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วิจารณผลผลการทดลอง 
 

ข้ันตอนการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิเปนข้ันตอนท่ีสําคัญมาก  เนื่องจากในอาหารสําหรับ
เล้ียงเซลลประกอบดวยโปรตีนหลายชนิดคือ Globular protein,  Bovine serum albumin (BSA) 
รวมถึงโปรตีนท่ีเปนแอนติบอดีจําเพาะเจาะจงตอเพศผู  (Male Specific Antibody, MSA)  ซ่ึงผลิต
มาจากเซลลลูกผสม (Hybridoma)  ดังนั้นเม่ือตองการแยกเฉพาะโปรตีนท่ีเปนแอนติบอดี  isotype 
ชนิด IgG  จึงตองนําอาหารเล้ียงเซลล (supernatant) มาผาน column ทางการคา   เพื่อแยกโปรตีน
เพียงชนิดเดียวออกเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal  Antibody)  ในงานของ Yucel and 
Cirakoglu (1999)  ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮอรโมนโปรเจสเตอโรน   ไดใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต (NH4)2SO4 ชวยตกตะกอนโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลล เพื่อใหมีความเขมขนของโปรตีนใน
สารละลายกอนนํามาแยกโปรตีนท่ีตองการ    สารละลาย  Elute buffer มี  pH = 2.7 ซ่ึงมีสภาวะเปน
กรด (H+) จะเปนตัวจับแอนติบอดีดานปลาย Fc  ท่ีมีหมูของ COO-  โดยใชคุณสมบัติการมีประจุดึง
แอนติบอดีออกมาพรอมกัน (Edelman, 1972)     และในขณะท่ีหยดสารละลายเพื่อแยกเก็บตองหยด
สารละลายใหชาสมํ่าเสมอ (1 ml/min)  เพราะแอนติบอดีท่ีเกาะติดอยูใน column จะไมออกหมด
หากหยดสารละลายผานเ ร็วเกินไป   และเ ม่ือนําสารละลายไปวัดคาโปรตีนดวยเค ร่ือง 
Spectophotometer ท่ีคาการดูดกลืนแสง  280 nm  ควรใช cuvette แกว  เนื่องจากจะไดคาท่ีสูงกวาท่ี
เปนพลาสติกเพราะแกวมีความใสกวาคาท่ีวัดไดจึงใกลเคียงกับคาโปรตีนนั้นอยางแทจริง    

จากการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเพศผู  โดยวิธี 
Immunofluorescence microscopy โดยใชเม็ดเลือดขาวโคพันธุชาโลเลย (Peripheral white blood 
cells) พบวามีความแมนยําในการในการจําแนกเพศผูไดถึง 92.77 ± 0.69% และพบวาในเม็ดเลือด
ขาวของเพศเมียมีการตอบสนองตอความจําเพาะเพศผูอยู 2.12 ± 0.07 %  (p  < 0.05)   ท้ังนี้การที่
เซลลเม็ดเลือดขาวของเพศเมียตอบสนองตอแอนติบอดีอาจเนื่องจากในเพศเมียอาจมีรูปแบบ
โครโมโซมเปน XXY    โดยความแตกตางของการตอบสนองตอแอนติบอดีเนื่องมาจากแอนติเจนท่ี
เปนโปรตีนอยูบนผิวของเซลลเม็ดเลือดถูกกําหนดจากโครมโซมวาย ในขณะท่ีโครโมโซมเอ็กซไม
มีการแสดงออกของ Histocompatibility – Y  antigen  (Goodfellow  and Andrews ,1982; Stephen 
et al., 1974)  ซ่ึงจากการทดสอบสามารถยืนยันไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนมาไดมี
ความจําเพาะเจาะจงและใหความแมนยําในการตรวจวัดสูง  จากการตรวจวัดดวยวิธี 
Immunofluorescence microscopy   
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 การนําตัวอยางน้ําเช้ือแชแข็งออกมาละลายเพ่ือนํามาทดลองเปนวิธีการสําคัญตออัตราการมี
ชีวิตรอดของสเปรม  เพราะมีผลตอจํานวนประชากรในการเขาทดลอง  เม่ือนําหลอดนํ้าเช้ือแชแข็ง
ออกจากถังไนโตรเจนเหลวแลวตองนํามาอุนในนํ้าอุณหภูมิ  40 OC ทันที  เปนเวลา 10 วินาที  
อาหารสําหรับเล้ียงเช้ือท่ีบรรจุอยูในหลอดจะละลายทันที   ความเขมขนของสารละลายภายในเซลล
สเปรมมากกวาจึงทําใหเกิดการ osmosis ของน้ําเขาสูเซลล  ทําใหสเปรมฟนตัวและมีการ
เคล่ือนไหวอีกคร้ัง  โดยมีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 40 %   แตหากนํามาอุนท่ีน้ําอุณหภูมิ  43 OC   
เปนเวลา 10 วินาที   เม่ือตรวจสอบคุณภาพการเคล่ือนไหวหมูจะอยูในระดับดีมากแตในระหวาง
การทดลองอัตราการมีชีวิตรอดลดลงเหลือเพียงประมาณ  10 %  และเม่ือเปรียบเทียบกับการนํามา
ละลายนํ้าท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 วินาที  พบวาอัตราการฟนตัวกลับมาเคล่ือนไหวอยูในระดับตํ่า
และในระหวางการทดลองอัตราการมีชีวิตรอดลดลงเหลือเพียงประมาณ  10 %  เชนกัน   ในงาน
ทดลองของ  สราวุธ   ฉายประสาท และคณะ (2549) ศึกษาอิทธิพลของการละลายนํ้าเช้ือดวยวิธีการ
ตางๆ ตอเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม  4  กลุมคือ ละลายนํ้าเช้ือดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 37 OC  
นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 1)  อุณหภูมิ 30 OC นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 2)  อุณหภูมิ 25 OC นาน 30 วินาที 
(กลุมท่ี 3) และการละลายโดยใชการสัมผัสกับมือ นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 4)  พบวาวิธีการละลาย
น้ําเช้ือมีผลตอเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของตัวสเปรมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยนํ้าเช้ือกลุมท่ี 1, 
2, 3 และ 4 มีคา 51.04 ±12.33 %, 40.41±7.50 %, 39.79 ±10.26 % และ 10.00±8.20 % ตามลําดับ   
ในงานทดลองนี้ไดใชตัวอยางน้ําเช้ือของพอโค  3  ตัว  ท่ีรีดไดในคร้ังท่ี 2   เพื่อลดความแปรปรวน
ของคุณภาพน้ําเช้ือในแตละคร้ัง 
 เม่ือละลายน้ําเช้ือออกมาแลวทําการคัดเลือกตัวสเปรมท่ีแข็งแรงมาทดลอง   โดยทําการ 
swim up ซ่ึงใชหลักการปนเหวี่ยง   ความเร็ว 13,000 rpm   3 วินาที   เพื่อใหสเปรมตกตะกอน
ดานลางหลอดจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  37 OC  เปนเวลา 45  นาที   เพื่อคัดเลือกใหสเปรมท่ี
แข็งแรงวายข้ึนมาดานบน  แลวจึงเก็บสวนใสดานบนมาทดลองตอ   ไดเปรียบเทียบการปนเหวี่ยง
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 900  rpm  2 นาที   เนื่องจากท่ีความเร็วตํ่าๆ จะไมทําใหเกิดความเสียหายตอ
ตัวสเปรม แตเม่ือบมเพื่อรอใหสเปรม swim up แลวพบวาสวนใสดานบนมีสเปรมตัวตายปนอยูเปน
จํานวนมากจึงไมสามารถนําไปทดลองได  เนื่องจากสเปรมท่ีทดลองตองเปนตัวท่ีมีชีวิตเทานั้น  
เพื่อท่ีจะไดทราบวาสเปรมท่ีตายไปนั้นเกิดจากการทดลองอยางแทจริง 

อัตราเจือจางของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค คือ 1:50 
พบอัตราการมีชีวิตรอดของสเปรม  93.54 % เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (p > 0.05)  ในสวนของ
สเปรมท่ีตายไปนั้นคิดเปน 6.46 % เกิดจากการทํางานของคอมพลีเมนตเพียงอยางเดียวใน 
Alternative pathway โดยการตายของสเปรมในข้ันตอนนี้จะเร่ิมจากโปรตีน C3 ซ่ึงเปนหนึ่งใน
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โปรตีนท่ีทํางานในกระบวนการไซโตทอกซิคจะถูกไฮโดรไลซีส (hydrolysis)  แบงยอยออกเปน  
C3a และ C3bโดยท่ี C3a จะไปกระตุนใหโปรตีน C5 แบงยอยออกเปน C5a และ C5b   ซ่ึง C5b นี้
จะเขาทํางานในข้ันตอนสุดทายของการเกิด Membrane Attack Complex (MAC)  ซ่ึงเปนข้ันตอน
สุดทายท่ีเกิดข้ึนเชนเดียวกับการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคผาน Classical pathway   โดยปฏิกิริยาไซ
โตทอกซิคผานทางนี้จะเกิดข้ึนจากการทํางานรวมกันระหวางแอนติบอดี (antibody) และโปรตีน
คอมพลีเมนต (complement protein)  มีการจับกันในรูปแบบของ antigen-antibody complex  
(Fujita, 2004)   ซ่ึงเปนวิถีทางท่ีงานทดลองน้ีตองการในการทําลายสเปรมท่ีจําเพาะตอเพศผู    โดย
ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี   ดังนั้นการหาอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของคอมพลีเมนตจึงเปนเพียง
การตรวจสอบวาโปรตีนคอมพลีเมนตจากซีร่ัมหนูตะเภานั้นยังทํางานไดอยู    

ข้ันตอนคัดเพศหรือการทําลายสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายโดยการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  
จากอัตราสวนของคอมพลีเมนต 1:50  นําไปทดสอบรวมกับแอนติบอดี  1:100, 1:300, 1:500, 
1:1,000, 1:2,500, 1:5,000 และ 1:10,000 เพื่อยืนยันผลวา เม่ือสเปรมไดบมในแอนติบอดีรวมกับ
โปรตีนคอมพลีเมนตแลว อัตราการมีชีวิตรอดตองนอยท่ีสุดและเปนจุดท่ีเหมาะสมในการทําลาย
สเปรม (optimal) คือท่ีอัตราเจือจาง 1:1,000 และ1:2,500  ซ่ึงเปนสัดสวนท่ีทําใหสเปรมตายไป  
44.92 และ  45.28 %   ตามลําดับ  โดยถือวาเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคข้ึน แตในงานของ Bennett 
and Boyse (1973) ใชความเขมขนของคอมพลีเมนต 1 : 20  และเอชวายแอนติซีรัม 1 : 1  ไดสัดสวน
เพศผู 45.4 %   ในกลุมทดลองท่ีอัตราเจือจาง 1:100, 1:300  และ 1:500 พบวาสเปรมมีอัตราการรอด
ชีวิตสูง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  (p > 0.05)   สาเหตุมาจาก
การที่แอนติบอดีมีความเขมขนมากไปเปนผลใหเกิดการจับกันเองของแอนติบอดี (interaction) ทํา
ใหจํานวนของแอนติบอดีท่ีจะเขาไปจับกับเซลลเปาหมายหรือสเปรมลดลงและเม่ือเติมคอมพลี
เมนตตามลงไปจึงทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคตํ่า   เชนเดียวกับกลุมทดลองท่ีอัตราเจือ
จาง 1:5,000 และ 1:10,000  อัตราการรอดชีวิตของสเปรมสูงเชนกัน   เนื่องจากความเขมขนของ
แอนติบอดีเจือจางมากอยูแลว  ทําใหจํานวนของแอนติบอดีท่ีไปจับกับสเปรมมีนอยทําใหอัตราการ
ตายจากปฏิกิริยาไซโตทอกซิคเกิดข้ึนนอย   (Crowther, 2006)  โดยงานทดลองนี้เลือกใชแอนติบอดี
อัตราเจือจางท่ี 1:2,500  เนื่องจากท่ีอัตราเจือจางนี้ทําใหสเปรมมีอัตราการรอดชีวิตนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และเพื่อความประหยัดของการใชแอนติบอดี    
 การคัดเพศดวยดวยปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเพศผูในน้ําเช้ือ
โคเน้ือ  ตรวจผลจากการเรืองแสงของสีฟลูออเรสเซนตดวย  Immunofluorescence microscopy โดย
ตัวอยางสเปรมนั้นบมดวยแอนติบอดี  1:500  นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม goat anti-mouse ติดฉลาก
ดวย FITC (secondary antibody)  บม 1 ช่ัวโมง   ในข้ันตอนนี้ใชหลักการทํางานของระบบ ELISA 



  
45 

ในการจับกันของแอนติบอดี  โดยพบวากลุมการทดลองท่ีใชแอนติบอดี 1:2,500 บมรวมกับคอมพลิ
เมนต 1:50 ในปฏิกิริยาไซโตทอกซิค   โดยเปนการทํางานรวมกันระหวางโปรตีนคอมพลีเมนตจาก
หนูตะเภาและแอนติบอดี ผานวิถีแบบ Classical pathway ทําใหสัดสวนเพศผูตอเพศเมียในกลุม
ควบคุมและกลุมทดลองเปน 63 : 37  และ 2 : 98 ตามลําดับ    เมื่อตรวจความแตกตางระหวางกลุม
คัดเพศและกลุมควบคุมดวยวิธี Real time PCR พบวามีจํานวนทอนของดีเอ็นเอ  (DNA) ท่ีจําเพาะ
เจาะจงตอเพศผู  โดยในกลุมคัดเพศ (1:2,500) ตองการจํานวนรอบในการผลิตทอน DNA ในยีน 
BOVM97  มากกวากลุมควบคุม 4 รอบ (31 รอบ และ 27 รอบ) ซ่ึงใกลเคียงกับงานทดลองของ  
วิวัฒน (2547) พบวาการเปล่ียนแปลงของสเปรมวาย (คา BOVM97) ท่ีปรากฎในรูปคา CT  ใน กลุม
แอนติบอดี 1:10  บมรวมกับคอมพลีเมนต 1:50  มีการลดลงมากกวาทุกกลุมควบคุม (26 รอบ  และ 
31 รอบ)  และมีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescence  

microscopy  สําหรับยีน β-actin คา CT   ในกลุมการทดลองและกลุมควบคุมมีคาใกลเคียงกัน 
 จากการถายภาพตัวอยางสเปรมดวยเคร่ือง  scanning electron microscope  (SEM)  ท้ังกลุม
ควบคุมและกลุมท่ีผานกระบวนการไซโตทอกซิคพบวามีความแตกตางอยางเห็นไดชัดเจน  
โดยเฉพาะการเกิดวิการท่ีผิวเซลล  คือในกลุมทดลองมีลักษณะเปนจุดสีขาวบนผิวบริเวณหัวของ
สเปรม ซ่ึงคาดวาจะเปนการทําใหเกิดแผลจากการมวนตัวของโปรตีนคอมพลีเมนตแทรกช้ันผิว
สเปรมทําใหเกิดรู  (MAC) ซ่ึงจะมองเห็นเปนจุดสีขาวกระจายท่ัวบริเวณหัวสเปรม  ในขณะท่ีกลุม
ควบคุมยังมีสภาพสมบูรณปกติ ผิวเรียบ ขอบสวนหัวเรียบคม  ซ่ึงการแสดงถายภาพออกมานี้เปน
การยืนยันเบ้ืองตนไดวาเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคข้ึนจริง 
 ในเชิงเศรษฐกิจการนําเทคนิคการคัดเพศโดยผานกระบวนการไซโตทอกซิคไปใชจริงใน
ภาคสนาม   และความคุมคาในการลงทุนสําหรับการเพ่ิมจํานวนลูกโคเพศเมียนั้น  เม่ือเปรียบเทียบ
กับวิธีของ flow  cytometry แลว มีราคาถูกกวากลาวคือ ราคาอุปกรณของ Flow cytometry ประมาณ 
2  ลานบาท     ราคาน้ําเช้ือแชแข็งคัดเพศโดยผานกระบวนการ flow  cytometry ราคาหลอดละ 
1,000 บาท   ซ่ึงเทคนิคนี้ใหความแมนยําในการคัดแยกสเปรมวาย   89  %   และสเปรมเอ็กซ  91 % 
ท่ีความเร็ว 14,000 cell / sec  (Johnson and Welch, 1999) แตขอจํากัดของเทคนิคนี้คือทําใหสเปรม
สูญเสียความสามารถในการเจาะไข (Oocytes) ระหวางข้ันตอนการคัดแยกประมาณ 8.8 %  (Seidel 
et al., 1999)   ไดสเปรมท่ีออนแอจากการยอมสีฟลูออเรสเซนต และถูกแสงเลเซอรยิงเพื่อตรวจนับ
จํานวนสเปรม 
 การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเพศผูมาทําน้ําเช้ือคัดเพศ  หากสามารถ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได 10 ml  และมีปริมาณแอนติบอดีมากกวา 1 – 2 mg / 50 ml   
สามารถนําไปเจือจางไดท่ีอัตรา  1:2,500  โดยจะไดท้ังหมด 25,000  หลอด ๆละ 1 ml   นําไปใช ใน
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กระบวนการผลิตน้ําเช้ือคัดเพศ  250 μl / dose   ดังนั้นจะสามารถผลิตน้ําเช้ือโคเนื้อแชแข็งคัดเพศ
ได 100,000  dose   โดยตนทุนในการผลิต (คาอุปกรณ  แรงงาน และ สารเคมี)  ท้ังหมดประมาณ  
4,000,000  บาท    ดังนั้นจะสามารถผลิตน้ําเช้ือคัดเพศไดในราคาตนทุนประมาณ 40  บาท / หลอด  
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. สามารถผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณความเขมขนประมาณ  1-2 mg/  ml 
2. ตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศผูมี
 ความแมนยํา  92.77 ± 0.69% 
3. ใชตัวอยางน้ําเช้ือพอโคชาโลเลย  3  ตัว  จากการรีดน้ําเช้ือคร้ังท่ี 2  โดยมีอัตราการรอดชีวิต
 ของสเปรมหลังทําน้ําเช้ือแชแข็ง 30 %, 40 % และ 30 %  ตามลําดับ 
4. อัตราเจือจางของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค คือ 1:50  มี
 อัตราการรอดชีวิต 93.54 % 
5. อัตราการรอดชีวิตของสเปรมหลังจากผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  คือ  45.28 % 
6. สัดสวนเพศผูตอเพศเมียในกลุมควบคุมและกลุมทดลองเปน 63 : 37  และ 2 : 98 ตามลําดับ 
7. ในกลุมคัดเพศ (1:2,500) ตองการจํานวนรอบในการผลิตทอน DNA  ในยีน BOVM97 
  มากกวากลุมควบคุม 4 รอบ 
        
 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1. จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาระยะเวลาและสัดสวนของแอนติบอดีตอการทํางานของ 
 คอมพลีเมนต และตองมีสัดสวนท่ีเหมาะสมจึงจะใหผลของปฏิกิริยาไซโตทอกซิคสูงท่ีสุด  
2. อุณหภูมิท่ีตองคงท่ี 37 OC   ซ่ึงเปนชวงท่ีคอมพลีเมนตทํางานไดดีท่ีสุด  
3. ตองระวังเร่ืองแสง เนื่องจากสเปรมมีความไวในการถูกทําลายดวยแสง จะทําใหสเปรมตาย 
 และสงผลที่ผิดพลาดในการทดลอง 
4. เพื่อตรวจสอบความแมนยําการคัดเพศควรนําสเปรมท่ีผานการคัดเพศไปทดสอบตอดวย
 การผสมเทียมในหลอดทดลอง  (IVF) กอนนําไปใชจริงภาคสนาม 
5. การตกตะกอนโปรตีนจี ควรเก็บ fraction ท่ีมีคา O.D. ใกลเคียงกันไวเม่ือไดปริมาณท่ีมาก
 จึงนํามารวมกันและแบงใชเพื่อใหคาความเขมขนเทากัน 
 
 


