมตร ใช้ปากคีบจับไขมันที่ติดกับอัณฑะแล้วดึงออกมาให้พ้นจากช่องท้องจนพบท่อน าน ้าเชื ้อ                             
(vas deferens) ใชป้ากคีบลนไฟหนีบท่อน าน า้เชือ้ใหข้าดทัง้ 2 ขา้ง แยกปลายท่อน าน า้เชือ้ที่ขาดออกห่างจากกัน ใส่อณัฑะ
กลับเขา้ไปในช่องทอ้ง เย็บปิดกลา้มเนือ้หนา้ทอ้งดว้ยไหมละลายเบอร ์3/0 เย็บปิดผิวหนังดว้ย AutoClip® ทาแผลที่ผิวหนัง
ดว้ยเบตาดีน ใหค้วามอบอุ่นที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งฟ้ืน ฉีดยาแกป้วดชนิด tramadolTM ปริมาณ 8 mg/kg 
BW (T.P. Drug Laboratories CO., LTD, Thailand) เข้าทางใต้ผิวหนัง (subcutaneous injection, SC) ติดตามสุขภาพ
สัตวท์ดลองหลงัผ่าตดัเป็นระยะเวลา 7 วัน และถอด AutoClip® ในวันที่ 10 หลังการผ่าตดั เมื่อหนูเพศผูท้ี่ท  าหมนัแลว้มีอายุ        
12 สปัดาห ์จะถกูใชผ้สมพนัธุเ์พื่อเหนี่ยวน าแม่ตวัรบั  
5. การยา้ยฝากตวัอ่อน 

จับหนูเมา้สส์ายพันธุ์ Jcl:ICR เพศเมียใส่ในกรงหนูเพศผูท้ี่ท  าหมันแลว้ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ในเวลา 13.00-15.00 
นาฬิกา ในเช้าวันต่อมา คัดเลือกหนูเม้าสเ์พศเมียที่มี vaginal plug ไว้เป็นแม่ตัวรับ ฉีดยาสลบดว้ย ketamine HCl 10% 
ปริมาณ 50 mg/kg BW และ xylazine HCl 2% ปริมาณ 10 mg/kg BW IP โกนขนบริเวณหลงักลางล าตวั จดัวางให้หนูเมา้ส์
นอนคว ่า ป้ายตาดว้ย TerramycinTM เช็ดหลงัดว้ยส าลีชุบแอลกอฮอร ์70 เปอรเ์ซ็นต ์ใชก้รรไกรปลอดเชือ้ตดัผิวหนงัตรงกลาง
หลงัตามแนวกลางล าตวัยาว 1 เซนติเมตร แยกผิวหนงัออกจากกลา้มเนือ้หนา้ทอ้งดว้ยกรรไกรปลอดเชือ้ ใชก้รรไกรปลอดเชือ้
ตัดกลา้มเนือ้ขา้งล าตัว ใชป้ากคีบจับกอ้นไขมนัที่ติดกับรงัไข่แลว้ดึงขึน้จนออกจากช่องทอ้ง ตรวจหาต าแหน่งของ ampulla 
ภายใตก้ลอ้งผ่าตัด ใชเ้ข็มเบอร ์30G เจาะรูบริเวณใกลเ้คียง ampulla ใช ้mouth pipette ดูดตัวอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่รอดชีวิต
หลังการแช่แข็ง ใส่เขา้ไปใน ampulla ใส่กอ้นไขมันและรงัไข่กลับเขา้ไปในช่องทอ้ง เย็บปิดผิวหนังดว้ย AutoClip® ทาแผล                  
ที่ผิวหนงัดว้ยเบตาดีน ใหค้วามอบอุ่นที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งฟ้ืน ฉีดยาแกป้วดชนิด tramadolTM ปริมาณ           
8 mg/kg BW เขา้ทางใตผิ้วหนงั ติดตามสขุภาพสตัวท์ดลองหลงัผ่าตดัเป็นระยะเวลา 7 วนั และติดตามการคลอดลกูในวนัที่ 
19-20 หลงัการผ่าตดั 
6. การวเิคราะห์ขอ้มูล 
 การศึกษาครัง้นีใ้ชส้ถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) เพื่ออธิบายขอ้มูลที่ไดจ้ากขั้นตอนการอุ่นละลายและ
การยา้ยฝากตัวอ่อน โดยน าเสนอในรูปแบบของรอ้ยละของการรอดชีวิตและรอ้ยละของลูกแรกคลอด และท าการวิเคราะห์
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างหนูเมา้สท์ัง้ 2 สายพนัธุ ์ดว้ยการทดสอบ Fisher’s Exact Test ผ่านโปรแกรมส าเร็จรูปทาง
สถิติ SPSS Statistics (Version 18.0) โดยก าหนดระดบันยัส าคญัทางสถิติไวท้ี่ P<0.05  
  

 รอ้ยละของการรอดชวีิต  = จ านวนตวัอ่อนที่รอดชีวติ X 100   (1) 
              จ านวนตวัอ่อนแช่แขง็ 
 

 รอ้ยละของลกูแรกคลอด  = จ านวนลกูแรกคลอด X 100    (2) 
        จ านวนตวัอ่อนที่ยา้ยฝาก 
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Results  
จากการอุ่นละลายตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro ที่แช่แข็งเก็บไวต้ัง้แต่พุทธศกัราช 

2557 เป็นระยะเวลา 11 ปี จ านวน 157 ตัวอ่อน สามารถคน้พบตัวอ่อนทั้งหมดจ านวน 142 ตัวอ่อน มีตัวอ่อนสูญหายไป 
จ านวน 15 ตวัอ่อน ตวัอ่อนตายในระหว่างการอุ่นละลายจ านวน 48 ตวัอ่อน เหลือตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ท่ีรอดชีวิตหลงัการแช่
แข็งจ านวน 94 ตัวอ่อน ค านวณรอ้ยละของการรอดชีวิตไดเ้ท่ากับ 59.9 (94/157) ส าหรบัตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูเมา้ส์
สายพันธุ์ ICR/Mlac-free hydro จ านวน 208 ตัวอ่อน หลังจากการอุ่นละลายตัวอ่อน พบว่าสามารถคน้พบตัวอ่อนทั้งหมด
จ านวน 196 ตวัอ่อน มีตวัอ่อนสญูหายไปจ านวน 12 ตวัอ่อน ตวัอ่อนตายในระหว่างการอุ่นละลายจ านวน 88 ตวัอ่อน เหลือตวั
อ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็งจ านวน 108 ตวัอ่อน ค านวณรอ้ยละของการรอดชีวิตไดเ้ท่ากับ 51.9 (108/208) 
ทัง้นีผ้ลการวิเคราะหท์างสถิติเพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของรอ้ยละของการรอดชีวิตในหนูเมา้สท์ัง้ 2 สายพนัธุ ์ดว้ยการ
ทดสอบ Fisher’s Exact Test พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) (Table 1)  

 
Table 1  The thawing of 2-cell stage embryos in ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice  

strains No. of frozen  
embryos 

No. of embryos 
discovered 

No. of dead 
embryos 

No. of survival 
embryos 

ICR/Mlac-hydro 157 142 48 94a 
ICR/Mlac-free hydro 208 196 88 108a 

a Fisher’s Exact Test was used for the analysis. No significant difference was observed between the two mouse  
strains (P=0.138) 
 

จากการยา้ยฝากตัวอ่อนระยะ 2 เซลล ์ที่รอดชีวิตหลังการแช่แข็งของหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro จ านวน               
94 ตวัอ่อน ใหแ้ม่ตวัรบัจ านวน 8 ตวั พบว่าแม่ตวัรบัคลอดลกูทัง้หมด 4 แม่ ไดล้กูแรกคลอดทัง้หมด 29 ตวั  ค านวณรอ้ยละของ
ลกูแรกคลอดไดเ้ท่ากบั 30.9 (29/94) แบ่งออกเป็น ลกูเพศผูจ้  านวน 19 ตวั และลกูเพศเมียจ านวน 10 ตวั ส าหรบัการยา้ยฝาก
ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ท่ีรอดชีวิตหลงัการแช่แข็งของหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro จ านวน 108 ตวัอ่อน ใหแ้ม่ตวัรบั
จ านวน 7 ตวั พบว่าแม่ตวัรบัคลอดลกูทัง้หมด 2 แม่ ไดล้กูแรกคลอดทัง้หมดจ านวน 11 ตวั  ค านวณรอ้ยละของลกูแรกคลอดได้
เท่ากบั 10.2 (11/108) แบ่งออกเป็น ลกูเพศผูจ้  านวน 7 ตวั และลกูเพศเมียจ านวน 4 ตวั (Table 2, Figure 1) จากการจบัคู่ผสม
พนัธุห์นูเมา้สส์ายพนัธุล์ะ 1 คู่ พบว่าหนูเมา้สส์ายพนัธุ์ ICR/Mlac-hydro คลอดลกูจ านวน 6 ตวั แบ่งออกเป็นหนูเพศผูจ้  านวน 
3 ตวั และหนเูพศเมียจ านวน 3 ตวั ส าหรบัหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro คลอดลกูจ านวน 7 ตวั แบ่งออกเป็นหนเูพศ
ผูจ้  านวน 3 ตวั และหนูเพศเมียจ านวน 4 ตวั อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะหท์างสถิติเพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของรอ้ยละ
ของลกูแรกคลอดในหนูเมา้สท์ัง้ 2 สายพนัธุ ์ดว้ยการทดสอบ Fisher’s Exact Test พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05)  



                                                                      
                                    วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 31 (ฉบบัที่ 1)  มกราคม  –  เมษายน  พ.ศ. 2569 

                                    BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 31 (No.1)  January  – April   2026                                 Research Article 

 
 

 

 120 
 

Table 2  The embryo transfer of 2-cell stage embryos in ICR/Mlac-hydro and ICR/Mlac-free hydro mice  
strains recipients No. No. of embryos 

transferred 
No. of newborns 

  Male females 
ICR/Mlac-hydro 3 13 4 3 
ICR/Mlac-hydro 4 16 5 3 
ICR/Mlac-hydro 6 15 4 2 
ICR/Mlac-hydro 8 15 6 2 

ICR/Mlac-free hydro 10 16 3 4 
ICR/Mlac-free hydro 13 15 4 - 

 
   

   
 

          Figure 1  ICR/Mlac-hydro mice, the survival 2-cell stage embryos (a), the newborns of recipient no. 4  
                          after embryo transfer at 8 days (b), and 14 days of age (c) 
 
Discussion   

เทคนิคการแช่แข็งถูกประยุกตใ์ช้เพื่อการเก็บรกัษาสายพนัธุส์ตัวท์ดลองในรูปแบบของธนาคารตวัอ่อน นิยมแช่แข็ง
หนูเม้าส์เลือดชิด หนูเม้าส์ตัดแต่งพันธุกรรม หนูเม้าสก์ลายพันธุ์ที่มักจะเกิดขึน้จากการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติที่อาจมี
ประโยชนใ์นการศึกษาในอนาคต ตวัอ่อนแช่แข็งเหล่านีส้ามารถน าออกมาจดัตัง้โคโลนีใหม่เพื่อใชศ้กึษาในอนาคตได ้ส าหรบั
ศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติไดเ้ก็บรกัษาสายพนัธุห์นูเมา้ส ์ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro ไดส้ าเร็จในพุทธศกัราช 
2557 หลังจากนั้นไดยุ้ติการเพาะขยายพันธุ์และการใหบ้ริการหนูเมา้สส์ายพันธุ์ดังกล่าวลง เนื่องจากไม่มีผูใ้ช้บริการอย่าง
ต่อเนื่อง อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของการเก็บรกัษาสายพนัธุส์ตัวท์ดลองในธนาคารตวัอ่อนยงัจ าเป็นจะตอ้งประเมินอย่าง
เป็นระบบเพื่อใหม้ั่นใจว่าตวัอ่อนท่ีแช่แข็งเก็บไว้ในถงัไนโตรเจนเหลวจะยงัมีชีวิตรอดหลงัการอุ่นละลายและสามารถใชส้ าหรบั
จัดตั้งโคโลนีของสัตวท์ดลองไดอ้ีกครัง้ โดยทั่วไปแลว้ประสิทธิภาพของการเก็บรักษาสายพันธุ์ในธนาคารตัวอ่อนสามารถ
ประเมินไดจ้ากการเพาะเลีย้งตวัอ่อนในหลอดทดลองหลังการอุ่นละลายจนถึงระยะบลาสโตซีส (blastocysts) และการยา้ย

a 
 

b 
 

c 
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ฝากตวัอ่อนที่รอดชีวิตหลงัการแช่แข็ง ดว้ยหวงัว่าจะสามารถฝังตวัและพฒันาในมดลกูของแม่ตวัรบัได ้(Whittingham, 1974) 
ส าหรับการศึกษาครั้งนี ้หน่วยธนาคารตัวอ่อนได้น าตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ของหนูเม้าส์สายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ 
ICR/Mlac-free hydro ที่ไดเ้ก็บรกัษาไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 11 ปี ออกมาท าการอุ่นละลายและน าตวัอ่อนที่รอด
ชีวิตมาท าการยา้ยฝากตวัอ่อน  

จากการอุ่นละลายตัวอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro มีตัวอ่อนสูญหายไปรอ้ยละ 16.0 
(15/157) และตวัอ่อนของหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro มีตวัอ่อนสญูหายไปรอ้ยละ 11.1 (12/208) ส่งผลใหม้ีอตัรา
การ recovery รอ้ยละ 90.4 และ  94.2 ตามล าดบั อาจเนื่องมาจากไดใ้ชก้รรไกรปลอดเชือ้ตดัปลายหลอดแช่แข็งชนิด 0.25 ml 
straw tube ทัง้ 2 ขา้ง แลว้ปล่อยใหข้องเหลวที่บรรจอุยู่ในหลอดแช่แข็งที่ประกอบดว้ยตวัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่แขวนลอยอยู่ใน
น า้ยาแช่แข็งชนิด 35EG และน า้ยาอุ่นละลายชนิด 0.3 M Trehalose ใหไ้หลลงในจานเลีย้งเซลลแ์บบไม่ชะลา้งตวัอ่อนออกจาก
หลอดแช่แข็งเพิ่มเติม เพื่อลดโอกาสติดเชือ้ที่อาจเกิดขึน้ไดใ้นหอ้งปฏิบตัิการแบบ conventional แมว้่าการชะลา้งตวัอ่อนออก
จากหลอดแช่แข็งเพิ่มเติมจะเป็นวิธีที่ช่วยให้สามารถคน้พบตัวอ่อนไดเ้พิ่มมากขึน้ก็ตาม การสูญเสียตัวอ่อนในลักษณะนี้
จ าเป็นตอ้งยอมให้เกิดขึน้อย่างหลีกเล่ียงไม่ได ้อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะหเ์ปรียบเทียบความแตกต่างของอัตราการ 
recovery ดว้ยการทดสอบ Fisher’s Exact Test พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) และควรเก็บ
ข้อมูลการสูญหายของตัวอ่อนเหล่านีไ้วส้  าหรับใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงภายในหน่วยธนาคารตัวอ่อน ถึงแม้ว่าผู้ปฏิบัติงานได้
ด าเนินการอุ่นละลายตวัอ่อนตามโปรโตคอลการอุ่นละลายอย่างถกูตอ้ง พบว่ามีตวัอ่อนตายไปในระดบัที่ค่อนขา้งสงูถึงรอ้ยละ 
30.6 (48/157) ในหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-hydro และรอ้ยละ 42.3 (88/208) ในหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-free hydro 
ทั้งนี ้การปรับวิธีการอุ่นละลายอาจช่วยท าให้รอ้ยละของการตายลดลง ได้แก่ การเพิ่มเวลาบ่มน ้ายาอุ่นละลายก่อนเริ่ม
ปฏิบตัิงาน การบ่มตวัอ่อนใน CO2 incubator ตลอดการอุ่นละลายและการเพิ่มเวลาบ่มตวัอ่อนในทกุขัน้ตอนของการอุ่นละลาย 

ประสิทธิภาพของการจดัท าธนาคารตวัอ่อนในสตัวท์ดลองแตกต่างกันขึน้อยู่กับสายพันธุ์ของสตัวท์ดลอง คุณภาพ
ของตวัอ่อน การแช่แข็งตวัอ่อน การอุ่นละลายตวัอ่อน การยา้ยฝากตวัอ่อน ความพรอ้มของแม่ตวัรบัและทกัษะของผูป้ฏิบตังิาน 
เป็นตน้ ปัจจัยเหล่านีส่้งผลต่อการวางแผนจัดท าธนาคารตัวอ่อนและความส าเร็จของการยา้ยฝากตวัอ่อนเพื่ อจดัตัง้โคโลนี
สัตวท์ดลองอีกครัง้ (Rall et al., 2000) ในการศึกษาครัง้นีคุ้ณภาพของตัวอ่อนที่ถูกแช่แข็งเก็บไวเ้ป็นระยะเวลา 11 ปี ไดถู้ก
ประเมินจากรอ้ยละของการรอดชีวิต ตัวอ่อนที่มีรอ้ยละของการรอดชีวิตอยู่ในระดบัสูงจะมีโอกาสฝังตัวในปีกมดลูกของแม่
ตัวรับหลังการย้ายฝากตัวอ่อนและพัฒนาจนคลอดออกมาเป็นลูกสัตวท์ดลองที่มีชีวิตไดเ้ป็นจ านวนมาก ท าให้ทราบว่ามี           
รอ้ยละของลูกแรกคลอดเท่ากับ 30.6 ในหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ10.2 ในหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-free 
hydro รอ้ยละของลกูแรกคลอดที่แตกต่างกันอาจเป็นผลมาจากปัจจยัดา้นคุณภาพของตวัอ่อน ความพรอ้มของแม่ตวัรบัและ
ทกัษะของผูป้ฏิบตัิงาน คุณภาพของตวัอ่อนเป็นปัจจยัส าคญัที่มีอิทธิพลสงูต่อความส าเร็จของการยา้ยฝากตวัอ่อน ตวัอ่อนที่
เหมาะสมส าหรบัการยา้ยฝากนัน้ นอกเหนือจากการรอดชีวิตหลงัการอุ่นละลายแลว้ ยงัตอ้งสามารถพฒันาเขา้สู่ระยะอื่น ๆ ได้
อย่างต่อเนื่อง ทัง้ในรูปแบบการพฒันาในหลอดทดลองและการพฒันาในตวัสตัว ์จากการศกึษานีแ้มว้่าตวัอ่อนทัง้ 2 สายพนัธุ์
จะมีรอ้ยละของการรอดชีวิตหลงัอุ่นละลายไม่แตกต่างกัน แต่กลบัมีรอ้ยละของลกูแรกคลอดที่แตกต่างกัน ซึ่งการเพาะเลีย้ง     
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ตวัอ่อนในหลอดทดลองจึงเป็นเทคนิคส าคัญที่ช่วยประเมินคุณภาพของตวัอ่อนในเชิงลึกได ้ทัง้นีม้ีความเป็นไปไดว้่าตัวอ่อน
อาจมีความเสียหายที่ไม่แสดงออกทนัทีหลังการอุ่นละลาย แต่ส่งผลกระทบต่อความสามารถในการพัฒนาจนกระทั่งคลอด
ออกมาเป็นสตัวท์ดลองที่มีชีวิตได ้ปัจจยัที่อาจเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ ความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธุ ์ผลกระทบสะสม
จากการผสมพนัธุเ์ลือดชิดอย่างต่อเนื่อง ความเสียหายจากสารป้องกันการแช่แข็ง หรือความไม่สเถียรจากการเก็บรกัษาระยะ
ยาว นอกจากนีค้วามพรอ้มของแม่ตวัรบัยงัเป็นอีกปัจจยัส าคญัต่อความส าเร็จของการยา้ยฝากตวัอ่อน แมว้่าแม่ตัวรบัที่ถูก
เหนี่ยวน าภาวะทอ้งเทียมทุกตัวจะถูกตรวจสอบและพบว่ามี ampulla ซึ่งเป็นลักษณะบ่งชีค้วามพรอ้มส าหรบัการยา้ยฝาก            
ตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์แต่ความพรอ้มทางสรีรวิทยาโดยละเอียดอาจแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะหเ์ปรียบเทียบ
ความแตกต่างของรอ้ยละการคลอดของแม่ตวัรบัดว้ยการทดสอบ Fisher’s Exact Test พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) งานวิจยัก่อนหนา้นีร้ายงานว่าตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ของหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR ที่ถูกแช่แข็งดว้ย
วิธี vitrification และเก็บรกัษาไวเ้ป็นระยะเวลา 6 เดือน มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากับ 93.5 และมีรอ้ยละของลกูแรกคลอด
เท่ากับ 18.0 (Eum et al., 2009) ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ของหนูเม้าส์สายพันธุ์ βIVS II-654,c-->T และ huβE2/0 ที่ถูกแช่แข็งแบบ 
vitrification ดว้ยสารละลาย ethylene glycol มีรอ้ยละของลกูแรกคลอดเท่ากับ 50.0 และ 57.9 ตามล าดบั (Sa-ardrit et al., 
2011) ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์NMRI outbred ที่ถูกแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification ในน า้ยาแช่แข็งที่ผสมดว้ย 
ethylene glycol และ dimethyl sulfoxide เก็บรกัษาไวเ้ป็นระยะเวลา 14 วนั มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 82.1 (Ghandy 
& Malekshah, 2017) ตวัอ่อนระยะ 2 เซลลม์ีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 48.0 และมีรอ้ยละของการพฒันาในหลอดทดลอง
หลังการแช่แข็งเท่ากับ 84.0 (Taketsuru et al., 2022) ตัวอ่อนระยะ 2 เซลลข์องหนูเมา้สท์ี่ถูกแช่แข็งแบบ slow frozen ดว้ย 
propandiol มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 80.0 (Nematollahi Mahani et al., 1999)  

ส าหรบัการแช่แข็งตวัอ่อนระยะอื่น ๆ ของหนเูมา้สน์ัน้มีรายงานว่าโอโอไซดข์องหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์outbred CD1 ที่ถกู
แช่แข็งดว้ยวิธี vitrification เป็นระยะเวลา 8-10 วนั มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 97.4 หลงัจากนัน้รอ้ยละของการรอดชีวิต
ของโอโอไซดล์ดลงเหลือ 90.4 หลังจากแช่แข็งเป็นระยะเวลา 6 เดือน (Yan et al., 2011) ตัวอ่อนระยะ 1 เซลลข์องหนูเมา้ส ์    
สายพันธุ์ B6CBAF1 (C57BLxCBA) ที่ถูกแช่แข็งแบบ vitrification ด้วยน ้ายาแช่แข็งที่ผสมด้วย dimethyl sulfoxide และ 
ethylene glycol เก็บรกัษาไวเ้ป็นระยะเวลา 2 สปัดาห ์มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากับ 97.3 และมีรอ้ยละของการพฒันาใน
หลอดทดลองเท่ากับ 53.4 (Park et al., 2009) ตัวอ่อนระยะ 4 เซลล ์ตัวอ่อนระยะ 8 เซลล ์ตัวอ่อนระยะโมรูล่าและตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสของหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์NMRI outbred ที่ถูกแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification ในน า้ยาแช่แข็งที่ผสมดว้ย ethylene 
glycol และ dimethyl sulfoxide เก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 14 วัน มีร ้อยละของการรอดชีวิตเท่ากับ 83.2, 85.8, 77.0                        
และ 60.5 ตามล าดบั (Ghandy & Malekshah, 2017) ตวัอ่อนระยะ 1 เซลล ์ตวัอ่อนระยะ 4 เซลล ์และ ตวัอ่อนระยะ 8 เซลล ์
ของหนเูมา้สท์ี่ถกูแช่แข็งแบบ slow frozen ดว้ย propandiol มีรอ้ยละของการรอดชีวิตเท่ากบั 91.0, 82.0 และ 85.0 ตามล าดบั  
(Nematollahi Mahani et al., 1999)  

หลงัจากแม่ตวัรบัหมายเลข 4 ไดค้ลอดลกูและหย่านมลกูหนเูมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-hydro แลว้ เมื่อลกูหนูเมา้สม์ี
อายุ 8 สัปดาห ์จึงไดจ้ับคู่ผสมพนัธุ์เพื่อทดสอบความสมบูรณพ์ันธุ์ที่ช่วยใหม้ั่นใจว่าตวัอ่อนที่แช่แข็งเป็นระยะเวลา 11 ปีนั้น
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สามารถผสมพันธุ์ตามธรรมชาติและใหผ้ลผลิตไดต้ามปกติ หลังจากนั้นหนูเมา้สส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro ไดต้ัง้ทอ้งและ
คลอดลูกจ านวน 6 ตัว แบ่งออกเป็นหนูเพศผูจ้  านวน 3 ตัว และหนูเพศเมียจ านวน 3 ตัว มีน า้หนักตัวที่อายุ 4 สัปดาห ์อยู่
ระหว่าง 22-34 กรมั (Figure 2-a) จากนัน้ไดผ่้าตรวจภาวะไตบวมน า้ในหนูเมา้สส์ายพนัธุ ์ICR/Mlac-hydro เพศเมียที่อายุ 15 
สปัดาห ์(Figure 2-b) พบว่าไตขา้งซา้ยมีขนาดใหญ่กว่าขา้งขวาอย่างชดัเจน (Figure 2-c) และมีภาวะไตบวมน า้ระดบัรุนแรงที่
มีของ urine อยู่ภายในโพรงขนาดใหญ่ (Figure 2-d) ส าหรับการพัฒนาประสิทธิภาพของหน่วยธนาคารตัวอ่อนของศูนย์
สตัวท์ดลองแห่งชาติในอนาคตจะไดท้ าการทดสอบตวัอ่อนแช่แข็งของทุกสายพนัธุท์ี่เก็บรกัษามาเป็นระยะเวลานาน พรอ้มทัง้
จดัโปรแกรมการละลายตวัอ่อนอย่างเป็นระบบซึ่งช่วยใหท้ราบว่ารอ้ยละของการรอดชีวิตลดลงอย่างไร เพื่อที่จะไดว้างแผนเก็บ
ตวัอ่อนทดแทนไดอ้ย่างเหมาะสม  

 

    
 

     Figure 2  The production of ICR/Mlac-hydro mice (a), ICR/Mlac-hydro female mice at 15 weeks of age (b),  
                     kidneys of different sizes (c), hydronephrosis in the left kidney (d) 

 

Conclusions 
หนูเม้าสส์ายพันธุ์ ICR/Mlac-hydro และ ICR/Mlac-free hydro สามารถเก็บรักษาสายพันธุ์ไวใ้นธนาคารตัวอ่อน           

ไดต้วัอ่อนระยะ 2 เซลลท์ี่ถูกแช่แข็งเก็บไวเ้ป็นระยะเวลา 11 ปี สามารถรอดชีวิตหลงัการอุ่นละลายและคลอดออกมาเป็นลูก    
หนูเมา้สท์ี่มีชีวิตหลังการยา้ยฝากตวัอ่อนได ้อีกทั้งลูกหนูเมา้สส์ามารถผสมพันธุต์ามธรรมชาติและมีจ านวนเพี ยงพอส าหรบั
จดัตัง้โคโลนีสตัวท์ดลองไดอ้ีกครัง้ เพื่อต่อยอดงานวิจยันีก้ารศึกษาในอนาคตควรมุ่งเนน้ไปที่การประเมินความสมบูรณ์พันธุ์
ของสตัวท์ดลองที่ไดจ้ากการยา้ยฝากตวัอ่อนในระยะยาว การติดตามการเจรญิเติบโตและการตรวจประเมินภาวะไตบวมน า้  
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