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บทคัดยอ หนูแรทสายพันธุ Wistar นิยมใชเปน animal model สําหรับการทดสอบความเปนพิษของผลิตภัณฑที่มีฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยา การตรวจวิเคราะหการแข็งตัวของเลือดเปนการทดสอบเพื่อหาความผิดปกติของกลไกการหามเลือด ซึ่งปจจุบัน

ศูนยสัตวทดลองแหงชาติไมเคยศึกษาคาการแข็งตัวของเลือดในหนู Wistar rat ที่ผลิตไดมากอน ในการศึกษานี้จึงไดทําการ

ทดสอบคาการแข็งตัวของเลือด ไดแก คา prothrombin time (PT) และคา activated partial thromboplastin time 

(APTT) ในหนูแรทสายพันธุ Mlac:WR โดยใชเครื่องตรวจวิเคราะหการแข็งตัวของเลือดแบบอัตโนมัติ SYSMEX CA-660 

จากผลการศึกษาพบวาทั้งเพศและอายุสงผลตอคาเฉลี่ยของคา PT และ APTT อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

(p < 0.05) ในแงของความเสถียรของตัวอยาง ตัวอยาง plasma ที่ผานการเก็บรักษาที่ตูแชแข็ง -20°C เปนเวลา 2 สัปดาห 

กอนนํามาตรวจวิเคราะห มักสงผลใหคา PT สั้นลง แตคา APTT ยาวนานขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.001) นอกจากนี้

หนูแรท Mlac:WR กลุมที่ผานการรับ sterile water ดวยวิธี oral gavage เปนเวลา 90 วันติดตอกัน ใหคาการแข็งตัว

ของเลือดไมตางจากกลุม non-oral gavage ยกเวนคา APTT ของเพศผูที่มีการลดลงอยางมีนัยสําคัญในกลุม oral gavage 

(p < 0.001) การศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาเพศ อายุ และกิจวัตรประจําวันที่ตางกันของสัตวทดลอง รวมถึงวิธีการเก็บรักษาตัวอยาง

กอนนํามาตรวจวิเคราะหสามารถสงผลตอคาการแข็งตัวของเลือดในหนู Wistar rat ได 

คําสําคัญ: หนูแรท Mlac:WR, การแข็งตัวของเลือด, คา prothrombin time (PT), คา activated partial 

 thromboplastin time (APTT), ปจจัยการแข็งตัวของเลือด



550 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 68 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2569

Study of Blood Coagulation Parameters in Mlac:WR Rat Kanda Veeravechsukij and Jirawat Khanongnoi

บทนํา

การแข็งตัวของเลือด (blood coagulation หรือ 

blood clotting) เปนกระบวนการทางชีวเคมีที่รางกาย

ใชเพื่อหยุดการไหลของเลือดเมื่อมีการบาดเจ็บหรือ

มีบาดแผลเกิดขึ้นกับหลอดเลือด กระบวนการนี้ชวย

ปองกนัไมใหรางกายเสียเลือดมากจนเกนิไป องคประกอบ

ที่เกี่ยวของและมีบทบาทสำคัญตอการหามเลือด ไดแก 

เกล็ดเลือด (platelets) และปจจัยการแข็งตัวของเลือด 

(coagulation factors) การสรางลิ่มเลือดเกิดจาก

การทำงานของ coagulation factors จนได fibrin

ที่จะตกตะกอนลงมากลายเปนลิ่มเลือดที่มีความแข็งแรง

และหามเลือดไดอยางมีประสิทธิภาพ กระบวนการนี้เปน

กระบวนการที่ซับซอนโดยจะเปล่ียน coagulation 

factors ทีอ่ยูในรปู inactive form (zymogen) ใหเปน 

active form ที่มีฤทธิ์เปน protease ซึ่งจะไปกระตุน 

coagulation factors ตัวตอๆ ไปใน pathway ของ

ตวัเอง ตามลำดบั โดยสามารถแบงออกเปน 3 pathways 

ดังนี้ 1) intrinsic pathway 2) extrinsic pathway 

และ 3) common pathway(1−3)

International Conference on Harmonization

(ICH) guidelines ไดระบุวา prothrombin time 

(PT) และ activated partial thromboplastin time

(APTT) เปน routine parameters รวมกับการ

นับจำนวนเกล็ดเลือด การดู gross lesion และ 

histopathological slide เพื่อประเมินผลกระทบ

ของสารเคมีหรือผลิตภัณฑทางเภสัชกรรมตอระบบ

การแข็งตัวของเลือด(4) สอดคลองกับ American

Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP)

ที่แนะนำวาคา PT และ APTT เปนพารามิเตอรที่ควร

บรรจไุวใน preclinical safety studies เพือ่ใชประเมนิ

ผลกระทบตอระบบการแข็งตัวของเลือด เม่ือไดรับ

xenobiotics เขาสูรางกาย(5) โดยคา PT เปน screening

test สำหรับประเมินการทำงานของ coagulation

factor ที่เกี่ยวของกับ extrinsic pathway และ 

common pathway ไดแก factor I, II, V, VII 

และ X ใชประเมินสภาวะขาดวิตามิน K ในระยะแรก

ใชตดิตามผลการรกัษาดวย warfarin และภาวะท่ีรางกาย

ไดรับยาฆาหนู ในขณะที่ APTT ถูกใชในการประเมิน

การทำงานของระบบ intrinsic pathway และ common 

pathway ไดแก coagulation factor I, II, V, VIII, 

IX, X, XI และ XII การเกิดภาวะ (Disseminated 

Intravascular Coagulation (DIC) และใชติดตาม

ผลการรกัษาดวย heparin หากคา APTT สงูขึน้ผดิปกติ

อาจบงบอกถึงสภาวะบกพรองของ coagulation factor 

VIII, IX, XI และ XII หรือการไดรับ inhibitor อยาง 

heparin เขาสูรางกาย(3,6,7) 

ศู นย สั ต ว ทดลองแห ง ช าติ  นอกจาก เป น

หนวยงานหลักของประเทศดานการผลิตสัตวทดลอง

เชน หนูเมาส หนูแรท หนูตะเภา และกระตาย ยังเปน

หนวยงานแรกของประเทศไทยที่ไดรับการรับรอง

จากสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ใหเปนหนวยงานที่สามารถใหบริการทดสอบ

ความปลอดภัยในดานการพัฒนายาและผลิตภัณฑ

ดานสุขภาพของประเทศไทย ตามหลักการของ The 

Organization for Economic Co-operation 

and Development (OECD) Good Laboratory 

Practice (GLP): OECD GLP โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

test guideline no.408 ซึ่งเปนหนึ่งใน test guideline

ที่ไดรับความนิยมและมีลูกคามาใชบริการกับศูนยฯ 

อยางตอเนื่อง การทดสอบใน test guideline no.408 

เปนการทดสอบความเปนพิษแบบกึ่งเรื้อรังในสัตว

ฟนแทะที่ไดรับสารทดสอบผานทางปากอยางตอเนื่อง 

เปนเวลา 90 วัน(8) ในบางกรณีของการใหบริการตาม 

test guideline no.408 จำเปนตองใหสารทดสอบ

ผานทางทอหรือเข็มใหอาหารสอดเขาปากแลวสงสาร

ทดสอบสูหลอดอาหารหรือกระเพาะอาหารโดยตรง 

เรียกวิธีนี้วา oral gavage(9)   ซึ่งการใหสารน้ำหรือ

อาหารแกสัตวทดลองอยางตอเนื่องติดตอกันหลายวัน

ผานวิธี oral gavage นอกจากจะทำใหทางเดินอาหาร

ของสัตวทดลองเสี่ยงตอการระคายเคืองแลว อาจทำให

อัตราการเตนของหัวใจและความดันโลหิตเปลี่ยนแปลง 

รวมไปถึงทำใหเกิดความเครยีดสะสมในสตัวทดลองได(10)

หนู Wistar rat เปนสัตวฟนแทะที่นิยมใชใน

งานวิทยาศาสตร เนื่องจากมีขนาดตัวที่เหมาะสำหรับ

การทำหัตถการหรือปฏิบัติงานในขั้นตอนตางๆ อีกทั้ง

มีสรีรวิทยาและพันธุกรรมที่มีลักษณะเฉพาะชวยให
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สามารถสรุปผลการทดลองเทียบเคียงกับในมนุษยได 

นอกจากนี้ Wistar rat มีอัตราการรอดชีวิตท่ีดี อัตรา

การเกิดเนื้องอกดวยตัวเองต่ำ จึงนิยมใชเปนแบบจำลอง

สำหรับการทดสอบความเปนพิษ(11)  ปจจุบันการศึกษา

คาการแข็งตัวของเลือดในหนู Wistar rat ยังมีไมมาก 

รวมถึงหนู Wistar rat สายพันธุ Mlac:WR ที่ผลิต

โดยศูนยฯ ยังไมเคยมีการศึกษาคาการแข็งตัวของเลือด

มากอน ดังน้ันเพื่อใหทราบถึงปจจัยตางๆ ที่อาจสงผล

ตอคาการแข็งตัวของเลือด ในการศึกษาน้ีจึงทำการ

ทดสอบคา PT และ APTT ของหนูแรทสายพันธุ 

Mlac:WR ทัง้เพศผูและเพศเมยีท่ีชวงอาย ุ4−8 สปัดาห, 

10–12 สัปดาห, 18–20 สัปดาห และมากกวา 35 สปัดาห 

เพื่อนำมาวิเคราะหถึงอิทธิพลของเพศและอายุที่มีตอคา

การแข็งตัวของเลือด และเพื่อเปนการพิสูจนขอแนะนำ

ของ Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) guidelines (CLSI document 

H21-A5) ซึง่ระบุวาหากไมสามารถตรวจวิเคราะหคาการ

แข็งตัวของเลือดไดทันทีภายใน 2−4 ชั่วโมง สามารถ

เกบ็รกัษาตวัอยาง plasma ไวท่ีอณุหภูมิ -20°C ไดไมเกิน

2 สัปดาห(12) การศึกษานี้จึงศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ

คาการแข็งตัวของเลือดหากจำเปนตองแชแข็งตัวอยาง 

plasma ไวที่อุณหภูมิ -20°C เปนระยะเวลา 2 สัปดาห 

ตามคำแนะนำของ CLSI guidelines และศึกษาคาการ

แข็งตัวของเลือดในหนูกลุมที่ไดรับ sterile water ผาน

การทำ oral gavage อยางตอเน่ืองทุกวัน เปนเวลา 90 วนั

ซึง่คลายคลึงกบัหนูในกลุมควบคมุของงาน toxicity test 

study อีกดวย 

วัสดุและวิธีการ

สัตวทดลอง

หนู Wistar rat สายพันธุ Mlac:WR ผลิตโดย

ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จำนวน 4 

ชวงอายุ ไดแก 4–8 สัปดาห, 10–12 สัปดาห, 18–20 

สัปดาห และมากกวา 35 สัปดาห ชวงอายุละ 40 ตัว

(แบงเปน เพศผูและเพศเมียอยางละ 20 ตัว) ถูกใชใน

การเก็บตัวอยางเลือด เพื่อนำมาศึกษาอิทธิพลของเพศ

และอายุ รวมถึงการทดสอบความเสถียรของตัวอยาง

หลังผานการแชแข็ง กอนนำมาตรวจวิเคราะหคาการ

แข็งตัวของเลือด ในขณะที่หนู Wistar rat สายพันธุ 

Mlac:WR อีกกลุมที่อายุ 6 สัปดาห เพศละ 22 ตัว

จะถกูใชสำหรบัศกึษาผลกระทบของการทำ oral gavage 

ติดตอกัน เปนเวลา 90 วัน ที่มีตอคาการแข็งตัวของเลือด

วิธีการ
สัตวทดลองทั้งหมดถูกเลี้ยงภายใตระบบ HVAC 

(Heating, Ventilation, and Air Conditioning)
ที่มีการควบคุมอุณหภู มิใหอยู ระหว าง 22±3°C 
ความชื้นสัมพัทธระหวาง 30–70% อัตราการระบาย
อากาศ 15–20 รอบตอชั่วโมง ระยะเวลาการให
แสงสวาง (light:dark) เทากับ 12:12 ช่ัวโมง และควบคมุ
เสียงภายในหองเลี้ยงใหไมเกิน 85 เดซิเบล สัตวทดลอง
จะถูกเลี้ยงในกรงสแตนเลสพื้นตันที่มีวัสดุรองนอน
ทำจากแกนขาวโพด (corn cob) ผสมผกัตบชวา (water 
hyacinth) ที่ผานการอบนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อ
ไอน้ำ (autoclave) (รุน Getinge GE6915AR-1, 
Getinge, Sweden) กอนนำมาใชงาน และไดรับอาหาร
ที่ผานการอบนึ่งฆาเช้ือกอนนำมาใหกิน น้ำที่ใชเล้ียงเปน 
reverse osmosis (RO) water ที่ผสมคลอรีนเขมขน 
5–7 ppm โดยมีเครื่องเตรียมคลอรีน (รุน Beta/4, 
ProMinent GmbH  Heidelberg, Germany)

ในการศึกษาคาการแข็งตัวของเลือดของหนูใน
กลุมที่ผานการทำ oral gavage หนู Mlac:WR อายุ 
6 สัปดาห เพศละ 22 ตัว จะถูกให sterile water 
(General Hospital Products, Thailand) ปริมาณ 
1 มิลลิลิตร ตอน้ำหนักตัวสัตว 100 กรัม ผานการสอดทอ 
feeding needle (P.A.C.K. Trading, Thailand) 
เขาทางปากผานไปยงัหลอดอาหาร และฉดี sterile water 
เขาสูกระเพาะอาหารโดยตรงทุกวนั วนัละ 1 ครัง้ ตอเนือ่งกัน
เปนระยะเวลา 90 วัน เมื่อ feeding จนครบ 90 วัน 
สัตวทดลองจะถูกนำไปเก็บตัวอยางเลือดเพื่อทดสอบ
คาการแข็งตัวของเลือด และนำคาที่ทดสอบไดไป
เปรียบเทียบกับหนูชวงอายุ 18–20 สัปดาห กลุมที่ไมได
ผานการทำ oral gavage (non-oral gavage)

การสลบสัตวและการเก็บเลือด

คืนกอนวันที่จะเก็บตัวอยางสัตวทดลองทุกตัว

จะถูกงดใหอาหาร (fasting) อยางนอย 8 ชั่วโมง กอน

นำมาเก็บตัวอยาง (แตยังใหน้ำตามปกติ) สัตวทดลอง
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จะถูกทำใหสลบดวยกาซ CO2 (Charoennakhon 

Welding, Thailand) แลวทำการผาเปดชองทอง

เพ่ือเกบ็เลอืดจากเสนเลอืด posterior vena cava เลอืด

จะถกูถายไปยงัหลอดเกบ็เลอืดทีบ่รรจสุารปองกนัการแขง็ตัว

ของเลือด (anticoagulant) ชนิด 3.2% sodium 

citrate (รุน Minicollect, Greiner BIO-ONE, 

Austria) โดยอัตราสวนระหวางเลือดและ sodium 

citrate เทากับ 9:1 ทำการ mixed เลอืดเบาๆ ทนัท ีเพือ่

ใหเลือดและ anticoagulant ผสมเขากันอยางสมบูรณ 

จากนั้นนำตัวอยางเลือดไปปนที่เครื่อง centrifuge

(รุน Multifuge X1R Pro, Thermo Fisher

Scientific, Germany) เพ่ือแยก citrate-plasma ดวย

ความเรว็รอบ 1,500 g เปนเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภูมิ 25°C 

ในการศึกษาความเปลี่ยนแปลงของคาการแข็งตัว

ของเลือดเมื่อนำตัวอยางไปแชแข็งที่ตูแชแข็ง (รุน PLR 

386, Thermo Fisher Scientific, Germany) กอนนำ

มาตรวจวเิคราะห citrate-plasma ท่ีไดจากสตัวทดลอง 

1 ตัว จะถูกแบงออกเปน 2 ชุด ชุดที่ 1 เรียกวา fresh 

citrate-plasma เปนชุดที่ citrate-plasma จะถูก

นำไปตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือดทันทีภายใน

4 ชัว่โมงหลงัจากเกบ็ตวัอยาง และชดุที่ 2 เรียกวา freeze 

citrate-plasma เปนชุดที่ citrate-plasma จะถูกนำ

ไปเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 2 สัปดาห 

กอนนำมาทดสอบคาการแข็งตัวของเลือด 

ตัวอยาง citrate-plasma ท่ีมีลักษณะของ 

hemolysis หรือพบวามี partial clot เกิดขึ้นจะไมถูก

นำมาใชในการตรวจวิเคราะห

การตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือด

คาการแข็งตัวของเลือด PT และ APTT

ถูกทดสอบโดยใชเครื่องตรวจวิเคราะหการแข็งตัว

ของเลือดแบบอัตโนมัติ (automated coagulation 

analyzer) SYSMEX CA-660 (Sysmex Corporation,

Japan) กอนตรวจวิเคราะหตัวอยางตองทดสอบ

standard control samples กอน เพื่อตรวจสอบ

คุณภาพของการตรวจวิเคราะห ในการทดสอบคา PT 

ตัวอยาง citrate-plasma ปริมาตร 50 µL จะถูก

ผสมเขากับ PT reagent (ThromborelS; Sysmex 

Corporation, Japan) การทดสอบคา APTT ตัวอยาง 

citrate-plasma ปริมาตร 50 µL จะถูกผสมเขากับ 

APTT reagents ที่ประกอบดวย ActinFS และ CaCl2 

(Sysmex Corporation, Japan) เครือ่งตรวจวเิคราะห

การแข็งตัวของเลือดแบบอัตโนมัติจะวัดระยะเวลาตั้งแต

ตัวอยาง citrate-plasma ผสมกับ reagent จนกระทั่ง

เกิดการ clot ที่สมบูรณ และรายงานเปนคาการแข็งตัว

ของเลือดในหนวยวินาที

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

การวเิคราะหขอมลูทางสถิตท้ัิงหมดไดใชโปรแกรม 

GraphPad Prism Software (version 10.5.0; 

GraphPad Software, San Diego, CA, USA) เปน

เครื่องมือในการทดสอบ โดยการศึกษาอิทธิพลของเพศ

และการเปรียบเทียบคาการแข็งตัวของเลือดระหวางสัตว

ทดลองกลุม non-oral gavage และ oral gavage ไดใช

Mann Whitney test ในการทดสอบ สวนการศึกษา

ผลกระทบของอายุตอคาการแข็งตัวของเลือดจะทดสอบ

โดยใช Kruskal-Wallis test และการเปรียบเทียบ

ความเสถียรของตวัอยางระหวาง fresh citrate-plasma

และ freeze citrate-plasma จะทดสอบโดยใช 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test 

จริยธรรมการวิจัย

การใชและการปฏิบัติตอสัตวทดลองในงานวิจัยนี้ 

ผานการรับรองและอนุมัติจากคณะกรรมการกำกับดูแล

การใชสัตวเพื่องานทางวิทยาศาสตรของศูนยสัตวทดลอง

แหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล National Laboratory 

Animal Center Animal Care and Use Committee 

(NLAC-ACUC) National Laboratory Animal 

Center, Mahidol University (หมายเลขโครงการ 

RA 2023-11) เมื่อวันที่ 29 กันยายน พ.ศ. 2566

ผล

ผลการตรวจวิเคราะหคา PT และ APTT ของ

หนู Mlac:WR ท้ังเพศผูและเพศเมียที่ชวงอายุตางๆ 

ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 ตามลำดับ โดยจะแสดง

จำนวนตัวอยาง (n) คาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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(mean±SD) คามัธยฐาน (median) คาเฉลีย่ของลำดบั

ที ่(mean rank) คาสงูสดุ (max) คาตำ่สดุ (min) และ

คาสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน (%CV) 

เพศของสัตวทดลองมีอิทธิพลตอคาการแข็งตัว

ของเลือด

ผลการศึกษาความแตกตางของคาการแข็งตัว

ของเลือด (คา PT และ APTT) ในหนู Mlac:WR 

อันเนื่องมาจากอิทธิพลของเพศ ดังแสดงในตารางที่ 1

และ 2 ตามลำดับ พบวาทุกชวงอายุของสัตวทดลองคา 

PT ในหนูเพศผูจะนานกวาในเพศเมียอยางมีนัยสำคัญ

(4–8 weeks; p < 0.01 สวน 10–12 weeks, 18–20

weeks และ > 35 weeks; p < 0.001) ในทางตรงกนัขาม

ในหนูแรท Mlac:WR ที่อายุมากกวา 10 สัปดาหขึ้นไป

คา APTT ในหนูเพศเมียกลับยาวนานกวาในเพศผู

อยางมนียัสำคญั (10–12 weeks; p < 0.05 แตที ่18–20 

weeks และ > 35 weeks; p < 0.001)

ตารางที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบคา PT ของหนู Mlac:WR ระหวางเพศผูและเพศเมียที่ชวงอายุตางๆ

AGE n Mean±SD Median Mean rank Max Min %CV

Male
 4−8 Weeks
 10−12 Weeks

18−20 Weeks
> 35 Weeks

20
20
20
20

7.3±0.18
8.5±0.24
7.8±0.22
7.7±0.39

7.30
8.50
7.80
7.85

25.45**
30.10***
28.25***
26.45***

7.7
8.8
8.4
8.2

6.9
8.0
7.5
6.9

2.48
2.83
2.78
5.04

Female
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

19
20
19
20

7.1±0.20
7.7±0.37
7.4±0.23
7.3±0.20

7.10
7.75
7.30
7.40

14.26
10.90
11.32
14.55

7.5
8.2
7.7
7.7

6.7
6.9
6.9
6.8

2.77
4.82
3.10
2.74

หมายเหตุ: *Significant parameters at p < 0.05; **at p < 0.01 และ ***at p < 0.001

ตารางที่ 2 แสดงการเปรียบเทียบคา APTT ของหนู Mlac:WR ระหวางเพศผูและเพศเมียที่ชวงอายุตางๆ

AGE n Mean±SD Median Mean rank Max Min %CV

Male
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

20
20
20
20

10.7±0.81
12.0±0.71
11.7±0.65
11.8±1.12

10.65
12.00
11.55
11.70

19.78
16.65
12.93
10.98

12.3
13.5
13.3
14.1

9.6
10.9
10.8
9.9

7.60
5.94
5.59
9.47

Female
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

19
20
19
20

10.8±0.84
12.6±1.07
12.9±0.90
14.5±0.83

10.70
12.80
12.90
14.50

20.24
24.35*

27.45***
30.03***

12.9
14.5
15.2
16.3

9.6
10.6
11.5
13.2

7.81
8.51
6.96
5.71

หมายเหตุ: *Significant parameters at p < 0.05; **at p < 0.01 และ ***at p < 0.001
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คาการแข็งตัวของเลือดอาจจะแตกตางกันไดในแตละ

ชวงอายุ

ในการศึกษาปจจัยดานอายุท่ีมีตอคาการแข็งตัว

ของเลอืด พบวาอายสุงผลตอคา PT และ APTT ท้ังในหนู

Mlac:WR เพศผูและเพศเมีย ดังน้ี 1) ในหนูเพศผู

คา PT ของแตละชวงอายุมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสำคัญ ยกเวนในชวงอายุ 18–20 weeks และ > 35 

weeks ทีไ่มพบความแตกตางกนั ดงัแสดงในภาพที ่1(A) 

2) ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสำคัญของคา PT

ในหนเูพศเมยีของแตละชวงอาย ุยกเวนอาย ุ4-8 weeks

ที่แตกตางจาก 10–12 weeks ดังแสดงในภาพที่ 1(B) 

3) มีเพียงหนูกอนวัยเจริญพันธุเพศผูอายุ 4-8 weeks 

ทีม่คีา APTT แตกตางจากชวงอายุอืน่ๆ อยางมนียัสำคญั

ดังแสดงในภาพที่ 1(C) และ 4) คา APTT ในหนู

เพศเมยีมคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสำคญัในทกุชวงอายุ 

ยกเวนในหน ู10–12 weeks และ 18–20 weeks ทีไ่มพบ

ความแตกตางกัน ดังแสดงในภาพที่ 1(D)

หมายเหตุ: *Significant parameters at p < 0.05; **at p < 0.01 ***at p < 0.001

ภาพที่ 1 กราฟแสดงความแตกตางของคาการแข็งตัวของเลือดในหนู Mlac:WR ที่ชวงอายุตางๆ (A) คา PT

 ในหนูเพศผู, (B) คา PT ในหนูเพศเมีย, (C) คา APTT ในหนูเพศผู และ (D) คา APTT ในหนูเพศเมีย 
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การแชแข็งตัวอยาง citrate-plasma สงผลใหคา

การแข็งตัวของเลือดเปลี่ยนแปลงไป

ผลการตรวจวิเคราะหคา PT และ APTT ของ

ตัวอยางจากหนู Mlac:WR ที่ผานการแชแข็งที่อุณหภูมิ   

-20°C เปนเวลา 2 สัปดาห (freeze citrate-plasma) 

ดังแสดงในตารางที่ 3 ตามลำดับ 

การทดสอบเพื่อดูความแตกตางของคาการ

แข็งตัวของเลือดระหวาง citrate-plasma ที่ถูกนำ

ไปตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือดทันทีภายใน

4 ชัว่โมง หลงัจากเกบ็ตวัอยาง (fresh citrate-plasma) 

และ citrate-plasma ท่ีถูกเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ 

-20°C เปนเวลา 2 สปัดาห กอนนำมาทดสอบคาการแขง็ตวั

ของเลือด (freeze citrate-plasma) พบวาคา PT

ในกลุม freeze citrate-plasma ลดลงอยางมนียัสำคญั 

ตารางที่ 3 แสดงคา PT และ APTT ของตัวอยางในชุด freeze citrate-plasma

AGE n Mean±SD Median Max Min %CV

PT of Male
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

20
20
18
20

7.5±0.53
7.9±0.19
7.6±0.22
6.9±0.25

7.6
7.9
7.6
6.9

8.3
8.4
7.9
7.4

6.7
7.6
7.2
6.3

7.03
2.38
2.91
3.66

PT of Female
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

19
20
19
20

7.4±0.77
7.3±0.33
7.1±0.26
6.9±0.18

7.5
7.3
7.2
6.9

8.8
8.0
7.5
7.2

6.5
6.5
6.5
6.5

10.9
4.51
3.61
2.60

APTT of Male
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

20
20
18
20

17.0±5.73
16.8±6.17
24.8±7.88
26.6±7.11

14.2
14.8
26.1
30.9

29.3
38.5
35.0
33.9

11.6
13.0
14.5
13.2

33.68
36.73
31.82
26.72

APTT of Female
4−8 Weeks

10−12 Weeks
18−20 Weeks

> 35 Weeks

19
20
19
20

16.9±6.57
19.4±7.65
25.3±6.60
27.7±6.35

13.5
16.0
23.3
29.4

32.5
37.9
37.5
36.7

11.3
13.9
15.6
15.1

38.94
39.45
26.04
22.90

ที่ p < 0.001 ในเกือบทุกชวงอายุ ยกเวนในหนูชวงกอน

วัยเจริญพันธุอายุ 4−8 weeks ทั้งในเพศผูและเพศเมีย

ทีไ่มพบความแตกตางอยางมนียัสำคญั ดงัแสดงในภาพท่ี 

2(A) และ 2(B) ซึ่งสวนทางกับคา APTT ที่ตัวอยาง

ในชุด freeze citrate-plasma กลับมีคายาวนานขึ้น

อยางมีนัยสำคัญที่ p < 0.001 ในทุกชวงอายุทั้งเพศผู

และเพศเมีย ดังแสดงในภาพที่ 2(C) และ 2(D)
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18–20 weeks) ดงัแสดงในภาพที ่3 ผลการทดลองแสดง

ใหเห็นวาการทำ oral gavage ไมสงผลตอคา PT ทั้งใน

หนูเพศผูและเพศเมีย ดังแสดงในภาพ 3(A) และ 3(B) 

อีกทั้งยังไมสงผลตอคา APTT ในหนูเพศเมียอีกดวย 

ดังแสดงในภาพ 3(D) แตกลับสงผลตอคา APTT

ในหนูเพศผูใหสั้นกวาหนูกลุม non-oral gavage

อยางมีนัยสำคัญที่ p < 0.001 ดังแสดงในภาพ 3(C) 

ภาพที่ 2 แสดงการเปล่ียนแปลงของคาการแข็งตัวของเลือด โดยเปรียบเทียบระหวาง fresh citrate-plasma

 และ freeze citrate-plasma; (A) คา PT ในหนูเพศผู, (B) คา PT ในหนูเพศเมีย, (C) คา APTT 

 ในหนูเพศผู และ (D) คา APTT ในหนูเพศเมีย 

คาการแข็งตัวของเลือดในสัตวทดลองที่ผานการทำ 

oral gavage 

เพื่อศึกษาถึงผลกระทบของการทำ oral gavage 

ตอคาการแข็งตัวของเลือด หนู Mlac:WR ทั้งเพศผูและ

เพศเมียถูกปอน sterile water ดวยวิธี oral gavage 

วันละ 1 ครั้ง ตอเนื่องกัน เปนระยะเวลา 90 วัน แลวนำ

คาการแขง็ตวัของเลอืดมาเปรยีบเทียบกบัหนกูลุมทีไ่มได

ผานการทำ oral gavage ที่มีอายุใกลเคียงกัน (หนูกลุม 

หมายเหตุ: *Significant parameters at p < 0.05; **at p < 0.01 ***at p < 0.001
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วิจารณ

ศูนยสัตวทดลองแหงชาติเปนหนวยงานหลัก

ของประเทศที่เปดใหบริการการทดสอบความเปนพิษ

ของผลิตภัณฑสุขภาพตางๆ ทั้งนี้ศูนยฯ ไดเลือกใชหนู

Wistar rat สายพันธุ Mlac:WR ที่ศูนยฯ ผลิตขึ้นเอง 

มาเปน animal model สำหรบัการทดสอบความเปนพษิ

ใน OECD test guideline no.407 และ 408 เปนตน 

และเพื่อเปนการประเมินความเปนพิษของสารทดสอบ

ที่มีตอระบบการแข็งตัวของเลือดศูนยฯ จำเปนตองขยาย

ขอบขายการตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือดขึ้น 

ไดแก PT และ APTT เพื่อมารองรับการทดสอบและ

ชวยเพิ่มความนาเชื่อถือของผลการทดสอบความเปนพิษ

ใหมากยิ่งข้ึน แตเนื่องจากศูนยฯ ยังไมเคยศึกษาคาการ

แขง็ตวัของเลอืดในสตัวทดลองใดๆ ทีผ่ลติไดเองมากอน

จึงตัดสินใจเลือกศึกษาคาการแข็งตัวของเลือดในหนู 

Wistar rat สายพันธุ Mlac:WR เปนอันดับแรก 

เนื่องจากเปนสายพันธุหลักที่ใชในงานทดสอบความ

เปนพิษและอาจเปนประโยชนตองานทดสอบความ

เปนพิษของศูนยฯ ในอนาคตได

หมายเหตุ: *Significant parameters at p < 0.05; **at p < 0.01 ***at p < 0.001

ภาพที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบคาการแข็งตัวของเลือดของหนู Mlac:WR ระหวางกลุมที่ผานการทำและไมไดทำ

 oral gavage (A) คา PT ในหนูเพศผู, (B) คา PT ในหนูเพศเมีย, (C) คา APTT ในหนูเพศผู และ

 (D) คา APTT ในหนูเพศเมีย
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ในอดีตมีคณะทำงานที่ไดศึกษาคาการแข็งตัวของ

เลือดในหนู Wistar rat มากอน เชน คณะทำงานของ 

Lemini C และคณะ ซึ่งระบุคา PT และ APTT ของหนู

Wistar rat โตเต็มวัยเพศผู เทากับ 16.9+0.30 และ 

22.5+0.60 ตามลำดับ สวนในเพศเมียโตเต็มวัยมีคา 

PT และ APTT เปน 18.4+0.20 และ 19.7+0.40 

ตามลำดับ(13) ในการศึกษาของ Goyal VK และคณะ

ที่รายงานคา PT และ APTT ในหนู Wistar rat อายุ 

6−8 สัปดาห เพศผูเปน 15.32+0.78 และ 13.15+1.63

ตามลำดบั และในเพศเมยีมคีา 16.72+0.99 และ 12.28+1.72

ตามลำดับ(14) จะเห็นไดวาคาการแข็งตัวของเลือดในหนู 

Wistar rat ของแตละคณะทำงานมีคาท่ีแตกตางกัน

คอนขางมาก แมวาจะทำการทดสอบคาการแข็งตัวของ

เลือดในสัตว species เดียวกันก็ตาม อาจเนื่องมาจาก 

experimental conditions ท่ีใชในการทดสอบของ

แตละหองปฏิบัติการนั้นแตกตางกัน อาทิ วิธีการเก็บ

ตัวอยางหรือตำแหนงที่ใชเจาะเก็บตัวอยาง ชนิดและ

ความเขมขนของ anticoagulant ท่ีเลือกใช นิยมใช

sodium citrate ที่ 3.2% หรือ 3.8% ระยะเวลาและ

วิธีการเก็บเพ่ือรักษาสภาพของตัวอยางกอนนำมาตรวจ

วิเคราะห และที่สำคัญที่สุด คือ coagulation test 

reagents และเครื่องตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของ

เลือดที่เลือกใช(13) ในการเก็บตัวอยางเลือดสำหรับตรวจ

วิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือด นิยมใชสารประกอบ 

citrate เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด โดย

ใชเลือด 9 สวน ผสมกับ citrate 1 สวน หากเก็บ

เลือดไดปริมาตรนอยกวาท่ีกำหนดหรือการท่ีสัตวมีคา

hematocrit ทีส่งูผิดปกตเินือ่งจากมีภาวะ dehydration

จะทำใหอัตราสวนของ citrate เพิ่มขึ้น ซึ่งการมี citrate 

ที่เขมขนเกินไปจะสามารถเหน่ียวนำใหคา PT และ 

APTT ยาวนานกวาปกติได(15−18) PT reagent มักจะ

เปนสวนผสมระหวาง tissue thromboplastin และ

Ca2+ สวน APTT reagent ประกอบดวย surface 

activator, phospholipid และ Ca2+ ซึ่งผูผลิตแตละ

บริษัทจะมีสูตรและสวนผสมที่ตางกัน ในการวัดคา PT 

และ APTT เปนการวัดการเกดิ clot formation หลงัจาก

ที่เติม PT/APTT reagent ลงไปในปฏิกิริยา และ

หลักในการวัดปฏิกิริยาการเกิด plasma clotting ของ

เครื่องตรวจวิเคราะหคาการแข็งตัวของเลือดทั่วไปมี 

2 วิธี ไดแก 1) monitoring turbidity of plasma 

during plasma coagulation และ 2) monitoring 

plasma viscosity during coagulation(4,19) ดังนั้นคา 

PT และ APTT ของแตละหองปฏิบัติการอาจตางกันได

ถึงแมจะทดสอบในสัตวสายพันธุเดียวกัน ทั้งนี้ขึ้นกับ 

coagulation test reagents และเครื่องมือที่ใช ซึ่ง

อาจมีหลักการตรวจและให equipment sensitivity

ที่ตางกัน 

ในการศึกษาคาการแข็งตัวของเลือดในหนู

Wistar rat ของ Lemini C และคณะ พบวาเพศของ

หนู Wistar rat สงผลตอคาการแข็งตัวของเลือด ซึ่ง

อาจเกิดจากอิทธิพลของฮอรโมนเพศ โดยพบวาคา PT 

และ APTT ของหนู Wistar rat เพศเมียที่ถูกตัดรังไข

ออก (ovariectomized Wistar rat) กับหนู Wistar

rat เพศผู มีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ(13) 

สอดคลองกับการศึกษาอื่นๆ ที่พบวาฮอรโมน estrogen 

สามารถทำใหคา PT สัน้ลงได(20) อีกทัง้มกีารศกึษาทีพ่บวา

ฮอรโมน 17β-oestradiol มสีวนเกีย่วของกบัการควบคมุ

การทำงานของ blood coagulation factor gene และ 

transcription factor ของ factor XII ซ่ึงเกี่ยวของ

กับกระบวนการ coagulation cascade activation

รวมไปถึงการเกิด fibrinolysis อีกดวย(21,22) ผลการ

ศึกษาคาการแข็งตัวของเลือดในหนู Mlac:WR ของ

การศึกษานี้พบวาคา PT ในหนูเพศเมียสั้นกวาในหนู

เพศผูอยางมีนัยสำคัญ ซึ่งอาจเกิดจากอิทธิพลของ

steroid sex hormones ตามทีไ่ดกลาวไวขางตน รวมกบั

การใหสัตวทดลองทำ fasting ในคืนกอนที่จะตรวจ

วเิคราะหอกีดวย จงึมผีลใหคา PT ในหนเูพศผูนานขึน้กวา

ปกติได(23) ในทางตรงกันขามคา APTT ของหนู 

Mlac:WR เพศเมียกลับมีคาที่นานกวาในเพศผูอยาง

มีนัยสำคัญ การที่คา APTT ของหนูแรท Mlac:WR

ในเพศเมียใชเวลานานกวาในเพศผูขัดแยงกับผลของ

การศึกษาคา APTT ในหนู Wistar rat ของคณะทำงาน

อ่ืนๆ ที่คา APTT ในเพศผูและเมียมักจะใกลเคียงกัน

หรือเพศเมียสั้นกวาเล็กนอย(13,14) ซึ่งยังไมทราบเหตุผล

ที่แนชัดวาเปนเพราะเหตุใด แตอาจเปนไปไดวาปริมาณ

สัดสวนของ fibrinogen หรือ coagulation factors
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ในสวนของ intrinsic pathway ในหนู Mlac:WR 

เพศเมียนาจะมีในระดับท่ีต่ำกวาในเพศผู จึงสงผลให

เกดิ plasma clot หลงัจากโดนกระตุนไดชากวาในเพศผู

ก็เปนไดอาจจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต  

ในแงปจจยัดานอายท่ีุมีตอคาการแขง็ตวัของเลอืด

ไดเลือกศึกษาหนู Mlac:WR ทั้งหมด 4 ชวงอายุ เพื่อ

เปนตัวแทนระยะพัฒนาการของหนูในชวงตางๆ และ

สัมพันธกับการใชงาน ดังนี้ 1) หนู 4−8 สัปดาห เปน

ตัวแทนของหนูกอนวัยเจริญพันธุหรือหนูเด็ก โดยในงาน

ทดสอบความเปนพิษมักเริ่มใหสารทดสอบท่ีชวงอายุนี้

(นิยม treat สารทดสอบในหนูอายุ 5–6 สัปดาห) 

2) หนู 10–12 สัปดาห เปนตัวแทนของหนูวัยเจริญพันธุ

หรือวัยรุน เปนชวงอายุท่ีเริ่มจับมาผสมพันธุได อีกทั้ง

เปนชวงที่อายุใกลเคียงกับหนูที่ผานโครงการ repeated 

dose 28-days oral toxicity study in rodents

3) หนู 18−20 สัปดาห เปนตัวแทนของหนูโตเต็มวัย

และมีอายุใกลเคียงกับหนูที่ผานโครงการ repeated 

dose 90-days oral toxicity study in rodents และ

4) หนูอายุมากกวา 35 สัปดาห เปนตัวแทนของหนูที่

เริ่มเขาสูวัยชราหรือเสื่อมสภาพ จากผลการเปรียบเทียบ

คาการแข็งตัวของเลือดในหนูแตละชวงอายุ พบวาอายุ

สงผลตอคาการแข็งตัวของเลือด (PT และ APTT)

ทั้งในเพศผูและเพศเมีย โดยหนูกอนวัยเจริญพันธุ

มักใหคาการแข็งตัวของเลือดที่สั้นกวาชวงอายุอื่นๆ และ

คาการแข็งตัวของเลือดจะคอนขางเสถียรเมื่อหนูเร่ิม

โตเต็มวัย ซึ่งระบบตางๆ ภายในรางกายไดพัฒนาอยาง

สมบูรณเต็มที่แลว สังเกตไดจากคาการแข็งตัวของเลือด

ในหนูชวงอายุ 18–20 สัปดาห และชวงอายุมากกวา 

35 สัปดาห มักไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญยกเวนคา

APTT ของในหนูเพศเมีย การท่ีอายุสงผลตอคาการ

แขง็ตัวของเลอืด อาจเปนเพราะแตละชวงอายมีุพฒันาการ

ของระบบตางๆ รวมถงึระบบการแข็งตวัของเลือด ปรมิาณ

ของเกล็ดเลือด และระดับฮอรโมนที่ตางกันในแตละ

ชวงอาย ุสอดคลองกบังานวิจัยกอนหนาท่ีชีใ้หเห็นวาอายมุี

ความเกีย่วของกบัคาทางโลหติวิทยาและคาทางเคมคีลนิกิ

ของหนู Wistar rat(24,25)

แมจะมีการแนะนำใหตรวจวิเคราะหคาการแขง็ตวั

ของเลือดทันทีหลังจากเก็บตัวอยาง แตในความเปนจริง

แลวหองปฏิบัติการสวนใหญมักไมสามารถทดสอบ

ตัวอยางไดในทันที เนื่องจากขอจำกัดตางๆ เชน จำนวน

สัตวทดลองที่ตองเก็บตัวอยางในคราวเดียวกันมีจำนวน

มาก ขั้นตอนการเก็บตัวอยางที่ยุงยากและตองใชเวลา 

จำนวนเครื่องมือหรือแมแตผูปฏิบัติงานไมสอดคลอง

กับจำนวนตัวอยาง เปนตน ในกรณีที่ ไมสามารถ

ทดสอบตัวอยางในวันเดียวกับที่มีการเก็บตัวอยางได 

หองปฏิบัติการบางแหงจึงเลือกนำตัวอยางไปแชแข็ง

เพื่อรักษาสภาพของตัวอยางกอนนำไปตรวจในวันถัดไป

ดังนั้นการทดสอบความเสถียรของตัวอยางเพื่อศึกษา

ผลกระทบของการเก็บรักษาทั้งในแงของระยะเวลาและ

อณุหภมูอิาจมคีวามจำเปน เพือ่ใหผลการทดสอบมคีวาม

นาเช่ือถือและสอดคลองกับคาจริงใหมากที่สุด ตามที่ 

CLSI guidelines ไดแนะนำวาการตรวจวิเคราะหคา

การแข็งตัวของเลือดควรปฏิบัติใหเสร็จสิ้นภายใน 2−4 

ช่ัวโมง หากตัวอยาง plasma อยูภายใตอุณหภูมิหอง 

แตสามารถเก็บตัวอยาง plasma ไดนานถึง 2 สัปดาห 

หากเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20°C(12) การศึกษานี้

จึงทำการทดสอบความเสถียรของตัวอยางตามขอแนะนำ

ดังกลาวและพบวา freeze citrate-plasma ของ

หนู Mlac:WR ที่ผานการแชแข็งที่ตู -20°C เปนเวลา 

2 สัปดาห ทำใหคา PT และ APTT เปลี่ยนแปลงไป

อยางมีนัยสำคัญ โดยมีผลใหคา PT สั้นลง แตทำให

คา APTT ยาวนานขึ้น ผลการทดสอบนี้สอดคลองกับ

การศึกษาของ Goyal VK และคณะ ที่แสดงใหเห็นวา

แมจะแชแข็ง citrate-plasma ของหนู wistar rat ไว

ที่อุณหภูมิ -20°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง สามารถทำให

คา PT และ APTT เปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสำคัญได

เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยาง citrate-plasma ที่ทำการ

ตรวจวิเคราะหทันทีหลังจากเก็บตัวอยาง(14) การที่คา

การแข็งตัวของเลือดในตัวอยางที่ผานการแชแข็ง

เปลี่ยนแปลงไป อาจเนื่องมาจากการสูญเสียหรือ

ลดประสิทธิภาพการทำงานของโปรตีนท่ีเปนปจจัย

การแข็งตัวของเลือด มีรายงานระบุวาคา PT และ 

APTT ที่ยาวนานขึ้นมีความสัมพันธกับการลดปริมาณ

ของโปรตีนที่เปนปจจัยการแข็งตัวของเลือด factor ใด 

factor หนึ่งอยางมีนัยสำคัญ(26) นอกจากนี้ความลาชา

ในการขนสงและการเตรียมตัวอยาง อาจทำให factor



560 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 68 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2569

Study of Blood Coagulation Parameters in Mlac:WR Rat Kanda Veeravechsukij and Jirawat Khanongnoi

ทีม่คีวามเสถยีรคอนขางตำ่ อยาง factor V และ VIII ลด

ปรมิาณลง จงึสงผลใหกระบวนการ clotting เกดิไดชาลง

ตามไปดวย(27) อยางไรกต็ามคา PT ของ freeze citrate-

plasma ในการศึกษาน้ีกลับส้ันลงเม่ือเปรียบเทียบ

กบั fresh citrate-plasma ซ่ึงยงัไมทราบสาเหตทุีแ่นชัด

วาเพราะเหตุใด แตเคยมีรายงานวา factor VII ซึ่งเปน 

coagulation factor ในสวนของ extrinsic pathway 

เปนปจจัยการแข็งตัวของเลือดท่ีมีความ stable มาก 

สามารถคงทนตออุณหภูมิตางๆ และใชเวลาการสลายตัว

คอนขางนานกวา factor อื่นๆ(12,28,29) แตสามารถ

ถกูกระตุนการทำงานไดดวยความเย็น (Cold activation)(30)

การไดรับสารกระตุน เชน kaolin(31) และ Microclot

ที่ปะปนในตัวอยางที่มีกระบวนการจัดการที่ไมเหมาะสม(12)

ซึ่งสามารถสงผลใหคา PT สั้นลงกวาปกติได

การทดสอบความเปนพิษในสัตวฟนแทะที่ไดรับ

สารทดสอบผานทางปากในบางโครงการ อาจตองใชวิธี 

oral gavage ในการชวยสงสารทดสอบเขาสูรางกาย

ของสัตวทดลอง เพื่อใหแนใจวาสัตวทดลองจะไดรับ

ปรมิาณยาทีถ่กูตองตามท่ีกำหนดและมีความสม่ำเสมอกนั

อยางไรก็ตามมีงานวิจัยที่แสดงใหเห็นวาการทำ oral 

gavage ในสัตวทดลองอยางตอเนื่องสามารถทำใหสัตว

เกดิความเครยีด รวมถงึเกดิการเปลีย่นแปลงคาความดนั

โลหิตและอัตราการเตนของหัวใจ และมีระดับ cortico-

steroid ใน plasma สงูขึน้ได(9,10) เพือ่ทดสอบผลการทำ 

oral gavage ในสัตวทดลองซ้ำๆ วาจะสงผลตอคาการ

แข็งตัวของเลือดหรือไม คณะผูวิจัยจึงไดจำลองกลุมสัตว

ทดลองใหคลายกบักลุม control ในงาน repeated dose 

90-days oral toxicity study in rodents ของ OECD 

test guideline no.408 โดยปอน sterile water ผาน

วิธี oral gavage ใหแกหนู Mlac:WR วันละ 1 ครั้ง เปน

เวลา 90 วันตอเนื่องกัน แลววัดคาการแข็งตัวของเลือด

เปรียบเทียบกับ หนู Mlac:WR ที่ไมไดผานการทำ

oral gavage ที่มีชวงอายุเดียวกัน (18–20 สัปดาห)

เปนตัวเปรียบเทียบ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

หนู Mlac:WR ที่ผานการทำ oral gavage ใหคา

การแข็งตัวของเลือดไมแตกตางจากกลุม non-oral

gavage ยกเวนคา APTT ของหนูเพศผูที่สั้นลง

อยางมีนัยสำคัญในกลุม oral gavage การที่คา APTT 

ในกลุม oral gavage ส้ันกวานั้น อาจเช่ือมโยงกับ

สภาวะความเครียดที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการทำ 

oral gavage ในสัตวทดลองกลุมนี้ (stress-induced 

hypercoagulability) สอดคลองกับรายงานการ

ศึกษาที่พบวาความเครียดสามารถเหนี่ยวนำใหเกิดการ

หลั่งฮอรโมน cortisol ออกมาได โดยฮอรโมนชนิดนี้

มีอิทธิพลตอการสังเคราะหและการทำงานของปจจัย

การแข็งตัวของเลือดหลายชนิด โดยเฉพาะอยางย่ิง

factor VIII, vWF และ fibrinogen ซึ่งเปนปจจัย

ที่เก่ียวของกับกระบวนการหามเลือดในฝง intrinsic 

pathway(32,33) อยางไรก็ตามประเด็นความแตกตางที่

ปรากฏเฉพาะในหนูเพศผูตองมีการศึกษาเพิ่มเติมใน

อนาคตเพื่อหาขอสรุปที่แนชัดตอไป แมการศึกษาคาการ

แข็งตัวของเลือดในหนู Mlac:WR ในครั้งนี้จะใชจำนวน

ตัวอยางเพียงกลุมละประมาณ 20 ตัวเทานั้น แตทำให

เห็นแนวโนมและทราบถึงปจจัยตางๆ ที่อาจสงผลตอคา

การแข็งตัวของเลือดในหนู Mlac:WR อยางคราวๆ ได 

ทัง้น้ีเพือ่ใชเปนแนวทางในการตดัสนิใจเลอืกกระบวนการ

ตรวจวิเคราะหและการเลือกตัวอยางใหเหมาะสมกับ

การเปนตัวแทนกลุม เพื่อนำมาใชในการจัดทำคา

reference interval ในอนาคต ที่จำเพาะเจาะจง

และสามารถสะทอนถึงสภาวะของระบบการแข็งตัว

ของเลือดในหนู Mlac:WR ที่แทจริงได

สรุป

การศกึษาคาการแขง็ตวัของเลอืดในหน ูMlac:WR 

ในครั้งนี้ แสดงใหเห็นวาเพศ อายุ กระบวนการจัดการ

กับตัวอยาง daily activity ท่ีตางกันของกลุมตัวอยาง 

และ experimental conditions ที่เลือกใชในการ

ทดสอบอาจสงผลตอคาการแข็งตัวของเลือดได การ

ทราบถึงปจจัยตางๆ ท่ีอาจสงผลตอคาการแข็งตัวของ

เลือดนอกจากจะทำใหหลีกเลี่ยงปจจัยเสี่ยงที่อาจสงผล

ใหผลการตรวจวิเคราะหไมสะทอนกับภาวะสุขภาพของ

สัตวทดลองอยางแทจริงแลว ยังสามารถใชเปนแนวทาง

ในการจัดทำคา reference interval ในอนาคตได ซึ่ง

จำเปนอยางยิง่ทีแ่ตละหองปฏบิตักิารตองเปนผูกำหนดคา 

reference interval ดวยตัวเอง เพื่อใหมีความจำเพาะ

เจาะจงและเหมาะสมกับกลุมตัวอยางที่ศึกษามากยิ่งขึ้น 
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และเพิ่มความนาเชื่อถือในการประเมินภาวะสุขภาพของ

สัตวทดลอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในงานทดสอบความ

เปนพิษในสัตวทดลองของผลิตภัณฑทางการแพทยและ

เภสัชกรรม เชน ยา สารเคมี สมุนไพร และวัคซีน เปนตน 

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

การจัดเตรียมตนฉบับของบทความนี้มีการใช

ปญญาประดิษฐ Gemini (Google, USA) เพื่อชวยใน

การสืบคนวรรณกรรมที่เกี่ยวของและชวยปรับปรุงแกไข

ภาษาอังกฤษใหถูกตองตามหลักไวยากรณยิ่งขึ้น ทั้งนี้

ผูนิพนธไดตรวจสอบความถูกตองเหมาะสมของเนื้อหา

และเอกสารอางอิงดวยตนเองแลว นอกจากนี้ไดมีการ

ใช GraphPad Prism Software (version 10.5.0; 

GraphPad Software, San Diego, CA, USA) ใน

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ รวมถึงการสรางกราฟและ

รูปภาพที่ไดจากการศึกษานี้อีกดวย

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ สถาบันวัคซีนแหงชาต ิท่ีใหทุนอุดหนนุ

ในการดำเนนิงานและอนุมัตใิหเผยแพรผลงานทีเ่ก่ียวของ

กับการตรวจวิเคราะหการแข็งตัวของเลือดในหนูแรท

สายพันธุ Mlac:WR ซึง่เปนขอมูลภายใตโครงการพฒันา

ศักยภาพของการตรวจคุณภาพสัตวทดลอง เพื่อรองรับ

การผลติวคัซนีของประเทศ ภายใตสัญญาเลขท่ี 2566.4/1 

และ 2567.4/1 และขอขอบคณุ ศนูยสตัวทดลองแหงชาติ 

ที่ใหการสนับสนุนในการศึกษาครั้งนี้ดวย
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National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Nakhon Pathom 73170, Thailand

ABSTRACT Wistar rats have been used as animal models for testing the toxicity of pharmacological

products. Blood coagulation tests are used to detect abnormalities in the blood clotting mechanism.

Currently, the Wistar rats produced by the National Laboratory Animal Center have not been studied for their 

blood coagulation values. Therefore, this study measured the blood coagulation parameters, prothrombin 

time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT), in Mlac:WR rats using a SYSMEX CA-660 

automated coagulation analyzer. The results showed that both sex and age signifi cantly aff ected the mean 

PT and APTT values at the 95% confi dence level (p < 0.05). In terms of stability, plasma samples stored 

at -20°C for 2 weeks prior to analysis tended to have shorter PT values but signifi cantly prolonged APTT 

values (p < 0.001). Furthermore, Mlac:WR rats that received sterile water via oral gavage for 90 consecutive

days showed no signifi cant diff erences in coagulation values compared to the non-oral gavage group, 

except for the male APTT value, which signifi cantly decreased in the oral gavage group (p < 0.001). This 

study demonstrates that sex, age, and variations in the daily routines of experimental animals, as well 

as pre-analytical sample storage conditions, can infl uence blood coagulation parameters in Wistar rats.

Keywords: Mlac:WR rat, Blood coagulation, Prothrombin time (PT), Activated partial thromboplastin 

 time (APTT), Coagulation factors


