
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
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ตาราง 1 แสดงเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 
862 

 
Cytotoxic Dilution  

0 100 300 900 2700 
53.05389 38.89897 28.10811 28.61073 28.74780 
49.74619 46.64634 34.29752 35.47009 35.28346 
54.58167 35.60831 23.63636 31.97279 32.28346 
56.92308 40.22140 26.59574 26.90583 28.65854 

Live sperm 
(%) 

45.31250 33.70166 17.72152 26.66670 25.02804 
 

 
ตาราง 2 แสดงเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 

863 
 

Cytotoxic Dilution  
0 100 300 900 2700 

52.79777 24.65462 15.14019 32.68608 36.55275 
51.48156 25.96491 12.81700 39.30070 41.73554 
34.21726 31.66895 28.95501 32.60183 33.34132 
33.83686 31.14721 26.33588 29.83871 31.02916 

Live sperm 
(%) 

48.27586 31.83857 13.265306 30.93923 37.82051 
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ตาราง 3 แสดงเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 
RJ888 

 
Cytotoxic Dilution  

0 100 300 900 2700 
36.57143 34.46541 28.04348 25.3558 29.19680 
31.87889 24.23581 22.10702 21.42635 23.61446 
35.70416 30.86734 28.78788 24.91954 28.07407 
30.61538 27.92661 22.32877 21.69231 22.62162 

Live sperm 
(%) 

41.75012 39.80198 35.38462 27.97561 31.52210 
 
 

ตาราง 4 แสดงสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโค
เบอร 862 

 
Cytotoxic Dilution  

0 100 300 900 2700 
17.01493 13.89578 8.69565 7.73333 8.43750 
17.77778 13.88235 10.28369 9.30233 12.50842 
14.36464 13.05970 8.65385 6.66667 8.53932 
15.55556 12.28669 8.67257 6.62983 10.02571 

Y sperm (%) 

13.89427 10.71429 7.79221 8.95522 11.39241 
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ตาราง 5 แสดงสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโค
เบอร 863 

 
Cytotoxic Dilution  

0 100 300 900 2700 
13.48253 6.18231 4.34202 4.28056 5.76830 
11.48430 5.01201 4.90884 1.91388 7.04225 
17.63341 7.91900 4.01695 3.15582 4.77223 
10.23891 6.66667 5.44747 2.60223 6.83230 

Y sperm (%) 

15.88785 5.48673 4.59184 4.32220 4.77223 
 
 

ตาราง 6 แสดงสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโค
เบอร RJ888 

 
Cytotoxic Dilution  

0 100 300 900 2700 
25.30120 19.54023 16.74560 16.51282 16.90601 
19.90132 16.60650 16.43836 16.33875 16.79790 
10.55777 10.06188 8.72947 5.43319 7.16332 
26.56250 17.11711 17.05426 15.51724 19.41176 

Y sperm (%) 

19.44444 17.16738 16.89189 15.63118 16.20725 
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การเตรียม Phosphate Buffer Saline (PBS 10X) pH 7.4 
 NaCl    80    กรัม 
 Na2HPO4.2H2O   14.4 กรัม 
 KH2PO4      2.4 กรัม 
 KCl      2    กรัม 
 ละลายในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในตูเยน็อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Phosphate Buffer Saline (PBS 1X) pH 7.4 
 PBS 10X  100    มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Coating buffer (pH 9.6) 
 Na2CO3       1.5   กรัม 
 NaHCO3     2.93 กรัม  
 ละลายในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในตูเยน็อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียมสารละลายสําหรับการลาง (washing buffer) 
 PBS 10X  400    มิลลิลิตร 
 Tween 20      2    มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 4,000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
 
การเตรียมสารละลาย 3 % fish gelatin 
 Fish gelatin      3    มิลลิลิตร 
 Coating buffer  100    มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน เก็บในตูเยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียม Substrate buffer pH 5 
 Citric acid (monohydrate) 10.30 กรัม 
 Na2HPO4.12H2O   18.16 กรัม 
 เติมน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 5 ดวย 1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํากล่ันให
ปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียมสารละลายสําหรับพัฒนาสีของ ELISA 
 O-phenylenediamine acetate (O.P.D.)   0.018 กรัม 
 Substrate buffer    12        มิลลิลิตร 
 ทําในหลอดทดลองท่ีหุมดวยอะลูมิเนียมฟอยดเพื่อกันแสง เขยาโดยใชเคร่ือง Vortex mixer 
เม่ือ O.P.D. ละลายแลวจึงเติม 0.03 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 20 ไมโครลิตร (เตรียมเม่ือ
ใช) 
 
การเตรียมสารละลายหยุดปฏิกิริยา (stop solution) 
 H2SO4 (98 %)   21.36 มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 200 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Iscove’s Modified Dulbecco’s medium (IMDM) pH 7.4 
 Iscove’s Modified Dulbecco’s medium 17.7        กรัม 
 NaHCO3      3.024    กรัม 
 2-mercaptoethamol (2-ME)    1           มิลลิลิตร 
 ละลาย IMDMและ NaHCO3 ในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร กรองดวย syringe filter ขนาด       
0.2 ไมครอน ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 
มิลลิลิตร นําไปกรองในตูปลอดเช้ืออีกคร้ังดวย filter membrane ขนาด 0.1 ไมครอน ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร ใชกรวย filtration assembly ท่ีประกอบเขากับ side arm flask ขนาด 
1 ลิตร กรองโดยอาศัยเคร่ืองดูดสุญญากาศ (vacumm pump) ขณะกรองใส 2-ME เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุนท่ี 37 องศาเซลเซียสกอนนํามาใช 
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การเตรียม 10 % Fetal bovine serum (10 % FBS) 
 Fetal bovine serum  10 มิลลิลิตร 
 IMDM    90 มิลลิลิตร 
 Penstrep     2 มิลลิลิตร 
 เตรียมในตูปลอดเช้ือ เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุนท่ี 37 องศาเซลเซียสกอน
นํามาใช 
 
การเตรียม 2-mercaptoethamol (2-ME) 
 2-ME   35 ไมโครลิตร 
 ปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตรดวย IMDM เก็บในตูเย็นอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Binding buffer pH 7.0 
 Na2HPO4.12H2O   3.6 กรัม  

ละลายในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 7 ดวย1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยดวย syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Elution buffer pH 2.7 
 Glycine   0.75 กรัม  

ละลายในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 2.7 ดวย1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยดวย syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Neutralization buffer pH 9.0 
 Tris   157.6 กรัม 

ละลายในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 9 ดวย1 N NaOH หรือ 20 % HCl เติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยดวย syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บในตูเย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียม extender 
 Tris   3.028 กรัม 
 Citric acid  1.675 กรัม 
 Fructose  1.25 กรัม 
 Antibiotic  1 มิลลิลิตร 
 ใส Tris, Citric acid และ Fructose ในน้ํารอนประมาณ 90 องศาเซลเซียส คนใหละลายรอ
ใหอุณหภูมิเหลือ 40 องศาเซลเซียสแลวจึงเติม antibiotic จากนั้นเติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรครบ 100 
มิลลิลิตร 
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รีดน้ําเช้ือพอโคขาวลําพูน โดยใชโค
เพศเมียท่ีเปนสัดเปนตัวลอ 

ตรวจคุณภาพน้ําเช้ือแลวนํามาเจือจาง
ดวย extender เพื่อใหมีจํานวนสเปรม 
30 ลานเซลลตอหลอดนํ้าเช้ือ 1 หลอด 

ลดอุณหภูมิใหเหลือ 4 องศาเซลเซียส
โดยบมในตูเยน็เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
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นําน้ําเช้ือมาบรรจุใสหลอด โดยทําใน
ตูเย็นซ่ึงควบคุมอุณหภูมิท่ี 4 องศา
เซลเซียส 

เม่ือทําการบรรจุน้ําเช้ือใสหลอดแลว 
ตองทําการอุดดวยผงอุดเพื่อปด
หลอดน้ําเช้ือ 

หลังจากนัน้นาํไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
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เรียงน้ําเช้ือบนถาดเหล็กแลวนําไปอัง
ไอไนโตรเจนเพื่อลดอุณหภมิูใหได
ประมาณ -196 องศาเซลเซียส แลวทํา
การเก็บลงถังไนโตรเจน 
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