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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 อุปกรณการทดลอง 

3.1.1 สารเคมี 
 
สารเคมี Lot number บริษัท 

Ammonium sulphate, (NH4)2SO4 101217 Merk 
Citric acid C2270 Sigma 
Dihydrogen phosphate, KH2PO4 4873 Merk 
Dimethyl sulfoxide, DMSO 802912 GIBCO 
Disodium phosphate monohydrate,  
 Na2HPO4.12H2O 30414 Riedel-de Haen 
17β-Estradiol 21K1267 Sigma 
Ethanal 65434 Scharlau 
Gelatin K4988770 Merk 
Glycine 2022722 Fisher                                                 
Hydrochloric acid 1789 Scharlau                                             
O-phynylene-diamine-HCl, OPD 80972 Zymed lab 
Polyethylene sorbitan monolaurate, Tween 80 H0306 Sigma 
Potassium chloride, KCl 31248 Riedel-de Haen 
Progesterone 61K0286 Sigma 
Sodium chloride, NaCl K29287204 Merk 
Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3 612 Merk 
Sodium hydroxide K19742898 Merk 
Sulfuric acid, H2SO4 - J.T.Baker 
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3.1.2. อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 

       อุปกรณและเคร่ืองมือ                            โมเดล                        บริษัท                 ประเทศ 
Immunowash 1575 BIO-RAD ฝร่ังเศส 
Micropipet (20, 100, 200, 1000 μl) Pipetman Gilson ฝร่ังเศส 

Microplate 96 wells Nunc-immuno®  Nalge Nunc เดนมารก
International 

Microplate reader  2010 Anthos ออสเตรีย 
pH meter  678 EP/K                       สวิสเซอรแลนด 
Refrigerated centrifuge 6930 Kubota ญ่ีปุน 
Spectrophotometer UV-visible DU Beckman อเมริกา 
Vortex mixer K-500 GE Labinco อเมริกา 

Hi Trap®  Protein G HP 17-0404-01 GE-Healthcar สวีเดน 
Hotplate Stirrer LMS-1003 Lab Tech เกาหลี 
เข็มเย็บผา 10 Milwards ไทย 
กรรไกรตัดผา 04 Barbarian Head ไทย 
ดายเย็บผา - - ไทย 
ผา organza - ทรงชัย ไทย 

 
               3.1.3. สัตวทดลอง 
 แพะลูกผสม ซาเนน × แองโกลนูเบียน (Cross-breed Saanen × Anglo Nubian Goats) เพศเมีย 
อายุ 8-24 เดือน จํานวน 13 ตัว จากภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม   
 
3.2. แผนการดําเนินงาน 
 ในการศึกษาคร้ังนี้ไดทําการพัฒนาอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดในแพะ โดยแบงการ
ทดลองออกเปน 2 การทดลองคือ การทดลองท่ี 1 ในหองปฏิบัติการ (In vitro) และการทดลองท่ี 2 
ในสัตวทดลอง (In vivo) 
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3.3. การวิเคราะหฮอรโมนโปรเจสเทอโรน (Progesterone, P4) 
 

3.3.1. การทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (purification)  
 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ P4 (โคลน 4B2) ท่ีผลิตโดย นางสาว มัลลิกา      

กําภูศิริ ท่ีตกตะกอนไดจากน้ําเล้ียงเซลลเก็บไวในตูแช -20 องศาเซลเซียส มาทําใหบริสุทธ์ิดวย 

column Hi Trap®Protein G (ภาพท่ี 3-1) ใช syringe เติมสารละลาย binding buffer ลงในคอลัมน 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ดันของเหลวผานคอลัมนดวยอัตราหยด 1 มิลลิลิตรตอ 5 นาที แลวนําสาร
ผสมระหวาง แอนติบอดี 10 มิลลิลิตร และสารละลาย binding buffer 10 มิลลิลิตร เติมผานลงใน
คอลัมนจนหมด แลวลางคอลัมนดวยสารละลาย binding buffer อีกคร้ังหนึ่ง และเติมสารละลาย 
elution buffer 10 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดใน vial ท่ีเติมสาร neutralization buffer 70 ไมโครลิตร 
เก็บสารละลายน้ีประมาณ 20 vials vials ละประมาณ 500 ไมโครลิตร เติม 20 เปอรเซ็นต ethanol 10 
มิลลิลิตร เพื่อลางคอลัมนแลวเก็บคอลัมนไวท่ี -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชใหม นํา
สารละลายเก็บไววัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยวิธี ELISA แลวรวมสารละลายท่ีมีคา
ดูดกลืนแสงท่ี < 3 นาโนเมตร เขาดวยกัน จากน้ันวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง 
spectrophotometer เพื่อคํานวณความเขมขนของโปรตีนจากสูตร 

ความเขมขนของโปรตีนในสารละลาย = คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm.   mg/ml  
 1.4 
 

 
 

ภาพท่ี 3-1. แสดงวิธีการใชคอลัมน Hi Trap®  Protein G ในข้ันตอนการทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิ. 
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3.3.2. การหาอัตราเจือจางท่ี เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮอร โมน                   
โปรเจสเทอโรน (MAbP4) และ ฮอรโมนโปรเจสเทอโรนติดเอนไซม horseradish peroxidase      
(P4-HRP) โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทแอสเซ (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 
ELISA) 

 เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:50, 1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:350 
และ 1:400 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 
16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับการลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม 
TSE3 เติม เจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติม P4-HRP เจือจาง 
1:450,000, 1:475,000, 1:500,000 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 
ช่ัวโมง ลางเพลท เติมสารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืด 
เปนเวลา 20 นาที ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-2) 

 
3.3.3. การหากราฟมาตรฐาน 

        เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:250 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับ
การลางโดยใชเคร่ืองลาง Immunowash โปรแกรม TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับ
การเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติมสารละลายมาตรฐาน P4 0, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 และ
1,000 พิโคกรัมตอ 50 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง เติม P4-HRP  
เจือจาง 1:475,000 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง ลาง
เพลท เติมสารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 20 
นาที ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคาการดูดกลืน
แสงท่ี 492 นาโนเมตรดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-3) 

 
3.3.4. การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA 

           เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:250 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับ
การลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลาย
สําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง 
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เคลือบเพลทดวย MAbP4 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 3 เปอรเซ็นต gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
  

 

เติม P4-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 10 μl/well เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-2. แสดงการหาอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของ MAbP4 และ P4- HRP ดวยวิธี ELISA. 
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เคลือบเพลทดวย MAbP4 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 3 % gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภมิูหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

       
เติมตัวอยางพลาสมาหรือ P4 มาตรฐาน 50 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1.30 ช่ัวโมง  
 

 

เติม P4-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3                      
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 เพื่อหยดุปฏิกริิยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-3. แสดงการหากราฟมาตรฐานและการวัดปริมาณฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในพลาสมาโดย
วิธี competitive ELISA. 
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3.4. การวิเคราะหฮอรโมนเอสโทรเจน (Estrogen, E2) 
 
 3.4.1. การวิเคราะหหาปริมาณฮอรโมนเอสโทรเจนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA 

 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอสโทรเจน (MAbE2 ) (โคลน 4B9 1E4) ท่ีผลิตโดย 
นางสาว รัชนีวรรณ เขจรวงศ ซ่ึงทราบอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของ MAbE2 และ E2-HRP แลว คืออัตรา
เจือจางของ MAbE2 คือ 1:64 และ E2-HRP คือ 1:800 โดยเคลือบเพลทดวย MAbE2 เจือจาง 1:64 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 
ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับการลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม 
TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติมตัวอยางพลาสมาหรือ E2 
มาตรฐาน ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง เติม E2-HRP เจือ
จาง 1:800 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง ลางเพลท เติม
สารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด เปนเวลา 20 นาที ทําการ
หยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 
นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  
34 

 

 
เคลือบเพลทดวย MAbE2 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 2 % gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภมิูหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

       
เติมตัวอยางพลาสมาหรือ E2 มาตรฐาน 20 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1.30 ช่ัวโมง  
 

 

เติม E2-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3                      
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 เพื่อหยดุปฏิกริิยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-4. แสดงการวัดปริมาณฮอรโมนเอสโทรเจนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA. 
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3.5. การทดลองท่ี 1 ในหองปฏิบัติการ (In vitro)  
 3.51. การออกแบบและการประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด 

          กรรมวิธีผลิตอุปกรณสอดชองคลอดเพ่ือควบคุมการเปนสัดพรอมกันในแพะ มี
ลักษณะพิเศษท่ีการขึ้นรูปอุปกรณดวยผาซับใน (organza) (ภาพท่ี 3-5) และใชชานออยเปนวัสดุดูด
ซับ P4 ใชเอ็นตกปลาเปนสวนหางและสวนปกทําจากซิลิโคนเพื่อใหปกมีความแข็งแรงข้ึนและไม
ทําใหอุปกรณหลุดออกมากอนเวลาส้ินสุดการทดลอง การศึกษาคร้ังนี้ไดออกแบบอุปกรณเปน 3 
แบบ คือแบบที่ 1 เปนรูปทรงกระบอกท่ีบรรจุชานออยไวภายใน แบบท่ี 2 เปนรูปตัววายโดยสวน
ของปกและลําตัวบรรจุดวยชานออย และแบบท่ี 3 เปนรูปตัววายโดยสวนปกทําจากซิลิโคนและ
สวนลําตัวบรรจุดวยชานออย (ภาพท่ี 3-6) 

 
 

 
 

ภาพท่ี 3-5. อุปกรณในการประดิษฐอุปกรณเหนีย่วนําการเปนสัดแบบสอดชองคลอดในแพะ. 
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ลําตัวความยาว 6 cm 

                    A                                                   B                                                     C 
ภาพท่ี 3-6. อุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดแบบท่ี 1 เปนทรงกระบอกบรรจุชานออยไวภายใน (A)     
 แบบท่ี 2 เปนรูปตัววายโดยสวนของปกและลําตัวบรรจุดวยชานออย (B ) และแบบที่ 3 เปน 
 รูปตัววายโดยสวนปกทําจากซิลิโคนและสวนลําตัวบรรจุดวยชานออย (C). 
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 ในข้ันตอนการออกแบบและการขึ้นรูปอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดโดยการออกแบบ
อุปกรณใหมีลักษณะเหมือนตัววาย (Y) สวนปกมีความยาว 6 เซนติเมตร โดยวัดความยาวจากปก
ซายมาหาปกขวา (ตารางท่ี 3-1 และภาพท่ี 3-7) และลําตัวมีความยาว 6 เซนติเมตร (วัดความยาวจาก
ปกดานบนมาถึงลําตัวดานลาง) วาดแบบตัววายลงบนกระดาษแข็งแลวรางแบบที่ไดลงบนเน้ือผา
ซับใน (organza) ซ่ึงเปนผาท่ีมีผ สัมผัสล่ืนและเจาะสวนปลายของตัววายโดยวัดใหมีความยาวจาก

ี่รางไวในการ

องเย็บ
รรจุชา น  

 เซนติเมตร 
าประก

ิว
จากสวนทายข้ึนมา 1 เซนติเมตรเพื่อไวสําหรับประกอบสวนหางและเย็บตามแบบท
เย็บตามแบบนี้จะเย็บเฉพาะสวนของลําตัวและปกดานลางท้ังซายและขวาแตสวนดานบนของปกไม
ต เพื่อความสะดวกในการประกอบปกดวยซิลิโคน สวนทายสุดของลําตัวก็ไมตองเยบ็เพือ่ท่ีจะ
บ นออยเขาไปดานในของลําตัว หลังจากเย็บเสร็จแลวใหกลับรอยเย็บเขาดานใ
 สําหรับการออกแบบปกโดยการปนซิลิโคนใหมีความหนา 1 เซนติเมตร และยาว 6 
เซนติเมตรแบงสวนโคนไวประมาณ 0.5 เซนติเมตร แลวแบงกลางของแทงซิลิโคนตามยาวใหแยก
ออกจากกันและจัดใหเปนรูปตัววาย แลวนําสวนปกท่ีไดไปนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง และนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อีก 24 ช่ัวโมง การอบอีกคร้ังจะทําใหไดแทง
ซิลิโคนท่ีมีความแข็งแรงมากข้ึน 
 เม่ือไดสวนปกแลวจึงนํามาเย็บประกอบเขากับสวนของลําตัวและนําชานออยมาบรรจุใส
ดานในของสวนลําตัวโดยอัดชานออยใหแนนจนเต็มใชชานออยปริมาณ 0.7 กรัม ชานออยท่ี
นํามาใชในการทดลองน้ีไดผานการลอนดวยตระแกรงเบอร 16 ทําใหไดชานออยท่ีมีขนาดใกลเคียง
กัน (ภาพท่ี 3-8) เม่ือบรรจุชานออยเต็มแลวใหเย็บปดแลวนําเอ็นตกปลาท่ีมีความยาว 17
ม อบเขากับสวนทายของลําตัวโดยการสอดเสนเอ็นเขาไปบริเวณท่ีเจาะรูไวและเย็บเสนเอ็น
ใหติดอยูกับตัวอุปกรณ แลวนําตัวอุปกรณท่ีเสร็จสมบูรณแลวไปนึ่งเพื่อฆาเช้ือโรคท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนํามาอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ข้ันตอน
การประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดแสดงในภาพท่ี 3-9 
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ตารางท่ี 3-1. แสดงลักษณะทางกายภาพของอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง 
 

ุณลักษณะ        ปริมาตร 
้ําหนกัชานออย (กรัม)       0.7 
้ําหนกัฮอรโมนโปรเจสเทอโรน (มิลลิกรัม)    300 
้ําหนกัซิลิโคน (กรัม)       2.4 
วามยาวปก (เซนติเมตร)       6 
วามยาวลําตัว (เซนติเมตร)      6 
วามยาวหาง (เซนติเมตร)      17 

ค
น
น
น
ค
ค
ค
น้ําหนกัรวมท้ังหมดของอุปกรณ (กรัม)(เฉล่ีย + SE (n))   3.59 + 0.03 (n=20) 
   

 
ภาพท่ี 3-7. อุปกรณสอดชองคล ารเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง. 

 

 
สวนลําตัว 6 cm  

 
 
 
 
 
 

อดเพ่ือเหนี่ยวนําก
 

 

สวนปก  
  6 cm 

สวนหาง 17 cm 
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ภาพท่ี 3-8. การลอนชานออยผานตะแกรงเบอร 16. 
 
 

1. วาดแบบลงบนผา 
2. เย็บตามแบบท่ีวาด  
    เวนบริเวณปกดานบนและ 

องเยบ็ 

   

    ดานลางลําตัวยังไมต

 
 

   
 

 

   
 

ภาพท่ี 3-9. ข้ันตอนในการประดิษฐอุปกรณเหนีย่วนําการเปนสัดแบ ลอดในแพะ. 
 

1 2     และเจาะรูไวใสหาง  
 

3. เย็บเก็บชายผาใหเรียบรอย      
นเพื่อ 

   เตรียมประกอบสวนซิลิโคน 

รอย 
    แลวมาเย็บประกอบเขาดาน 
    บนและบรรจุชานออยทาง 

 

4.  
  
     และบรรจุชานออย 

กลับรอยเย็บเขาดานใ

 3 4

5. นําซิลิโคนท่ีปนเรียบ

    ดานลาง 
6. 
    ตกปลาไดอุปกรณท่ีสมบูรณ
ประกอบสวนหางดวยเอ็น 5 6 

บสอดชองค
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3.5.2. คุณลักษณะของชานออย 
ง

ทอแคปลลา ีมีลักษณะเปนรูปหกเหล่ียม (ภาพท่ี 3-10) ซ่ึงประกอบดวยทอแคปลลารีท่ีมี
เสนผาศ ํานวนมากเรียงขนานกันตามความยาวของลําตนออย ทอ
แคปลลารีประกอ

 เม่ือนําชานออยมาสองดวยกลองจุลทรรรศนอิเล็กตรอนพบภาพตัดตามขวางขอ
ร

ูนยกลางทอ 0.3-0.5 ไมครอน จ
บข้ึนจากสารประเภทเซลลูโลส ลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสเปนสวนใหญ นอกนั้น

เปนสวนประกอบอ่ืนๆ ในปริมาณเล็กนอย (โดยท่ีสวนประกอบเฮมิเซลลูโลสมีอยู 30-35 % 
น้ําหนักของสวนประกอบท้ังหมด) ลักษณะผนังทอแคปลลารีมีความยืดหยุน ทําใหมีความสามารถ
ในการดูดซับของเหลวเขาไปอยูภายในไดเปนอยางดี และสามารถปลอยออกเมื่อมีแรงกด บีบหรือ
อัด เปนตน จากคุณสมบัติดังกลาวจึงไดนําชานออยท่ีมีทอแคปลารีนี้มาใชเปนวัสดุดูดซับฮอรโมน
โปรเจสเตอโรนในการประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดในคร้ังนี้ 

 

 
 

ภาพท่ี 3-10. ภาพตัดตามขวางของทอแคปลลารีท่ีสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน. 
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3.5.3. การบรรจุฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด 
           ช่ัง P4 300 มิลลิกรัม ละลายในเอธานอล 5 มิลลิลิตรและใชกระบอกฉีดยาอินซูลิน
นาด 1 มิลลิลิตร ดึงสารละลาย P4 และแทงเข็มลงบนตัวอุปกรณตรงบริเวณทายของลําตัว (ภาพท่ี 

3-11) คอ กทางดานทายไป
าทางด

ข
ย ๆ ปลอยสารละลาย P4 ลงในชานออยโดยสารละลาย P4 จะคอย ๆ ซึมจา

ห านปกของอุปกรณ การบรรจุ P4 หนึ่งคร้ังใชสารละลาย P4 ประมาณ 1.5 มิลลิลิตร ชานออย
ภายในจะอ่ิมตัวพอดี หลังจากชานออยอ่ิมตัวแลวใหนําไปอบท่ี 70 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แลว
นําอุปกรณมาซับสารละลาย P4 จนครบปริมาณ 5 มิลลิลิตร เม่ือซับสารละลาย P4 ครบ 5 มิลลิลิตร
แลวอบอุปกรณท่ี 70 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมงและเก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําอุปกรณ
มาใชงาน 
 

 
 

ภาพท่ี 3-11. วธีิการบรรจุสารละลายฮอรโมนโปรเจสเทอโรนลงในอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด. 
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 3.5.4. การวัดปริมาณการปลอยฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในหองปฏิบัติการ 
            นําอุปกรณท่ีบรรจุ P4 แลวมาแชในสารละลายน้ําเกลือ 0.912 % NaCl 1000 มิลลิลิตร 
วบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส และปนสารละลายใหเขากันกอนเก็บตัวอยางดวยเคร่ือง Stirrer 

 1 มิลลิลิตร 
บงเวล

ค
ท่ีความเร็ว 100 rpm เปนเวลา 30 นาที (ภาพท่ี 3-12) เก็บสารละลาย P4 วันละ 5 คร้ังๆละ
แ าในการเก็บสารละลาย P4 เปนช่ัวโมงท่ี 1, 3, 6, 9 และช่ังโมงท่ี 24 ของการแชอุปกรณของ
ทุกวันเปนเวลา 10 วัน ปรับปริมาตรสารละลาย P4 ตามการปสสาวะจริงของแพะ โดยแพะน้ําหนัก
ตัว 20 กิโลกรัมปสสาวะวันละ 384 มิลลิลิตร/วัน การปรับปริมาตรทําโดยดูดสารละลายออกแลว
แทนท่ีสารละลายดวยน้ําเกลือ ช่ัวโมงที่ 1 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 16 มิลลิลิตร ช่ัวโมงที่ 3 
เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 32 มิลลิลิตร ช่ัวโมงท่ี 6 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 48 มิลลิลิตร 
ช่ัวโมงท่ี 9 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 48 มิลลิลิตร และช่ัวโมงท่ี 24 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 
240 มิลลิลิตร 
 

 
 
ภาพท่ี 3-12. การแชอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐเอง (ซาย) และอุปกรณเหนี่ยวนําการ   

เปนสัดทางการคา (CIDR-G®) (ขวา) ในสารละลายน้ําเกลือเพื่อวัดปริมาณการปลอ
ฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในหองปฏิบัติการ. 

        

ย
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3.6.
       นูเบียน จํานวน 13 ตัว แบงการทดลอง
อกเปน ุม ประกอบดวย 

เหนี่ยวนําการเปนสัด (2 ตัว) 

 กรณเหนี่ยวนําการเปนสัดทางการคา (CIDR-G ®) (5 ตัว) 

สุมใหอยูในกลุมท่ี 1 จํานวน 2 ตัว กลุมท่ี 2 จํานวน 5 ตัว และกลุมท่ี 3 
ํานวน 6 โมนเอสโทรเจนดวยวิธี 
-Test โ

ตองทําความสะอาด
ระบอกสงอุปกรณทุกคร้ังหลังจากท่ีสอดใหแพะในแตละตัวโดยแชในน้ํายาฆาเช้ือ ทําความ
ะอาดป ดอุปกรณทุกคร้ัง นําตัวอุปกรณสอดเขาไปในกระบอกสง (ภาพที่ 3-
3) ทาเ

็บไว
ี่อุณหภ

3.6. การทดลองท่ี 2 ในสัตวทดลอง (In vivo) 
1.แผนการทดลอง  
    ใชแพะพันธุลูกผสม ซาแนน-แองโกล

อ  3 กล
 กลุมท่ี 1. กลุมควบคุมไมสอดอุปกรณ

กลุมท่ี 2. กลุมท่ีสอดอุป
 กลุมท่ี 3. กลุมท่ีสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง (6 ตัว) 
 โดยแพะท้ัง 13 ตัวนี้ถูก
จ  ตัว และวิเคราะหความแตกตางของฮอรโมนโปรเจสเทอโรนและฮอร
T ดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ SPSS for Windows version 12  
 
 3.6.2.วิธีการทดลอง 
           1. ทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดเขาไปในชองคลอดของแพะทดลองใน
กลุมท่ี 2 และกลุมท่ี 3 เปนเวลานาน 10 วัน ข้ันตอนในการสอดอุปกรณ
ก
ส ากชองคลอดกอนสอ
1 จลหลอล่ืนท่ีกระบอกสงและปากชองคลอด ตอจากนั้นก็สอดกระบอกสงเขาไปในชอง
คลอดและคอย ๆ ดันตัวอุปกรณเขาไปในชองคลอดแลวดึงกระบอกสงอุปกรณออกมาจากชอง
คลอด สังเกตการคงอยูของอุปกรณไดจากสายท่ีหอยออกมาทางปากชองคลอดและนอกจากนั้นสาย
ท่ีหอยมานี้ยังเปนท่ีสําหรับดึงอุปกรณออกจากชองคลอดเวลาท่ีส้ินสุดการทดลองดวย 
           2. เก็บตัวอยางเลือดของแพะทุกตัว โดยทําการเก็บเลือดจากตําแหนงเสนเลือดดําท่ี
คอ (ภาพท่ี 3-14) จํานวน 2 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองท่ีเติมสารปองกันเลือดแข็งตัว EDTA 0.5 โมล 
200 ไมโครลิตร นําเลือดท่ีไดมาปนแยกพลาสมา (plasma) ดวยเคร่ืองปนแยกท่ีความเร็ว 1,500 g 
นาน 20 นาที แยกเอาพลาสมาท่ีอยูสวนบนใสหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตรและเก
ท ูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะวิเคราะหระดับ P4 และ E2 ในคร้ังแรกเก็บเลือดกอนทําการ
สอดอุปกรณควบคุมการเปนสัด และเก็บเลือดทุกๆวันตลอดท่ีทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปน
สัดและสังเกตอาการเปนสัดรวม 15 วัน โดยทําการเก็บเลือดในชวงเวลาเดียวกัน 

          3. วัดปริมาณ P4 และ E2 ในพลาสมาดวยเทคนิค ELISA    
           4. การตรวจการเปนสัดและการผสมพันธุ หลังจากการเหน่ียวนําการเปนสัดของแพะ
ท้ังหมด และจะทําการเฝาสังเกตการเปนสัดของแพะชวง 5 วันหลังจากถอดอุปกรณ โดยทํา
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การตรวจ . และ 15:00-17:00 น. ทําการเปนสัดวันละ 2 คร้ัง ๆ ละ 2 ช่ัวโมง คือชวงเวลา 07:00-09:00 น
การผสมพันธุเม่ือพบวาแพะแสดงการเปนสัด สามารถสรุปวิธีการทดลองไดตาม ภาพท่ี 3-15 
 

     
 
1. นํา Intravaginal Deviceใสลงในกระบอกสง      2. สอดกระบอกสงเขาไปในชองคลอดของแพะ 
                                                                          ละดัน Intravaginal Device ออกจากกระบอกส       แ ง
 

 
                                                                                                       สวนหางของ Intravaginal Device 
3. หลังจากดึงกระบอกสงออก Intravaginal Device คงอยูในชองคลอดสังเกตจากสวนหางของ Intravaginal  

Device 

 

 
ภาพท่ี 3-13. ข้ันตอนในการสอด Intravaginal Device เขาชองคลอดแพะทดลอง. 
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ภาพท่ี 3-14. การเก็บตัวอยางเลือดจากเสนเลือดดําท่ีคอ (Jugular vein) ของแพะ. 
 

สอด Intravaginal device 

D0 

10 วัน 5 วัน 

ถอด Intravaginal device 
ผสมพันธุ 

Heat detection 
D15 

D10 

 
   

ภาพท่ี 3-15. ข้ันตอนการทดลองการจัดการผสมพันธุแพะภายหลังจากการเหน่ียวนําการเปนสัด 
                       ดวยอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด. 
 

ภาพสรุปข้ันตอนการเหน่ียวนําการเปนสัด โดยทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําเปนสัดเขา
ชองคลอดของแพะทดลองเปนเวลา 10 วัน เก็บเลือดคร้ังแรกกอนทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการ
เปนสัด โดยวันแรกท่ีสอดคือวันท่ี 0 (D0) และทําการเก็บเลือดตลอดระยะเวลาที่มีการสอดอุปกรณ
เหนี่ยวนําการเปนสัดไวในชองคลอด และถอดอุปกรณเหนี่ยวนําเปนสัดในวันท่ี 10 (D10) หลังจาก
ถอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดออกไปแลว 24 ช่ัวโมง เฝาสังเกตการเปนสัดในชวง 5 วัน โดยทํา
การตรวจการเปนสัดวันละ 2 คร้ังๆละ 2 ช่ัวโมง และผสมพันธุ เม่ือพบวาแพะแสดงอาการเปนสัด 
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