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   วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพ่ือตร วจสอบประสิทธิภาพของการแชแข็ง และความสามารถใน

การเจริญไปเปนบลาสโตซีสของเอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมีย 4 สายพันธุ เพ่ือนําไปใชเก็บรักษาหนูสายพันธุ

ที่มีคุณคานี้ เอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมีย ระยะ 8-16 เซลล เกิดจากการนําหนูเมาสธาลัสซีเมียเพศผูแตละ

สายพันธุผสมกับหนูเมาสเพศเมียปกติ (C57BL/6J) แลวนาํมาแชแขง็ดวยวิธีวิทริฟเกชั่น (vitrification) 

ในสารละลายเอทิลีน ไกลคอล  (ethylene glycol) 35% พบวาอัตราการเจริญไปเปนบลาสโตซีสของ

เอ็มบริโอแชแข็งเปรียบเทียบกับเอ็มบริโอสดในหนสูายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 เทากับ 62 V.S. 93, 

63 V.S. 94, 48 V.S. 81 และ 54 V.S. 87% ตามลาํดับ ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเจริญไปเปน 

บลาสโตซิสของเอ็มบริโอแชแข็งต่ํากวาเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตรวจสอบคณุภาพของ  

บลาสโตซีส จากการนบัจํานวนเซลลของบลาสโตซสี พบวาจํานวนเซลลในบลาสโตซสีทีเ่จรญิ  มาจาก

เอ็มบริโอสดและเอ็มบริ โอแชแขง็ไมมคีวามแตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญ ทางสถติใินหนทูัง้ 4 สายพันธุ  

โดยคาเฉลี่ยของจํานวนเซลล (mean±SD) ในบลาสโตซีสที่เจริญมาจากเอ็มบริโอสดในหนูสายพันธุ 654, 

BKO, E2 และ E4 มีคาเทากับ 60±10, 57±14, 67±12 และ 66±12 เซลล/บลาสโตซสี ตามลาํดับ และ

จํานวนเซลลในบลาสโตซสีทีเ่จรญิมาจากเอ็มบรโิอแชแขง็ในหนสูายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 มีคา

เทากับ 59±11, 60±13, 57±15 และ 62±9 เซลล/บลาสโตซสี ตามลาํดับ สําหรับการตรวจสอบการเจริญ

ของเอ็มบริโอในตัวสัตวหลังการยายฝาก โดยตรวจสอบการฝงตัว จุดเลือดฝงตัว และการเจริญเปนฟตัส

ของเอ็มบริโอสดและเอ็มบรโิอแชแขง็ หลังการยายฝาก   พบวาอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสดมีคาอยู

ระหวาง 26.2 ถงึ 48.3%  สายพันธุที่มีอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสูงสุด คือ BKO (48.3%) รองลงมาคือ 

654 (39.1%), E2 (33.3%) และ E4 (27.4%) อัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอที่ผานการแชแข็งมีคาอยู

ระหวาง 13.1 ถงึ 41.9 % สายพันธุที่มีอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสูงสุด คือ BKO (41.9%) รองลงมาคือ 

654 (33.9%), E2 (32.3%), และ E4 (13.1%) การตรวจสอบจีโนไทปของเอ็มบริโอที่มีการฝงตัว พบวามี

เอ็มบริโอที่เปนหนูธาลัสซีเมียในหนูสายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 มีคาระหวาง 10.0 ถงึ 38.5% จาก

ผลการทดลองการเจริญของเอ็มบริโอในตัวสัตวหลัง การแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น ที่ใชในการทดลองใน

ครั้งนี้ไมมีผลตออัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอหนูสายพันธุ 654, BKO, E2 ยกเวนสายพันธุ E4 ซึ่งมีอัตรา

การฝงตัวต่ํากวาเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  อัตราการเกิดจุดเลือด และการเจริญเปนฟตัสของ

เอ็มบริโอหนูทั้ง 4 สายพันธุ ไมแตกตางจากเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
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  The purpose of this study was to investigate the efficiency of embryo cryopreservation 

for four transgenic (TG) thalassaemic mouse strains, key elements of the ongoing gene 

banking efforts for these high-valued animals. Heterozygous transgenic embryos were 

produced by breeding four lines of transgenic males to wild type (WT) female (C57BL/6J). 

Intact 8-16-cell embryos were cryopreserved by vitrification in straw using 35% ethylene glycol. 

Percentage of blastocyst developed from cryopreserved and fresh embryos in  654, BKO, E2, 

and  E4 strains  were  62 V.S. 93, 63 V.S. 94, 48 V.S. 81, and 54 V.S. 87%, respectively. 

Blastocyst quality was evaluated from counting of blastocyst cell number. Mean±SD of  cell 

number in blastocyst developed from fresh embryo in 654, BKO, E2, and E4 strains were 

60±10, 57±14, 67±12 and 66±12 cells/blastocyst, respectively. Mean±SD of cell number in 

blastocyst developed from vitrified embryo were 59±11, 60±13, 57±15 and 62±9 

cells/blastocyst, respectively. The results showed that there was no significantly different in 

blastocyst cell number among groups. In vivo development of fresh and vitrified embryos after 

embryo transfer was determined from implantation and fetus rate. The implantation and fetus 

percentages of fresh embryo of four strains were between 26.2 to 48.3%. The best implantation 

was BKO (48.3%), 654 (39.2%), E2 (33.3), and E4 (27.4%). The implantation percentages of 

vitrified embryos of four strains were between 13.1 to 41.9%. The best implantation was BKO 

(41.9%), 654 (33.9%), E2 (32.3%), and E4 (13.1%). After genotyping of implantation embryo, 

percentages of thalassaemic mouse embryo were between 10.0 to 38.5%. The present study 

showed that vitrification was not influent to the implantation rates of 654, BKO and E2, while E4 

had a significant reduction in implantation rate. Mole and fetus rates were not significantly 

different among four strains. 
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บทที่1 

บทนํา 

 

ภูมหิลัง 

    การเลี้ยงและการ ใชสัตวทดลองที่ไดรับการดัดแป ลงพันธุกรรมให เปนตนแบบ (model) 

การศึกษาโรค มนษุย เพ่ืองานวจิั ย งานทดสอบ และงานสอนเปนสิง่ที่ จําเปน เพ่ือสรางความรูและ

ทกัษะของบคุลากร และพัฒนาคณุภาพชวีติของมนษุย  

    ธาลัสซีเมียเป นโรคถายทอดทางพันธุกรรมที่พบบอยที่สุดในคนไทย โดยประมาณจาก

อุบัติการณของผูที่เปนพาหะซึ่งมีประมาณ รอยละ  30-40 ของประชากร (Fucharoen. 1987)
1 
      

โรคเบตา-ธาลัสซีเมีย เกิดจากความผิดปกติของยีนที่ทําใหมีการสังเคราะหเบตาโกลบินลดลงหรือ

สงัเคราะหไมได ในขณะที่การสังเคราะหอัลฟาโกลบินยังเกิดขึ้นไดตามปกติ ทําใหเกิดความไมสมดุล 

(imbalance) ของโปรตนีอัลฟาและเบตาโกลบนิในเม็ดเลอืดแดง เพราะ อัลฟาโกลบินไมมีคูจับ   

อัลฟาโกลบินที่เหลือไมสามารถรวมตัวเปนฮีโมโกลบินที่เสถียร จึง ตกตะกอนและสลายไปในเม็ด

เลอืดแดงฮีม (Heme) หรือเหล็กที่เกิดจากการสลายของ อัลฟาโกลบินจะจับกับผนังเซลลเม็ดเลือด

แดง กอใหเกิดพยาธสิภาพทีผ่นงัเม็ดเลอืดแดงโดยกระบวนการออกซเิดชัน่ สงผลใหเม็ดเ ลอืดแดง   

ธาลัสซีเมียมีรูปรางผิดป กติ ขาดความยืดหยุน เซลลเม็ดเลือดแดงที่อยูในไขกระดูกของผูปวยจึงมี

อายุสั้นและถูกทําลายไปตั้งแตระยะที่ยังเปนเซลลเม็ดเลือดแดง ตวัออน (ineffective erythropoiesis) 

ผูปวยเบตาธาลัสซีเมียที่มีอาการรุนแรงจะมีอาการซีดมาก จึงตองไดรับเลือดหรือรับการรักษาอาการ

ตาง ๆ เปนประจําตั้งแตเด็ก การรับเลือดบอย ๆ จะทําใหเกิดภาวะเหล็กเกินและสะสมตามอวัยวะใน

รางกาย (Weatherall. 2001)2  

    สภาวะเหล็กเกินในโรคเบตาธาลัสซีเมีย ซึ่งมีผลมาจากการไดรับเลือดเปนประจําและมี

การดูดซึมธาตุเหล็กเพ่ิมมากขึ้นในลําไส (Fiorelli. 1990)
3
 ทําใหมีการสะสมของธาตุเหล็กตามอวัยวะ

ตาง ๆ เชน ตบั หัวใจ มามและตอมไร ทอตาง ๆ ภาวะเหลก็เกินนีท้าํใหเกิดภาวะแทรกซอนหลาย

อยาง เชน การเพ่ิมขึ้นของสารอนุมูลอิสระ (free radicals) ภาวะหัวใจลมเหลว ความผดิปกตขิอง        

ตอมไรทอ  นอกจากนี้ ภาวะซีดเรื้อรังทําใหกลไกการตอสูเชื้อโรคลดลงทําใหงายตอการติดเชื้อ   

เกิดภาวะความดันโล หิตสงู จะเห็นไดวา ภาวะซีดเรื้อรังและภาวะเหล็กเกินเปนปจจัยสําคัญของ    

การเกิดพยาธิสภาพในโรคธาลัสซีเมีย (Fucharoen. 2000)
4
  

   โครงการวิจัยธาลัสซีเมีย สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล ไดรวมมือ

กับ Dr. Panos Ioanou และ Prof. Robert Williamson จาก Murdoch Institute University of 

Melbourne ประเทศออสเตรเลีย ทําการสรางหนูธาลัสซี เมียที่มีการสอดแทรก ยีนทั้งกลุมของ  β-

globin gene cluster ของคนเขาไป โดยยนี β-globin จะเปนยีน β-thalassaemia ที่มีการผาเหลา

ชนิดที่พบบอยในคนไทย เชน βE
 และ β4bp deletion 

(Jamsai et al. 2005 ; Jamsai et al. 2006)
5-6

 



 2 

นอกจากนี้โครงการวิจัยธาลัสซีเมียยังไดรับ transgenic mice ซึ่งยีน β-globin ของหนขูางหนึง่ถกู

แทนที ่(knockin) ดวยยีนธาลัสซีเมีย βIVSII-654, C->T
และ  (βm+/IVSII-654

) ของมนษุย (Lewis et al. 

1998)
7
 และหนธูาลสัซเีมี ยซึ่งมียีน β-globin ของหนูขางหนึ่งถูกตัดทิ้งไป (knockout)  จาก 

Professor Ryszard Kole ที่ Lineberger Comprehensive Cancer Center and Department of 

Pharmacology, University of North Carolina, Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมริกา  

    ขั้นตอนการผลิตหนดัูดแปลงพันธุกรรม (transgenic mice) นั้นถือไดวาเปนขั้นตอนที่มี

ความซบัซอนสงู มีคาใชจ ายมากและใชเวลา นาน ที่สําคัญคือภายหลังการสราง transgenic mice 

จําเปนที่จะตองมีการเลี้ยงดูอยางตอเนื่องแบบรุนตอรุน (live stocks) เพ่ือเก็บไวใชในการทดลอง

ตามตองการซึง่มีคาใชจายสูง สิ้นเปลืองเวลาและทรัพยากรอ่ืน ๆ อีกเปนจํานวนมาก 

   การเก็บรักษาสายพันธุหนูดวยวิธีการแชแข็งเอ็มบริโอ  (embryo cryopreservation) เปน

ทางเลือกหนึ่งที่จะชวยประหยัดเวลา คาใช จาย และสถานทีเ่ลีย้งหนู ในขณะที่ยังไมมีการดําเนินการ

ทดลองไดเปนอยางดี ยิ่งไปกวานั้นจะสามารถปองกันยีนที่ถายทอดไวไมใหเกิดการ เปลี่ยนแปลง

หรือสูญหาย และสามารถปองกันความลมเหลวในการผสมพันธุของหนูที่มีสายเลือดใกลชิด 

(inbreed) และประหยัดคาใชจายในกรณีที่มีการขนสงไปยังที่ตาง ๆ 

   ความสาํเรจ็ในการแชแขง็ เอ็มบริโอหนูเกิดขึ้นครั้งแรกในป 1972 โดย  Whittingham และ

คนอ่ืน ๆ  ในป 19728
 ไดแชแข็งเอ็มบริโอหนูดวยวิธี freezing และเก็บรักษาเอ็มบริโอที่อุณหภูมิ       

-196 °C ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคการแชแข็งเอ็มบริโอหนูอยางตอเนื่อง เริ่ มจาก Liebo และคน

อ่ืน ๆ ในป 1974
9
 กับ Rall ในป 1987

10 
ไดใชวิธีการแชแข็งที่เรียกวา slow freezing  แตวิธีนี้พบวา

มีผลกระทบตอการเจริญของเอ็มบริโอหนู  ภายหลังการแชแข็ง จึงมีการพัฒนาวิธีการที่เรียกวา     

วิทริฟเกชั่น (vitrification) ขึ้น 

 วิธีแชแข็ง แบบวิทริฟเกชั่น  ไดเริ่มนํามาใชแชแข็งเพ่ือเก็บรักษาเนื้อเยื่อตั้งแตป 1937 

(Luyet. 1937)
11

 และถูกนํามาปรับใชกับเอ็มบริโอหนูโดย Rall และ Fahy ในป 1985
12

 การแชแข็ง

ดวยวิธี วิทริฟเกชั่น จะใชสารละลายแชแข็งที่ผสมสารปองกันการแชแข็ง (cryoprotectant) ที่มีความ

เขมขนสูง  และมีการลดอุณหภูมขิองสารปองกันการแชแข็งลงอยางรวดเร็วเพ่ือปองกันการเกิดผลึก

น้าํแขง็ซึง่เปนสาเหตุของการเกิดความเสียหาย ตอเซลล   และทาํลายเซลล  แตอยางไรก็ตามความ

เขมขนที่สูงของ สารปองกันการแชแข็ง นัน้มีความเปนพิษตอเซลล  โดยเฉพาะอย างยิ่งกับ เซลลไข   

และเอ็มบริโอในระยะ pronuclear (Mukaida et al. 1998)
13

 ซึง่สามารถลดความเปนพิษลงไดดวย

การใชเอทิลีนไกลคอล (ethylene glycol) เนือ่งจากมีรายงานวาเปนสารปองกันการแชแข็ง ที่มีความ

เปนพิษตอเซลลนอยที่สุด (Kasai et al. 1990
14

; Miyamoto. 1986
15

) และเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการ

แชแขง็แบบ freezing พบวาราคาอุปกรณถูกกวา ขั้นตอนในการทํางายกวาและใชเวลาเพียง

เล็กนอย (Palasz & Mapletoft. 1996) 
16 

  งานวิจัยครั้งนี้ จึงเลือกใช ใชการแชแข็งแบบวิทริฟเกชั่นโดยใชหลอดพลาสติก (straw) 

ขนาด 0.25 ml เปนวิธีที่ทําใหเอ็มบรโิอแขวนลอยในสารละลายที่มีสารปองกันการแชแข็งนอยที่สุด
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เทาที่จะทําได  การแชแข็งแบบวิทริฟเกชั่นเปนเทคนิคในการเก็บรักษาเอ็มบริโอของสัตวที่ประสบ

ความสําเร็จอยางสูงสุด เปนวิธีที่สะดวกรวดเร็วไดผลกวาวิธีอ่ืน  

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

   ศึกษา เปรียบเทียบ ผลของ การแชแ ข็งแบบวิทริฟเกชั่น ตออัตราการเจริญของเอ็มบริโอ

หนธูาลสัซเีมีย  4 สายพันธุในหลอดทดลอง (in vitro) และ ในตัวสัตว (in vivo) หลงัการยายฝาก 

  

ขอบเขตของการวิจัย 

  1.กระตุนการตกไข  (superovulation) หนเูพศเมีย ปกติ (wild type) จับคูผสมกับ       

หนธูาลสัซเีมียเพศผู     

  2. ตรวจสอบการผสมโดยดูจาก  vaginal plug  หลังจากผสมพันธุกับหนูเพศผู  ชะลาง

เอ็มบริโอระยะไซโกต 

  3. แชแข็งเอ็มบริโอระยะ  8-16 เซลล  ดวยวิธีวิทริฟเกชั่นแบบ in-straw เก็บไวใน

ไนโตรเจนเหลว 

  4. อุนคนืสภาพเอ็มบรโิอและเลี้ยงตอจนเจริญเขาสูระยะบลาสโตซีส 

  5. ติดตามอัตราการเจริญไปเปนบลาสโตซีส และยอมดวยสี Hoechst 33342 เพ่ือนับ

จํานวนเซลลในบลาสโตซสี 

  6. ติดตามอัตราการเจริญของเอ็มบริโอหลังการยายฝากเขาแมตัวรับโดยตรวจสอบการ     

ตั้งทองหลังการยายฝาก โดยหลังการยายฝาก 15 วนั นาํมาผาตดัเพ่ือตรวจสอบการฝงตวัและ

จํานวนเอ็มบริโอของหนธูาลสัซเีมียที่เจริญเปนฟตัส 

 

สมมุตฐิานในการวจิยั 

   การแชแข็ง ดวยวิธีวิทริฟริเกชั่น ไมมีผลตออัตราการรอดชีวิตและการ เจริญของ เอ็มบริโอ

หนูธาลัสซีเมียระยะ 8-16 เซลล 

  

นยิามศัพทเฉพาะ 

Vitrification  คือ   วิธีการแชแข็งแบบลดอุณหภูมิเร็วมาก โดยใชสารปองกันการแชแข็ง

ชนดิเดียวหรือสองชนิดหรือมากกวาที่มีความเขมขนสูง 

Embryo transfer คอื   การยายฝาก เอ็มบริโอเขาสูแมตัวรับที่ทําการเหนี่ยวนําพรอมเปนแม

อุมทองแทน จนครบกําหนดคลอดลกู 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

1. โรคธาลัสซเีมีย ( thalassaemia)  

           โรคธาลัสซีเมีย เปนโรคโลหิต จางทีม่สีาเหตมุาจากความผดิปกตทิาง พันธุกรรม  ที่มีการ

สรางโปรตีนที่เปนสวนประกอบสําคัญของเม็ดเลือด แดงผิดปกติ จึงทําให เม็ดเลอืดแดงมีอายุสั้นกวา

ปกติ แตกงาย ถูกทําลายงาย ผูปวยที่เปนโรคนี้จึงมีโลหิตจาง (anemia) โรคนี้พบไดทั้งหญิงและชาย

ในอัตราสวนเทากัน ถายทอดมาจากพอและแมทางพันธกุรรม  พบไดทั่วโลกและรวมถึงประเทศไทย

ดวยเชนกัน  ในประเทศไทยพบผูปวยโรคนี้รอยละ 1 และพบผูที่เปนพาหะนาํโรคถงึรอยละ 30-40 

หรือประมาณ 20-25 ลานคน เม่ือ ผูที่เปนพาหะแตงงานกันและพบยีนผิดปกติรวมกัน ก็อาจมีลูกที่

เกิดโรคนี้ได ซึ่งประมาณการณวาจะมีคนไทยเปน โรคธาลัสซีเมีย มากถงึ 500,000 คน                

(ธนูศักด์ิ ตาตุ. 2550)
17

 

 

1.1 สาเหตุของโรคธาลัสซีเมีย  

 ฮีโมโกลบนิ (hemoglobin) เปนโปรตีนที่เปนสวนประกอบสําคัญในเม็ดเลือด แดง       

ของคนและสัตวชั้นสูง การสังเครา ะหฮีโมโกลบินเริ่ม เกิดตั้งแตระยะ pronormoblast และอาศยั

กระบวนการเชนเดียวกันกับการสังเคราะหโปรตีนทั่ว  ๆ ไปยีนที่รับผิดชอบตอการสรางสายโกลบิน                

ซึ่งเปนสวนประกอบของฮีโมโกลบินคือ ยีนโกลบนิ (globin genes) ซึ่งอยูบนโครโมโซมคูที่ 11    

และ 16 อยางไรก็ตามเราสามารถตรวจพบฮีโมโ กลบินไดเม่ือเม็ดเลือดแดงเจริญเขาสู ระยะ 

polychromatophilic normoblast และตามปกติอัตราการสังเคราะห globin chain จาก α-globin 

gene cluster และ β-globin gene cluster จะเทากัน โดยฮีโมโกลบนิเกิดจากการรวมตัวกันของ 

heme กับ globin การสราง heme เกิดภายใน mitochondria สวน globin สรางใน cytoplasm โดย 

heme และ globin จะรวมตัวกันเปน hemoglobin ภายใน cytoplasm Heme synthesis  เริม่จาก

ภายใน mitochondria โดย glycine และ succinyl coenzyme A ซึง่ไดจาก Krebs cycle รวมกับ 

vitamin B6 ทําปฏิกิริยากันเกิดเปน γ-aminolevulinic acid (γ-ALA) จากนัน้ γ-ALA จะออกจาก 

mitochondria สู cytoplasm แลวถูก enzyme เปลี่ยนเปน prophobilinogen (PBG), 

uroprophobilinogen ( UPG) และ coproporphyrinogen (CPG) ตามลาํดับ ตอจากนัน้ CPG จะ

กลับเขาสู mitochondria และถูกเปลี่ยนเปน protoporphyrinogen (PPG) และ protoporphyrin (PP) 

ตามลาํดับ จากนัน้เหลก็ (Fe) ซึง่ไดจาก ferritin ภายในเซลล จะสอดเขาไปในวงแหวน PP เกิดเปน 

heme แลว heme จะออกจาก mitochondria ไปจับกับ globin ภายใน cytoplasm                   

(ธนูศักด์ิ ตาตุ. 2250)17
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%94%E0%B8%87�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%A2�
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การสังเคราะหสายโกลบิน (globin chain synthesis) มาจากการแสดงออกของ  globin 

gene ลักษณะทั่ว ๆ ไปของ globin gene  ทุกชนิดจะเหมือนกัน  ประกอบดวย coding sequence 

หรือ exon 3 แหง และสวน non-coding sequence หรือ intron หรือ intervening sequence (IVS) 

2 แหง  

  Globin chain synthesis ประกอบดวยขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 

  1. Transcription  เปนการสังเคราะห messenger RNA (mRNA) โดยใช DNA (globin 

gene) เปนแมแบบ (template) และใช RNA polymerase enzyme สงัเคราะห mRNA ที่ได  

เรียกวา mRNA precursor ซึ่งประกอบดวย sequence ทีจ่าํลองมาจาก globin gene คือมีทั้ง intron 

และ exon  

  2. RNA processing  เปนกระบวนการตดัแตง mRNA precursor เพ่ือใหพรอมที่จะ

ปลดปลอยออกสู cytoplasm เพ่ือการแปลรหัส กระบวนการนี้ประกอบดวย 3 ขั้นตอนคือ  

a) RNA splicing เปนการตัดเอาสวน intron ออกไป โดยตัดตรงบริเวณ intron-exon 

junction หรือ splice junction  

b) Cap  structure adding เปนการเติม gaunosine  triphosphate เขาทางดาน      

5’ – end  ตรงจุดที่มีการเริ่ม transcription  Cap structure ชวยปองกัน mRNA มิใหถูกทําลายดวย 

phosphatase enzyme  

c) Poly A adding เปนการเติม adenosine หลาย ๆ ตวัเขาทางดาน 3’ – end หลงั

บริเวณ AATAAA, Poly A tail ทาํให mRNA มีความสเถียร Translation เปนการแปลรหัสจาก 

mature mRNA ผลิตผลของการแปลรหัสคือ polypeptide chain หรือ globin chain  ความผิดปกติ

ในขัน้ตอนใดขัน้ตอนหนึง่ของการสงัเคราะห globin chain 

         โดยเฉพาะอยางยิ่งความผิดปกติที่โครงสรางของยีน และบริเวณใกลเคียง จะสงผลให

กระบวนการสังเคราะห globin chain ผิดปกติไป และ เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิด อาการ ของ

โรคธาลัสซีเมีย และ ผูปวยทางโลหิตวิทยา (ธนูศักด์ิ ตาตุ. 2550)17 

 

 1.2 ชนิดของธาลัสซีเมีย 

 ธาลัสซีเมีย แบงออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก แอลฟาธาลสั ซเีมียซึ่งมีความผิดปกติของ

สายแอลฟา  และเบตาธาลัสซีเมียมีความผิดปกติของสายเบตา  

1. แอลฟาธาลสัซเีมีย มักเกิดจากยนีแอลฟาโกลบนิขาดหายไป เปนทอนยาวหลาย  

Kb (large deletion) ทําใหการสรางสายโปรตีนแอลฟาโกลบินลดลงหรือสรางไมไดเลย ความรุนแรง

ที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยู กับจํานวนยนีแอลฟาโกลบนิทีข่าดหายไป  แอลฟาธาลัสซีเมียแบงออกไดเปน      

2 ชนดิคอื 

1.1) แอลฟาธาลสัซเีมีย 1 (α-thalassaemia 1) หรือแอลฟาศูนยธาลัสซีเมีย   

(αo
-thalassaemia) แอลฟาธาลัสซีเมียชนิดนี้จะไมสรางสายแอลฟาโกลบินเลย สวนใหญเกิดจากยีน
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แอลฟาทัง้ 2 โลไซ (loci) ขาดหายไป แอลฟาธาลสัซเีมีย 1 ที่พบบอยในเอเชียอาคเนย  รวมทั้งใน

ประเทศไทยคือชนิด SEA (Southeast Asia type) เกิดจากยนีขาดหายไปประมาณ 17.5 Kb   

(แสดงในภาพที ่ 1) และชนิดที่พบบอยแถบทะเลเมดิเตอรเรเนียนคือ ชนิด Med (Mediterranean 

type) มียนีขาดหายไปประมาณ 18 Kb และมีชนดิอ่ืน ๆ ที่พบไมบอยอีกประมาณ 10 ชนดิ เชน 

ชนดิ Thai มีรายงานวาพบในคนไทย หลายครอบครวั เกิดจากยนีขาดหายไปยาวประมาณ 34 Kb 

โฮโมไซโกต (homozygote) ของยนีแอลฟาธาลสัซเีมีย 1 (--/--) จะไมสามารถสรางสายโปรตีน

แอลฟาโกลบนิไดเลย  ทําใหเกิดโรคทารกบวมน้ําชนดิมีฮีโมโกลบนิบารท (Hb Bart's hydrops 

fetalis) ซึ่งเปนโรคธาลัสซีเมียที่มีอาการรุนแรงที่สุด ทารกที่เปนธาลัสซีเมียชนิดนี้จะเสียชีวิตทั้งหมด  

อาจเสียชีวิตกอนหรือหลังคลอดภายใน 24 ชัว่โมง 

1.2) แอลฟาธาลสัซเีมีย 2 (α-thalassaemia 2) หรือ แอลฟาบวกธาลสัซเีมีย   

(α +
-thalassaemia) แอลฟาธาลสัซเีมียชนดินีส้ามารถสรางสายโปรตนีแอลฟาโกลบนิได  แตใน

ปริมาณที่นอยกวาปกติ มีอาการรุนแรงนอยกวาแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ความผิดปกติสวนใหญเกิด

จากบางสวนของยนีขาดหายไป  เหลือยีนแอลฟาโกลบินเพียงยีนเดียวที่ทําหนาที่ ชนิดที่พบบอยคือ

ชนดิยนีขาดหายไป 3.7 Kb (α3.7
) และ 4.2 Kb (α4.2

) ดังแสดงภาพที ่1  แอลฟาธาลสัซเีมีย 2 พบ

บอยกวาแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และแอลฟาธาลสัซเีมีย 2 ยังมีอีกหลายชนิดที่เกิดจากการกลายพันธุ

เฉพาะจุด (point mutation) ชนิดที่พบบอยคือฮีโมโกลบินคอนสแตนทสปริง (Hb Constant- Spring, 

Hb CS) ซึ่งเปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่เกิดจากการแทนที่เบส (base substitution) 1 ตวั ทีโ่คดอน

หยดุ (stop codon) คือเบส U เปลี่ยนเปน C ทําใหโคดอนหยุดเลื่อนถัดไปอีก 31 โคดอน          

สายโปรตีนแอลฟาโกลบิน ที่สรางไดจึงยาวกวาปกติและไมเสถียร  สวนเฮเทอโรไซโ กตเชิงซอน  

(compound heterozygote) ของแอลฟาธาลสัซเีมีย 1 และแอลฟาธาลสัซเีมีย 2 (--/-α) ทําใหเกิด

โรคฮีโมโกลบนิเอ ช (Hb H diseases) ซึ่งเปนโรคธาลัสซีเมียที่มีอาการรุนแรงปานกลาง 

(thalassaemia- intermediate) 
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ภาพประกอบ 1 ตัวอยางตําแหนงการกลายพันธุของยีนแอลฟาโกลบินที่พบในประเทศไทยซึ่งมีทั้ง 

      ชนดิ αSEA  
ซึง่มีการขาดหาย (deletion) ของยนีแอลฟาโกลบนิประมาณ 17.5 Kb, α3.7

 ซึง่มี 

      การขาดหายของยนีแอลฟาโกลบนิประมาณ 3.7 Kb และ α4.2 
ซึง่มีการขาดหายของยนีแอลฟา 

      โกลบนิประมาณ 4.2 Kb (มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร. 2553)
18 

 

2. เบตาธาลัสซีเมีย  เกิดจากความผิดปกติของยีนเบตาโกลบิน  ที่ทําใหการสรางสาย

โปรตีนเบตาโกลบินลดลงหรือไมสรางเลย  ความผิดปกติสวนใหญเกิดจากมีเบสเปลี่ยนแปลงไป

เฉพาะจุด หรือเบสไมก่ีตัวขาดหายไป  (small deletion) หรอืเกินมา (small insertion) ความรนุแรง

ของเบตาธาลัสซีเมียขึ้นอยูกับชนิดของการกลายพันธุ  วาจะยังคงสรางสายโปรตีนเบตาโกลบินได

หรือไม  ถาไมสามารถสรางไดเลยจะมีอาการรุนแรงมากกวา เรียกวาเบตาศูนยธาลัสซีเมีย           

(β 0
-thalassaemia) และถาสามารถสรางไดบางจะรุนแรงนอยกวา เรียก วาเบตาบวกธาลัสซีเมีย  

(β+
-thalassaemia) ปฏิสัมพันธระหวางยีนเบตาศูนยกับเบตาศูนย (β 0

/ β 0
) เบตาศูนยกับเบตา

บวก (β 0
/β +

) หรือเบตาบวกกับเบตาบวก  (β +
/ β +

) ทําใหเกิดโรคเบตาธาลัสซีเมียไดหลายชนิด

และมีอาการรนุแรงไดมากนอยแตกตางกัน ชนดิของการกลายพั นธุในเบตาธาลัสซีเมียมีความ

หลากหลายมากจนถงึปจจุบนั มีรายงานแลวทัว่โลกเกือบ 200 ชนดิ ในประเทศไทยมีรายงานแลว

อยางนอยประมาณ 24 ชนดิ (ธนูศักด์ิ ตาตุ. 2550)
17 

 

เบตาธาลัสซีเมียเกิดจากสาเหตุหลายประการและสามารถจัดแบงเปนกลุมไดดังนี้                    

(ธนศูักด์ิ ตาตุ. 2550)
17

 

1. การกลายพันธุที่ทําใหเกิดการถอดรหัสผิดปกติ (transcription mutation) เกิดจาก

การแทนที่เบสตัวใดตัวหนึ่ง ที่บริเวณโปรโมเตอร (promoter) ชนิดที่พบบอยมี 2 ชนดิ คอืชนดิเบส 

C เปลี่ยนเปน G ทีต่าํแหนง -86 (-86, C-G) และชนิดเบส A เปลี่ยนเปน G ทีต่าํแหนง -28          

(-28, A-G) การกลายพันธุกลุมนี้ทั้งหมดเปนเบตาบวกธาลัสซีเมีย การกลายพันธุที่ตําแหนง - 101 

(C-T) ทําใหเกิดเบตาธาลัสซีเมียแบบแฝงเงียบ (silent b-thalassaemia) เม็ดเลือดแดงของผูที่เปน
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พาหะของการกลายพันธุชนิดนี้จะมีขนาดและรูปราง ปกติ และปรมิาณฮีโมโกลบนิเอ 2 ปกติ แตมี

อัตราการสรางสายโกลบินลดลง โฮโมไซโกตจะมีอาการรนุแรงปานกลาง 

2. การกลายพันธุที่ทําให mRNA ทําหนาที่ไมได (nonfunctional mRNA)   

เบตาธาลัสซีเมียชนิดนี้  เกิดจากการแทนที่เบสเพียงตําแหนงเดียวที่ทําใหเกิดโคดอนหยุดขึ้นกอน

กําหนด และ            มีผลให mRNA ถอดรหัสตอไมได (nonsense) ทําใหเกิดเบตาศูนยธาลัสซี

เมีย มีรายงานในประเทศไทย 3 ชนิดคือ การกลายพันธุที่โคดอน 17 (A-T) โคดอน 35 (C-A)     

และโคดอน 26 (G-T) 

3. การกลายพันธุแบบเฟรมชิฟท (frameshift mutation) เกิดจากการขาดหายหรือ

แทรกของเบสประมาณ 1-4 เบส มีผลให mRNA ทําหนาที่ไมได หรือ mRNA ไมเสถียร มีรายงานใน

ประเทศไทย 3 ชนดิ คอื ชนิดการกลายพันธุที่เกิดจากเบสหายไป 4 เบส ทีโ่คดอน 41-42 (-CTTT) 

เปนชนิดที่พบบอยที่สุดในประเทศไทย ชนิดที่มีเบส A 1 ตัวแทรกที่โคดอน 71-72 (+A)                

และชนิดเบส G 1 ตัวแทรกที่โคดอน 14-15 (+G) 

4. การกลายพันธุที่ทําใหการตัดตอ mRNA ผิดปกติ (mRNA processing mutation)          

มีรายงานแลวกวา 30 ชนิด การกลายพันธุในกลุมนี้เกิดจากการตัดอินทรอน (intron) และบริเวณที่

ไมแปลรหัส (untranslated sequence) ในกระบวนการทรานสคริปชั่นผิดพลาด  เกิดจากการแทนที่

เบสตรงจุดตดั (splice junction change) ทางดาน 5' หรือ 3' ของอินทรอน ทาํใหไมสามารถตดั อิน

ทรอนออกไปได สวนใหญเปนเบตาศูนยธาลัสซีเมีย  เชน การกลายพันธุที่นิวคลีโอไทด 1 ของอิน

ทรอน 1 (IVS-1 nt 1, G-T) หรือเกิดการแทนที่เบสตรงบริเวณใกลจุดตัด (consensus change) มี

ผลใหการสังเคราะหสายเบตาโกลบินต่ําลง เปนเบตาบวกธาลัสซีเมีย  ชนิดที่พบในประเทศไทย คือ 

IVS-1 nt 5 (G-C) หรือเกิดจากการแทนที่เบสตําแหนงอ่ืน  ๆ ของอินทรอน (internal IVS change)      

ที่ทําใหเกิดจุดตดัขึน้ใหมภายในอินทรอน เชน IVS-2 nt 654 (C-T) เกิดจุดตดัขึน้ใหมทางดาน 5'   

ทําใหเกิดเบตาบวกธาลัสซีเมีย  หรือเกิดการแทนที่เบสในเอ็กซอน (mutation in exon) ที่ทําใหเกิด

จุดตัดขึ้นใหมภายในเอ็กซอน สวนใหญเปนเบตาบวกธาลัสซีเมียเชนกัน  เชน ฮีโมโกลบนิอี          

(โคดอน 26, G-A) การกลายพันธุที่โคดอน 24 (T-A) และฮีโมโกลบนิมาเลย (โคดอน 19, A-G) เปน

ตน 

5. การกลายพันธุที่เกิดการแทนที่เบสที่ตําแหนง AATAAA (polyadenylation 

mutation) การแทนที่เบสตัวใดตัวหนึ่งหรือขาดหายไปใน 6 ตัวของรหัสนี้  จะทําใหเกิดเบตา

บวกธาลัสซีเมีย 

6. การกลายพันธุที่เกิดการแทนที่เบสที่ตําแหนงแคป (cap site mutation) พบชนิด

เดียวในคนอินเดียและคนไทยที่อยูในภาคใต คือการแทนที่เบส A ดวย C เปนชนิดเบตาบวก     

ธาลัสซีเมีย 

7. การกลายพันธุที่เกิดจากยีนขนาดใหญขาดหายไปทําใหเกิดเบตาศูนยธาลัสซีเมีย  

เชน ชนดิยนีขาดหายไป 619 เบส ทางดาน 3' ของยีนเบตาโกลบิน พบรอยละ 30 ของยีน

เบตาธาลัสซีเมียในคนเผาซิน ที่อาศัยในประเทศอินเดียและปากีสถาน  และมีรายงานในประเทศไทย
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ดวย ชนดิ ยนีขาดหายไป 3485 เบส เปนชนดิทีย่นีเบตาโกลบนิทัง้หมดขาดหายไป พบในภาคใตได

บอยกวาภาคอ่ืน ๆ และชนดิยนีขาดหายไป 105 เบสทางดาน  5' ชนิดนี้มีรายงานครั้งแรกที่

โรงพยาบาลสงขลานครนิทร เปนผูปวยจากจังหวัดนครศรีธรรมราช 

  

 
ภาพประกอบ 2 ตัวอยางตําแหนงการกลายพันธุของยีนเบตาโกลบินที่พบในประเทศไทย 

      (มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร. 2553)
19

 

 

อาการของโรคธาลัสซีเมียที่พบโดยทั่วไป จะมี อาการซดี ตาขาวสเีหลอืง ตวัเหลอืง ตบัโต มามโต 

ผิวหนังดําคล้าํ กระดูกใบหนาจะเปลีย่นรปู มีจมูกแบน กะโหลกศรีษะหนา โหนกแกมนนูสงู คางและ

ขากรรไกรกวางใหญ ฟนบนยื่น กระดูกบาง เปราะ หักงาย รางกายเจริญเติบโตชากวาคนปกติ 

แคระแกรน็ ทองปอง ในป ระเทศไทยมีผูเปนโรคประมาณรอยละ 1 ของประชากรหรือประมาณ      

5 แสนคน โรคเลอืดจางธาลสัซเีมียมีอาการตัง้แตไมมี อาการใด จนถงึมีอาการรนุแรงมากทีท่าํให

เสียชีวิตตั้งแตอยูในครรภหรือหลังคลอดไมเกิน 1 วนั ผูทีม่อีาการจะซดีมากหรอืมีเลอืดจางมาก ตอง

ใหเลือดเปนป ระจํา หรือมีภาวะติดเชื้อบอย  ๆ หรือมีไขเปนหวัดบอยๆ ได มากนอยแลวแตชนิด

ของธาลสัซเีมีย ผูที่มีโอกาสเปนพาหะ ไดแก ผูที่มีญาติพ่ีนองเปนโรคนี้ก็มีโอกาสที่จะเปนพาหะหรือ

มียีนแฝงสูง ผูที่มีลูกเปนโรคนี้แสดงวาทั้งคูสามีภรรยาเปนพาหะหรือมียีนแฝง และลูกทุกคนที่เกิด

จากผูปวยที่เปนโรคธาลัสซีเมียและแตงงานกับคนปกติที่ไมมียีน จะเปนพาหะ  การรักษาทาํไดโดย

การใหรับประทานวติามินโฟลิควันละเ ม็ด ใหเลือดเม่ือผูปวยซีดมากและมีอาการของการขาดเลือด  

และเมื่อตองรับเลือดบอย ๆ ทาํใหมภีาวะเหลก็เกิน อาจตองฉดียาขบั (ธนูศักด์ิ ตาตุ. 2550)17
 

 

2. การแชแข็งเอ็มบริโอ (Embryo cryopreservation) 

 2.1 หลกัการและวธิกีารแชแข็ง 

 การแชแขง็เปนการดึงเอาน้าํออกจา กเซลลโดยใชหลักการของกระบวนการออสโมซิส

(osmosis) คอื เม่ืออุณหภูมลิดลงน้าํภายนอกเซลล (extracellular medium) จะกลายเปนน้ําแข็ง

(freezing point) ซึ่งเกิดขึ้นที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 องศาเซลเซยีส (°C) คอืประมาณ – 5°C ถงึ -10°C 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%9A�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A1�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9C%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%87�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99�
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99�
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เซลลหรือตัวออนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงท างกายภาพ ระหวางการแชแขง็มีการปรบัสภาพแวดลอม

ภายในโดยการขบัน้าํ  (dehydration) ออกจากเซลล เซลลของตวัออนจะตอบสนองดวยการหดตวั  

เนื่องจากอยูในสารละลายที่มีสารปองกันการแชแข็งที่ มีความเขมขนสงูกวาภายในเซลล  น้าํภายใน

เซลลจะไหลออกขณะทีอ่ณุหภูมลิดลง ทัง้นี้ เพ่ือความสมดุล  (equilibration) ของตัวเซลลกับสภาพ

ภายนอกเซลลที่กลายเปนน้ําแข็ง (crystallization) กรณีเปนตัวออนระยะบลาสโตซีสจะสังเกตไมพบ

ชองวางภายในเลย แตเหตุการณนี้จะกลับเหมือนเดิมเม่ือนําตัวออนกลับเขาอุณหภูมิเดิมที่เริ่มตน

และในสารละลายที่มีความเขมขนเทากับสภาพภายในเซลลของตวัออน (ดวงใจ บญุกุศล. 2008)
20

 

 การศึกษาผลของการแชแข็งของเอ็มบริโอในป 1972 โดย Whittingham และคนอ่ืนๆ
8

ประสบความสําเร็จในการแชแข็งเอ็มบริโอของหนูเมาส ไดมีการศึกษาคนควาและวิจัยทางดานการ

แชแขง็ เพ่ือพัฒนางานดานการแชแขง็เ อ็มบรโิอตลอดมา  ในป 1973  Wilmut และ Rowson 
21

ได

รายงานความสาํเรจ็ในการยายฝากเอ็มบรโิอโคแชแขง็ดวยการลดอุณหภูมอิยางชา  ๆ            

(slow freezing) และการทาํละลายโดยการเพ่ิมอุณหภูมอิยางชา  ๆ จึงเรียกวา การแชแขง็แบบลด

อุณหภูมอิยางชา ๆ (conventional slow freezing)  

  การแชแข็งแบบลดอุณหภูมิชา ๆ เปนวิธีที่ตองมีการควบคุมอัตราเร็วในการแชแข็ง 

(cooling or freezing rate) และอัตราเร็วในการทําละลายหลังการแชแข็ง (thawing rate) สวนมาก

ตัวออนจะถูกแชแข็งดวย วิธีนี้ และ เฉพาะอยางยิ่งตัวออนของโคที่มีการคาขายทั่ วโลก การแชแขง็

แบบนี้ตองใชเครื่องมือแชแข็งที่สามารถควบคุมอัตราเร็วของการแชแข็งอยางชา  ๆ เปน°C ตอนาที 

จึงมีคาใชจายสงู ขัน้ตอนของการแชแขง็แบบลดอุณหภูมชิา ๆ วธินีีป้ระกอบดวย  7 ขัน้ตอน คือ  

(ดวงใจ บญุกุศล. 2008)
20 

1.   การนาํสารปองกันการแชแข็งเขาไปในเซลล 

1. การบรรจุตัวออนในหลอดหรือภาชนะสําหรับแชแข็ง 

2. การนําตัวออนไปแชแข็ง 

3. การชักนําใหเกิดเกล็ดน้าํแขง็ 

4. การแชแข็งตัวออนดวยอัตราความเร็วชา ๆ 

5. การเก็บตวัออนในไนโตรเจนเหลว 

6. การทําละลายตัวออน 

7. การเจือจางเอาสารปองกันการแชแขง็ออกจากเซลล 

ถงึแม วิธีนี้จะประ สบความสาํเรจ็มาก  และ เปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังการแชแข็งจะ

คอนขางสูง แตก็มีขอจํากัดตรงที่ตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง และมีความเสียหายของเซลลที่เกิด

จากเกลด็น้าํแขง็ ดังนัน้จึงมีการศกึษาวธิกีารแชแขง็แบบลดขัน้ตอนและเวลา ในการแชแข็ง เปนการ

ใชความเร็วในการแชแขง็ (rapid freezing ) และความเร็วในการละลายสูง (rapid thawing) เรียก

การแชแขง็แบบนีว้า ก ารแชแข็งแบบวิทริฟเกชั่น  การแชแข็งเซลลโดยวิธีวิทริฟเกชั่น เปนอีก

ทางเลือกที่นํามาใชในการแชแข็งเอ็มบริโอที่มีการเจริญระยะตน ๆ  
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2.2 การแชแข็งแบบวิทริฟเกชั่น  

วิธีวิทริฟเกชั่น ไดเริ่มนํามาใชแชแข็งเพ่ือเก็บรักษาเนื้อเยื่อไดตั้งแตป 1937            

(Luyet. 1937)
11

และถูกนํามาปรับใชกับเอ็มบริโอหนูโดย Rall และ Fahy ในป 1985
12

 การแชแข็ง

ดวยวิธี vitrification จะใชสารละลายแชแข็งที่ผสมสารปองกันการแชแข็ง (cryoprotectant) ที่เขมขน

สูงและมีการลดอุณหภูมิของสารละลายแชแข็งลงอยางรวดเร็วเพ่ือปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งซึ่ง เปน

สาเหตุของการเกิดความเสียหาย และการถูกทําลายของเซลล  แตอยางไรก็ตามความเขมขนที่สูง

ของสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งนั้นก็เปนพิษตอเซลลโดยเฉพาะ อยางยิ่งกับ เซลลไข  และ

เอ็มบริโอในระยะ pronuclear (Mukaida et al. 1998)
13 

สารปองกันการแชแขง็มีความเหมาะสมใน

การแชแข็งเอ็มบริโอของสัตวแตละชนิดแตกตางกัน ethylene glycol จัดเปนสารปองกันการแชแข็ง

ทีเ่หมาะสมในการแชแขง็เอมบรโิอหนเูมาสมากทีส่ดุ (Kasai et al. 1981; Miyamoto. 1986)
22,15

 ซ่ึง 

Kasai และคน อ่ืน ๆ  ไดรายงานการวิจัยในป 1990
14

 โดยความเขมขนของ  ethylene glycol ที่

เหมาะสมอยูระหวาง 30% ถงึ 40% อัตราการเจริญหลังการแชแข็งของเอ็มบริโอหนูเมาสในระยะมอ

รูลา เทากับ 98% และ 84% ตามลาํดับ ในขณะทีส่ารพรอพานไดออล (propanediol) ใชไดทั้งใน

เอ็มบริโอระยะตนและระยะทายของทั้งกระตายและโค ขอดีของ  propanediol คือซึมเขาสูเซลลได

มากกวา และกอใหเกิดน้ําแข็งในเซลลนอยกวากลีเซอรอล  (glycerol) และ ไดเมทลิ ซลัฟอกไซด 

(dimethyl sulfoxide) Voelkel และ Hu ในป ค.ศ. 1992
23 

ไดมีการศึกษาเปรียบเทียบสารปองกันการ

แชแขง็ชนดิตาง ๆ 4 ชนิด ที่ใชในการแชแข็งเอ็มบริโอโคระยะบลาสโตซีส พบวาอัตราการเจริญของ

เอ็มบริโอหลังการทําละลายใน  ethylene glycol (70%) ดีกวา propylene glycol (11%) dimethyl 

sulfoxide (25%) และ glycerol (30%) ถงึแมวาวธิี วิทริฟเกชั่น  จะยังพบปญหาอยูแตเม่ือ

เปรียบเทียบประโยชนกับวิธีการแชแข็งแบบ freezing พบวาอุปกรณที่ใชราคาถูกกวา ขั้นตอนใน

การทํางายกวา และใชเวลาเพียงเล็กนอย (Palasz และ Mapletoft. 1996)
16

 การตั้งทองหรือการเกิด

ลูกหลังการยายฝากเอ็มบริโอที่ผานการแชแข็งนั้น เปนตัวบงชี้ประสิทธิภาพของการแชแข็งเอ็มบริโอ

ที่พัฒนาสูงสุดและสามารถนําไปใชไดดี ดังแสดงในตาราง 1 ซึ่งแสดงผลสําเร็จของการเกิดลูกจาก

เอ็มบริโอที่ผานการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น ในสัตวแตละชนิด  
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ตาราง 1 ผลสําเร็จของการแชแข็งเอ็มบริโอดวยวิธีวิทริฟเกชั่น (ที่มา: Kasai et al. 2002)
24 

 

ชนิดสิ่งมีชีวิต ระยะเอ็มบริโอ ผูศกึษา 

Hamster 1-2-cell embryo Lane และคน อ่ืน ๆ (1999a)
25

 

Mouse Blastocyst Lane และคน อ่ืน ๆ (1999b)
26

 

Pig Unhatched blastocyst Berthelot และคน อ่ืน ๆ (2000)
27

 

Pig early blastocyst Cameron และคน อ่ืน ๆ (2000)
28

 

Cow Morula/ Blastocyst Lazar และคน อ่ืน ๆ (2000)
29

 

Human Blastocyst Mukaida และคน อ่ืน ๆ (2001)
30

 

Human Blastocyst Cho และคน อ่ืน ๆ (2002)
31

 

Mouse 1-cell embryo Bagis และคน อ่ืน ๆ (2002)
32

 

 

            2.3 ปจจัยที่เก่ียวของกับการแชแข็ง 

การแชแข็งจะประสบความสําเร็จนั้นขึ้นกับหลายปจจัยไดแก (ดวงใจ บญุกุศล. 2008)
20 

1. อัตราการลดอุณหภูมริะหวางการแชแขง็เอ็มบริ โอมีสวนสําคัญตออัตราการรอด

มาก หากใชความเร็วเกินไป มีผลทําใหน้ําในเซลลมีเวลาออกจากเซลลไ ดนอยและเหลืออยูในเซลล 

กลายเปนเกล็ดน้ําแข็งที่อยูภายในเซลลมาก หรือตรงกันขามหากใชความเร็วนอยเกินไปจะมีผลให

น้าํในเซลลมโีอกาสออกจากเซลลไดมาก เกิดความเสยีหายจากความเขมขนของอิเลก็โตรไลด

ภายในเซลลมคีวามเขมขนสงูเกินไป 

2. อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิระหว างการทาํละลาย  ความเร็วของการทําละลายขึ้นกับ

ความเร็วของการแชแข็งและอุณหภูมิสุดทายกอนจุมลงในไนโตรเจนเหลว ซึ่งทั้งสองกรณีเก่ียวของ

กับปริมาณน้ําที่เหลืออยูในเซลล โดยหากมีน้ําเหลืออยูในเซลลมาก การใชความเร็วในการทําละลาย

ชาจะมีผลทําใหเกิดเกล็ดน้ําแข็งขึ้นในเซลล แตหากมีน้ําเหลืออยูในเซลลนอยตองใชความเร็วในการ

ทําละลายชาเพ่ือปรับสภาพสมดุลของตัวทําละลาย 

3. ชนดิและความเขมขนของสารปองกันการแชแขง็ สารปองกันการแชแขง็มีหนาที่

สําคัญในการปองกันการทําละลายของเซลลในระหวางการแชแข็งและการทําละลายชนิดของสาร

ปองกันการแชแขง็มี 3 กลุม คือ 

3.1 สารที่สามารถซึมผานเขาเซลลได (permeating cryoprotectant) สามารถเขา

ไปแทนที่น้ําในเซลล เพ่ือชวยลดการเปลี่ยนแปลงปริมาตรของเซลลอยางกะทันหันและชวยปองกัน

การเกิดเกล็ดน้ําแข็ง ตัวอยางเชน methanol (MW 32.04) ethylene glycol (MW 62.07)  

propandiol (MW  76.1) dimethyl sulfoxide (MW 78.13) Butanediol (MW 90.12) และ 

glycerol (MW 92.1) 
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3.2 สารที่ไมสามารถซึมผานเขาเซลลไดที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (low molecular 

weight- nonpermeating cryoprotectant) ทําหนาที่รวมกับสารที่ซึมผานเขาเซลลไดชวยดึงน้ําออก

จากเซลลใหเร็วขึ้น ตัวอยางเชน galactose (MW 180.2) glucose (MW 181.1) sucrose (MW 

342.3) และ trehalose (MW 378.3) 

3.3 สารที่ไมสามารถซึมผานเขาเซลลไดที่มีน้ําหนัก โมเลกุลสูง (hight molecular 

weight- nonpermeating cryoprotectant)  (MW > 50,000 D)  ทําหนาที่ชวยปองกันการเกิดเกล็ด

น้าํแขง็รอบนอกของเซลล ตวัอยางเชน polyvinyl pyrolidone, polyvinyl alcohol และ sodium 

hyaluronate  

4. อุณหภูมขิองการชกันาํใหเกิดเกลด็น้าํแขง็ จากการศกึษาของ Whittingham           

ในป   ค.ศ.  1972 ในหนเูมาสพบวาอุณหภูมิที่ชักนําใหเกิดเกล็ดน้ําแข็งมีผลตออัตราการรอดของ

เอ็มบริโอโดยหากต่ํากวา -6 °C/นาท ีจะมีอัตราการรอดชีวิตลดลงอยางมาก และชกันาํใหเกิดเกลด็

น้ําแข็ง ควรใหเอ็มบริโอปรับตัวประมาณ 5 ถงึ 10 นาที เรียกวา “เวลาสมดุล (equilibration time)” 

5. ระยะของเอ็มบริโอ  ความทนทานตอการแชแขง็จะเพ่ิมมากขึน้ตามระยะเวลาของ

เอ็มบริโอที่พัฒนาขึ้น เอ็มบริโอระยะตน ๆ หลังการปฏิสนธิจะไวตอการแชแข็ง และมักไมประสบ

ความสําเร็จในการแชแข็งเทาที่ควร เอ็มบริโอระยะมอรูลา หรือระยะบลาสโตซีส จะมีความทนตอ

การแชแข็งมากกวาเอ็มบริโอระยะ 2, 4, 8 และ 16 เซลล ตามลาํดับ 

6. ระยะเวลาจากการเก็บเอ็มบริโอจนถึงการแชแข็ง เปนที่ทราบกันดีวาเอ็มบริโอที่เก็บได

หากตองการแชแขง็ควรทาํทนัท ีมิฉะนัน้เอ็มบรโิอจะมีคณุภาพลดลงเม่ือเวลาทีอ่ยูนอกรางกาย   

นานขึน้ ระยะเวลาทีเ่หมาะสมไมควรเกิน 3 ชัว่โมง หากเกินอัตราการเจรญิของเอ็มบรโิอจะลดลง 

โดยตองระวงัเรือ่งของสภาพอากาศรอนเปนพิเศษ เพราะจะทาํใหเกิดความเสยีหายตอเอ็มบรโิอ       

เร็วขึ้น หากไมทําการแชแข็งทันทีตองเก็บเอ็มบริโอในตูควบคุมอุณหภูมิ 37-38 °C 

7. คณุภาพขอ งเอ็มบรโิอ  คณุภาพของ เอ็มบริโอของสัตว มีความสมัพั นธกับอัตรา        

การ รอดชีวิตหลังการแชแข็ง ตัวอยางเชนการศึกษาในโคพบวาเอ็มบริโอ สดที่ไมไดแชแข็งมี

ความสมัพันธ  กับอัตราการตั้งทองของแมโคตัวรับ เชนเดียวกันคุณภาพของ เอ็มบริโอหลงัการแช

แข็งและทําละลายที่มีผลตอการพัฒนาในหลอดทดลองและหลงัยายฝากในโคตวัรับ ตัวออนที่ปกติใน

เกรด1 (ดีมาก) หลังแชแข็งจะใหอัตราการตั้งทองสูงกวา เอ็มบริโอที่อยูในเกรด  2 (ดี) ประมาณ 10-

20% การทดลองของ Wright (1985)33
 แสดงใหเห็นวาเอ็มบริโอโคระยะมอรูลา บลาสโตซีสระยะแรก

และบลาสโตซสีทีม่คีณุภาพเกรด 1 ที่มีลักษณะดีหลังทําละลายใหอัต ราการตั้งทองดีกวา เอ็มบริโอที่

มีคณุภาพเกรด 2 และ 3 ดังขอมูลในตาราง 2 
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ตาราง 2 ผลของคณุภาพของเอ็มบริโอโคแชแข็งหลังการยายฝาก (ที่มา: Wright. 1985)
33 

 

คุณภาพ 

(เกรด) 

จาํนวนเอ็มบริโอ อัตราการตั้งทอง(%) 

หลังทําละลาย ปกติที่ยายฝากได หลังทําละลาย ปกติที่ยายฝากได 

1 470 440(93.6%) 40.5% 43.2% 

2 315 247(87.0%) 22.3% 25.6% 

3 47 30(63.8%) 14.9% 23.4% 

 



บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

1. สารเคมีและสารละลาย 

M2 medium     SIGMA M7167 

M16 medium    SIGMA M7296 

BSA (Ablumin bovine serum) SIGMA  A9647 

D-(+)-Trehalose Dihydrate, ≥ 99%  SIGMA  T0167 

Polyvinylpyrrolidone   SIGMA PVP40 

Ethylene Glycol   SIGMA E9129 

Mineral oil    SIGMA M8410 

pentobarbital    Nembutal
®  

Normal saline
     

 

M2 Medium สารละลายนี้นํามาใชเปนตัวทําละลายสารปองกันการแชแขง็ทีน่าํมาใชใน

งานวจิยัครั้งนี้ เพ่ือใชเปนสารละลายสําหรับการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น 

M16 Medium  เปนสารละลายทีใ่ชเลี้ยงเอ็มบริโอในตูปลอดเชื้อ เพ่ือดูการเจริญภายใน

หลอดทดลองของเอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมียและเปนสารละลายที่ยายฝากพรอมกับเอ็มบริโอหนฉูีดเขา

ไปยังแมตัวรับเพ่ือดูการเจริญภายในตัวสัตว  

Mineral oil นาํมาคลมุสารละลาย M16 Mediumในจานเลี้ยงเซลลเพ่ือปองกันการรวมกัน

ของดรอปสารละลายเพ่ือควบคุมพ้ืนที่ของสารละลาย M16ไมใหไหลรวมกัน และปองกันการระเหย

ของสารละลายเม่ือนําไปเลี้ยงเอ็มบริโอภายในตูปลอดเชื้อ 

Normal saline น้ําเกลือนาํมาเปนตวัเจือจางสาร pentobarbital เพ่ือใหได 10% 

Nembutal
®
 ฉดีหนเูพ่ือทาํใหหนสูลบโดยเขาทางชองทอง (Intraperitoneal) ในปรมิาณ 0.1 µl ตอ

น้ําหนักตัว 10 กรัม 
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2. สัตวทดลอง 

สตัวทดลองหนธูาลสัซเีมียมีทัง้หมด 4 สายพันธุคือ 

1. หนู IVSII-654 (654) เปน transgenic mice ซึ่งยีน βmajor
 และ βminor

-globin บน 

โครโมโซม 7 ของหนูถูกแทนที่ (knock-in) ดวยยีนธาลัสซีเมีย (IVSII-654,C->T ของมนุษย หนู 

heterozygote IVSII-654 จะมีอาการของโรค thalassaemia สวนหนู homozygote IVS II-654/ IVS 

II-654 จะตายตั้งแตอยูในครรภ (Lewis et al.1998)
7
 

2. หน ูβth3
 (BKO) เปน transgenic mice ซึ่งยีน βmajor

 และ  βminor
-globin บนโครโมโซม 

7 ของหนูถูกตัดทิ้งไป (knock-out) หนู heterozygote βth3 
จะมีอาการของโรค thalassaemia สวน

หน ูhomozygote βth3/th3 
จะตายตั้งแตอยูในครรภ (Yang et al.1995)

34
 

3. หน ูβE
 เปน transgenic mice ที่มีการสอดแทรกยีนทั้งกลุมบน β-globin gene cluster 

ของคนเขาไปบนโครโมโซมหน ูโดยยนี β-globin จะเปนยีน βE
-globin หน ูβE

 มี 2 ชนิคคือ  

3.1 หนู βE2
 (E2) เปน transgenic mice ที่มีการสอดแทรกยีน βE

-globin ของคนเขา

ไป 2 ชดุบนโครโมโซม 6 (Jamsai et al.2006)
6
 

3.2 หนู βE4
 (E4) เปน transgenic mice ที่มีการสอดแทรกยีน βE

-globin ของคนเขา

ไป 4 ชดุบนโครโมโซม 2 (Jamsai et al.2006)
6
 

 

3. การบริหารจัดการเล้ียงสตัวทดลอง 

ไดทําการเลี้ยงหนูธาลัสซีเมียที่หองเลี้ยงสัตวทดลองของศูนยสัตวทดลองแหงชาติ         

ทีม่กีารควบคมุสภาพแวดลอมในหองเลีย้งในระบบ  Low Barrier/Non-HVAC ซึ่งควบคุม       

อุณหภูม ิ25±2 
o
C และความชืน้สมัพัทธระหวาง 50-90 % ความเขมขนของแสง 130-325 Lux    

โดยมีอัตราสวนของแสงสวาง /ความมืด 12:12 ชม. ไดรบัอาหารและน้าํด่ืมตลอดเวลา (ad libitum)  

มีการปองกันการติดเชื้อในน้ําด่ืม โดยการใหน้ํากรอง  Ro ที่มีความเขมของคลอรีน 10-12 ppm. 

อาหารเม็ด No.082 ผลิตโดยโรงงานผลิตอาหารสัตวที่เชื่อถือไดในประเทศไทย  สัตวทดลองถูกเลี้ยง

ในกรงสแตนเลสทีม่ขีนาด  6x10.5x5 นิ้ว (กวางxยาวxสูง) จํานวนสตัวทดลอง  5 ตัวตอกรง และมี

การปฏิบัติดูแลเปนไปตามมาตรฐานของ Guide for the Care and Use of Laboratory Animal 

(มยุรฉัตร  สะอาดฤทธิ.์ 2553)
35 

 

4. การผสมพนัธุหนธูาลัสซเีมีย 

ผสมพันธุหนูธาลัสซีเมียดวยวิธี Congenic mating คือการผสมพันธุเพ่ือรักษาสายพันธุ

ของหนูที่มียีนที่เรา ตองการในหนทูีเ่ปนโมเดลของโรค โดยหนูธาลัสซีเมียที่ตรวจพบ ซึ่งมียีนที่

ตองการจะนาํมาผสมกับหนู wild type (C57BL/6) ถาหนธูาลสัซเีมียเปนเพศผู จะนาํหนเูพศเมีย

ปกติมาผสม และถาหนธูาลสัซเีมียเปนเพศเมียก็จะนาํหน ูwild type เพศผูมาผสมและนํารุนลูกที่เกิด
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มาตรวจสอบหาหนูที่เปนหนูที่มียีนธาลัสซีเมีย เพ่ือจะนาํมาทาํการผสมพันธุดงัไดกลาวมาแลวตอไป

เม่ือลูกเขาสูวัยเจริญพันธุ  

 

5. การตรวจจีโนไทปของหน ู

การตรวจสอบจีโนไทป ของหนูจากเนื้อเยื่อปลายหางหนู ทาํไดโดยการตดัหางหนทูีม่ี อายุ 

15 วันหลงัการยายฝาก ยาวประมาณ 0.3-0.5 ซม.และจากจุดเลือดที่แสดงการฝงตัวแตไมเจริญเปน

เอ็มบริโอ นําไปสกัด DNA ดวย phenol/chloroform  แลวนาํ DNA ที่ไดมาตรวจสอบหายีนธาลัสซี

เมียดวยเทคนิค multiplex PCR (Vadolas et al. 2005) โดยใช primer 3 คู คูแรกจําเพาะตอยีน β-

globin ของหนใูห PCR product ขนาด 260 bp คูที่สองจําเพาะตอยีน βE
-globin ของมนษุยให 

PCR product ขนาด 447 bp และ primer คูสุดทายจําเพาะกับโครโมโซมหนูที่ถูกแทนที่ดวยยีน 

HPRT (hypoxanthine phosphoribosyl transferase) ซึง่จะให PCR product ขนาด 315 bp ผลของ 

PCR fragment จะบงบอกถึงจีโนไทปของหน ู 

โดยใช primer 3 คู ไดแก  

1.mouse-hFw,mouse-hRev: mouse β-actin gene 

Mouse-h Fw, 5’-TGAGAAGGCTGCTGTCTCTTG–3’ 

Mouse-h Rev, 5’-AGAGGATAGGTCTCCAAAGCTA-3’    

2. LUG1A,LUG2A : human  β-globin gene 

LUG1A,5’-ACAAGACAGGTTTAAGGAGACCA-3’ 

LUG2A,5’-GTCTGTTTCCCATTCTAAACTGTA-3’   

3. HPRT-Fw,HPRT-Rev : HPRT  gene 

HPRT-Fw , 5’-GATGGGAGGCCATCACATTGTAG-3’ 

HPRT-Rev,  5’-GCGACCTTGACCTCTTTGGATTA-3’    

 

การสกัด DNA จากหางหนูและจุดเลือดของเอ็มบริโอที่ฝงตัวแตไมเจริญตอไปเปนฟตัส 

1.  นาํตวัอยางมาบดใหละเอียดแลวเตมิน้าํยา lysis buffer ปรมิาณ 500 µl และเตมิสาร 

 proteinase K 10 µl ทีม่คีวามเขมขน 10 mg ใน 1 ml เพ่ือทาํการยอยหางหนแูละจุดเลอืดของแต

ละเอ็มบรโิอ ในหลอดขนาด 1.5 ml 

2.  ทําการบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส ประมาณ 3-5 ชัว่โมงในน้าํยา regular gentle  

mixing เพ่ือใหยอยอยางสมบูรณ 

3.  เติมสาร silicones , chloroform ปรมิาณ 250 µl และ phenol ปรมิาณ 250 µl และ 

ขยาสวนผสมในหลอดใหผสมกัน 

4.  แลวนําไปปนดวยเครื่องที่ 12,000  rpm นาน 5 นาที 

5.  เอาสวนบนของหลอดทดลองออกไปเตมิดวย absolute-ethanol 700 µl ซึ่งแชเย็นที่ 
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อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส และเตมิ NaCl 4 µl ที่มีความเขมขน 4 M ผสมใหเขากัน 

6.  นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ี 

7.  นํามาปนดวยเครื่อง ที่ 12,000 rpm นาน 5 นาที 

8.  จะได DNA ที่ยังไมบริสุทธิ์ นํามาลางดวย 70% ethanol 1 มิลลิลิตร แลวปลอย 

ใหแหง  

9.  แลวนําไปปนดวยเครื่อง 12,000 rpm นาน 5 นาที 

10.ไดตะกอน DNA ที่บริสุทธิ์ เติมดวยน้ํากลั่น 100 ไมโครลติร และละลายทีอ่ณุหภูมหิอง 

และใช 1 ไมโครลติร ใน 25 ไมโครลิตรของ PCR reaction  

11. เม่ือได PCR product นาํมา 25 ไมโครลิตรและใส loading dye 1.5 ไมโครลิตรทํา 

ปฏิกิริยาใน 2% Agarose gel ใชไฟ 100 โวลต นาน 35 นาท ีจํานวน 30 รอบ  

12. แลวนาํมายอมดวย ethydium bromide  นาน 5 นาท ีแลวลางดวยน้าํกลัน่ 5 นาที 

13. นาํ gel ทีไ่ดมาตรวจดูผลภายใตแหลงกําเนดิแสง UV 

14. ทําการบันทึกภาพเปนหลักฐานและทําการจดบันทึกผล  

 

ข้ันตอนตางๆของ PCR  

   1. ทําการแยกสายดีเอ็นเอเสนคูออกจากกันโดยใชความรอน สวนใหญจะใชอุณหภูมิ 

ประมาณ 94◦c ซึ่งจะทําลายพันธะไฮโดรเจนที่ยึดติดดีเอ็นเอเสนคูทําใหดีเอ็นเอแยกออกจากกัน 

(denature)  

  2. ลดอุณหภูมลิงมาทีป่ระมาณ 50-60◦c ซึง่จะทาํใหไพรเมอรมาจับดีเอ็นเอ (anneal) ตรง 

บรเิวณทีจ่าํเพาะ 

  3. เพ่ิมอุณหภูมขิึน้จนถงึ 72-74◦c ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสาํหรบัเอนไซม Taq DNA 

polymerase (เอ็นไซมที่แยกไดจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus ที่อาศัยอยูบริเวณน้ําพุรอน ) 

เอ็นไซมนี้สังเคราะหดีเอ็นเอเสนใหม โดยอาศัย dNTPs เปนสารตั้งตน จะเห็นวาเม่ือทํา PCR 1 

รอบ ถาเริ่มจากดีเอ็นเอเสนคู 1 โมเลกุลจะทําใหไดดีเอ็นเอเสนคู 2 โมเลกุล 

 4. จากนัน้เพ่ิมอุณหภูมขิึน้เปน 94◦c อีกครั้งเพ่ือเริ่มการทํา PCR รอบใหมจนกระทั่งครบ 

30 รอบจะทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอในขนาดที่ตองการเพ่ิมขึ้นมากกวา 250 ลานโมเลกุลผลผลิตของ 

PCR ที่เกิดขึ้นสามารถนําไปวิเคราะหตอโดยการนําไปแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาเพ่ือดูขนาดของ

แถบดีเอ็นเอวาตรงตามที่ตองการหรือไม (ผศ.ดร. ปรินทร ชัยวิสุทธางกูร. 2550)36 
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การตั้งโปรแกรมปฏิกิริยา PCR 

PCR เปนกระบวนการที่ทําซ้ํากันหลายๆรอบ ประกอบดวยการแยกดีเอ็นเอตนแบบดวย

ความรอน (denaturation) การจับกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอเสนเด่ียว  (annealing) และการ

สงัเคราะหดีเอ็นเอเสนใหมโดยเอ็นไซม DNA polymerase (extension)  

1. การแยกดีเอ็นเอดวยความรอน การแยกดีเอ็นเอเสนคูออกจากกันนั้นสวนหนึ่งขึ้นอยู 

กับปริมาณ GC ของดีเอ็นเอ ถามีปรมิาณ GC สูงก็ตองใชอุณหภูมิสูง และถาดีเอ็นเอมีขนาดยาวก็

ตองใชเวลานานขึ้นในการแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันอยางสมบูรณ อุณหภูมิที่ใชคือ 94-95 ◦c ซึ่ง

เปนอุณหภูมทิีเ่อนไซมสามารถทนไดในการทาํ PCR ประมาณ 30 รอบ หรอืมากกวา ในชวงแรกๆ

ของการทาํ PCR  มักใชเวลาในการแยกดีเอ็นเอประมาณ 5 นาท ี(initial denaturation) เพ่ือทาํใหดี

เอ็นเอตนแบบทีม่ขีนาดยาวแยกจากกันอยางสมบรูณ ตอมาในการทาํ  PCR แตละรอบ อาจใชเวลา

ประมาณ 45 วนิาท ีทีอ่ณุหภูม ิ94-95 ◦c ในการทําใหดีเอ็นเอเสนตรงที่มีปริมาณ GC รอยละ 55 

หรือนอยกวาแยกออกจากกัน 

2. การจับกันของไพรเมอรและดีเอ็นเอตนแบบ อุณหภูมิที่เหมาะสมมักมีคาต่ํากวาคา 

Tm ของไพรเมอรประมาณ 3-5 ◦c  อยางไรก็ตามเครื่อง themal cycle สามารถตั้งโปรแกรมใหมี 

annealing temperature ที่ลดลงตอเนื่องในแตละรอบของการทํา PCR ทาํใหสามารถหาอุณหภูมทิี่

เหมาะสมในการทาํ PCR เพียงครั้งเดียว วิธีนี้เรียกวา touchdown PCR 

3. การสังเคราะหดีเอ็นเอ โดยทั่วไปใชอุณหภูมิ 72-78 ◦c สําหรับอัตราการสังเคราะหดี 

เอ็นเอของ Taq polymerase คอืประมาณ 2,000 นิวคลีโอไทดต อนาท ีแตอยางไรก็ตามมักจะใช    

กฎวา การสังเคราะหดีเอ็นเอในการทํา PCR มักใชเวลา 1 นาที ตอทุกๆ 1,000 คูเบส และในรอบ

สุดทายของการสังเคราะหดีเอ็นเอ (final extension) มักมีการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ใชเวลานานกวา

รอบกอนๆ ประมาณ 3 เทา เพ่ือทาํใหมกีารสงัเคราะหดีเอ็นเอทัง้หมดใหมคีวามยาวตามทีต่องการ 

(ผศ.ดร. ปรินทร ชัยวิสุทธางกูร. 2550)36
 

  

 การทดลองในครั้งนี้ตั้งโปรแกรมปฎิกิริยา PCR ดังนี ้

 

PCR set up   

- BMN  6  ไมโครลิตร 

- Primer Mix 2.5  ไมโครลิตร 

- Taq  0.1 ไมโครลิตร 

- D.W.  15.4 ไมโครลิตร 

- DNA  1 ไมโครลิตร 

ทัง้หมด  25 ไมโครลิตร 
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PCR Condition 

94 ◦C   5  นาที 

94 ◦C   30  วนิาท ี

55 ◦C   30  วนิาท ี        30 รอบ 

72 ◦C   30  วนิาท ี

72 ◦C   10  นาที 

4 ◦C   α 
 

Working primer (stock 2 µM) 

Mouse β primer  

 Fw   5  ไมโครลิตร 

 Rev   5  ไมโครลิตร 

 D.W.   120 ไมโครลิตร 

HPRT primer 

 Fw   5  ไมโครลิตร 

 Rev   5  ไมโครลิตร 

 D.W.   120 ไมโครลิตร 

Human β primer 

 LUG1A   5 ไมโครลิตร 

 LUG2A   5 ไมโครลิตร 

 D.W.   120  ไมโครลิตร 

 

6. การศึกษาการแชแขง็เอ็มบริโอหนธูาลัสซเีมีย 

เอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมียที่ใชในการทดลองนี้ไดจากการผสมพันธุระหวางหนูเพศเมีย wild 

type (C57BL/6) กับหนูธาลัสซีเมียเพศผู โดยทํา superovulation หนเูพศเมีย wild type ดวยการฉีด

ฮอรโมน Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)  5 IU และหลงัจากนัน้ 48 ชัว่โมง ฉีด

ฮอรโมน human Chorionic Gonadotrophin (hCG)  5 IU จากนั้นจับคูกับหนูธาลัสซีเมียเพศผู  

ตรวจสอบการผสมโดยดูจาก vaginal plug หลังจากผสมพันธุกับหนูเพศผู ประมาณ 20 ชัว่โมง 

ผาตัดนําทอนําไขออกมาเพ่ือชะลางเอ็มบริโอระยะไซโกต  (ภาพประกอบ  4) โดยใชสารละลาย M2 

และเลี้ยงตอในสารละลายสําหรับเลี้ยงเอ็มบริโอ M16 ในตูปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 37°C 5% CO2  จน

ไดเอ็มบริโอระยะ 8-16 เซลล จากนัน้เลอืกเฉพาะเอ็มบรโิอทีม่คีณุภาพดี มาแชแขง็ โดยวธิี          

วิทริฟเกชั่น  
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 ขั้นตอนการแชแข็งดวยวิธี in-straw vitrification และการอุนคนืสภาพ (thawing) 

1. นาํเอ็มบริโอระยะบลาสโตซีสลงแชในละลาย  holding medium ที่มี bovine serum 

albumin (BSA) 0.4 mg/ml นาน 5-10 นาที 

2. หลงัจากนัน้นาํมาแชในสารละลาย  equilibration medium ที่มีการเติม 4% ของ

ethylene glycol (EG)ในสารละลาย holding medium นาน 3-5 นาที 

3. แลวนาํแชในสารละลาย vitrification solution ที่มีการเติม 35% EG, 5% PVP, 0.3 

M Trehalose ในสารละลาย holding medium  นาน 20 วนิาท ีแลวรบีทาํการดูดน้าํยาเขาหลอด

พลาสติกขนาด 0.25 ml เพ่ือบรรจุเอ็มบริโอ ดังภาพประกอบ 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 3 หลอดพลาสตกิ (straw) ขนาด 0.25 ml ที่มีสารละลายปองกันการแชแข็งและ 

       เอ็มบริโอบรรจุอยูภายในหลอด 

 

การอุนคืนสภาพเริ่มจากการนํา พลาสติกเก็บเอ็มบริโอ ออกมาจากถงัไนโตรเจนเหลวและ

ทิ้งไวทีอ่ณุหภูมิ 20 วนิาที จากนัน้ใสในอางน้าํอุน 35 °C 10 วนิาท ีตดัปลายทั้งสองดานของ straw 

เพ่ือนาํเอ็มบรโิอออกมา แลวใสในสารละลาย  0.3 M, 0.15 M และ 0.075 M trehalose ขัน้ตอนละ 3 

นาท ีตามลาํดับ  แลวนาํมาแชในน้าํยา holding medium 5-10 นาท ีลางเอ็มบรโิอในสารละลาย 

M16 และเลี้ยงเอ็มบริโอตอใน M16 ในตูปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ  37°C, 5% CO2 จนไดเอ็มบรโิอ

ระยะบลาสโตซีส  เพ่ือตดิตามอัตราการเจรญิเตบิโตในหลอดทดลอง (in vitro development) เม่ือได

เอ็มบริโอระยะบลาสโตซีส  ใหนาํมายอมสี Hoechst 33342 ที่มีความเขมขน10 µg/ml เปนเวลา 10 
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จุกสําลี (cotton plug) seal ดวยความรอน 
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นาทใีนทีม่ดื ทีอ่ณุหภูมหิองหลงัจากนัน้นาํไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน ฟลูออเรสเซนตเพ่ือ

นบัจํานวนเซลลในบลาสโตซสี เอ็มบรโิอบางสวนนาํไปยายฝาก (embryo transfer) เขาแมตัวรับเพ่ือ

ตรวจสอบอัตราการเจริญภายในตัวสัตว (in vivo development) และเกิดเปนลูกหนู  จากนัน้นาํ

ลูกหนูไปศึกษาตอไป 

 

                     
 

ภาพประกอบ 4 แสดงวิธีการชะลางเอ็มบริโอจากทอนําไข ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงจํานวนเซลลของเอ็มบรโิอระยะ  8-16 เซลล (x400) 
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7. การนบัจํานวนเซลลของเอ็มบริโอระยะบลาสโตซสี   

นาํเอ็มบริโอที่ผานการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น มาทาํการอุนคนืสภาพ ทั้ง 4 สายพันธุ 

และนําไปเลี้ยงตอในตูปลอดเชื้อควบคุมอุณ หภูม ิ37°C, 5% CO2 ประมาณ 34 ชัว่โมง เอ็มบรโิอ

เจรญิจนถงึระยะบลาสโตซสี แล วนําบลาสโตซีสที่ไดนาํมาใสในหยดสารละลายสี Hoechst 33342 ที่

มีความเขมขน 10 ug/ml  แชทิ้งไวนาน 10 นาที  ในที่มืดทีอ่ณุหภูมหิอง แลวนาํมาตรวจสอบภายใต

กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต เพ่ือนบัจํานวนเซลลในแตละเอ็มบริโอในระยะบลาสโตซีส 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 เอ็มบริโอระยะบลาสโตซสี (x200) 

 

 
 

ภาพประกอบ 7 สีฟาแสดงจํานวนเซลลของเอ็มบรโิอระยะบลาสโตซสี (x1000) 



 24 

8. การยายฝากเอ็มบริโอ 

ตรวจสอบจํานวนเอ็มบริโอที่ผาน การแชแขง็แลวมีชี วิตรอดหลงัจากการอุนคนืสภาพ โดย

แยกนําไปเลี้ยงในตูปลอดเชื้อที่ควบคุมอุณหภูมิที่  37°C, 5% CO2 เปนเวลา 1 ชัว่โมง แลวจึงนาํไป

ยายฝากใหแมตัวรับหนเูมาสเพศเมีย ICR ที่เปนสัดพรอมรับการผสม เพ่ือใหพรอมสําหรับการตั้ง

ทอง โดยผสมกับหนูเมาส ICR เพศผู ที่มีอายุ 8 สปัดาห ซึง่ไดผาตดัเอาทอนาํอสุจิอออกไป เพ่ือเปน

การทําหมันแตยงัมีความสามารถในการผสม หลงัจากนัน้นาํหนูตัวเมียที่ผสมแลวมาตรวจดู vaginal 

plug ตัวที่มี plug นํามายายฝากที่ปกมดลูกทั้งสองขาง  

8.1 ขั้นตอนการกระตุนการตกไขจํานวนมาก (superovulation) 

ฉดีฮอรโมน PMSG  ทีม่คีวามเขมขน 5 IU ตอตวัใหหนเูมาสเพศเมีย หลงัจากนัน้ 46-48 

ชัว่โมง  ฉีดฮอรโมน hCG ที่มีความเขมขน 5 IU ตอตัวใหกับหนเูมาส เพศเมียเขาทางชองทอง 

(intraperitoneal) (ภาพประกอบ 8) 

 

                
 

ภาพประกอบ 8 วิธีการควบคุมหนูเมาสและการฉีดยาเขาทางชองทอง 

 

หลงัจากนัน้นาํหนเูมาส เพศเมียที่ไดรับการฉีดฮอรโมนลงไปในกรงหนูเมาสเพศผูในอัตรา

สวนผสมพันธุตอกรง หนูเพศผู 1 ตวั ตอหนเูพศเมีย  1 ตัว หลงัจากฉดีฮอรโมน hCG กรณีที่

ตองการเก็บเซลลไข (oocyte) จากทอนําไข (oviduct) ตองเก็บเซลลไข หลังจากฉีดฮอรโมน hCG  

ทีช่วงเวลาประมาณ 20-22 ชัว่โมง  
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8.2 ขั้นตอนการผาตัดอวยัวะสืบพันธุหนูเพศเมีย 

8.2.1 นําหนูเมาส เพศเมียที่ไดรับการฉีดฮอรโมน PMSG และ hCG  ตามความ

เขมขนของสาร และตามเวลาทีก่าํหนดมาทาํใหตายอยางสงบดวยวธิกีารดึง กระดูกตนคอ (cervical   

dislocation) นาํหนเูมาส เพศเมียทีต่ายสนทิ มาวางบนกระดาษทชิชทูีส่ะอาดโดยให  คว่าํหนาติดกับ

กระดาษทิชชู ใชสําลีชุบดวยแอลกอฮอล 70% ทาํความสะอาดบรเิวณดานหลงั 

8.2.2 ใชกรรไกรตัดหนังบริเวณ ดานหลงั ตามขวางประมาณ 1-2 เซนตเิมตร 

(ภาพประกอบ 9) จับชั้นหนังที่ปกคลุมดานหลงัอยางม่ันคงทัง้ดานบน และดานลางของรอยแผลดึง

หนงัขึน้ไปทางหัวและหางจนสดุ สามารถมองเ ห็นสวนของกลามเนื้อบริเวณ ดานหลงันาํปากคีบ 

(forceps) จับชั้นผิวหนังดานหลงั และใชกรรไกรตัด กลามเนือ้บรเิวณโคนขา  ทัง้สองดานและดึง

สวนของไขมันที่ติดกับรังไขขึ้นมา  

 

 

 

 

 

   

 

ภาพประกอบ 9 การเปดชั้นหนังที่ปกคลุมดานหลัง 

 

8.2.3 นาํปากคีบจับสวนที่เปนมดลูกไวดานขางลาํตวัเพ่ือใหมองเห็น ใชกรรไกรตัด

สวนที่เปนทอนําไข (oviduct) และรังไข (ovary) (ภาพประกอบ 10)                                

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 การตัดสวนที่เปนทอนําไข (oviduct) และรังไข (ovary) 
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8.3  ขั้นตอนการเก็บเอ็มบริโอระยะ 1 เซลล (zygotes)  

8.3.1 การเก็บเอ็มบริโอระยะ 1 เซลล (zygotes) 

 8.2.1.1ใชปากคีบเนื้อเยื่อจับบริเวณดานบนเกือบสุดของปลายปกมดลกูและดึง 

มดลกู(uterus) ทอนําไข (oviduct) และรังไข (ovary) อยางนิม่นวล ใหสามารถมองเห็นสวนของ 

mesometrium หรือ membrane ใชกรรไกรตัดเลาะบริเวณ  mesometrium หรือ membrane ตาม

แนวลูกศร (ภาพประกอบ 11)  

 
ภาพประกอบ 11 แนวการตดัเลาะสวน mesometrium หรือ membrane ตามลกูศร 

             ที่มา: Manipulating the mouse embryo (2003)
37

 

 

8.3.1.1 ใชปากคีบเนื้อเยื่อดึงสวนของ ทอนําไข รังไข และ กอนไขมัน (fat pad) 

จากนั้นใช กรรไกรตัดบริเวณ รอยตอระหวางทอนําไข และรังไข  และเปลี่ยนแนวการจับของปากคีบ

ขยับ  เขาใกล ทอนําไข (ภาพประกอบ  11) และตัดที่สวนปลายของมดลูกใกลกับทอนําไข 

(ภาพประกอบ 12)  

 

 
 

ภาพประกอบ 12 การใชกรรไกรตัดบริเวณรอยตอระหวางทอนําไข และรังไขแนวการตดัเลาะสวน 

      mesometrium หรือ membrane ตามลกูศร 

           ที่มา: Manipulating the mouse embryo (2003)
37
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8.3.1.2 นําชิ้นสวนของ ทอนาํไขและมดลกูวางบนกระดาษกรอง จากนัน้ใชปาก

คีบเนื้อเยื่อจับ ชิ้นสวนของ ทอนาํไขและมดลกูวางในจาน เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขนาด 35 มิลลิเมตรที่มี 

M2 medium 

8.3.1.3 นาํไปดูภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  ที่กําลังขยาย 400X จะเห็นสวน

ของ ampulla ที่บวมขยายใหญ (ภาพประกอบ 13)  

8.3.1.4 ใชปากคีบเนื้อเยื่อ ดึงสวนของทอนําไข และใชเข็มปลายแหลม (collect 

 needle) ฉีกสวนของ ampulla ที่บวมขยายใหญ (ภาพประกอบ 14) ทําใหกลุมของเอ็มบริโอระยะ 1 

เซลล (zygotes) ที่มี cumulus cells ลอมรอบไหลออกมา (ภาพประกอบ 15) 

 

 
 

ภาพประกอบ 13 บริเวณของ ampulla ที่บวมขยายใหญ (x400) 

 

 
 

ภาพประกอบ 14 การใชเข็มปลายแหลมฉีกสวน ampulla ที่บวมขยายใหญ (x200) 
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ภาพประกอบ 15 เอ็มบริโอระยะ 1 เซลล (zygotes) ไหลออกมาจาก ampulla (x400) 

 

8.3.1.5 ใช pipette แกวดูดเอ็มบริโอระยะ 1 เซลล ที่มี cumulus cell ลอมรอบ 

(ภาพประกอบ 16) มาลางดวยสารละลาย M16  2-3 ครั้ง นาํใสลงใน droplets ของสารละลาย M16 

ขนาด 60 µl ในจาน เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มี  mineral oil (ภาพประกอบ17) ปกคลุมจากนั้นนําไป

เพาะเลี้ยงในตูอบปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 37
o
C ในบรรยากาศ 5% CO2 เปนเวลานาน 48 – 50 ชัว่โมง

เพ่ือใหได เอ็มบริโอระยะ 8-16 เซลล 
 

 
 

ภาพประกอบ 16 เอ็มบริโอระยะ 1 เซลล (zygotes) ที่มี  cumulus cell (x400) 
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ภาพประกอบ 17 สารละลาย M16 ขนาด 60 µl ในจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มี mineral oil 

 

จากนั้นนําไปเก็บไวในตูอบปลอดเชื้อซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่  37°C ในบรรยากาศของ 5% 

CO2 และมีความชืน้สงูมากกวา 90% เพ่ือนําไปแชแข็งหรือเพาะเลี้ยง ตอไปเปนเวลานาน 72-84 

ชัว่โมง เพ่ือใหไดเอ็มบริโอระยะบลาสโตซีส 

ขั้นตอนการเตรียมแมตัว รับจะตองใชหนูเมาส เพศเมียสายพันธุ ICR ที่มีอายุ 8 สัปดาห 

นาํมาผสมกับหนเูพศผูที่ทําการผาตัดทําหมันแลว เพ่ือปรับสภาพใหพรอมเปนแมตัวรับการยายฝาก

เอ็มบริโอระยะ 8-16 เซลล 

 

9.การทาํหมันหนเูพศผูดวยวธิกีารตดัทอนาํน้าํเช้ือ (vasectomy)  

9.1 ใหยาสลบสัตวทดลอง โดยนาํหนูเมาสเพศผู อายุ 4 หรือ 5 สปัดาห มาชั่งน้ําหนักดวย 

เครื่องชั่งดิจิตอล จากนั้นฉีด 10% Nembutal
®
 (เจือจางใน normal saline)  เขาทางชองทอง (IP; 

Intraperitoneal) ในปรมิาณ 0.1 มิลลิลิตรตอน้ําหนักตัว 10 กรัม 

9.2 ปฏิบัติตามขั้นตอนการตรวจติดตาม เฝาระวั ง และประเมินสขุภาพหน ูทัง้กอนผาตดั 

ระหวางผาตัด และหลังผาตัดและคอยเฝาระวังสังเกตสภาพหนู  พรอมทั้งบันทึกชื่อยาที่ใช ขนาดยา

ที่ใชวิธีการให เวลาที่ให และการตรวจประเมินอัตราการเตนของหัวใจ (HR/Pulse), อัตราการหายใจ 

 (RR) และสภาพ mucous membrane color  ในเชงิคณุภาพ ลงในฟอรม surgical and anesthetic  

record for survival surgery  

9.3 หลงัจากทีห่นสูลบแลวจัดวางใหนอนหงายบนกระดาษทชิชปูลอดเชือ้ ทาํความสะอาด 

บริเวณหนาทองสัตวทดลองดวยสําลีชุบดวยแอลกอฮอล  70 % ใชวิธี aseptic technique 

9.4 ใชปากคีบหนีบจับชั้ นผวิหนงัตรงหนาทอง ใชกรรไกรตดัเฉพาะชัน้ผวิหนงัตามแนว

ยาวของ แนวกลางลาํตวั ยาวประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร แยกชั้นผิวหนังและชั้นกลามเนื้อออก
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จากกันดวยปากคีบเนื้อเยื่อและกรรไกร จากนั้นตัดชั้นกลามเนื้อดวยกรรไกรตามแนวขวางของลําตัว

ยาวประมาณ 0.5-1.0 เซนตเิมตร) 

9.5 ใชมือดันอัณฑะ (testis) ขึ้นไปในชองทองอยางนิ่มนวล (ภาพประกอบ 18) ใชปากคีบ

เนื้อเยื่อจับกอนไขมัน (fat pad) ในชองทองที่ติดอยูกับอัณฑะ (testis) ทอนําน้ําเชื้อ (vas deferens) 

ทอพักอสุจิ (epididymis) ขึน้มาอยางระมัดระวงัและวางบนหนาทองสตัวทดลอง  

 

  
 

ภาพประกอบ 18 ตาํแหนงปกตขิองอัณฑะหน ู(ซาย) อัณฑะถูกดันขึ้นไปอยูในชองทอง (ขวา) 

 

9.6 ใชปากคีบเนื้อเยื่อหนีบจับสวนทอนําน้ําเชื้อ (vas deferens) ในลักษณะทอเปนสายคู 

รูปตัว U คว่าํ  ทั้งสองขางของทอนําน้ําเชื้อ  นําปากคีบอีกอันลนไฟใหสวนปลายรอนดวยตะเกีย ง

แอลกอฮอล และนํามาหนีบสวนของทอนําน้ําเชื้อตองหนีบเหนือปากคีบเนื้อเยื่ออันแรก 

(ภาพประกอบ  19) แลวใชปากคีบที่ไมรอนแยกปลายที่ขาด ออกจากกันจากนั้นนํากอนไขมัน 

อัณฑะและสวนอ่ืนๆ กลับเขาชองทอง  

 

   
 

ภาพประกอบ 19 ทอนําน้ําเชื้อในลักษณะทอเปนสายคูรูปตัว U คว่ํา (ซาย) ลักษณะการหนีบสวน 

      ของทอนําน้ําเชื้อ (ขวา) 
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9.7 แยกเย็บชั้นกลามเนื้อและชั้นผิวหนัง โดยวิธี simple interrupted suture โดยใชเข็ม 

เย็บและไหมชนิดละลาย เบอร 3/0 ทาแผลที่ผิวหนังดวยน้ํายาเบตาดีน แลวจับตัวสัตวทดลองเขยา

เบาๆ เพื่อใหอัณฑะ กลับเคลื่อนลงสูถุงอัณฑะดังเดิม 

9.8 นาํหนเูมาสไปใหความอบอุนบนแทนใหความรอน (hot plate) ที่อุณหภูมิ 37°C คอย 

เฝาระวังสังเกตสภาพสัตวทดลองจนกระทั่งสัตวทดลองฟน นาํหนเูมาสไปใสในกรงสะอาดพรอมวัสดุ

รองนอนปลอดเชือ้ และจึงนาํกลับเขาหองเลี้ยงสัตว 

9.9 ตรวจดูสขุภาพหนเูมาสอยางตอเนือ่งอีก 7 วนั หลงัจากผาตดั โดยสงัเกตพฤติกรรม

และตรวจดูแผลผาตัดพรอมบันทึกขอมูลลงในฟอรม monitoring sheet for animal after surgery  

9.10 ตรวจสอบประสิทธิ ภาพของการทาํหมัน หนเูมาสเพศผูภายหลงัจากการผาตดั 3 

สปัดาห โดยนาํหนเูพศเมียอาย ุ 8-10 สปัดาห มาผสมพันธุ และตรวจการตัง้ทองของหนเูพศเมีย

หลงัจากที่อยูกรงเดียวกันนานเกิน 3 สัปดาห  

 9.11 หนูเมาสเพศผูที่ผานการทําหมันอยางสมบูรณแลว สามารถใชผสมพันธุกับเพศ 

เมียเพ่ือเปนตัวรับการยายฝาก 

 

10. การยายฝากเอ็มบริโอ (embryo transfer) เขาแมตัวรับเพื่อตรวจสอบอัตรา

การเจริญภายในตวัหนเูมาส (in vivo development) 

10.1 นาํหนเูมาสสายพันธุ ICR เพศเมีย อาย ุ8 สัปดาห ผสมกับหนูเมาสสายพันธุ ICR 

เพศผูที่ไดผานการนําทอนําน้ําเชื้อ ออกไปหรือทําหมัน (vasectomize) เรียบรอยแลว 

10.2  หลังจากนั้นตรวจดูเพศเมียที่ไดรับการผสมเพ่ือเช็ค vaginal plug ในเชาวันรุงขึ้น  

ตัวเมียที่พบ plug จะถูกนํามาเปนแมตัวรับ  นําแมตัวรับที่ไดมาชั่งน้ําหนักดวยเครื่องชั่งดิจิตอล 

จากนัน้ฉดี 10% Nembutal
®
 (เจือจางใน Normal saline) เขาทางชองทอง (IP; Intraperitoneal) 

ในปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ตอน้ําหนักตัว 10 กรัม 

10.3 ปฏบิตัติามขัน้ตอนการตรวจตดิตาม เฝาระวงั และประเมินสขุภาพหนเูมาส       

ทั้งกอนผาตัดระหวาง ผาตัด และหลังผาตัดและคอยเฝาระวังสังเกตสภาพสัตวทดลอง พรอมทั้ง

บันทึกชื่อยา ขนาดยาที่ใชวิธีการ เวลาที่ให และตรวจประเมินอัตราการเตนของหัวใจ (HR/Pulse), 

อัตราการหายใจ(RR) และสภาพ mucous membrane color ในเชงิคณุภาพ ลงในฟอรม Surgical 

and anesthetic record for survival surgery 

10.4 หลงัจากหนเูมาสสลบ จึงโกนขนบรเิวณดานหลงัครึง่ลางกอนทาํการผาตดั แลวจัด

วางใหนอนคว่าํบนกระดาษทชิชปูลอดเชือ้ ทาํความสะอา ดบริเวณดานหลังสัตวทดลองดวยสําลีชุบ

ดวยแอลกอฮอล 70 % ใชวิธี aseptic technique (ภาพประกอบ 29) 

10.5 ใชปากคีบหนีบจับชั้นผิวหนังตรงดานหลัง ใชกรรไกรตัดเฉพาะชั้นผิวหนังตามแนว 

ยาวของแนวกลางลาํตวั ยาวประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร ใชปากคีบเนื้อเยื่อและกรรไกรแยกชั้น

ผิวหนงัและชัน้กลามเนื้อออกจากกัน (ภาพประกอบ 20) 
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10.6 ใชปากคีบเนื้อเหยื่อจับกลามเนื้อดานขางลําตัวบริเวณที่ติดกับรังไข  (ovary) ใชกรรไกร 

ตัดชั้น กลามเนื้อยาว ประมาณ 0.5 – 0.7 เซนตเิมตร 

 

   
 

ภาพประกอบ 20 การตดัชัน้ผวิหนงัตามแนวยาว (ซาย) การใช serafine clip  หนีบสวนกอน 

      ไขมัน(ขวา) 

 

10.7 ใชปากคีบเนื้อเยื่อจับกอนไขมัน (fat pad)ในชองทองที่ติดอยูกับ ชุดรังไข ที่มี ปก

มดลูกและทอนาํไขออกมาวางไวดานบนลาํตวัและใช  serafine clip หนีบสวนกอนไขมันไว  

(ภาพประกอบ 20) 

 10.8 ตรวจหาทอนาํไขเพ่ือดูตาํแหนงของ infundibulum ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  

และใชกรรไกรเล็กตัดเนื้อเยื่อสวนบริเวณ infundibulum  

10.8  ใช  transfer pipette ดูดเอ็มบริโอระยะ 8-16  เซลลที่เตรียมไว ประมาณ 8-10 

 เอ็มบริโอ และนําไปยายฝากเขาทางสวนของ infundibulum อยางนิม่นวล 

10.10 ทําการยายฝากเอ็มบริโออีกขางดังขั้นตอนขอที่ 10.6-10.9 แลวเย็บปดแผลดวย 

autoclip (ภาพประกอบ 21) 
 

 
 

ภาพประกอบ 21 การเย็บปดแผลดวย autoclip 
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10.11 นาํหนเูมาสไปใหความอบอุนบนแทนใหความรอน (hot plate) ทีอ่ณุหภูม ิ 37°C 

คอยเฝาระวังสังเกตสภาพสัตวทดลองจนกระทั่งสัตวทดลองฟน 

10.12 นาํหนเูมาสใสในกรงสะอาดที่มีวัสดุรองนอนปลอดเชื้อ พรอมเขียนปายหนากรง 

เพ่ือบอกวันที่และสายพันธุที่ยายฝาก และจึงนํากลับเขาหองเลี้ยงสัตว 

10.13 ตรวจดูสขุภาพหนเูมาสตอเนือ่งอีก7 วนั หลังจากผาตัด โดยสังเกตพฤติกรรมและ 

ตรวจดูแผลผาตัดพรอมบันทึกขอมูลลงในฟอรม monitoring sheet for animal after surgery  

10.14 ตรวจสอบการตั้งทองหลังจากการยายฝากประมาณ  15 วัน ทําการเปดหนาทองเพ่ือ 

ตรวจสอบการฝงตัวของเอ็มบริโอและจํานวนที่เจริญไปเปน เอ็มบริโอ โดยตดัหางลกูหนแูละ นบัจุด

เลือดที่แสดงการฝงตัวนํามาสกัด DNA เพ่ือตรวจสอบสายพันธุหนูที่เกิดวาเปนหนูธาลัสซีเมียชนิดใด

ดวยวิธี PCR (ภาพประกอบ 22)  

 

   
 

ภาพประกอบ 22 หนตูั้งทองหลังจากการยายฝากประมาณ 15 วัน (ซาย) และการเปดหนาทองเพ่ือ 

      ตรวจการฝงตัวและนบัจํานวนฟตัสหลงัจากยายฝากเอ็มบริโอเขาแมตัวรับ  

 

11. การวเิคราะหผล 

การวิเคราะหผลทําไดโดยการเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเอ็มบริโอไปจนถึงระยะ 

บลาสโตซีสและอัตราการเกิดลูกหลังการยายฝากของกลุ มแชแขง็และกลุมควบคมุ ดวยวธิี          

Chi-square test (χ2
 test) 

 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

1.  การศึกษาผลการเจริญของเอ็มบริโอในหลอดทดลอง (in vitro development) 

หลังการแชแข็งดวยวิธิวิทริฟเกช่ัน 

 เอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมียที่ใชในการทดลองนี้ไดจากการผสมพันธุระหวางหนูเพศเมีย wild 

type (C57BL/6 Mlac) กับหนูธาลัสซีเมียเพศผู 4 สายพันธุ ไดแก 654, BKO, E2 หรือ E4 หลงัจาก

ผสมพันธุกับหนูเพศผู ชะลางนาํเอ็มบริโอระยะไซโกต (ภาพประกอบ 16) โดยใชสารละลาย M2 และ

เลี้ยงตอในสารละลาย M16 เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้คดัเลอืกเฉพาะเอ็มบรโิอ ระยะ 8-16 เซลล 

(ภาพประกอบ  5) ทีม่คีณุภาพดีมาแชแขง็ดวยวิธีวิทริฟเกชั่นและอุนคนืสภาพ  หลังการทํา อุนคืน

สภาพนําเอ็มบริโอกลับไปเลี้ยงตอในสารละลาย M16 ในตูปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 จน

ไดเอ็มบริโอระยะบลาสโตซสีเพ่ือตดิตามอัตราการเจรญิในหลอดทดลอง  (in vitro development) 

(ตาราง 3) 

 จากผลการทดลองในตาราง 3 พบวาอัตราการเจริญไปเปนบลาสโตซีสของเอ็มบริโอสด

ในหนสูายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 เทากับ 93, 94, 81 และ 87% ตามลาํดับ %การเจริญไป

เปนบลาสโตซสีของเอ็มบรโิอแชแขง็ในหนสูายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 เทากับ 62, 63, 48 

และ 54 % ตามลาํดับ  เม่ือเปรียบเทียบการเจริญ ไปเปน บลาสโตซีสของเอ็มบริโ อสดและเอ็มบรโิอ

แชแขง็ในหนทูัง้ 4 สายพันธุ พบวาอัตราการเจริญไปเปนบลาสโตซีส ของเอ็มบรโิอแชแขง็ มีคาต่ํา

กวาอัตราการเจริญไปเปนบลาสโตซีสของเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

  หลงัจากการตรวจสอบจํานวนเซลลใน ระยะบลาสโตซสี  (ภาพประกอบ  23) พบวาจํานวน

เซลลใน  บลาสโตซีสที่เจริญมาจากเอ็มบริโอสดและเอ็มบริแชแข็งไมมีความแตกตางกัน อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติในหนูทั้ง 4 สายพันธุ  โดยจํานวนเซลล (mean±SD) ในบลาสโตซสีทีเ่จรญิมาจาก

เอ็มบรโิอสดในหนูสายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 มีคาเทากับ 60±10, 57±14, 67±12 และ 

66±12 เซลล/บลาสโตซสี  ตามลาํดับ   จํานวนเซลลในบลาสโตซสีทีเ่จรญิมาจากเอ็มบรโิอแชแขง็ใน

หนูสายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 มีคาเทากับ 59±11, 60±13, 57±15 และ 62±9 เซลล/บลาสโตซีส  

ตามลาํดับ(ตาราง 4) 
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ตาราง 3  อัตราการเจรญิในหลอดทดลองของเอ็มบริโอระยะ 8-16 เซลล หลังการแชแข็งดวยวิธ ี

      วิทริฟเกชั่น 

 

สายพันธุ กลุมทดลอง อัตราการเจริญของเอ็มบริโอไป

เปนบลาสโตซีส (%) 

WT ♀ X 654♂  เอ็มบริโอสด 27/30(93)
a
 

เอ็มบริโอแชแข็ง 18/29(62)
b
 

WT♀ X BKO♂ เอ็มบริโอสด 27/31(94)
a
 

เอ็มบรโิอแชแขง็ 19/30(63)
b
 

WT♀ X E2♂ เอ็มบริโอสด 26/32(81)
a
 

เอ็มบริโอแชแข็ง 14/29(48)
b
 

  WT♀ X E4♂ เอ็มบริโอสด 26/30(87)
a
 

เอ็มบริโอแชแข็ง 17/31(54)
b
 

a, b
   ตัวอักษรตางกันในแตละสายพันธุแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่  

(χ2
 test, p<0.05) 

         

 

ตาราง 4  แสดงจํานวนเซลลในบลาสโตซสีทีเ่จรญิมาจากเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอแชแขง็ 

 

สายพันธุ กลุมทดลอง จาํนวน

เอ็มบริโอ 

เซลล/บลาสโตซีส

(MEAN ± SD) 

WT ♀ X 654♂  เอ็มบริโอสด 27 60 ± 10 

เอ็มบริโอแชแข็ง 18 59 ± 11 

WT♀ X BKO♂ เอ็มบริโอสด 27 57 ± 14 

เอ็มบรโิอแชแขง็ 19 60 ±  13 

WT♀ X E2♂ เอ็มบริโอสด 26 67 ± 12 

เอ็มบริโอแชแข็ง 14 57 ± 15 

  WT♀ X E4♂ เอ็มบริโอสด 26 66 ± 12 

เอ็มบริโอแชแข็ง 17 62 ± 9 
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             บลาสโตซีสจากเอ็มบริโอสด                     บลาสโตซีสจากเอ็มบริโอแชแข็ง 

654                                   

BKO                                

E2                                  

        E4                               

 

ภาพประกอบ 23 จํานวนเซลลในบลาสโตซสีทีเ่จรญิมาจากเอ็มบรโิอสดและเอ็มบรโิอแชแขง็ในหนู 

      สายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 หลงัจากยอมดวย Hoechst 33342 (x1000) 
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2.  การศึกษาผลการเจริญของเอ็มบริโอในตวัสตัว (in vivo development )        

หลังการแชแข็งดวยวิธวีิทริฟเกช่ัน 

จากการยายฝากเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอแชแข็งใหแมตัวรับที่ไดผสมกับหนูเมาส สาย

พันธุ ICR เพศผูที่ไดผานการนําทอน้ําเชื้อออกไปหรือทําหมัน (vasectomize) เรียบรอยแลว ตดิตาม

การตั้งทองของแมตัวรับ (ภาพประกอบ 24) เปนเวลา 15 วัน ผาตดัเปดหนาทองเพ่ือนบัจํานวนการ

ฝงตัวของเอ็มบริโอ (embryo implantation) และจํานวนเอ็มบริโอที่เจริญเขาสูระยะฟตัส (fetus) 

(ภาพประกอบ 25) 

จากผลการทดลองใน ตาราง  5 และ 6 พบวาอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสดมีคาอยู

ระหวาง 26.2 ถงึ 48.3% สายพันธุที่มีอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสูงสุด คือ BKO (48.3%) 

รองลงมาคอื 654 (39.1%), E2 (33.3%) และ E4 (26.2%) ตามลําดับ อัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอที่

ผานการแชแข็งมีคาอยูระหวาง 13.1 ถงึ 41.9 % สายพันธุที่มีอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอสูงสุด คือ 

BKO (41.9%) รองลงมาคอื E2 (32.3%), 654 (33.9%) และ E4 (13.1%) ตามลาํดับ 

   หลงัการตรวจสอบจีโนไทปของหนดูวยเทคนิค multiplex PCR (ภาพประกอบ 26) พบวา

ฟตัสที่เปนหนูธาลัสซีเมียของเอ็มบริโอสดในหนสูายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 มีคาระหวาง 10.0 

ถงึ 29.4% (ตาราง 6) ซึ่งจํานวนฟตัสที่มียีนธาลัสซีเมียสายพันธุ 654 เทากับ 7 ใน 25 ตัว สายพันธุ 

BKO เทากับ 8 ใน 29 ตัว สายพันธุ E2 เทากับ 2 ใน 20 ตวั และสายพันธุ E4 เทากับ 5 ใน 17 ตัว 

ซึ่งคิดเปน 28.0% 27.6% 10.0% และ 29.4% ตามลาํดับ จํานวนฟตสัทีเ่ปนหนธูาลสัซเีมียของ

เอ็มบริโอสดในหนูสายพันธุ 654, BKO, E2 และ E4 พบวาลูกหนูที่เปนธาลัสซีเมียมีต่ํากวาอัตราการ

เกิดลูกหนูธาลัสซีเมียที่ไดจากการผสมพันธุตามธรรมชาตเิม่ือนําผลการทดลองครั้งนี้เปรียบเทียบกับ

อัตราการเกิดลูกหนูธาลัสซีเมียที่ไดจากการผสมพันธุตามธรรมชาติของหนูสายพันธุ 654, BKO, E2 และ 

E4 เทากับ 34.3, 35, 40.6 และ 44.6% ตามลําดับ ทั้งนี้คาเหลานี้ไมไดนับรวมลูกที่ตายจากการแทงหรือ

การกินลูก 

   เม่ือเปรียบเทียบอัตราการฝงตัวและจํานวนฟตัสระหวางเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอแชแข็งของ

หนูสายพันธุ BKO และ E2 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนหนสูายพันธุ

654 และ E4  ที่มีอัตราการฝงตัวระหวางเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอแชแข็งแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) สวนจํานวนฟตัสไมแตกตางจากกลุมเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพประกอบ 24 แมตัวรับตั้งทองหลังการยายฝากเอ็มบริโอเปนเวลา 15 วัน    

 

 

     
          แมตัวรับกลุมเอ็มบริโอสด  

 

 
           แมตัวรับกลุมเอ็มบริโอแชแข็ง 

 

ภาพประกอบ 25 แสดงจํานวนเอ็มบริโอที่มีการฝงตัวในแมตัวรับในกลุมเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอ

แชแขง็ตาํแหนงการฝงตวัฟตสั (             ) และจุดเลอืดฝงตวั (     ) 
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ตาราง 5  การฝงตัวและเจริญไปเปนฟตัสหลังการยายฝากเอ็มบริโอสดและเอ็มบรโิอแชแขง็ของแม 

      ตัวรับทั้ง 4 สายพันธุ 

 

กลุมทดลอง จํานวนการฝงตัวและเจริญไปเปนตัวออนหลังการยายฝากแตละสายพันธุ 

WT x 654 

No(F/I): (T) 

WT x BKO 

No(F/I): (T) 

WT x E2 

No(F/I): (T) 

WT x E4 

No(F/I): (T) 

เอ็มบริโอสด  

แมตัวรับ 1 

แมตัวรับ 2 

แมตัวรับ 3 

รวม 

 

22(5/5): (2) 

22(5/7): (4) 

20(2/1): (1) 

64 (12/13):(7) 

 

22(5/4): (5) 

18(4/8): (2) 

20(2/6): (1) 

60 (11/18): (8) 

 

20(1/2): (0) 

20(4/5): (1) 

20(3/5): (1) 

60(8/12): (2) 

 

22(3/4): (2) 

20(4/3): (2) 

20(2/1): (1) 

62 (9/8): (5) 

เอ็มบริโอแชแข็ง 

แมตัวรับ 1 

แมตัวรับ 2 

แมตัวรับ 3 

รวม 

 

20(3/5): (3) 

20(3/2): (2) 

19(2/0): (0) 

59 (8/12): (5) 

 

22(5/1): (5) 

20(5/2): (2) 

20(5/8): (3) 

62 (15/11): (10) 

 

22(5/4): (1) 

20(1/4): (1) 

20(2/4): (1) 

62 (8/12): (3) 

 

20(3/2): (1) 

22(2/0): (1) 

19(1/0): (0) 

61 (6/2): (2) 

 

F คอื จํานวนฟตสั 

I คอื จํานวนจุดเลอืดฝงตวั 

T คือ จํานวนเอ็มบริโอที่เปนธาลัสซีเมีย 



40 
 

 

ตาราง 6 การฝงตัวและการเจริญไปเปนฟตัสหลังการยายฝากเอ็มบริโอสดและเอ็มบริโอแชแขง็ 

 

 

 

a, b, c,
 ตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ (χ2

 test, p<0.05) 

* คา % ไดจากจํานวนการฝงตวั จํานวนจุดเลอืดฝงตวั และจํานวนฟตสัตอจํานวนเอ็มบริโอที่ยายฝากทั้งหมด 

** คา % ไดจากจํานวนเอ็มบริโอที่เปนหนูธาลัสซีเมียตอจํานวนการฝงตวั 

 

สายพันธุ กลุมทดลอง จาํนวน

เอ็มบริโอ

ยายฝาก 

จาํนวนการฝง

ตัว* (%) 

จํานวนจุดเลือด 

ฝงตัว* (MOLES) 

(%) 

จาํนวนฟตสั* 

(%) 

จํานวนเอ็มบริโอ

ที่เปนหนูธาลัสซี

เมีย** (%) 

WT ♀ X 654♂  เอ็มบริโอสด  64 25 (39.1)
a
 13 (20.3)

a
 12 (18.8)

a
 7(28.0) 

เอ็มบริโอแชแข็ง 59 20 (33.9)
a
 12 (20.3)

a
 8 (13.6)

a
 5(25.0) 

WT♀ X BKO♂ เอ็มบริโอสด  60 29 (48.3)
a 

18 (30.0)
a
 11 (18.3)

a
 8(27.6) 

เอ็มบริโอแชแข็ง 62 26 (41.9)
a
 11 (17.7)

a
 15 (24.2)

a
 10(38.5) 

WT♀ X E2♂ เอ็มบริโอสด  60 20 (33.3)
b
 12 (20.0)

a
 8 (13.3)

b
 2(10.0) 

เอ็มบริโอแชแข็ง 62 20 (32.3)
b
 12 (19.4)

a
 8 (12.9)

b
 3(15.0) 

  WT♀ X E4♂ เอ็มบริโอสด  62 17 (27.4)
b
 8 (12.3)

b
 9 (13.8)

b
 5(29.4) 

เอ็มบริโอแชแข็ง 61 8 (13.1)
c
 2 (3.3)

b
 6 (9.8)

b
 2(25.0) 
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ภาพประกอบ 26 ผลการตรวจสอบจีโนไทปของหนูดวยเทคนิค multiplex PCR: แถวที่ 1, 3, 12 

       = wild type; แถวที่ 4 = 654  แถวที ่5, 6 = BKO  แถวที ่7, 8 = E2  แถวที ่9, 11 = และ 

       E4  (M = 100 bp DNA ladder 0.5 µg/lane; Invitrogen


) (ขนาดของ mouse β-globin,  

       HPRT และ human β-globin = 260, 315 และ 447 bp ตามลาํดับ) 

500 Human β-globin 
HTRP 

Mouse β-actin 



 

 

บทที่ 5 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
 

1. การศึกษาผลการเจริญของเอ็มบริโอในหลอดทดลอง (in vitro development) 

หลังการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกช่ัน 

 

จากผลการศึกษาผลของการเจริญของเอ็มบริโอ ระยะ 8-16 เซลล ในหลอดทดลอง             

(in vitro) หลังการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น พบวาความสามารถในการเจริญของเอ็มบริโอธาลัสซีเมียไป

เปนบลาสโตซสีในหลอดทดลองลดลงหลงัการแชแขง็ดวยวธิ ี in-straw vitrification ในการศึกษาครั้งนี้

ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเที ยบกับเอ็มบริโอสด ซึ่งผลการศึกษานี้ ไมสอดคลองกับรายงานการ

วิจัยของ Boonkusol และคนอ่ืน ๆ . (2010)
38

 ที่แชแข็งเอ็มบริโอระยะ 2-4 เซลล ในหนธูาลสัซเีมีย    

654, BKO, E2 และ E4 ดวยวิธเีดียวกัน คือ in-straw vitrification และใชสารละลาย ethylene glycol 

35% ซึ่งพบวาการแชแขง็ ไมมีผลกระทบตอการเจริญไปเปนบลาสโตซีสในหลอดทดลองของเอ็มบริโอ

หนธูาลสัซีเมีย ทั้ง 4 สายพันธุ ผลกระทบของการแชแข็งตอการเจริญไปเปนบลาสโตซสีในการศึกษาครั้ง

นี้อาจเนือ่งมาจากความแตกตางของระยะการเจริญของเอ็มบริโอทีน่าํมาแชแขง็ โดยเอ็มบรโิอระยะ  8-16 

เซลลที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดจากการเลีย้งเอ็มบรโิอในหลอดทดลองจากระยะไ ซโกตจนถงึ 8-16 เซลล 

ซึ่งอาจทาํใหเอ็มบรโิอมีคณุภาพลดลงและมีความไวตอการแชแข็งมากขึ้น  Wright. (1985)
33
 รายงานวา

คณุภาพของเอ็มบรโิอมีความสมัพันธกบัการเจรญิในหลอดทดล องของเอ็มบรโิอหลงัการแชแขง็ รวมทั้ง

รายงานเก่ียวกับผลกระทบของสภาวะแวดลอมในหลอดทดลองตอการเจริญของเอ็มบริโอ ethylene glycol 

นั้นจัดไดวาเปนสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งที่เหมาะสมสําหรับการแชแข็งเอ็มบริโอหนู เมาสมากที่สุด 

Kasai และคนอ่ืน ๆ (1990)
14 

รายงานความเขมขนของ ethylene glycol ทีเ่หมาะสมในการแชแขง็อยู

ระหวาง 30% ถงึ 40%  

จากการตรวจสอบนับจํานวนเซลลของเอ็มบริโอระยะบลาสโตซีสเพ่ือ ดูคณุภาพของเอ็มบริโอ

ที่เจริญเปนบลาสโตซีส หลงัการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น ไมมีผล ผลของการทดลองพบวาการแชแขง็

แบบ in-straw vitrification ตอจํานวนเซลลของเอ็มบรโิอสดและเอ็มบรโิอแชแขง็ในหนธูาลสัซเีมียทัง้    

4 สายพันธุ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Boonkusol และคนอ่ืน ๆ (2010)
38
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2. การศึกษาผลของการเจริญของเอ็มบริโอในตวัสตัว (in vivo development) 

หลังการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกช่ัน 

 

 การศึกษาผลของการเจริญของเอ็มบริโอในตัวสัตว (in vivo) หลงัการแช แขง็ดวยวิธี       

วิทริฟเกชั่นในครั้งนี้ เพ่ือเปนขอมูลสําหรับประยุกตใชในการเก็บรักษาสายพันธุของหนูธาลัสซีเมียซึ่ง

เปนหนดัูดแปลงพันธกุรรม (transgenic mice) ที่มีความสําคัญตองานวิจัยเก่ียวกับโรคธาลัสซีเมีย 

 จากผลการทดลองการเจริญของเอ็มบริโอในตัวสัตวหลังการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่น พบวา

วิธีการแชแข็งที่ใชในการทดลองในครั้งนี้ไมมีผลตอ อัตราการฝงตวัและจํานวนฟตสัของเอ็มบรโิอหนู     

ธาลัสซีเมียสายพันธุ  654,  BKO และ E2  สวนในหนูสายพันธุ E4 ที่มีอัตราการฝงตัวของเอ็มบริโอแชแข็ง

ต่ํากวาเอ็มบริโอสดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวาการแชแขง็มีผลทาํใหการฝงตัวหลังการยาย

ฝากเอ็มบริโอหนูธาลัสซีเมียสายพันธุ E4 ลดลง ทัง้นีอ้าจเนือ่งจากชนดิของสายพันธุหนธูาลสัซเีมีย E4 ซึ่ง

ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Boonkusol และคนอ่ืน .ๆ (2010)
38 

ซึง่รายงานอัตราการฝงตวั

ของเอ็มบรโิอระยะ 2-4 เซลล ในหนูธาลัสซีเมียสายพันธุ E4 มีคา    ต่ําที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับหนู       

ธาลัสซีเมียสายพันธุ 654, BKO และ E2 นอกจากนี ้มีรายงานเก่ียวกับผลของการแชแข็งดวยวิธีการลด

อุณหภูมลิงอยางชา  ๆ(conventional slow freezing) ตอการเจริญของเอ็มบริโอหนูดัดแปลงพันธุกรรม    

ระยะ 2 เซลล พบวาอัตราการรอดหลังการแชแข็งอยูในชวง 11.1 ถงึ 77.1% (Ibanez et al. 1997)
39
 

หนูธาลัสซีเมียสายพันธุ E4 เปนหนดัูดแปลงพันธกุรรมที่มีการสอดแทรกยีน βE
-globin ของคนเขาไป 4 

ชดุบนโครโมโซม 2 (Jamsai et al. 2006) และสายพันธุ 654 เปนหนูดัดแปลงพันธุกรรม ซึ่งยีน βmajor
 

และ βminor
-globin บนโครโมโซม 7 ของหนูถูกแทนที่ (knock-in) ดวยยีนธาลัสซีเมีย (IVSII-654,C->T 

ของมนุษย สําหรับหนู heterozygote IVSII-654 จะมีอาการของโรค thalassaemia สวนหนู 

homozygote IVS II-654/ IVS II-654 จะตายตั้งแตอยูในครรภ จึงยังไมเปนที่ทราบแนนอนวาการสอดใส

ยนีเขาไปบนโครโมโซมนี้  เปนการรบกวนการทํางานของยีนอ่ืนๆ หรือไม  ซึ่ง อาจทาํใหเอ็มบรโิอของ

หนธูาลสัซเีมียของหนสูายพันธุ  E4 มีความไวตอการแชแข็งมากกวาหนูธาลัสซีเมียอีก  3 สายพันธุ  

รวมทั้งมีรายงานวาสายพันธุของหนูดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางกันมีผลตออัตราการรอดหลังการแช

แขง็ (Schmidt et al. 1985;1987)
40-41

ผลการศึกษานี้คลายคลึงกับรายงานผลการแชแข็งตออัตราการ

รอดของหนดัูดแปลงพันธกุรรม  โดย Radice และคนอ่ืน ๆ . (1991)
42

 พบวาการสอดใสยีน β-globin 

(HB58) มีผลใหเอ็มบรโิอหนดัูดแปลง พันธุกรรมสายพันธุนี้ มีการ เจริญ ในตัวสัตว                          

(in vivo development) ลดลงการแชแขง็แบบ in-staw vitrification ดวยสารละลาย ethylene glycol 

35% เปนวิธีหนึ่งที่ชวยสงเสริมงานวิจัยทางดานชีววิทยา โดยสิ่ งที่ตองคํานึงถึงเม่ือใชวิธีวิทธิฟเกชั่นคือ

คณุภาพของเอ็มบรโิอทีน่าํมาแช แขง็ ระยะเวลาการ เลี้ยงเอ็มบริ โอกอนถงึการแชแขง็ ซึง่เอ็มบรโิอจะมี
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คณุภาพลดลงเม่ืออยูนอกรางกายนานขึน้ โดยเฉพาะเอ็มบริ โอที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม นอกจากนี้ควร

คาํนงึถงึความเสยีหายอ่ืน ๆ ที่อาจเกิดขึ้นจากการใชสารปองกันการแชแข็งที่มีความเขมขนสูง ดวยวิธีนี้ 

อยางไรก็ตามประสิทธิภาพและผลขางเคียงระยะยาวของการแชแข็งตอเอ็มบริโอมีความจําเปนตอง มี

การศึกษาถึงการเจริญทั้งภายนอกและภายในรางกายสัตว  โดยการเก็บรักษาเอ็มบริโอข องหนธูาลสัซี

เมียโดยการแชแข็งดวยวิธีวิทริฟเกชั่นยังคงเปนทางเลือกที่ดีสําหรับการเก็บรักษาเอ็มบริโอที่มีการเจริญ

อยูในระยะตนๆ  (Van der Auwera et al. 1990; Shaw et al. 1991; Bernart et al. 1994; Nowshari 

et al. 1995; Van der Elst et al. 1995)
43-47

 นอกจากนี้วิธีนี้เปนวิธีที่ไมตองมีอุปกรณราคาแพงและ

สามารถลดขั้นตอนและเวลาที่ใชในการแชแข็ง (Palasz & Mapletoft. 1996)
16

 

ในการแชแข็งเอ็มบริโอตองยอมรับสิ่งหนึ่งก็คือ อัตราการรอดหลังการแชแข็งหรือหลังการยาย

ฝากจะต่ํากวาเอ็มบริโอที่ไมไดแชแข็ง ทั้งนี้เนื่องจาก เกิดความเสยีหายของเอ็มบรโิอในระหวางการ     

แชแข็ง เชนการนําเอ็มบริโอใสในสารปองกันการแชแข็งที่มีความเขมขนมากกวาหรือการเจือจางสาร

ปองกันการแชแข็งออกจากเซลล และรวมทั้งจากการแชแข็งเอง เม่ือเอ็มบริโอเผชิญกับอุณหภูมิต่ํา    

มักสังเกตความผิดปกติที่เกิดขึ้ นในระดับเปลอืกโซนา เพลลซูดิา ทีแ่ตกออกจากการแชแขง็และความ

ผิดปกติของเซลล ซึ่งหากมีไมมากเอ็มบริโอสามารถพัฒนาตอไดจากเซลลที่ไมเสียที่เหลืออยู เอ็มบริโอที่

มีจาํนวนเซลลเพียงครึง่เดียวก็สามารถพัฒนาได ความเสยีหายอาจเกิดขึน้จากสาเหตตุาง ๆ ตัง้แตเกลด็

น้ําแขง็ในเซลล การเปลีย่นแปลงความดันออสโมซสิ ความเปนพิษของสารปองกันการแชแขง็ การบวม

และการหดตวัของเซลลจากแรงดันออสโมซสิ (ดวงใจ บญุกุศล. 2008)20
 

Vajta และคนอ่ืน ๆ ในป 1997
48

 พบวากรณีของการแชแข็งวิทริฟเกชั่นนั้นซึ่งเปนวิธีแชแข็งที่

กําจัดน้าํแขง็ไมใหเกิดขึน้ในเซลล แตความเสยีหายจะเกิดจากความดันออสโมซสิ และความเปนพิษจาก

สารปองกันการแชแข็งที่ใชในความเขมขนสูงมาก แตควรใชความเร็วในการแชแข็งและการทําละลาย

โดยผานจุดวกิฤตประมาณ 0°C จะชวยลดความเสยีหายจากการเยน็จัด โดยเฉพาะในสวนของไขมันที่

ประกอบในเซลลของเอ็มบรโิอ มีรายงานการศึกษาจํานวนมากเก่ียวกับ แนวทางทีจ่ะชวยเพ่ิมอัตราการ

รอดของเอ็มบรโิอหลงัการแชแข็ง  

Leibo และคนอ่ืน ๆ. (1974)
9 
ไดชี้ใหเห็นวาไขมันในเอ็มบริโอ (intracellular lipid) มีอิทธิพลที่

ทําใหเอ็มบริโอไวตอการแชแข็ง  โดยพบวาเอ็มบริโอระยะ 8 เซลล ซึ่งเจริญมาจากเซลลที่ปนเอาไขมัน

ออกสามารถทนตอการแชเย็นที่ 0°C และตอการแชแข็งได เชนเดียวกับรายงานวิจัยของ Diez และคน

อ่ืน ๆ. 1996
49

 พบวาเอ็มบริโอโคระยะไซโกตจากการปฏิสนธินอกรางกายที่ผานการดูดไขมันออกจะมี

อัตราการแบงตัวและอัตราการเจริญเปนเอ็มบริ โอระยะ บลาสโตซีสไมแตกตางกับเอ็มบริโอที่ไมไดดูด

ไขมันออก 96.6% เปรียบเทียบกับ 91.5% และอัตราการแบงตัว 45.7% เปรียบเทียบกับ 46.2% และ

เม่ือนําเอาเอ็มบริโอที่ปราศจากไขมัน (lipid free) ไปแชแขง็ เอ็มบรโิอหลงัแชแขง็ดังกลาวจะมีอัตราการ

เจริญดีกวาเอ็มบริโอที่ ไมไดดูดไขมันออกไป ดังนัน้แนวทางการลดหรอืดูดไขมันออกจากไซโทพลาซมึ
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ของเอ็มบริโอจึงเปนวิธีการที่จะชวยเพ่ิมอัตรารอดของเอ็มบริโอโคที่ไดจากการปฏิสนธินอกรางกายได 

สําหรับเอ็มบริโอสุกร ซึ่งเปนเอ็มบริโอที่มีปริมาณไขมันในเซลลสูง จึงมีความไวตอการแชแข็งสูง ทํา

ใหผลสําเร็จในการแชแข็งเอ็มบริโอสุกรต่ํา รายงานของ Nagashima และคนอ่ืน ๆ ในป 1994
50 

พบวา

เอ็มบริโอที่ไดดูดไขมันออกไป สามารถทนตอความเยน็ที ่ 4°C ไดมากขึ้น โดยพบวามีอัตราการเจริญ

จนถึงระยะบลาสโตซีส ดีกวา เอ็มบริโอที่ไมไดดูดไขมันออกไป และเอ็มบริโอที่ดูดไขมัน ออกไปบางสวน 

(27% เทียบกับ 0% และ 8%) ลาสุดในป 2007 Du และคนอ่ืน ๆ
51

 รายงานอัตราการรอดหลงัการแช

แข็งของเอ็มบริโอระยะบลาสโตซีสที่ผลิตจากการทําโคลนนิ่งไขที่ ดูดไขมันออกไป พบวาอัตราการรอด

หลังการแชแข็งเอ็มบริโอกลุมที่ ดูดไขมันออกไป สูงกวากลุมที่ไมได ดูดไ ขมัน  (79% และ 32% 

ตามลาํดับ)  

 ในการแชแข็งไมวาจะเปนวิธีการใดก็ตามจะเกิดความเสียหายเกิดขึ้นในโครง รางของเซลลใน

ขั้นตอนตาง ๆ นับตั้งแตการสัมผัสกับสารปองกันการแชแข็งระหวางการแชแข็งและ /หรอืระหวางการ

ทาํลาย ความเสยีหายดังกลาวอาจกลบัคนื เปนปกติได เหมือนเดิม หรอืหากความเสยีหายดังกลาวไม

มากนักหรือกระทบเซลลของ เอ็มบริโอเพียงบางสวนก็ทําใหเซลลของ เอ็มบริโอที่เหลืออยูเกิดการเจริญ

ตอไปไดเชนเดียวกับกรณีของครึ่ง เอ็มบริโอที่สามารถเจริญไดหลังถูกตัดแบงแลว  ไดมผีูทดลองนาํเอา

สารรกัษาโครงรางเซลลมาเสรมิ โดยให เอ็มบริโอกอนการแชแข็งสัมผัสกับสารดังกลาวเพ่ือเพ่ิมความ

ทนทานของโครงรางเซลล เรยีกสารนีว้า “cytoskeleton stabilizers” เชน   ไซโตคาลาซนิ-บี โคลชิชิน 

เปนตน ไซโตคาลาซนิ- บีทําหนาที่ปองกันการแตกของสายโพลีเมอรของโปรตีนแอคติน (actin) ที่เปน

สวนประกอบของไ มโครฟลาเมนท เรยีกสัน้ ๆ วา “microfilament inhibitor” สวนสารโคลชิซินเปน 

microtubule inhibitor ของโปรตีนทูบูลิน (tubulin) Dobrinsky และคนอ่ืน ๆ . (2000)52
 พบวา           

ไซโตคาลาซนิ- บี สามารถรักษาโครงสรางไมโครฟลาเมนทของเอ็มบริโอสุกรระหวางการแชแข็ง และ

ชวยเพ่ิมอัตราการเจริญของเอ็มบริโอหลังการแชแข็ง  เนือ่งจาก เอ็มบริโอมีโครงของเซลลเชนเดียวกับ

เซลลชนิดอ่ืน ๆ โดยเปนเสนใยโปรตีน 3 ชนดิ คอื ไมโครฟลาเมนท ไมโครทวิบลู และอินเตอรมเีดียท  

ฟลาเมนท สวนประกอบดังกลาวทําหนาที่รักษาโครงสรางของเซลลใหคงรู ปและใหมีการแบงตัวของ

เซลลเอ็มบริโอไดปกติ 

นอกจากนี้ การใหเอ็มบริโอสัมผัสโปรตีนปองกันความเย็น  (antifreeze proteins, AFP) ที่สกัด

ไดจากแมลง พืชบางชนดิ แบคทเีรยี เห็ดบางชนดิและปลาในทวปีแอนตารกตกิกอนการแชแขง็  ทาํให

อัตราการรอดของเอ็มบริโอเพ่ิมสูงขึ้น (Palasz & Mapletoft. 1996)
16

 โดยเชื่อวาโปรตีนนี้จะชวยควบคุม

การเกิดเกล็ดน้ําแข็งในเซลล  
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารละลายแชแข็งและอุนคืนสภาพ         

1. สารละลาย  holding medium (base medium) 

    M2 medium  100  มิลลิลิตร 

BSA   4.0    กรัม 

 

2. สารละลาย  4 % EG  ในสารละลาย  holding medium 

holding medium 9.6   มิลลิลิตร 

EG     0.4   มิลลิลิตร 

 

3.  สารละลาย  35 % EG 

M2 medium   3.0  มิลลิลิตร 

EG      3.5 มิลลิลิตร 

Trehalose     1.5132 กรัม 

PVP                        0.5  กรัม 

BSA     4.0   กรัม 

ปรับใหได ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ดวยสารละลาย  M2 medium   

 

4. สารละลาย  0.3 M Trehalose  ในสารละลาย  holding medium 

holding medium 27.0  มิลลิลิตร 

Trehalose    3.4047 กรัม 

 

5. สารละลาย  0.15 M Trehalose  ในสารละลาย  holding medium 

0.3 M Trehalose 10.0  มิลลิลิตร  

holding medium 10.0  มิลลิลิตร 
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6. สารละลาย 0.075 M Trehalose  ในสารละลาย  holding medium 

0.15 M Trehalose 10.0  มิลลิลิตร 

 holding medium 10.0  มิลลิลิตร 

 

นาํสารละลายวดัคา osmolarity ใหอยูระหวาง (270-290 mOSM) คา pH ใหอยูระหวาง (7.2-

7.4) และกรองผานดวยตวักรอง ขนาด 0.22 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ  2-4
o
C  ไดนาน  2  

สปัดาห     

 

การเตรียมเพือ่ทาํปฏิกริยิา PCR 

 

BMN (Buffer Magnesium Nucleotide) 

 10X PCR buffer  500  ไมโครลิตร 

 50 mM MgCl2   250  ไมโครลิตร 

 dNTPs(100 mM each)   40 ไมโครลิตร 

 D.W.    410 ไมโครลิตร 

 ทัง้หมด    1,200  ไมโครลิตร 

dNTP mix 

 dTTP(100 mM)   10  ไมโครลิตร 

 dATP(100mM)   10  ไมโครลิตร 

 dCTP(100mM)   10 ไมโครลิตร 

 dGTP(100mM)   10 ไมโครลิตร 

 รวม    40  ไมโครลิตร 

 

DH-screening primer mix 

 Working mouse β primer(Fw+Rev) PCR product 260 bp 20 ไมโครลิตร 

 Working HPRT primer(Fw+Rev) PCR product 315 bp  40 ไมโครลิตร 

 Working human β primer(LUG) PCR product 417 bp  80 ไมโครลิตร 

 (LUG1A+LUG2A) 

 รวม        140 ไมโครลิตร 
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Tail lysis Buffer 

 1M Tris  pH 8.0 ( autoclave)   2.5  มิลลิลิตร 

 0.5M EDTA ( autoclave)   10 มิลลิลิตร 

 เตมิ dH2O เพ่ือปรับใหไดปริมาตร   47.5 มิลลิลิตร 

 10% SDS (filter sterilized)   2.5 มิลลิลิตร 

  รวม      50 มิลลิลิตร 
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    1   2   3   4  5   6   7   8   9  10  11 12 13 14 15  16   +     17 18 19  20  21  22  +  + 

 

 

 

 

    

 

23    24    25     26    27   28   29    +         30   31   32     33   34   35    36    + 

 

 

 

 

 

 

     37  38  39  40  41  42  43  44   +  45  46 4748 49 50 51  +      52 53 54 55 56 57 58  + 

 

 

 

 

 

 

           59  60   61  62  63   64  65  +       66  67  68   69  70  71   72  + 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ  แสดงจีโนไทปของหนูธาลัสซีเมียที่ทําการตรวจสอบ 
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  73  74  75  76  77  78  79   80  81 82  83  84  85  86   87  88  89 

 

               

 

                      

   

  

                     90    91   92    93    94    95    96    97   98    re2  re7   re21   +   

 

 

               

 

 

 

         

           99 100  101 102 103 104  105    +        106 107 108  109 110  111 112   + 

 
 

ภาพประกอบ  แสดงจีโนไทปของหนูธาลัสซีเมียที่ทําการตรวจสอบ(ตอ) 
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                 113  114  115  116  117 118  119   +      120 121  122123  124   +          

 
 

            125 126  127 128 129 130 131 132  133 134 135 136 137 138  139  140   +  

 
              

               141 142 143  144  145  146  147  148 149 150 151 152  153   154 155 

 
 

ภาพประกอบ  แสดงจีโนไทปของหนูธาลัสซีเมียที่ทําการตรวจสอบ(ตอ) 
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No.     code            เอ็มบริโอตัวที่            genotype 

1  Vitrification   E2   ฟตัส    1   E2 

2 Vitrification   E2  ฟตัส    2  WT 

3 Vitrification   E2  ฟตัส    3  WT 

4 Vitrification   E2  ฟตัส    4  WT 

5 Vitrification   E2  ฟตัส    5  WT 

6 Vitrification   E2  ฟตัส    6  E2 

7 Vitrification   E2  ฟตัส    7  WT 

8 Vitrification   E2  ฟตัส    8  E2 

9 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   1  WT 

10 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   2  WT 

11 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   3  WT 

12 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   4  WT 

13 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   5  WT 

14 Vitrification   E2  จุดเลือดฝงตัว   6  WT 

15 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   7  WT 

16 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   8  WT 

17 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   9  WT 

18 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   10  WT 

19 Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   11  WT 

20  Vitrification   E2  จุดเลอืดฝงตวั   12  WT 

21 control E2   ฟตัส    1  WT 

22 control E2   จุดเลอืดฝงตวั   1  WT 

23 control E2   จุดเลอืดฝงตวั   2  WT 

24 control BKO   ฟตัส    1  BKO 

25 control BKO   ฟตัส    2  BKO 

26 control BKO   ฟตัส    3  BKO 

27 control BKO   ฟตัส    4  BKO 

28 control BKO   ฟตัส    5  BKO 

29 control BKO   ฟตัส    6  BKO 

30 control BKO   ฟตัส    7  BKO 
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No.     code   เอ็มบริโอตัวที่           genotype 

31 control BKO   ฟตัส    8  WT 

32 control BKO   ฟตัส    9  WT 

33 control BKO   ฟตัส    10  BKO 

34 control BKO   ฟตัส    11  BKO 

35 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   1  WT 

36 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   2  WT 

37 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   3  WT 

38 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   4  WT 

39 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   5  WT 

40 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   6  WT 

41  control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   7  WT  

42 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   8  WT 

43 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   9  WT 

44 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   10  WT 

45 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   11  WT 

46 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   12  WT 

47 control BKO   จุดเลอืดฝงตวั   13  WT 

48 Vitrification  BKO  ฟตัส    1  BKO 

49 Vitrification  BKO  ฟตัส    2  WT 

50 Vitrification  BKO  ฟตัส    3  BKO  

51 Vitrification  BKO  ฟตัส    4  BKO 

52 Vitrification  BKO  ฟตัส    5  BKO 

53 Vitrification  BKO  ฟตัส    6  WT 

54 Vitrification  BKO  ฟตัส    7  BKO 

55 Vitrification  BKO  ฟตัส    8  WT 

56  Vitrification  BKO  ฟตัส    9  BKO  

57 Vitrification  BKO  ฟตัส    10  WT 

58 Vitrification  BKO  ฟตัส    11  BKO 

59 Vitrification  BKO  ฟตัส    12  BKO 

60 Vitrification  BKO  ฟตัส    13  BKO 
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No.     code   เอ็มบรโิอตวัที ่          genotype 

61 Vitrification  BKO  ฟตัส   14   WT 

62 Vitrification  BKO  ฟตัส   15   WT 

63 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  1   WT 

64 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  2   WT 

65 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  3   WT 

66 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  4   WT 

67 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 

68 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  6   WT 

69 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  7   WT 

70 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  8   BKO 

71 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  9   WT 

72 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  10   WT 

73 Vitrification  BKO  จุดเลอืดฝงตวั  11   WT 

74 control 654   ฟตัส   1   654 

75 control  654   ฟตัส   2   WT 

76 control  654   ฟตัส   3   WT 

77 control  654   ฟตัส   4   WT 

78 control  654   ฟตัส   5   654 

79 control  654   ฟตัส   6   WT 

80 control  654   ฟตัส   7   654 

81 control  654   ฟตัส   8   654 

82 control  654   ฟตัส   9   WT 

83 control  654   ฟตัส   10   654 

84 control  654   ฟตัส   11   WT 

85 control  654   ฟตัส   12   654 

86 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  1   WT 

87 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  2   WT 

88  control  654   จุดเลอืดฝงตวั  3   WT  

89 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  4   WT 

90 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 
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No.     code      เอ็มบริโอตัวที่              genotype 

91 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  6   654 

92 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  7   WT 

93 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  8   WT 

94 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  9   WT 

95 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  10   WT 

96 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  11   WT 

97 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  12   WT 

98 control  654   จุดเลอืดฝงตวั  13   WT 

99 control  E4   ฟตัส   1   WT 

100 control  E4   ฟตัส   2   E4 

101 control  E4   ฟตัส   3   E4 

102 control  E4   ฟตัส   4   E4 

103 control  E4   ฟตัส   5   WT 

104 control  E4   ฟตัส   6   WT 

105 control  E4   ฟตัส   7   E4 

106 control  E4   ฟตัส   8   WT 

107 control  E4   ฟตัส   9   E4 

108 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  1   WT 

109 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  2   WT 

110 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  3   WT  

111 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  4   WT 

112 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 

113 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  6   WT 

114 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  7   WT 

115 control  E4   จุดเลอืดฝงตวั  8   WT 

116 vitrification  E4   ฟตัส   1   WT 

117 vitrification  E4   ฟตัส   2   E4 

118 vitrification  E4   ฟตัส   3   WT 

119 vitrification  E4   ฟตัส   4   WT  

120  control  E2   ฟตัส   2   WT 
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No.     code      เอ็มบริโอตัวที่              genotype 

121 control  E2   ฟตัส   3   WT 

122 control  E2   จุดเลอืดฝงตวั  3   WT 

123 control  E2   จุดเลอืดฝงตวั  4   WT 

124 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 

125 vitrification  E4   ฟตัส   5   E4 

126 vitrification  E4   ฟตัส   6   WT 

127 vitrification  E4   จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 

128 vitrification  E4   จุดเลอืดฝงตวั  6   WT 

129 control E2   ฟตัส   4   WT 

130 control E2   ฟตัส   5   E2 

131 control E2   ฟตัส   6   WT  

132 control E2   ฟตัส   7   E2 

133 control E2   ฟตัส   8   WT 

134 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  6   WT 

135 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  7   WT 

136 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  8   WT 

137 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  9   WT 

138 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  10   WT 

139 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  11   WT 

140 control E2   จุดเลอืดฝงตวั  12   WT 

141 vitrification 654   ฟตัส   1   WT 

142 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  1   WT 

143 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  2   WT 

144 vitrification 654   ฟตัส   2   654 

145 vitrification 654   ฟตัส   3   WT 

146 vitrification 654   ฟตัส    4   654 

147 vitrification 654   ฟตัส   5   654 

148 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  3   WT 

149 vitrification 654   ฟตัส   6   654 

150 vitrification 654   ฟตัส   7   WT 
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No.     code      เอ็มบริโอตัวที่              genotype 

151 vitrification 654   ฟตัส   8   654 

152 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  4   WT 

153 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  5   WT 

154 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  6   WT 

155 vitrification 654   จุดเลอืดฝงตวั  7   WT 
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