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บทคัดย่อ 
 การแช่แข็งตัวอ่อนเป็นวิธีส าคัญในการเก็บรักษาสายพันธุ์หนูไมซ์ เพื่อบริหารจัดการต้นทุนและคงความบริสุทธิ์ของ
สายพันธุ ์ อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพของการกระตุ้นให้เกิดการตกไข่ (superovulation) และการปฏิสนธินอกร่างกาย  
(in vitro fertilization, IVF) อาจแตกต่างกันไปในแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งข้อมูลเปรียบเทียบที่จ าเพาะเจาะจงส าหรับสายพันธุ์
ส าคัญ เช่น หนูไมซ์ภูมิคุ้มกันบกพร่อง BALB/c Rag-2.Jak3 double knockout (BRJ) และสายพันธ์ุ ICR ยังมีจ ากัด งานวิจัย
นี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ไข่ท่ีได้ อัตราการปฏิสนธิ และการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะ 2 เซลล์ ระหว่าง
หนูไมซ์สายพันธุ์ ICR และ BRJ โดยท าการกระตุ้นหนูไมซ์เพศเมียอายุ 12 สัปดาห์ (n = 5 ตัว/สายพันธุ ์) ด้วยฮอร์โมน 
Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG) และ human Chorionic Gonadotropin (hCG) ตามล าดับ จากนั้น
เก็บเซลล์ไข่ ด าเนินการปฏิสนธินอกตัวสัตว์ โดยเก็บตัวอสุจิหนูไมซ์เพศผู้อายุ 12 สัปดาห์ (n = 5 ตัว/สายพันธ์ุ) และเพาะเลี้ยง
ตัวอ่อนในสภาวะควบคุม 37องศาเซลเซียส  5% CO2 จนถึงตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ผลการศึกษาพบว่า หนูสายพันธุ์ ICR ให้
จ านวนเซลล์ไข่เฉลี่ยที่เก็บได้ 52.4 ± 29.69 เซลล์/ตัว สูงกว่าสายพันธ์ุ BRJ (34.4 ± 25.18 เซลล์/ตัว) ส่วนอัตราการปฏิสนธิ
และการเจริญถึงระยะ 2 เซลล์ของ ICR เท่ากับ 78.24% (205/262) ในขณะที่ BRJ เท่ากับ 75.00% (129/172) อย่างไรก็
ตาม การวิเคราะห์ทางสถิติไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของจ านวนเซลล์ไข่ท่ีไดแ้ละอัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะ 
2 เซลล์ระหว่างสองสายพันธ์ุ (p > 0.05) แต่หนูไมซ์สายพันธ์ุ ICR มีแนวโน้มให้ผลผลิตเซลล์ไข่และอัตราการเจริญของตัวอ่อน
ที่ดีกว่า ผลการศึกษานี้ชี้ว่าแม้วิธีการที่น ามาใช้จะสามารถน าไปใช้กับหนูไมซ์ทั้งสองสายพันธุ์ได้ แต่มีการตอบสนองต่อการ
กระตุ้นฮอร์โมนที่แปรปรวนในแต่ละสายพันธุ ์ ข้อมูลนี้จึงมีความส าคัญ เพื่อเป็นแนวทางปรับปรุงวิธีการแช่แข็งตัวอ่อน 
ตลอดจนเป็นข้อมูลพื้นฐานส าหรับการจัดตั้งธนาคารตัวอ่อน 
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ABSTRACT 

Embryo cryopreservation is a crucial method for preserving mouse strains, aiding in cost 
management and maintaining genetic purity. However, the efficiency of superovulation and in vitro 
fertilization (IVF) can vary significantly among different strains. Specific comparative data for important 
strains, such as the immunodeficient BALB/c Rag-2.Jak3 double knockout (BRJ) mouse strain and the control 
ICR strain, remain limited. Therefore, this study aimed to compare the number of retrieved oocytes, 
fertilization rates, and 2-cell embryo development between ICR and BRJ mouse strains. Twelve-week-old 
female mice (n=5/strain) were superovulated with Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG) and human 
Chorionic Gonadotropin (hCG), respectively. Retrieved oocytes were then subjected to in vitro fertilization 
(IVF) using sperm collected from 12-week-old male mice (n=5/strain). Embryos were subsequently cultured 
under controlled conditions (37°C, 5% CO2) until the 2-cell stage. Results indicated that ICR mice yielded a 
higher average number of retrieved oocytes (52.4 ± 29.69 oocytes/mouse) compared to BRJ mice (34.4 ± 
25.18 oocytes/mouse). The fertilization and 2-cell development rates were 78.24% (205/262) for ICR and 
75.00% (129/172) for BRJ. However, statistical analysis revealed no significant differences in the number of 
retrieved oocytes and 2-cell embryo development rates between the two strains (p > 0.05). Nevertheless, 
the ICR strain consistently showed a tendency towards superior oocyte yield and embryo development 
rates. This study indicates that the response to superovulation and embryo development in mice is strain-
specific, potentially influenced by underlying physiological and genetic factors. This study reveals a variable 
response to hormonal stimulation between mouse strains, despite the applicability of the same protocol 
to both. These findings are crucial for optimizing embryo cryopreservation and provide fundamental data 
for establishing an embryo bank. 

 

ค าส าคัญ: การปฏิสนธินอกตัวสัตว์ในหนูไมซ์  การเจริญของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์  การกระตุ้นการตกไข่  การแช่แข็งตัวออ่น  
หนูไมซ์สายพันธ์ุ ICR และ BRJ 
Keywords:  In Vitro Fertilization in Mice, 2-cells Embryonic, Ovarian Stimulation, Cryopreservation, ICR and 
BRJ Mice 
 

บทน า  
 ศูนย์สัตว์ทดลองภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (NELAC) มหาวิทยาลัยขอนแก่น มีบทบาทส าคัญในการผลิตและ
ให้บริการสัตว์ทดลองขนาดเล็ก เพื่อสนับสนุนงานวิจัย การเรียนการสอน และงานวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี โดยมีการเพาะ
ขยายพันธุ์หนูไมซ์สายพันธุ์ที่จ าเป็น ได้แก่ หนูไมซ์ Institute of Cancer Research (ICR) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่นิยมใช้ในงาน 
วิจัยหลากหลายประเภท เช่น การทดสอบความเป็นพิษและเภสัชวิทยา เนื่องจากมีความหลากหลายทางพันธุกรรมและ  
อัตราการสืบพันธุ์ท่ีดี (Kim et al., 2017) นอกจากน้ี ยังมีการเพาะขยายพันธุ์หนูไมซ์ภูมิคุ้มกันบกพร่อง BALB/c Rag-2.Jak3 
double knockout (BRJ) ซึ่งเป็นโมเดลส าคัญส าหรับงานวิจัยการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง เนื่องจากมีความสามารถในการกด
ภูมิคุ ้มกันที่ช่วยให้เนื ้องอกจากมนุษย์สามารถฝังตัวและเจริญเติบโตได้ดี เหมาะส าหรับการศึกษาการตอบสนองของ  
ระบบภูมิคุ้มกันต่อเนื้องอก และการทดสอบยาหรือวิธีการรักษาที่เน้นภูมิคุ้มกัน เช่น การพัฒนาโมเดลผู้ปลูกถ่ายเนื้องอกจาก
ผู้ป่วย (Patient-Derived Xenograft, PDX) ส าหรับการทดสอบยารักษาในอนาคต (Vaeteewoottacharn et al., 2019) 
อย่างไรก็ตาม การบริหารจัดการและเพาะขยายพันธุ ์สัตว์ทดลองเหล่านี้อย่างต่อเนื ่อง เพื่อรักษาสายพันธุ ์ให้คงที่และ  
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พร้อมใช้งานนั้นมีข้อจ ากัดด้านต้นทุนค่าใช้จ่ายที่สูงมาก ทั้งจากการน าเข้าพ่อแม่พันธุ์ โดยเฉพาะสายพันธุ์เฉพาะทางที่ต้อง
น าเข้าจากต่างประเทศ และค่าใช้จ่ายในการเลี้ยงดูบ ารุงรักษา ซึ่งรวมถึงการใช้พื้นที่และทรัพยากรจ านวนมาก (Brown and 
Moore, 2012) ซึ ่งปัญหาเหล่านี้ส่งผลกระทบโดยตรงต่องานวิจัยที่จ าเป็นต้องใช้สัตว์ทดลอง  เพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าว 
และสนับสนุนการด าเนินงานวิจัยให้ต่อเนื ่องและมีประสิทธิภาพ การน าเอาเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ ์ (Assisted 
Reproductive Technology, ART) โดยเฉพาะการปฏิสนธินอกร่างกาย (in vitro fertilization, IVF) จึงเป็นแนวทางที่ได้รับ
การยอมรับและน ามาใช้กันอย่างแพร่หลาย IVF เป็นกระบวนการที่น าเซลล์ไข่ที่เจริญเต็มที่จากเพศเมียมาปฏิสนธิกับอสุจิของ
เพศผู้ในสภาพแวดล้อมที่ควบคุมในห้องปฏิบัติการ (in vitro) เพื่อให้เกิดตัวอ่อน ซึ่งกระบวนการ IVF มีข้อได้เปรียบที่ส าคัญ
เหนือการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ คือสามารถผลิตตัวอ่อนได้ในปริมาณที่มากกว่ามาก เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเซลล์ไข่
ส  าหรับการท า IVF จะมีการเหนี ่ยวน าให้เกิดภาวะตกไข่เกิน (superovulation) โดยใช้ฮอร์โมน equine chorionic 
gonadotropin (eCG หรือ PMSG) เพื่อกระตุ้นการเจริญของถุงไข่ และตามด้วย human chorionic gonadotropin (hCG) 
เพื่อเหนี่ยวน าการตกไข่พร้อมกัน (Gates, 1956; Luo et al., 2011) การกระตุ้นด้วยวิธีนี้สามารถท าให้ได้เซลล์ไข่โดยเฉลี่ย
ประมาณ 25 ใบต่อหนูหนึ ่งตัว (Byers et al., 2006) ตัวอ่อนที่ได้จากกระบวนการ IVF สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้
หลากหลาย เช่น การขยายพันธ์ุอย่างรวดเร็ว การสร้างกลุ่มหนูทดลองที่มีอายุเท่ากัน และที่ส าคัญคือสามารถแช่แข็งตัวอ่อนได้
ตั้งแต่ระยะ 2 เซลล์เป็นต้นไป ซึ่งเป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาสายพันธุ์หนูไมซ์ทางพันธุกรรม รวมถึงการช่วย
สืบทอดสายพันธ์ุในกรณีที่หนูไม่สามารถผสมพันธุ์ได้ตามธรรมชาติ หรือเมื่อต้องการใช้ไข่หรืออสุจิที่ถูกแช่แข็งไว้ (Takeo and 
Nakagata, 2018) 

ดังนั้น การแช่แข็งตัวอ่อนสัตว์ทดลองจึงเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษาสายพันธุ์ให้คงที่ทางพันธุกรรม 
สามารถป้องกันการสูญเสียสายพันธุ์จากอุบัติภัยและรักษายีนไม่ให้เปลี่ยนแปลงหรือสญูหายไป นอกจากน้ียังช่วยประหยัดเวลา 
ค่าใช้จ่าย และพื้นที่ในการเลี้ยงดูสัตว์เมื่อยังไม่มีความจ าเป็นต้องใช้งาน โดยทั่วโลกมีการเก็บรักษาสายพันธุ์หนูที่ถูกปรับแต่ง
พันธุกรรมไว้แล้วกว่า 60,000 สายพันธ์ุ (Takeo et al., 2020) และสามารถน าตัวอ่อนท่ีแช่แข็งไว้กลับมาเพาะขยายพันธุ์ใหม่
ได้เมื่อต้องการใช้ประโยชน์ ในระดับนานาชาติ เช่น ญี่ปุ่นมีธนาคารสายพันธ์ุหนูท่ีมหาวิทยาลัยคุมาโมโตะ ซึ่งจัดเก็บรักษาสาย
พันธุ์หนูที่ถูกปรับแต่งพันธุกรรมในรูปแบบธนาคารสายพันธุ์ เพื่อให้นักวิจัยสามารถขอใช้ได้ (Nakagata and Takeo, 2019) 
ส าหรับประเทศไทย ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติก็มีการจัดท าธนาคารตัวอ่อนหนูไมซ์ด้วยวิธีแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว 
(vitrification) โดยการเก็บตัวอ่อนจากการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติที่ได้รับการกระตุ้นด้วยฮอร์โมน มีการศึกษาที่ยืนยันว่าตัว
อ่อนหนูแรทสามารถพัฒนาเป็นระยะที่เหมาะสมส าหรับการแช่แข็งได้ดีในสารละลายต่างชนิดกัน (ธีรพงษ์ และคณะ, 2559) 
ด้วยเหตุนี้ เพื่อสนับสนุนการผลิตและเพาะขยายพันธุ ์สัตว์ทดลองของ NELAC และลดปัญหาดังกล่าวข้างต้น ทางศูนย์ฯ  
จึงริเริ่มพัฒนาและส่งเสริมความรู้ด้านเทคนิควิศวกรรมการสืบพันธุ์สัตว์ทดลอง โดยการเก็บรักษาสายพันธุ์สัตว์ทดลองที่เพาะ
ขยายพันธุ์ข้ึนภายในศูนย์ฯ  

ในงานวิจัยครั้งนี้จึงสนใจที่จะศึกษา (1) เพื่อเปรียบเทียบการตอบสนองต่อการกระตุ้นการตกไข่โดยวัดจากจ านวน
เซลล์ไข่ที ่เก็บได้ และ (2) เพื ่อเปรียบเทียบอัตราการปฏิสนธิและการพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ระหว่างหนูไมซ์  
ทั ้งสองสายพันธุ์ ในการเก็บรักษาสายพันธุ ์สัตว์ทดลองที่เพาะเลี ้ยงภายในศูนย์สัตว์ทดลองภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ถึงแม้จะมีการใช้หนูท้ังสองสายพันธ์ุอย่างแพร่หลาย แต่ยังขาดข้อมูลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
ผลิตตัวอ่อนด้วยวิธี IVF ซึ่งเป็นข้อมูลจ าเป็นอย่างยิ่งต่อการวางแผนการเก็บรักษาสายพันธ์ุอย่างมีประสิทธิภาพ เพื่อน ามาเพาะ
ขยายพันธุ ์และบริการหนูไมซ์ตรงตามความต้องการของนักวิจัยและผู้ใช้บริการศูนย์สัตว์ทดลองฯ ทั้งภายในและนอก
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งสามารถลดการน าเข้าสายพันธุ์หนูจากต่างประเทศ ลดต้นทุนในการเพาะเลี้ยงหนูเพื่อนักวิจัย ท าให้
สามารถสร้างผลงานวิจัยและนวัตกรรมที่มีคุณภาพและได้รับการยอมรับ ท้ังในระดับชาติและระดับนานาชาติ 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 
1. สัตว์ทดลองที่ใช้ในการเก็บเซลล์ไข่และตัวอสุจิ 

การศึกษานี้ใช้หนูไมซ์ (Mus musculus Linnaeus, 1758) 2 สายพันธุ ์ คือ สายพันธุ ์ ICR  ใช้วิธีการผสมข้าม 
สายพันธุ์ (Outbreeding) จ านวน 5 คู่ผสม (n = 10) อายุสัตว์ทดลอง 12 สัปดาห์ ± 3 วัน น ้าหนัก เพศผู้ 30 - 35 กรัม  
เพศเมีย 25 - 30 กรัม เพศผู้ 5 ตัว ส าหรับการเก็บตัวอสุจิ (sperm collection) เพศเมีย 5 ตัว ส าหรับการเก็บเซลล์ไข่ 
(oocyte collection) และสายพันธุ์ BRJ ใช้วิธีการผสมพันธุ ์แบบเลือดชิด ( Inbreeding) จ านวน 5 คู่ผสม (n = 10) อายุ
สัตว์ทดลอง 12 สัปดาห์ ± 3 วัน น ้าหนัก เพศผู้ 25 - 30 กรัม  เพศเมีย 20 - 25 กรัม เพศผู้ 5 ตัว ส าหรับการเก็บตัวอสุจิ  
เพศเมีย 5 ตัว ส าหรับการเก็บเซลล์ไข่ การทดลองนี้ได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อสัตว์เพื่อ
งานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น รหัสโครงการเลขท่ี จส.มข. 17/66 
2. การเลี้ยงดูสัตว์ทดลอง 
 เลี ้ยงภายใต้สภาวะแวดล้อม : อุณหภูมิ 22 ± 2 องศาเซียลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ์ 55 ± 10%  รอบแสง  12  
ชั่วโมงสว่าง/12 ชั่วโมงมืด การระบายอากาศ : 10 - 15 รอบต่อชั่วโมง ชั่วโมง ให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปส าหรับหนูทดลอง 
(Perfect Companion Group Co., Ltd., กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) สูตรส าหรับเลี้ยงและขยายพันธุ์ (Breeding Diet, Cat. 
No. 082) มีโปรตีน 24% และให้น ้า RO ที่ผสมคลอรีนความเข้มข้น 3 - 4 ppm เพื่อให้ปราศจากเชื้อ บรรจุใส่ขวดพร้อมจุก
หลอดปิดน าไปเลี้ยงสัตว์ทดลอง โดยให้กินอาหารและน ้าอย่างเพียงพอต่อความต้องการของสัตว์ในแต่ละวัน น ามาเลี้ยงแยก
เพศในกรงพลาสติกโพลีซัลโฟน ขนาด 26.6 x 42.5 x 18.5 เซนติเมตร จ านวน 5 ตัวต่อกรง และด าเนินการตามแนวทาง 
การเลี้ยงและดูแลสัตว์ทดลองของศูนย์สัตว์ทดลองภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
3. การกระตุ้นการตกไข่  
 ท าการเหนี่ยวน าให้หนูเพศเมียเกิดการตกไข่จ านวนมาก โดยฉีด  PMSG (Prospec-Tany TechnoGene Ltd., 
Ness-Ziona, Israel) 10 IU เข้าช่องท้อง ( intraperitoneal; IP) ในช่วงเวลา 16:00 น. หลังจากนั้น 48 ชั ่วโมง ฉีด hCG 
(Prospec-Tany TechnoGene Ltd., Ness-Ziona, Israel)  10 IU  IP 
4. การเก็บไข่  
 ท าการเก็บเซลล์ไข่ ณ เวลา 17 ชั่วโมงหลังการฉีดฮอร์โมน hCG โดยวางยาสลบหนูทดลองด้วยก๊าซไอโซฟลูเรน 
(isoflurane) โดยน าหนูไปวางในภาชนะปิดสนิท (sealed chamber) ที ่ม ีส าลีชุบ isoflurane (Piramal Critical Care, 
Bethlehem, PA, USA) วางอยู่ภายใน รอจนกระทั่งสัตว์หมดสติโดยสังเกตจากอัตราการหายใจที่ช้าลงและไม่ตอบสนองต่อ
การสัมผัส ก่อนน าไปท าการุณยฆาตด้วยวิธีเคลื่อนข้อต่อบริเวณคอ (cervical dislocation) จากนั้น ท าการผ่าตัดเปิดช่องท้อง
เพื่อเก็บท่อน าไข่ (oviducts) น าไปวางไว้ท่ี mineral oil (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) ด้านข้างดรอปของอาหาร
เลี ้ยงตัวอ่อน mHTF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) จากนั ้นน าไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ 
(Olympus, SZX16, Japan) แล้วใช้เข็มกรีดเปิดบริเวณแอมพูลลา (ampulla) ของท่อน ารังไข่ เพื ่อให้กลุ ่มเซลล์ไข่ 
(cumulus-oocyte complexes) หลุดออกมา แล้วท าการย้ายกลุ่มเซลล์ไข่ไปยังดรอปของอาหารเลี้ยงตัวอ่อน mHTF น าไป
บ่มในตู้บ่มเซลล์ที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นระยะเวลา 30 - 60 นาท ี
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5. การเก็บตัวอสุจิ 
ท าการเก็บตัวอสุจิ โดยวางยาสลบหนูทดลองด้วยก๊าซ isoflurane และท าการุณยฆาตด้วยวิธี cervical dislocation 

จากนั้นท าการผ่าตัดเปิดช่องท้องเพื่อเก็บส่วนของท่อน าอสุจิ (caudal epididymis) ทั้งสองข้างมาวางบนกระดาษซับของเหลว 
ตัดส่วนไขมันออกและซับเลือดออก น าไปวางไว้ที่ mineral oil ด้านข้างดรอปของอาหารเลี้ยงตัวอ่อน mHTF จากนั้นน าไป
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ แล้วใช้เข็มกรีดเปิดเพื่อให้ตัวอสุจิไหลออกมาแล้วท าการย้ายตัวอสุจิไปยังดรอปของ
อาหารเลี้ยงตัวอ่อน mHTF น าไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นระยะเวลา 60 นาที 
6. การผสมตัวอ่อน 
 ท าการปฏิสนธินอกร่างกาย โดยใช้ปิ เปตดูดสารละลายตัวอสุจิ (sperm suspension) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  
เติมลงในดรอปของอาหารเลี้ยงตัวอ่อน mHTF ที่มีกลุ่มของเซลล์ไข่อยู่ น าไปบ่มในตู้บ่มเซลล์ที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส 
5% CO2 เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง แล้วท าการล้างเซลล์ไข่จ านวน 3 ครั้ง ด้วยอาหารเลี้ยงตัวอ่อน mHTF ปริมาตรดรอปละ 80
ไมโครลิตร เพื่อก าจัดตัวอสุจิส่วนเกินและเซลล์พี่เลี้ยง (cumulus cells) ที่เกาะอยู่รอบเซลล์ไข่ออกไป ณ เวลา 6 ชั่วโมง 
หลังการปฏิสนธิ ท าการประเมินผลการปฏิสนธิภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และคัดแยกไซโกต (zygotes) ซึ่งเป็นเซลล์ไข่ที่ปฏิสนธิ
สมบูรณ์ ออกจากเซลล์ไข่ที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิ (unfertilized oocytes) ย้ายไข่ที่ไม่ได้รับการผสมออก ให้เหลือแต่ไข่ที่ได้รับ
การผสม โดยไข่ท่ีได้รับการปฏิสนธิสมบูรณ์ (zygote) จะต้องแสดงลักษณะการมีโปรนิวเคลียส 2 อัน (two pronuclei, 2PN) 
ที่ชัดเจนอยู่ภายในไซโทพลาซึม ดังแสดงในรูปที่ 3(C) ส่วนไข่ที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิจะไม่มีลักษณะดังกล่าว หรือมีลักษณะ
เสื่อมสภาพ (degenerate) และแตกหัก (fragmented) ซึ่งจะถูกคัดออก จากนั้น น าไซโกตไปเพาะเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เพื่อให้เกิดการแบ่งเซลล์และเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ (2-cell stage embryo) ท าการนับและคัดเลือกตัว
อ่อน โดยตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ที่มีคุณภาพดีและถูกคัดเลอืกเพื่อการแช่แข็ง จะต้องประกอบด้วยบลาสโตเมยีร์ (blastomere) 
2 เซลล์ที่มีขนาดเท่ากันและสมมาตร โดยมอีัตราการแตกหักของไซโทพลาซึม (cytoplasmic fragmentation) น้อยกว่า 10% 
ก่อนน าไปผ่านกระบวนการแช่แข็ง (cryopreservation) เพื่อเก็บรักษาส าหรับการย้ายฝากในแม่ตัวรับ (recipient female) 
ในล าดับถัดไป 
7. การตรวจนับจ านวนของตัวอ่อน 
 ตรวจนับจ านวนไข่ท่ีเก็บได้ และจ านวนตัวอ่อนท่ีปฏิสนธิเจริญเป็นระยะ 2 เซลล์ของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ ICR และ BRJ 
เพื่อค านวณร้อยละการพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ 
8. สถิติที่ใช้ในการออกแบบการวิจัย/การค านวณขนาดตัวอย่าง/การวิเคราะห์ผล 
 ในการทดลองนี้จะเก็บจ านวน 5 คู่ต่อสายพันธุ์ โดยใช้หนูทดลองจ านวน 5 ตัวต่อกลุ่มทางด้านสถิติ ซึ่งเป็นการ
ค านวณขนาดกลุ่มตัวอย่างในงานวิจัยสัตว์ทดลอง ส าหรับการศึกษาเปรียบเทียบการตอบสนองต่อการกระตุ้นการตกไข่ระหวา่ง
สายพันธุ์ ซึ่งเพียงพอต่อการสังเกตความแตกต่างได้  (Arifin and Zahiruddin, 2017) โดยสัตว์ทดลองได้มาจากการจบัคู่ผสม
พันธุ์ของพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์ได้ลูกออกมาแล้วคัดแยกสัตว์ที่คัดเลือกไว้เป็นพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์ออกเป็นแต่ละกลุ่มเพื่อน ามา
เก็บเซลล์ไข่และตัวอสุจิ ตรวจนับจ านวนเซลล์ไข่ที ่เก็บได้ของแต่ละสายพันธุ ์ และจ านวนตัวอ่อนที่ปฏิสนธิเจริญเป็น  
ระยะ 2 เซลล์ โดยเปรียบเทียบอัตราการปฏิสนธิการเจริญของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ เเบบ Non-parametric test ด้วยวิธี  
Mann-Whitney U test โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 28.0 เพื่อบ่งช้ีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
p < 0.05 
 

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒 𝐹𝑒𝑟𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑒 =
𝑁𝑜. 𝑜𝑓 2 − 𝑐𝑒𝑙𝑙 𝑒𝑚𝑏𝑟𝑦𝑜𝑠 𝑥 100

𝑁𝑜. 𝑜𝑓 − 𝑐𝑒𝑙𝑙 𝑒𝑚𝑏𝑟𝑦𝑜𝑠 +  𝑁𝑜. 𝑜𝑓 𝑢𝑛𝑓𝑒𝑟𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑒𝑑 𝑜𝑜𝑐𝑦𝑡𝑒𝑠
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

1. ผลการเปรียบเทียบการตอบสนองต่อการกระตุ้นการตกไข่โดยวัดจากจ านวนเซลล์ไข่ที่เก็บได้ 
จากรูปที่ 1 ผลของการฉีดกระตุ้นไข่ด้วยฮอร์โมน PMSG และ hCG เพื่อตรวจสอบความสามารถในการกระตุ้นการ

เจริญของไข่และเกิดการไข่ตก เมื่อท าการกระตุ้นไข่โดยการฉีดฮอร์โมน PMSG ขนาด 10 IU หลังจากนั้น 48 ช่ัวโมง ท าการฉีด
ฮอร์โมน hCG 10 IU เพื่อท าให้ไข่ตก ภายหลังการฉีดผ่านไป 17 ชั่วโมง ท าการเก็บท่อน าไข่อย่างรวดเร็ว น าไปไว้ในจาน
อาหารที่มี mineral oil ดูภายใต้กล้องสเตอริโอ โดยสังเกตุลักษณะทางกายรูปภายนอกของท่อน ารังไข่ ตร งต าแหน่งของ 
ampulla พบว่า ผลของการฉีดกระตุ้นไข่ด้วยฮอร์โมน ฮอร์โมน PMSG และ hCG ขนาด 10 IU มีประสิทธิภาพในการเพิ่ม
จ านวนไข่ท่ีเกิดขึ้นในถุงไข่ของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ ICR และ BRJ ทั้งคู่ โดยขนาดของถุงไข่ของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ ICR มีขนาดใหญ่
กว่าหนูไมซ์ สายพันธ์ุ BRJ 

(A)                                                 (B) 
รูปที่ 1 ลักษณะทางกายรูปภายนอกของรังไข่ท่ีเกิดการบวมของถุงรังไข่หลังฉีดฮอร์โมน hCG 10 IU ของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ ICR 
(A) และ BRJ (B) โดยลูกศรสีแดงช้ีไปยังต าแหน่งของ ampulla ที่ก าลังขยาย 12.5 เท่า 
 

จากรูปที่ 2 ภายใน ampulla (A) จะพบกลุ่มของ COCs อยู่ภายในท่อน าไข่ ท าการเก็บ COCs ไปยังดรอปอาหาร 
(B) และน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซียลเซียส 5% CO2  เวลา 30 - 60 นาที จะพบไข่ที่ล้อมรอบด้วยคิวมูลัส (C) ซึ่งเป็น
เซลล์พี ่เลี้ยงที่ช่วยในกระบวนการเจริญเติบโตของไข่และช่วยในการปฏิสนธิ โดยเทคนิคที่ใช้ในการเก็บรวบรวมไข่เป็น
กระบวนการที่ส าคัญมากท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญไข่และการประเมินคุณภาพของไข่ก่อนการผสมของไข่ในห้องปฏิบัติการ  

(A)                                    (B)                                   (C) 
รูปที่ 2 ลักษณะ ampulla ที่ลอยอยู่ใน mineral oil ในจานอาหาร ที่ก าลังขยาย 12.5 เท่า (A) การเก็บ COCs ไปยังดรอป
อาหาร ที่ก าลังขยาย 12.5 เท่า (B) กลุ่ม COCs ที่มีเซลล์ไข่ (ลูกศรสีแดง) ล้อมรอบเซลล์คิวมูลัส (ลูกศรสีขาว) ที่ก าลังขยาย 
40 เท่า (C)  
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จากรูปที่ 3 เมื่อน าเซลล์ไข่มาผสมกับตัวอสุจิ โดยท าปิเปตสารละลายตัวอสุจิปริมาณ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนดรอป
อาหารที่มีเซลล์ไข่ (A) หลังการผสม 3 ช่ัวโมง จะน าไข่ท่ีไม่สมบูรณ์ มีการย่อยสลายแตกหักของเซลล์ภายในออกจากดรอป (B) 
และหลังการผสม 6 ชั่วโมง จะประเมินไข่ที่เกิดการปฏิสนธิที่สมบูรณ์จากการมี 2 pronuclei ซึ่งจะเป็นวงกลมสองวงมาจาก
พ่อและแม่อย่างละ 1 เซลล์  ซึ่งเรียกว่าระยะนี้ว่า 2PN ซึ่งโปรนิวเคลียสทั้งสองก็คือโครโมโซมของไข่และเช้ืออสุจิ (C) 

 (A)                                    (B)                                    (C) 
รูปที่ 3 การผสมระหว่างเซลล์ไข่ (ลูกศรสีขาว) และตัวอสุจิ (ลูกศรสีด า) ในดรอปอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ก าลังขยาย 63 เท่า (A)  
หลังการผสม 3 ชั่วโมง จะพบไข่ที่ผสม (ลูกศรสีขาว) และไม่ผสม (ลูกศรสีด า)  ไข่ที่ไม่สมบูรณ์ซึ่งมีลักษณะเสื่อมสภาพและ
แตกหักจะถูกคัดออก (ลูกศรสีแดง) ที่ก าลังขยาย 40 เท่า (B) หลังการผสม 6 ช่ัวโมง ไข่ท่ีปฏิสนธิสมบูรณ์จะแสดงลักษณะ โปร
นิวเคลียส 2 อัน (2 pronuclei; 2PN) (ลูกศรสีแดง) ซึ่งเป็นนิวเคลียสที่มาจากพ่อและแม่อย่างละหนึ่งอัน ก่อนที่จะรวมตัวกัน
เป็นนิวเคลียสของไซโกต ที่ก าลังขยาย 63 เท่า (C)  
 

 จากรูปที่ 4 การคัดเลือกเซลล์ไข่ (oocytes) ที่มีคุณภาพดีเป็นข้ันตอนส าคัญอย่างยิ่งต่อความส าเร็จของการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง และการพัฒนาของตัวอ่อนในระยะถัดไป เกณฑ์การคัดเลือกหลักจะพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวทิยา 
(morphology) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเซลล์ไข่ที่สมบูรณ์ควรมีลักษณะ กลม (spherical shape) และมีเยื่อหุ้มเซลล์ 
(zona pellucida) ที่เรียบเนียน ไม่บุบสลายหรือผิดรูป มีการปรากฏของ โพลาร์บอดีแรก (first polar body) ที่มีขนาดปกติ 
กลม และไม่แตกตัว (intact and non-fragmented) เป็นตัวบ่งช้ีส าคัญของเซลล์ไข่ที่อยู่ในระยะเมตาเฟส II (Metaphase II, 
MII) ซึ่งเป็นระยะที่พร้อมส าหรับการปฏิสนธิ (A) ส่วนตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ (2-cell embryo) ที่มีคุณภาพดีและถูกคัดเลือก
เพื่อการแช่แข็ง จะต้องประกอบด้วยบลาสโตเมียร์ (blastomere) 2 เซลล์ที่มีขนาดเท่ากันและสมมาตร โดยมีอัตราการ
แตกหักของไซโทพลาซึม (cytoplasmic fragmentation) น้อยกว่า 10% (B) 
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  (A)                                                            (B) 

รูปที ่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที ่เป็นตัวแทนของเกณฑ์การคัดเลือกเซลล์ไข่ค ุณภาพดี จะพบ first polar body  
(ลูกศรสีแดง) ที ่ก าลังขยาย 50 เท่า (A)  และตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์คุณภาพดีมีบลาสโตเมียร์ (blastomere) 2 เซลล์  
(ลูกศรสีขาว) ที่มีขนาดเท่ากันซึ่งจะถูกคัดเลือกเพื่อแช่แข็ง ที่ก าลังขยาย 50 เท่า (B) 
 

จากผลการศึกษาการเปรียบเทียบจ านวนไข่ที่เก็บได้ของหนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR และ BRJ พบว่า สามารถเก็บไข่ จาก
หนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR ได้จ านวน 19  37  53  54  99 ใบ (ตารางที่ 1) ซึ่งสามารถเก็บไข่หนูไมซ์สายพันธุ์ ICR ได้ทั้งสิ้น  
262 ใบ และ BRJ ได้15  18  23  40  76 ใบ (ตารางที่ 2) ซึ่งสามารถเก็บไข่หนูไมซ์สายพันธุ์ BRJ ได้ทั้งสิ้น 172 ใบ และ
สามารถปฏิสนธิเจริญเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ได้ทั้งสองสายพันธ์ุ 
 

2. ผลการเปรียบเทียบอัตราการปฏิสนธิและการพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ระหว่างหนูไมซ์ท้ังสองสายพันธุ์  
จากผลการศึกษาการเปรียบเทียบอัตราการปฏิสนธิการเจริญของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ของหนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR 

และ BRJ ภายหลังการผสม 24 ชั่วโมง พบว่า ผลการทดลองในตารางที่ 1 หนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR สามารถปฏิสนธิเจริญเป็น
ระยะ 2 เซลล์ ได้ 14  30  48  30  83  ใบโดยคิดเป็น 73.68%(14/19)  81.08%(30/37)  90.57%(48/53)  55.56%(30/54)  
83.84%(83/99) ตามล าดับ โดยสามารถเก็บรักษาสายพันธุ์หนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR จากการเก็บตัวอ่อนระยะ 2 cell ได้ทั้งสิ้น 
205 ตัวอ่อน ซึ่งมีอัตราการปฏิสนธิเจริญเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ของหนูไมซ์ของสายพันธ์ุ ICR ได้ 78.24%(205/262)  

 

ตารางที่ 1 การค านวณอัตราการปฏิสนธิของของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ ICR 
Calculate Fertilization rate 

stain Total No. of oocyte No. of unfertilized oocyte No. of 2-cell embryos Fertilization rate (%) 
ICR-1 19 5 14 73.68 
ICR-2 37 7 30 81.08 
ICR-3 53 5 48 90.57 
ICR-4 54 24 30 55.56 
ICR-5 99 16 83 83.84 

Total 262 57 205 78.24 
 

จากตารางที่ 2 หนู BRJ สามารถปฏิสนธิเจริญเป็นระยะ 2 เซลล์ได้ 10  16  15  36  52 ใบ โดยคิดเป็น 66.67% 
(10/15)  88.89%(16/18)  65.22%(15/23)  90.00%(36/40)  68.42%(52/76) ตามล าดับ โดยสามารถเก็บรักษาสายพันธุ์
หนูไมซ์ สายพันธุ์ BRJ จากการเก็บตัวอ่อนระยะ 2 cell ได้ทั้งสิ้น 129 ตัวอ่อน ซึ่งมีอัตราการปฏิสนธิการเจริญของตัวอ่อน
ระยะ 2 เซลล์ ของหนูไมซ์ของสายพันธ์ุ BRJ ได้ 75.00%(129/172) 
 
 



284 KKU Science Journal Volume 53 Number 2  Research 
 

ตารางที่ 2 การค านวณอัตราการปฏิสนธิของของหนูไมซ์ สายพันธ์ุ BRJ 
Calculate Fertilization rate 

Stain Total No. of oocyte No. of unfertilized oocyte No. of 2-cell embryos Fertilization rate (%) 

BRJ-1 15 5 10 66.67 
BRJ-2 18 2 16 88.89 
BRJ-3 23 8 15 65.22 
BRJ-4 40 4 36 90.00 
BRJ-5 76 24 52 68.42 

Total 172 43 129 75.00 
  

 จากตารางที่ 3 การวิเคราะห์ทางสถิติเเบบ Non-parametric test ด้วยวิธี Mann-Whitney U test พบว่า ค่าเฉลี่ย
ของอัตราการเก็บไข่ของหนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR 52.4 ± 29.69  BRJ 34.4 ± 25.18 จ านวนตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ของหนูไมซ์ 
สายพันธุ์ ICR 41.00 ± 26.38  BRJ 25.8 ± 17.69 แม้ว่าค่าเฉลี่ยของจ านวนไข่ที่เก็บได้และจ านวนตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ใน
กลุ่มหนู ICR จะมีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่ม BRJ แต่เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้ว ค่าเฉลี่ยของอัตราการปฏิสนธิการเจริญของตัวอ่อน
ระยะ 2 เซลล์ ของหนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR 76.94 ± 13.40  BRJ 75.84 ± 12.47 ในแต่ละกลุ่มไม่พบความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่ม (p > 0.05) อย่างไรก็ตามหนูไมซ์ สายพันธุ์ ICR มีแนวโน้มการเก็บไข่และการเจริญตัวอ่อน
ระยะ 2 เซลล์มีจ านวนมากกว่าหนูไมซ์ สายพันธ์ุ BRJ 
 

ตารางที่ 3 ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) ของจ านวนไข่, ตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ และอัตราการปฏิสนธิของ
หนูไมซ์สายพันธ์ุ ICR และ BRJ (n=5 ต่อกลุ่ม) วิเคราะห์โดยใช้สถิติ Mann-Whitney U test 

variables ICR BRJ p - value 
Total oocyte (No.) 52.4 ± 29.69 34.4 ± 25.18 0.251 
2 cell embryo (No.) 41.00 ± 26.38 25.8 ± 17.69 0.463 
% fertility 76.94 ± 13.40 75.84 ± 12.47 0.754 

 

 ผลการศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าการใช้ฮอร์โมน PMSG และ hCG ขนาด 10 IU สามารถกระตุ้นการตกไข่ในหนไูมซ์
ทั้งสองสายพันธุ์ได้ จากการสังเกตลักษณะทางกายภาพ พบว่าบริเวณถุงไข่ (ampulla) ของหนูไมซ์สายพันธุ์ ICR มีลักษณะ
บวมโตกว่าของสายพันธุ์ BRJ (รูปที่ 1) ซึ่งสอดคล้องกับแนวโน้มของจำนวนเซลล์ไข่ที่เก็บได้โดยเฉลี่ยซึ่งสูงกว่าในหนู ICR  
(52.4 ± 29.69 ใบ) เมื่อเทียบกับหนู BRJ (34.4 ± 25.18 ใบ) แม้ว่าความแตกต่างนี้จะยังไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
อย่างไรก็ตาม การตีความว่าขนาดของถุงไข่ที่ใหญ่กว่าเป็นผลมาจากการตอบสนองต่อฮอร์โมนที่ดีกว่าเพียงอย่างเดียวนั้น
จำเป็นต้องพิจารณาปัจจัยอื่นท่ีอาจส่งผลกระทบได้เช่นกัน ประการแรกคือ ความแตกต่างพ้ืนฐานทางสรีรวิทยาและพันธุกรรม
ระหว่างสายพันธุ์ ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่าการตอบสนองต่อการกระตุ้นการตกไข่ให้ได้ไข่จำนวนมากนั้นขึ้นอยู่กับสายพันธุ์  
ของสัตว์ทดลองเป็นอย่างยิ ่ง (Takeo and Nakagata, 2016) โดยหนู ICR เป็นสายพันธุ ์ Outbred ที่มีขนาดตัวใหญ่และ
น้ำหนักมากกว่าหนู BRJ ซึ่งเป็นสายพันธุ์ Inbred ขนาดของอวัยวะในระบบสืบพันธุ์ที่ใหญ่กว่าจึงอาจเป็นลักษณะประจำ 
สายพันธุ์อยู่แล้ว ปัจจัยนี้จึงอาจเป็นปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อจำนวนไข่ที่เก็บได้ นอกจากนี้ โครงสร้างและขนาดของ ampulla 
ยังมีความสำคัญต่อกระบวนการเก็บไข่ การปฏิสนธิ และการเจริญของตัวอ่อนในระยะแรกเริ ่มอีกด้วย ( Li Shuai and 
Winuthayanon, 2017) ประการที่สอง ซึ่งถือเป็นข้อจำกัดของการศึกษานี้ คือการประเมินขนาดถุงไข่เป็นการประเมินเชิง
คุณภาพจากการสังเกตด้วยสายตาเท่านั้น โดยไม่ได้มีการวัดขนาดเชิงปริมาณและนำมาวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อยืนยันความ
แตกต่างอย่างชัดเจน ดังนั้นจึงไม่สามารถสรุปได้อย่างแน่ชัดว่าขนาดที่ แตกต่างกันนั้นเป็นผลโดยตรงจากการกระตุ้นด้วย
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ฮอร์โมนหรือเป็นลักษณะทางกายภาพปกติของสายพันธ์ุ ดังนั้น แม้ว่าผลการทดลองจะชี้ให้เห็นถึงแนวโน้มที่หนู ICR ให้จำนวน
ไข่มากกว่า แต่การจะสรุปถึงประสิทธิภาพการตอบสนองต่อฮอร์โมนจำเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยควบคุมตัวแปร ด้าน
น้ำหนักตัว หรือมีการวัดขนาดของถุงไข่อย่างเป็นมาตรฐาน เพื่อแยกแยะผลกระทบจากฮอร์โมนออกจากปัจจัยพื้นฐานทางสาย
พันธุ์ให้ชัดเจนยิ่งขึ้นนอกจากน้ี การศึกษายังพบความแปรปรวนในการตอบสนองของหนูแต่ละตัว ถึงแม้จะมีอายุเท่ากันหรือมา
จากครอกเดียวกัน ซึ่งชี้ให้เห็นถึงความแตกต่างในระดับปัจเจกบุคคล ขนาดของฮอร์โมนที่ใช้กระตุ้น ผลการศึกษานี้ซึ่งใช้
ฮอร์โมนขนาด 10 IU มีความแตกต่างจากการศึกษาที่ผ่านมาซึ่งพบว่าขนาดของยาที่ต่ำกว่า (5 IU) ก็สามารถกระตุ้นการตกไข่
ได้ดีในหนูบางสายพันธ์ุ (Byers et al., 2012) ผลลัพธ์ที่แตกต่างนี้ช้ีให้เห็นว่าขนาดฮอรโ์มนท่ีเหมาะสมที่สดุอาจมคีวามจำเพาะ
ต่อสายพันธ์ุ การใช้ฮอร์โมนขนาด 10 IU สามารถกระตุ้นให้เกิดการตกไข่ในปริมาณที่เพียงพอต่อการนำไปศกึษาต่อไดใ้นหนูท้ัง
สองสายพันธ์ุ ซึ่งเป็นขนาดมาตรฐานที่ใช้กันทั่วไปในการทำ IVF ในหนูไมซ์ (Takeo and Nakagata, 2015) ทั้งนี้ การศึกษานี้
ไม่ได้มีวัตถุประสงค์เพื ่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของฮอร์โมนที่ขนาดความเข้มข้นต่างๆ อย่างไรก็ตามในขั้นตอนของ
กระบวนการเก็บไข่ ซึ่งต้องมีความชำนาญและเทคนิคท่ีใช้ในการเก็บรวบรวมไข่มีผลอย่างมีนัยสำคัญต่อทั้งปริมาณและคุณภาพ
ของเซลล์ไข่ที่ได้ ซึ ่งจะส่งผลโดยตรงต่ออัตราการปฏิสนธิและการพัฒนาของตัวอ่อนในระยะต่อไป ( Whittingham and 
Wood, 1983) ถึงแม้จะมีปัจจัยที่ซับซ้อนเหล่านี้ แต่วิธีการที่ใช้ในการศึกษานี้ก็ประสบความสำเร็จในการเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพื่อ
นำมาปฏิสนธิภายนอกร่างกายและสามารถพัฒนาไปเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ได้ ซึ่งเป็นการยืนยันศักยภาพของการศึกษาน้ี
สำหรับงานวิจัยด้านเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธ์ุต่อไป 
 จากการเปรียบเทียบอัตราการปฏสินธิของการพัฒนาเป็นตวัอ่อนในระยะ 2 เซลล์ของหนูไมซ์สายพันธ์ุ ICR เเละ BRJ 
นั้น หนูสายพันธ์ุ ICR มีอัตราการปฏิสนธิและพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์สูงกว่าเล็กน้อยเมื่อเทียบกับหนูสายพันธ์ุ BRJ แต่
ผลการวิเคราะห์ทางสถิติไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งสามารถเก็บรักษาตัวอ่อนระยะ2 เซลล์ ของหนูไมซ์ สายพันธุ์ 
ICR ในการผสมแบบข้ามจากการเก็บตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ได้ทั้งสิ้น 208 ตัวอ่อน เเละหนูไมซ์ สายพันธุ์ BRJ จากการผสม
พันธุ์แบบเลือดชิดได้ทั้งสิ้น 129 ตัวอ่อน โดยมีอัตราการปฏิสนธิเจริญเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ของหนูไมซ์ของสายพันธุ์ ICR 
79.39%(208/262) เเละหนูไมซ์ของสายพันธุ์ BRJ 75.00%(129/172) ซึ่งจากการจับคู่ผสมภายนอกร่างกายสัตว์ มีความ
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่าอัตราการพัฒนาของตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ในกลุ่มหนูไมซ์ที่ใช้ไข่และตัวอสุจิจากสาย
พันธุ์ต่าง ๆ มีอัตราการพัฒนาอยู่ในช่วง 22 - 45% (Nakagata, 1993) ซึ่งต่ำกว่าผลการทดลองในหนูไมซ์สายพันธุ์ ICR และ 
BRJ ที่มีอัตราการพัฒนาอยู่ระหว่าง 55 - 90% ในการศึกษานี้ ซึ่งอาจสะท้อนให้เห็นว่าหนูสายพันธุ์ ICR และ BRJ มีศักยภาพ
ในการตอบสนองต่อการปฏิสนธิและพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ที่ดีกว่า ซึ่งความแตกต่างในอัตราการพัฒนาของตัวอ่อน
ระหว่างงานวิจัยนี้และงานวิจัยก่อนหน้าอาจเนื่องมาจากปัจจัยหลายประการ เช่น วิธีกา รเก็บไข่ เทคนิคการปฏิสนธิ และ
สภาพแวดล้อมการเลี้ยงตัวอ่อนในห้องปฏิบัติการที่แตกต่างกัน โดยงานวิจัยนี้ใช้ฮอร์โมน PMSG และ hCG ขนาด 10 IU ซึ่ง
อาจมีบทบาทสำคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพการตกไข่และการพัฒนาของตัวอ่อนสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา (Takeo and 
Nakagata, 2015) ที่แสดงให้เห็นว่าการใช้ฮอร์โมนขนาดเหมาะสมช่วยเพิ่มอัตราการพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากน้ี การผสมพันธ์ุแบบข้ามในสายพันธุ์ ICR และการผสมพันธ์ุแบบเลือดชิดในสายพันธุ์ BRJ อาจมีผลต่อ
การพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์ ซึ่งเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่อาจส่งผลต่อความแตกต่างในอัตราการพัฒนาของตัวอ่อนระหว่าง
สายพันธุ์ อีกทั้งการศึกษานี้มีข้อจำกัดด้านจำนวนหนูทดลอง เนื่องจากมีจำนวนคู่ผสมพันธุ์น้อยเกินไป ทำให้ได้ลูกหนูสำหรับ
ทดลองไม่มากพอท่ีจะสรุปผลในภาพรวมของแต่ละสายพันธ์ุได้ ความแปรปรวนในการตอบสนองต่อฮอร์โมนที่สูงในหนู ICR ซึ่ง
เป็นสายพันธ์ุ outbred (SD = 29.69) และ BRJ ซึ่งเป็นสายพันธุ์ inbred (SD = 25.18)  โดยขนาดตัวอย่างที่ค่อนข้างเล็ก (n 
= 5 ต่อกลุ่ม) อาจมีกำลังทางสถิติไม่เพียงพอที่จะตรวจจับความแตกต่างเล็กน้อยได้ ชี้ให้เห็นว่าการวางแผนการทดลองอาจ
ตอ้งใช้จำนวนสัตว์ทดลองมากขึ้นเพื่อชดเชยความหลากหลายทางพันธุกรรมนี้ จึงควรเพิ่มจำนวนหนูพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์ในแต่
ละรุ่นการผสมพันธุ์ เพื่อให้ได้ขนาดตัวอย่างที่มากพอสำหรับการวิเคราะห์ผลที่จะทำให้ผลการวิจัยน่าเชื่อถือยิ่งขึ้นเกี่ยวกับ
ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ ICR และ BRJ อีกทั้งข้อจำกัดในการทดลองนี้ยังไม่ได้มีการเก็บข้อมูลเชิงปริมาณเพื่อวัดขนาด 
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ampulla เทียบกับน้ำหนักตัว จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยการวัดขนาด ampulla และนำมาปรับมาตรฐาน (standardize) 
กับน้ำหนักตัว เพื่อแยกแยะผลกระทบระหว่างปัจจัยทางสรีรวิทยาของสายพันธุ์และการตอบสนองต่อฮอร์โมนให้ชัดเจนยิ่งขึ้น 
รวมถึงการประเมินผลในครั้งนี้สิ้นสุดที่ระยะ 2 เซลล์ ซึ่งยังไม่สามารถรับประกันศักยภาพการพัฒนาไปจนถึงระยะที่สามารถฝัง
ตัวได้ และการใช้ฮอร์โมนเพียงขนาดความเข้มข้นเดียว ทำให้ไม่สามารถสรุปได้ว่าเป็นขนาดที่เหมาะสมที่สุดสำหรับแต่ละสาย
พันธุ ์
 

สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลติตัวอ่อนระหว่างหนูไมซ์สายพันธุ์ ICR และ BRJ สรุปได้ว่าวิธีการ

กระตุ้นด้วยฮอร์โมน PMSG และ hCG ขนาด 10 IU สามารถใช้ในการผลิตตัวอ่อนนอกร่างกายของทั้งสองสายพันธุ์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในอัตราการเจริญเป็นตัวอ่อนระยะ 2 เซลล์  ควรมีการศึกษา
เพิ่มเติมในประเด็นต่อไปนี้ (1) เพิ่มจ านวนสัตว์ทดลองเพื่อเพิ่มความน่าเชื่อถือทางสถิติ  (2) การเก็บข้อมูลเชิงปริมาณเพื่อวัด
ขนาด ampulla เทียบกับน ้าหนักตัว  (3) ติดตามการพัฒนาของตัวอ่อนไปจนถึงระยะบลาสโตซิสต์ (blastocyst) และทดลอง
ย้ายฝากตัวอ่อนเพื่อประเมินศักยภาพการให้ก าเนิดลูก และ (4) ศึกษาเปรียบเทียบระดับความเข้มข้นของฮอร์โมนที่แตกต่าง
กัน เพือ่หาวิธีการที่เหมาะสมที่สุด (optimization) ส าหรับแต่ละสายพันธ์ุโดยเฉพาะ 
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