
 
บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 
 

2.1 วิธีการคัดเลือกเพศในการผลิตโค 
2.1.1 Flow Cytometry 

มีการคัดเลือกสเปรมตามชนิดของโครโมโซมและประสบผลสําเร็จจํานวนมาก แตมีเพียง
วิธีเดียวท่ีทําการคัดแยกสเปรมตามดีเอ็นเอท่ีอยูภายในสเปรม ซ่ึงสามารถวิเคราะหดีเอ็นเอท่ีอยู
ภายในสเปรมไดอยางแมนยําโดยอาศัยเคร่ือง Flow Cytometry เนื่องจากสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซ
และสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายมีองคประกอบของดีเอ็นเอแตกตางกัน โดยสเปรมท่ีมีโครโมโซม
เอ็กซจะมีดีเอ็นเอมากกวาสเปรมท่ีมีโครโซมวาย เม่ือทําการยอมสเปรมดวยสีเรืองแสงท่ีจับกับดีเอ็น
เอได สเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซจะเรืองแสงสวางกวาสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายทําใหเคร่ือง Flow 
Cytometry สามารถแยกสเปรมท้ังสองชนิดออกจากกันได (Hendriksen et al., 1993) วิธีนี้เปนวิธีท่ี
คอนขางจํากัดจํานวนเซลล โดยทําไดเพียง 2 ลานเซลล/1 ช่ัวโมง และนอกจากนี้เคร่ืองมือยังมีราคา
แพง  

การศึกษาการคัดสเปรมดวยเคร่ือง Flow Cytometry มีอยางแพรหลายและมีการพัฒนา
จนถึงปจจุบัน เชน การศึกษาของ Hendriksen et al. (1993) ซ่ึงศึกษาการจับของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเอชวายเพื่อแยกสเปรมสุกรและโคตามโครโมโซมเอ็กซและโครโมโซมวาย โดยใช
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย 7 ชนิด คือ anti-H-Y MCAs 5XI, 4 VII, 5 X, 15 XXI, 21 V, 
13 XVIII และ 12-49 นําสเปรมมาแยกชนิดตามโครโมโซมดวยเคร่ือง Flow Cytometric-sorting ดู
การจับของโปรตีนบนสเปรม หลังจากนั้นดูเปอรเซ็นตเซลลตายโดยการยอมสี พบวาการจับของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายในสเปรมท่ีไมไดผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting มี 2 แบบ
คือ มีการเรืองแสงนอย พบบริเวณสวนหัวของสเปรม กับมีการเรืองแสงมาก พบบริเวณสวน 
postacrosomal  จากการตรวจดวย Immunofluorescence assay รวมกับการตายของสเปรม พบวาเม่ือ
ยิ่งมีการจับท่ีสวน postacrosomal มากแสดงวาเปนสเปรมท่ีตายแลว ไมสามารถบอกไดวาสัมพันธ
กับการมีหรือไมมีโครโมโซมวาย สวนการจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายในสเปรมท่ี
ผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting พบวาไมมีความแตกตางกันของเปอรเซ็นตในการจับกับเซลล
ระหวางสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายและสเปรมที่มีโครโมโซมเอ็กซ ซ่ึงเนื่องมาจากความบริสุทธของ
โครโมโซมวายท่ีผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting มีความบริสุทธ์ินอยกวาโครโมโซมเอ็กซ  
ตอมามีการพัฒนาเทคนิคเพิ่มข้ึน เพื่อใหไดผลท่ีถูกตองและแมนยํามากข้ึน 
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2.1.2 Cytotoxicity 
การทํางานของระบบคอมพลีเมนต (Complement pathway) โดยเฉพาะ Classical pathway 

ท่ีตองมีแอนติบอดีรวมดวยในการทํางาน เปนการทํางานท่ีมีการทําลายเซลล (Cytotoxicity) อยาง
จําเพาะเจาะจง จึงไดมีการนํามาประยุกตใชในระบบการผลิตสัตวเพื่อชวยตรวจเพศหรือเพิม่สัดสวน
เพศของลูกท่ีตองการ 

Cytotoxicity คือ ภาวะเร่ิมเปนพิษตอเซลล ตัวอยางของสารท่ีทําใหเกิดพิษ คือ สารเคมี 
หรือเซลลของระบบภูมิคุมกัน ภาวะการณเปนพิษสามารถวัดไดดวย MTT assay คือการใช 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide (MTT) ในการตรวจวัดการเพิ่มจํานวน
ของเซลล 

Cytotoxicity ท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันคือ Antibody-dependent Cell-mediated 
cytotoxicity (ADCC) ซ่ึงอธิบายถึงความสามารถในการทําลายเซลลของเม็ดเลือดขาว Lymphocyte 
ซ่ึงตองมีแอนติบอดีไปจับกับเซลลเปาหมายจึงจะทําลาย หรือตองมีคอมพลีเมนตเปนตัวทํางาน 
Complement-dependent cytotoxicity (CDC) ซ่ึงผานระบบคอมพลีเมนต 

ระบบคอมพลีเมนตเปนข้ันตอนทางชีววิทยาของระบบภูมิคุมกันซ่ึงชวยในการกําจัดเช้ือ
โรคออกจากรางกาย ไดจากพลาสมาโปรตีนจํานวนมากทํางานรวมกันในการกระทําตอพลาสมา   
เมมเบรนของเซลลเปาหมาย ทําใหเกิดการสลายของเซลล มีโปรตีนท่ีละลายไดมากกวา 35 ชนิด 
โดย 12 ชนิดจะเกี่ยวของโดยตรงกับระบบคอมพลีเมนตอีก 5 % อยูในสวนโกลบูลินในซีรัม โดย
โปรตีนจะหมุนเวียนในรูป Zymogen ซ่ึงจะไมทํางานจนกวาจะถูกยอยบางสวนของโครงสราง
ออกไป โปรตีนหลัก ๆ ถูกสรางท่ีตับ อยางไรก็ตามยังมีโปรตีนจํานวนมากท่ีผลิตจากเม็ดเลือดขาว 
Monocyte, เม็ดเลือดขาว Macrophage, เยื่อบุระบบทางเดินอาหารและระบบขับถาย การทํางานของ
ระบบคอมพลีเมนตมีผลตอระบบภูมิคุมกันแตกําเนิดและภูมิคุมกันท่ีสรางเอง การทํางานจะทําให
เกิดการสลายของเซลล (Lysis), การหล่ังของสารเคมีทําใหมีการเคล่ือนท่ีของเซลลท่ีทําหนาท่ี
ทําลายแอนติเจนมายังบริเวณดังกลาวทําใหเกิดการอักเสบ (Chemotaxis), กระบวนการทําลาย
แอนติเจน (Opsonization) ท่ีถูกหุมดวยแอนติบอดีและ/หรือองคประกอบของคอมพลีเมนตโดย
เซลล (Phagocytic cell) ท่ีทําหนาท่ีกิน (Ingest) แอนติเจน เชน Macrophage และการอักเสบ  
(Anaphylaxis) ท่ีทําใหเสนเลือดขยายตัวและกลามเน้ือเรียบมีการบีบตัว ในขณะเดียวกันจะเปนตัว
บงวาเช้ือโรคถูกทําลายดวย Phagocytic cell ซ่ึงจะลอมรอบแอนติเจนแลวทําการกินแอนติเจน 
(Phagocytosis)  
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ระบบคอมพลีเมนต มี 3 วิถีทาง คือ Alternative, Lectin และ Classical (Austyn and Wood, 
1993) 

Classical pathway เปนระบบคอมพลีเมนตหลักท่ีจะถูกกระตุนในการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกัน ตัวท่ีทําการกระตุนระบบ Classical pathway ไดแกแอนติบอดีชนิด IgG หรือ IgM โดย
ระบบจะทํางานเม่ือมีการจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน กระตุนใหมีการจับกันระหวาง
สวน Fc ของ IgG หรือ IgM กับ C1q ซ่ึงเปนองคประกอบโปรตีนคอมพลีเมนตตัวแรก โดยตองมี
บริเวณ Fc ใหจับอยางนอย 2 สวน สําหรับ IgG ตองมีโมเลกุลของแอนติบอดี 100 - 1,000 โมเลกุล
จึงจะมี Fc 2 สวนท่ีใกลกันพอท่ีจะใหมีการจับของ C1q ได C1 เปนโมเลกุลที่ประกอบไปดวย C1q, 
C1r และ C1s ดวยตัวของ C1q เองเปนโมเลกุลซ่ึงประกอบไปดวย 6 unit (Hexameric molecule) มี
สวนท่ีเปน Stalks และ Knobs ในสวน Knobs ของ C1q จะเปนสวนท่ีมีการจับกับแอนติบอดีเกิด 
Antigen-antibody complex สวนโมเลกุล C1r และ C1s จะจับกันมีลักษณะเปนเลขแปดซ่ึงจะไปจับ
อยูบน knobs ของ C1q ทําใหเปนโมเลกุล C1 ท่ีสมบูรณ หลังจากนั้น C1r และ C1s จะมีการทํางาน 
โดย C1s จะไปทําการแยก (Cleave) โปรตีนคอมพลีเมนต C4 และ C2 ตอไปสามารถแยก C4 ได 
C4b และ C4a โมเลกุล C4b ท่ีมีขนาดใหญจะจับกับเมมเบรนของเซลลเปาหมายซ่ึงไดแกพื้นผิวของ
เช้ือโรค เชน แบคทีเรีย รา หรือไวรัส ในขณะท่ี C4a ท่ีมีขนาดเล็กจะไมมีสวนเกี่ยวของ หลังจากนั้น 
C4b จะไปจับกับโปรตีนคอมพลีเมนต C2 แยกได C2a และ C2b ดวย C1s โดย C2b ซ่ึงมีขนาดเล็ก
จะไมมีสวนเกี่ยวของ สวน C2a จะไปจับกับ C4b ทําหนาท่ีเปนเอนไซม เรียกวา Classical C3 
convertase (C4b2a) เนื่องจากไปทําใหโปรตีนคอมพลีเมนต C3 ทํางาน C3 convertase จะแยก C3 
เปน C3a และ C3b ซ่ึง C3 convertase สามารถแยกโมเลกุลของ C3 ไดหลายโมเลกุล ทําใหเกิด
ช้ินสวน C3a และ C3b โดย C3a จะไมมีสวนเกี่ยวของในระบบแตจะไปกระตุนใหมีการตอบสนอง
การอักเสบ ในขณะท่ี C3b จับกับ C4b2a สราง Classical C5 convertase (C4b2a3b) เอนไซม C5 
convertase จะทํางานคลายกับ C3 convertase ซ่ึงแยกโมเลกุล C5 ได ทําใหเกิด C5a และ C5b ซ่ึง 
C5a จะไมมีสวนเกี่ยวของแตทําใหมีการอักเสบเกิดข้ึน ในขณะท่ี C5b จับกับพื้นผิวของแอนติเจน 
ซ่ึงทําใหมีการเร่ิมกลไกในการสราง Membrane attack complex หรือ MAC (C5b-C9) ตอไป โดย
จะไปจับกับ C6 C7 C8 ซ่ึง C5b-C8 จะทําหนาท่ีเหมือน Receptor สําหรับ C9 ผลจาก C5b-C8 กับ 
C9 หลายๆ ตัว จะเรียกวา MAC ทําใหเกิดการยอยสลายของเซลลแปลกปลอมโดยทําใหเกิดรูข้ึนท่ี
บริเวณเมมเบรนทําใหเซลลแตกสลายได 
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ภาพ 2-1 แสดงรูปทรงของโปรตีนคอมพลีเมนต C1 
 (ท่ีมา http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects1999/ies/how.html) 

 

Alternative pathway ไมตองการแอนติบอดีสําหรับกระตุนการทํางาน แอนติเจนจํานวน
มาก ยกตัวอยางเชน Bacterial lipopolysaccharide สวนประกอบของไวรัสและเชื้อโรคอ่ืนๆ 
สามารถกระตุน Alternative pathway ระบบ Alternative มีการเกิดข้ึนกอนระบบ Classical ซ่ึงตอง
อาศัยโมเลกุลของแอนติบอดีในการทํางาน ระบบ Alternative มีการผลิต C3 และ C5 convertase 
เชนเดียวกับระบบ Classical ซ่ึงทําใหมีการผลิต C5b ตอไปทําใหมีการสะสมของ MAC แตภายใน
กระบวนการที่เกิดข้ึนจะใชโมเลกุลท่ีแตกตางกัน สวนประกอบของคอมพลีเมนต C3 สามารถแยก
ไดโดยธรรมชาติ ทําใหมีช้ินสวน C3a และ C3b ลองลอยอยูในซีรัม สวนประกอบของ C3b 
สามารถจับกับพื้นผิวไดหลายชนิด ท้ังสารแปลกปลอมและสารท่ีคลายคลึงกับ Host สาร Sialic acid 
ที่พบบนผิวเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมสวนใหญทําให C3b ไมทํางาน พวกจุลินทรียซ่ึงสวนใหญ
ไมมี Sialic acid จะเปนบริเวณท่ีมีการสะสมของ C3b ช้ินสวนของ C3b สามารถจับกับพี้นผิวของ
เช้ือโรคโดยการจับกับแฟคเตอรบี (BF) ซ่ึงแยกดวยแฟคเตอรดี (DF) ได Ba และ Bb ช้ินสวน Ba จะ
ไมมีสวนเกี่ยวของในกระบวนการ ในขณะท่ีช้ินสวน Bb จะจับกับ C3b ไดเอนไซม Alternative C3 
convertase (C3bBb) ซ่ึงไมคอยสเถียร เพื่อใหมีประสิทธิภาพในการแยกโมเลกุล C3 เอนไซม 
Alternative C3 convertase จึงตองการการทําใหสเถียรดวยสารอื่น เชน Properdin ซ่ึงจะจับกับ
โมเลกุล C3bBb ทําใหยืดอายุในการทํางานออกไป Alternative C3 convertase จะทําหนาท่ีคลายกับ 
Classical C3 convertase โดยแยกโมเลกุล C3 หลายรอยโมเลกุลเปน C3a และ C3b โมเลกุล C3b ท่ี
เหลืออยูจะไปทําใหเกิดสรางเอนไซม Alternative C5 convertase (C3bBb3b) ท่ีแยกโมเลกุล C5 ให
เปน C5a และ C5b โมเลกุล C5b ท่ีเหลืออยูจะจับกับพื้นผิวและจับกับ C6-C9 เพื่อทําการสราง MAC 
ตอไป 

Lectin pathway ตองอาศัยปฏิกิริยาระหวาง Lectin เชน Mannose-binding lectin (MBL) 
และ Ficolin กับน้ําตาลบนพื้นผิวของเช้ือโรค เม่ือมีการจับกันระหวาง Lectin กับน้ําตาลบนพ้ืนผิว
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ของเช้ือโรค เอนไซม MBL-associated serine protease (MASPs) จะถูกกระตุน โดยเอนไซมนี้มี
โครงสรางคลายคลึงกับ C1r และ C1s ทําใหมีการทํางานตอไปคลายคลึงกับ Classical pathway    

ตัวรับคอมพลีเมนต (Complement receptor) 
ตัวรับคอมพลีเมนตจับกับ C3 ประกอบไปดวย 
CR1 พบบน Monocyte และ Macrophages  
CR2 พบบน B cells  
CR3 พบบน Monocyte และ Macrophages  
 
 

 
 

ภาพ 2-2 แสดงระบบคอมพลีเมนต (Complement pathway) 
(ท่ีมา : http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/h_compPathway) 

  
เนื่องจาก Classical pathway เปนการทํางานท่ีมีการทําลายเซลลอยางจําเพาะเจาะจงซ่ึงตอง

มีแอนติบอดีรวมดวยในการทํางาน จึงไดมีการนํามาประยุกตใชในระบบการผลิตสัตวเพื่อชวยตรวจ
เพศหรือเพิ่มสัดสวนเพศของลูกท่ีตองการซ่ึงมีการศึกษาในสัตวหลายชนิด การศึกษาในชวงแรก
เปนการศึกษาในหนูเปนสวนใหญ เชนงานของ Goldberg et al . (1971) ศึกษาเอชวายแอนติเจนบน
ผิวของสเปรม โดยการปลูกถายเน้ือเยื่อผิวหนังของหนูเพศผูใหกับหนูเพศเมียแลวนําไปศึกษาตอ
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ดวยปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล โดยนําน้ําเช้ือบมรวมกับเอชวายแอนติซีรัมและคอมพลีเมนต
ของกระตาย  พบวาสเปรมถูกทําลายดวยเอชวายซีรัม  54 %  เชนเดียวกับการศึกษาของ           
Wachtel et al. (1974) แตนําสเปรมของหนูมาทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลดวยเอชวาย
แอนติบอดีและคอมพลีเมนตจากมา พบวากลุมสเปรมท่ีบมในเอชวายแอนติบอดีรวมกับ             
คอมพลีเมนตมีการตายของสเปรมมากกวากลุมสเปรมท่ีบมในเอชวายแอนติบอดีซ่ึงลดการทํางาน
ของแอนติบอดีดวยแอนติเจนจากเพศผูรวมกับคอมพลีเมนต 31. 43 % และ Andonian et al. (2001) 
ตรวจเพศตัวออนหนู โดยการนําเซลลมามและเซลลอัณฑะของหนูเพศผูมากระตุนหนูเพศเมีย โดย
ทําการฉีดเขาชองทองแลวจึงทําการตรวจแอนติบอดีในซีรัมดวยวิธี Doublegel diffusion, Counter 
Immunoelectrophoresis, Plain electrophoresis, Immunofluorescence และ Cytotoxicity test พบวา 
2 วิธีแรกไมแสดงผลวาเกิดเอชวายแอนติบอดีในซีรัมของหนูเพศเมีย ในขณะท่ี 3 วิธีหลังตรวจพบ
เอชวายแอนติบอดีในซีรัมของหนูเพศเมีย โดยวิธี Electrophoresis จะตรวจพบแกมมาโกลบูลิน
เพิ่มข้ึนในซีรัมของหนูท่ีทําการฉีดเซลลมามและเซลลอัณฑะ วิธี Immunofluorescence จะวิเคราะห
ดวย Indirect immunofluorescence โดยใช Fluorescein isothiocyanate (FITC) เช่ือมกับอิมมูโน         
โกลบูลินหนู พบเอชวายแอนติเจนบริเวณท่ีมีเซลลมามและเซลลอัณฑะ และ Cytotoxicity test ซ่ึง
เปนวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด พบการแตกตัวของเซลลซ่ึงสัมพันธกับความเขมขนของเอชวายแอนติบอดี 
ตอมามีการศึกษาพัฒนาเพิ่มข้ึนโดยดูสัดสวนเพศที่เปล่ียนแปลงไปจากธรรมชาติเชน Bennett et al. 
(1973) ท่ีศึกษาอัตราสวนเพศของลูกหนูท่ีผสมเทียมดวยสเปรมท่ีไดรับเอชวายแอนติซีรัม โดย
เตรียมเอชวายแอนติซีรัมจากการฉีดหนูเพศเมียพันธุ C57B1/6 (B6) ทําการเก็บตัวอยางเลือดหลัง
การกระตุนของแตละตัวมาทําการตรวจสอบ Cytotoxicity activity ตอสเปรม ใชเฉพาะซีรัมท่ีเจือ
จาง 1/8 ซ่ึงทําใหเกิดการตายของสเปรมมากกวากลุมควบคุม 20-30 % โดยใช Horse complement 
นําหนูเพศเมียไปผสมเทียมกับสเปรมจากหนูเพศผูพันธุ (B6xA)F1 ท่ีผสมกับแอนติซีรัมและคอม
พลีเมนต พบวาครอกควบคุมท่ี 1 สุมใหเพศเมียผสมพันธุกับเพศผูใหอัตราสวนเพศของลูกปกติ 
ครอกควบคุมท่ี 2 ผสมเทียมระหวางเพศเมียกับเพศผูท่ีสเปรมไดรับแอนติ H-2a หรือแอนติ H-2b  ผล
คือกลุมของเพศเมียท่ีผสมเทียมดวยสเปรมท่ีไดรับแอนติเอชวายมีลูกเพศผู 45.5 % เทียบกับกลุม
ควบคุมท่ีใหผสมพันธุตามปกติกับกลุมควบคุมท่ีผสมเทียมมีลูกเพศผู 53.4 % (P < 0.003) 
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2.1.3 Histocompatibility-Y antigen (H-Y antigen) 
การศึกษาแอนติเจนท่ีจําเพาะตอเพศผู มีการศึกษาอยางแพรหลายในสัตวเศรษฐกิจ

โดยเฉพาะโค เนื่องมาจากเพศผูมีโครโมโซมเอ็กซวาย (XY) สวนเพศเมียมีโครโมโซมเอ็กซเอ็กซ  
(XX) ดังนั้นจึงมีการศึกษาโปรตีนท่ีผลิตจากเพศผู เพื่อชวยในการคัดเพศหรือตรวจเพศตัวออน 

เอชวายแอนติเจน (Histocompatibility-Y antigen) หรือแอนติเจนท่ีจําเพาะตอเพศผู เอชวาย
แอนติเจนมีบทบาทในการพัฒนาการทางเพศในสัตวท่ีมีกระดูกสันหลัง โดยเอชวายแอนติเจน
สามารถพบไดในเซลลเกือบทุกชนิดในเพศผูพบมากในผนังของเซลลสมอง เซลลอัณฑะรวมไปถึง
เซลลสเปรม เอชวายแอนติเจนพบท่ีผนังเซลลของตัวออนสัตวประเภทหนูตัวเล็ก (Mouse) หนูตัว
ใหญ (Rat) โคและแกะ (Hendriksen et al.,1993) ยีนท่ีทําใหเกิดเอชวายแอนติเจนตั้งอยูบน
โครโมโซมวาย หลักฐานสวนหนึ่งคือการศึกษาของ Robert et al. (1988) ท่ีศึกษา Sex reversed 
(Sxr) region ท่ีอยูบนโครโมโซมวายซ่ึงเกี่ยวของกับการผลิตเอชวายแอนติเจน โดยใชโพรบท่ี
จําเพาะตอ Sxr region มาตรวจดีเอ็นเอของหนูเพศผูและเพศเมียดวยเทคนิค Southern blot analysis 
พบวาในเพศผูจะเกิดแถบดีเอ็นเอสวนเพศเมียไมเกิดแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงเอชวายแอนติเจนพบเฉพาะเพศ
ผู แสดงวาบริเวณ Sxr region เปนสวนท่ีเกี่ยวของกับการผลิตเอชวายแอนติเจน 

มีการศึกษาเอชวายแอนติเจนมาอยางยาวนาน โดยเร่ิมการศึกษาจากหนูแลวพัฒนามาศึกษา
ในสัตวชนิดอ่ืน เชน โค  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในสัตวปกและสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา การศึกษาใน
ชวงแรกเกี่ยวของกับการอนุรักษและวิวัฒนาการของเอชวายแอนติเจน โดย Wachtel et al. (1975) 
ศึกษาการอนุรักษและวิวัฒนาการของเอชวายแอนติเจน โดยเตรียมเอชวายแอนติซีรัมในหนูตัวเล็ก
เพศเมียพันธุ C57BL/6 ดวยการกระตุนดวยเซลลมามของหนูเพศผูพันธุ C57BL/6 เชนเดียวกัน 
หลังจากนั้นแบงออกเปน 3 กลุม กลุมแรกดูดซับดวยเซลลเพศเมีย (Aliquot A) กลุมท่ีสองดูดซับ
ดวยเซลลเพศผู (Aliquot B) กลุมท่ีสามไมดูดซับ หลังจากนั้นดูความสามารถในการเปนพิษตอเซลล
ท่ีเหลืออยูตอสเปรมหนู (Cytotoxicity activity) ของ aliquot A หรือ B เปนตัวบงช้ีวาเอชวาย
แอนติบอดีจับกับเซลลเพศเมีย (A) หรือเซลลเพศผู (B) หลังจากนั้นนําเอชวายแอนติซีรัมแบงไปใช
เพื่อทําการทดสอบ Mixed haemadsorption-hybrid antibody (MHA.HA) โดยแบงออกเปน 3 กลุม
เหมือนกับ Cytotoxicity test เติม Rabbit hybrid antibody กับ specificity : anti-mouse Ig หรือ Anti-
sheep red blood cell (SRBC) นําสเปรมไปทําปฏิกิริยากับ SRBC  ในการวิเคราะหเชนนี้สเปรมจะ
ไดรับเอชวายแอนติบอดีและไฮบริดแอนติบอดีแลวจับกับ SRBC เพื่อสรางรูปราง Rosettes การดูด
ซับเอชวายแอนติบอดีจาก Aliquot A หรือ B ใน MHA.HA test บงช้ีดวยจํานวนท่ีลดลงของ 
Rosettes เทียบกับ จํานวนของ Rosettes ของ Aliquot C พบวาในลูกไกมีเอชวาย (เอชดับบลิว) 
แอนติเจนท่ีมีความคลายคลึงหรือมีปฏิกิริยาขามตอเอชวายของหนู และมีการแสดงออกในเพศเมีย 
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ความเปนพิษตอเซลลลดลงเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลลเพศเมีย และจํานวน Rosettes ลดลง
อยางมีนัยสําคัญเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลลเพศเมีย เนื่องจากนกและสัตวเลือดอุนมี
วิวัฒนาการมาจากสัตวเล้ือยคลานจึงคาดวาจะพบเอชวายแอนติเจนในสัตวเล้ือยคลาน จึงศึกษาเพิ่ม
ในพวกสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา คือ Rana pipiens และ Xenopus laevis พบวาเซลลจากสัตว 2 สปชีสมี
องคประกอบของผิวเซลลคลายคลึงหรือมีปฏิกิริยาขามตอเอชวายของหนู ซ่ึงแอนติเจนพบในเพศผู
และเพศเมียตามลําดับ สวนจํานวน rosettes ใน X. laevis ลดลงเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลล
เพศเมีย ผลคลายกับการศึกษา Koo and Goldberg (1978) ท่ีศึกษาการเกิด Rosettes เม่ือดูดซับดวย
เซลลมามหนูเพศผูและเซลลเนื่อเยื่อเกี่ยวพัน (Fibroblast) ของมนุษยเพศชายทําให Rosettes ลดลง 
แสดงวามีเอชวายแอนติเจนในหนูเพศผูและในมนุษยเพศชาย  เชนเดียวกับการศึกษาของ            
Booman et al. (1989) แตทําการตรวจการผลิตเอชวายแอนติบอดีดวยเทคนิค Enzyme immunoassay 
โดยใชแหลงแอนติเจนคือเซลลอัณฑะของหนู กระตาย และวัว  ซ่ึงผลพบวาสามารถตรวจพบ       
เอชวายแอนติเจนในสัตวท้ัง 3 ชนิด เปนหลักฐานยืนยันวาเอชวายแอนติเจนอยูบนผนังเซลลอัณฑะ
ของหนู กระตายและวัว  

หลังจากนั้นมีการนําความรูพื้นฐานดานเอชวายแอนติเจนไปใชประโยชนในการตรวจเพศ
ตัวออนในสัตว เชนการศึกษาในโค โดย Blecher et al. (1999) พบโปรตีนท่ีจําเพาะเจาะจงตอ
สเปรมของโค โดยทําการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศเมียในกระตาย ดวยการกระตุนกระตาย
เพศผูดวยเนื้อเยื่อของตัวออนโคเพศเมีย เม่ือนํามาทดสอบกับสเปรมโคพบวาสเปรมคร่ึงหนึ่งมีการ
จับกันเปนกอน สวนสเปรมที่ไมจับตัวกันนํามาผสมกับไขเล้ียงจนเปนตัวออนพบวาเปนเพศผูถึง   
92 % แสดงวาแอนติบอดีท่ีผลิตทําใหสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซจับกัน ดังนั้นตัวออนท่ีเกิดจาก
สเปรมท่ีไมจับตัวกันจึงเปนลูกโคเพศผู คลายคลึงกับการศึกษาของ Ramalho et al. (2004) ซ่ึงทํา
การตรวจเพศตัวออนหนูและโคโดยการหยุดการพัฒนาตัวออนดวยเอชวายแอนติซีรัม โดยเตรียม    
เอชวายแอนติซีรัมดวยการฉีดเซลลเม็ดเลือดขาวมามจากหนูเพศผูใหหนู Nagaze analbuminemia 
เพศเมีย นําตัวออนหนูและโคระยะมอรูลาระยะสุดทายมาเล้ียงรวมกับเอชวายแอนติซีรัม แลวทําการ
ตรวจเพศโดยดูจากการพัฒนาของตัวออนถาตัวออนพัฒนาเขาสูระยะบลาสโตซีสจะเปนตัวออน
เพศเมีย แตถาหยุดอยูท่ีระยะมอรูลาระยะสุดทายจะเปนตัวออนเพศผู พบวาในหนูเม่ือมีการวเิคราะห
โครโมโซม หนูซ่ึงไมเกิด Blastocoele 51.3 %  (สันนิษฐานวาเปนตัวผู) จะเปนตัวผู 83.3 % และตัว
เมีย 16.7 % สวนในหนูท่ีเกิด Blastocoele 48.7 % (สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) จะเปนตัวผู 15.8 % 
และตัวเมีย 84.2 % เม่ือวิเคราะหดวย PCR ในหนูซ่ึงไมเกิด Blastocoele 33.3 % (สันนิษฐานวาเปน
ตัวผู) พบวาจะเปนตัวผู 83.9 % และตัวเมีย 16.1 % สวนในหนูท่ีเกิด Blastocoele 66.7 % 
(สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) จะเปนตัวผู 19.4 % และตัวเมีย 80.6 % สวนในโคซ่ึงไมเกิด Blastocoele 
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46.7 %  (สันนิษฐานวาเปนตัวผู) และท่ีเกิด Blastocoele 53.3 % (สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) เม่ือนํา
ตัวออนถายฝากใหแมโค แลวทําการอัลตราซาวดจะเปนตัวผู 47.1 % และตัวเมีย 52.9 % ซ่ึงมีความ
ถูกตองอยางมาก  

นอกจากนี้ยังมีการนําไปใชประโยชนในการเพิ่มสัดสวนลูกเพศเมียในสัตวชนิดตาง ๆ 
Shelton and Goldberg (1984) ศึกษาการเพิ่มสัดสวนลูกหนูเพศเมียโดยอาศัยการแสดงออกของ      
เอชวายแอนติเจนในตัวออนของหนูระยะกอนฝงตัว เร่ิมจากเตรียมแอนติซีรัมตอเอชวายแอนติเจน
โดยใชหนูตัวเล็ก C57BL/6 เพศเมียท่ีกระตุนดวยเซลลมามเพศผู แลวนํามาเล้ียงเซลลระยะ 8 เซลล
ของหนู ตรวจสอบดวยวิธี Cytotoxicity assay พบวาเม่ือมีคอมพลีเมนตอยางเดียวตัวออนเพศผูจะ
รอดชีวิตมากกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือมีเอชวายแอนติซีรัมรวมกับคอมพลีเมนต และการใชเอชวาย
แอนติซีรัมรวมกับคอมพลีเมนตทําใหมีลูกหนูเพศเมียถึง 82 % และ Gardon et al. (2004) ศึกษาใน
ตัวออนของโคที่ระยะพัฒนาตางๆ กัน โดยใชเอชวายแอนติซีรัมจากหนู โดยเตรียมเอชวายแอนติ
ซีรัมจากหนู Wistar เพศเมียโดยการฉีดเซลลมามหนูเพศผูเขาสูชองทอง นําตัวออนระยะ 4-8 เซลล 
ระยะนอยกวา 32 เซลลและระยะมากกวา 32 เซลลของโคมาเล้ียง พบวาการเล้ียงตัวออนของโคถัด
จากระยะ 8 เซลล ดวย   เอชวายแอนติซีรัมกับคอมพลีเมนตจะมีเปอรเซ็นตระหวางตัวออนเพศผูซ่ึง
ถูกยับยั้งการพัฒนากับตัวออนเพศผูท่ีเจริญตามปกติ คือ 81.9:22.6 กับ 81.7:24.0 ซ่ึงแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ  
 
2.1.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ในปจจุบันนอกจากจะมีการตรวจเพศตัวออนดวยวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาแลวยังนํา
เทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการตรวจเพศอีกดวย เนื่องมาจากการทํางานทางชีวโมเลกุลเปนวิธี
ท่ีใชเวลานอยกวาและมีความแมนยําสูงจึงนิยมนํามาใชในการตรวจเพศตัวออนควบคูไปกับงานทาง
ภูมิคุมกันวิทยา ทําใหมีความนาเช่ือถือสูงข้ึน มีการศึกษาเร่ืองยีนของสัตวเศรษฐกิจอยางแพรหลาย
โดยเฉพาะยีนท่ีจําเพาะตอเพศผู ยกตัวอยางเชน SRY gene, ZFY gene เปนตน หรือยีนท่ีจําเพาะตอ
เพศเมีย ยกตัวอยางเชน Proteolipid protein gene (PLP) ชวยใหสามารถตรวจเพศตัวออนเพศผูได 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) เปนเทคนิคทางชีวโมเลกุล
สําหรับการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ  เทคนิคนี้สามารถใชไดกระท่ังโมเลกุลของดีเอ็นเอจํานวนนอยเพื่อ
ทําการเพิ่มจํานวนหลายๆ คร้ัง ยิ่งมีดีเอ็นเอท่ีใชไดมากยิ่งงายตอการวิเคราะห มักใชท่ัวไปในการ
วิจัยทางการแพทยและชีววิทยา ยกตัวอยางเชนการตรวจโรคท่ีถายทอดทางพันธุกรรม การจําแนก 
genetic fingerprint การวินิจฉัยโรคติดเช้ือ การทดสอบการสืบวงศตระกูลและการคํานวณดีเอ็นเอ 
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กระบวนการ PCR โดยปกตจิะอยูท่ี 20-35 รอบ ในแตละรอบจะมี 3 ขั้นตอน 
 1.ข้ันตอนการ Denature ดีเอ็นเอสายคูจะถูกใหความรอนท่ี 94-96 องศาเซลเซียส เพื่อแยก
สายของดีเอ็นเอ โดยการทําการแยกพันธะไฮโดรเจนท่ีเช่ือมระหวางดีเอ็นเอ 2 สาย กอนการทํารอบ
แรก ดีเอ็นเอมักจะถูก Denatured เปนเวลานานเพ่ือใหแนใจวาดีเอ็นเอแมแบบและไพรเมอรไดแยก
จากกันอยางสมบูรณและเปนสายเด่ียวอยางเดียวเทานั้น เวลาท่ีใชคือ 1-2 นาที จนถึง 5 นาที ข้ันตอน
นี้ Taq polymerase จะถูกกระตุนการทํางานดวย 
 2.ข้ันตอนการ Anneal หลังจากแยกสายของดีเอ็นเอแลว อุณหภูมิจะลดลงทําใหไพรเมอร
สามารถจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวได อุณหภูมิของขั้นนี้ข้ึนกับไพรเมอรและโดยท่ัวไปจะตํ่ากวา Tm   
5 องศาเซลเซียส (45-60 องศาเซลเซียส) ใชเวลา 1-2 นาที 
 3.ข้ันตอนการ Extension ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสจะคัดลอกสายดีเอ็นเอ จะเร่ิมจาก Anneal   
ไพรเมอรและทํางานไปตามสายดีเอ็นเอ อุณหภูมิข้ันตอนนี้ข้ึนกับดีเอ็นเอโพลีเมอเรส เวลาข้ึนอยูกบั
ดีเอ็นเอโพลเมอเรสและความยาวของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีจะเพ่ิมจํานวน 1 นาทีตอ 1 กิโลเบสแพร 
ข้ันตอน Extension คร้ังสุดทายมักทําหลังจาก PCR รอบสุดทาย เพื่อใหแนใจวาดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ี
เหลือไดคัดลอกสมบูรณแลว ความตางจาก Extension รอบอ่ืนๆ คือเวลา โดยท่ัวไปคือ 10-15 นาที 
 
 

 
 

ภาพ 2-3 แสดงกระบวนการลูกโซโพลีเมอเรส 
(ท่ีมา  http://www.ocf.berkeley.edu/~edy/intro/ intro2.html) 
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เทคนิคนี้ใชในสถานการณตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับการวิเคราะหลําดับเบส (Sequence) ท่ี
ตองการ โดยอาศัยดีเอ็นเอโพรบ (Probe) ท่ีจําเพาะเจาะจง  และมีการพัฒนาเทคนิคการเพิ่มจํานวน  
ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ทําใหการตรวจเพศตัวออนหลายชนิดประสบผลสําเร็จ โดย
ใชไพรเมอร (Primer) ในการศึกษาแตกตางกันไป 

 การศึกษาในโคพบอยางแพรหลาย เชน Pomp et al. (1995) ท่ีทําการตรวจเพศของโคโดย
ใชตัวออน มีการนําเทคนิค PCR มาใชในการตรวจสอบเพศ ใช Primer ชนิด ZFY-ZFX รวมกับ 
SRY สําหรับการตรวจสอบ ซ่ึง SRY ประกอบดวย SRYA และ SRYB ในการเพ่ิมปริมาณของ              
ดีเอ็นเอจะใชเวลาท้ังหมด ประมาณ 101 นาที โดยมีรอบของ PCR ดังนี้ Initial denaturation ท่ี                
95 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 นาที Annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  และ Extension 
ท่ี 72 องศาเซลเซียส  ประมาณ 2 นาที ตอจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ         
1 นาที Annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส  
ประมาณ 1 นาที เปนจํานวน 29 รอบ และในรอบสุดทายทํา Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 9 นาที นําดีเอ็นเอมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel 3 % และยอมดวย 
Ethidium bromide หลังจากนั้นนําไปสองใตแสง UV ในโค ZFY-ZFX พบท้ังในเพศผูและเพศเมีย 
และพบ SRYB เฉพาะเพศผูเทานั้น แสดงวา SRYB มีความจําเพาะตอโครโมโซมวาย               
Bredbacka et al. (1995) ใช Primer DYZ ซ่ึงจะเปนวิธีการตรวจเพศของตัวออนโดยตรวจการเพ่ิม
จํานวนของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะของ Y โดยตรงจากหลอดทดลอง เม่ือนําไปสองภายใตแสง UV หลอด
ท่ีเกิดสีชมพูแสดงวามีโครโมโซมวาย เพื่อใหมีความสะดวกและรวดเร็วสามารถนําไปใชภายใน
ฟารมไดจริง ในการเพิ่มปริมาณจํานวนดีเอ็นเอ ใชเวลา 3 นาทีในการ Initial denaturation ท่ี                 
94 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 92 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 วินาที Annaeling 
ท่ี 50 องศาเซลเซียส ประมาณ 80 วินาที และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 วินาที 
เปนจํานวน 10 รอบ จากนั้นทํา Denaturation ท่ี 92 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 วินาที Annaeling ท่ี 
60 องศาเซลเซียส ประมาณ 40 วินาที และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส เพิ่ม 1วินาที/รอบ อีก           
40 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นําไปสองใตแสง UV 
ถาตัวอยางเปนเพศผูจะพบแถบสีชมพูของโครโมโซม Y ปรากฏข้ึนในหลอดทดลอง Chrenek et al. 
(2001) ใช Primer Sex   (Y-locus) มาใชตรวจสอบเพศ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial 
denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส ประมาณ 4 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 95 องศา
เซลเซียส 40 วินาที Annealing 53 องศาเซลเซียส 40 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 40 วินาที 
เปนจํานวน 35 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที นําดีเอ็นเอ
ท่ีไดมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel 2.5 % และยอม Ethidium bromide และนําไป
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สองใตแสง UV  จะพบแถบเฉพาะเพศผู พบวามีความแมนยําถึง 91 % ในการทดสอบเพศของตัว
ออน และพบวาจํานวนของตัวออนท่ีพัฒนาไปถึงระยะมอรูลาและบลาสโตซีสของตัวออนท่ีทําการ
ผาและไมผาไมแตกตางกัน แสดงวาการผาแบงตัวออนวิธีนี้ไมรบกวนการพัฒนาการของตัวออน
ตามปกติ Park et al. (2001) ใช Primer BOV97M จะใชตัวออนของโคระยะ 8-16 เซลล โดย
แบงกลุมออกเปน  1,  2,  4 และ  8 บลาสโตเมียร  (Blastomere)ในการเพิ่มปริมาณดี เ อ็นเอ 
Denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension ท่ี  
72 องศาเซลเซียส 30 วินาที เปนจํานวน 33 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 7 นาที นําดีเอ็นเอที่ไดมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel   4 % และยอม 
Ethidium bromide และนําไปสองใตแสง UV ถาพบแถบ 2 แถบบนเจลแสดงวาเปนตัวออนเพศผู 
พบวาประสิทธิภาพในการตรวจสอบเพศคือ 92.1, 94.3, 96.3 และ 100 % ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา
แมใชเซลลตัวออนเซลลเดียวก็สามารถใชตรวจสอบเพศไดแตจะมีความแมนยําท่ีนอยกวาการใชท่ี
จํานวน 8 Blastomere  Alves et al. (2003) ไดมีการออกแบบ primer R-IV สําหรับตรวจสอบเพศ
ของตัวออนโค โดยใชตัวออนระยะบลาสโตซีส ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial denaturation 
ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 45 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที เปนจํานวน          
35 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 7 นาที พบวาจะเกิดแถบใน
เพศผูและมีความแมนยํา 100 % ซ่ึงมีคุณคาในทางการคาเปนอยางมาก เนื่องจากสามารถตรวจเพศ
ของตัวออนโคไดท้ังโคยุโรป (Bos Taurus) และโคอินเดีย (Bos indicus) Kageyama et al. (2004) ใช 
primer S4 ท้ังหมด 3 ชุด ไดแก S4AF, S4AR S4CF, S4CR และ S4BF, S4BR ในการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ ทํา Denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 52 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที เปนจํานวน 45 รอบ โดยพบวาชุด S4BF, S4BR สามารถ
ใชแยกเพศผูและเพศเมียไดชัดเจนกวา เนื่องจากเกิดแถบ 2 แถบในเพศผู และเกิดแถบเดียวในเพศ
เมีย นอกจากนี้ S4AF, S4AR S4CF,S4CR ในเพศเมียจะไมเกิดแถบซ่ึงอาจทําใหเกิดความผิดพลาด
ได พบวาเม่ือใชชุด S4BF,S4BR มีความถูกตองในการตรวจเพศถึง 91.6 % และ Lemos et al. 
(2005) ใช Primer TSPY ท่ีจําเพาะกับยีน TSPY (Testis-specific protein ,Y –encoded) ซ่ึงจําเพาะ
กับยีนวาย  มาทําการตรวจเพศโค โดยนําเลือดโคมาทดสอบ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial 
denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศา
เซลเซียส 45 วินาที Annealing 64 องศาเซลเซียส 45 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
เปนจํานวน 35 รอบและในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที นําดีเอ็น
เอท่ีไดมาทํา Gel electrophoresis ท่ี Agarose gel 2 % ยอมดวย Ethidium bromide ซ่ึง ในเพศเมียจะ
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ไมเกิดแถบ เกิดแถบเฉพาะเพศผู พบวามีความถูกตองในทุกตัวอยางของโคท่ีนํามาทดสอบ 
นอกจากนี้ยังสามารถใชสวนเนื้อเยื่อหรือ Blastomere มาทําการทดสอบได จึงเปนการทดลองคร้ัง
แรกท่ีแสดงวา TSPY มีประโยชนในการตรวจเพศของโคได และนาจะสามารถแยกเพศของตัวออน
โคได  

ตอมามีการพัฒนาใชเทคนิค Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) ซ่ึงมี
พื้นฐานคลายกับ PCR โดยทําการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมาย สามารถตรวจวัดและทราบปริมาณ
ของดีเอ็นเอเปาหมาย สามารถติดตามผลในขณะท่ีมีการเพิ่มจํานวนในแตละรอบ หลักการท่ัวไปท่ี
ใชในการตรวจวัดปริมาณมีอยู 2 วิธีคือการใชสียอมเรืองแสง (Fluorescent dye) ท่ีจะเขาไปแทรกตัว
อยูระหวางดีเอ็นเอเสนคู และการใชดีเอ็นเอโพรบซึ่งพัฒนาใหมีการเรืองแสง (Fluorescent probe) 
เมื่อจับกับดีเอ็นเอคูสม อุปกรณ Real-time ท่ีมีจําหนายในปจจุบันโดยพื้นฐานจะใชตรวจวัด
สัญญาณการเรืองแสง การเรืองแสงท่ีเพิ่มข้ึนเปนผลโดยตรงจากผลผลิตท่ีเพิ่มข้ึนระหวางการทํา 
PCR  

การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent dye (Dorak, 2006.) 
เม่ือสียอมจับกับดีเอ็นเอสายคูจะทําใหมีการเรืองแสง (Fluorescence) เนื่องจากสียอม (Dye) 

ข้ึน การเพิ่มของดีเอ็นเอเปาหมายระหวางทํา PCR สงผลใหมีการเพิ่มความเขมของสีและสามารถ
ตรวจวัดความเขมขนของดีเอ็นเอในแตละรอบ  ยกตัวอยางเชนการใช SYBR Green I Dye ซ่ึงเปน
สาร Fluorochrome ประเภทหนึ่งสามารถเขาจับกับ Minor groove ของดีเอ็นเอสายคูเม่ือถูกกระตุน 
(Excite) ดวยแสง UV จะมีการคายพลังงาน (Emission) ออกมาในรูปของแสง Fluorescence ชวง
คล่ืน (λ) ยาวข้ึน สามารถตรวจจับไดดวย Optical filter ท่ีติดต้ังอยูกับเคร่ือง Real-time 
thermocycler ท้ังนี้เราสามารถแยก Fluorescence signal ท่ีเกิดจาก Primer-dimer ออกจาก Specific 
amplified DNA ไดอยางงายดายดวยการเปรียบเทียบคา Tm, คา Tm เปนคุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็น
เอสายคูแตละสาย แปรผันโดยตรงกับ % GC content สามารถคํานวณไดจาก Fluorescence signal ท่ี
ลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิใหสูงข้ึนอยางตอเนื่อง, Unspecific products จะมีคา Tm ตํ่าเนื่องจากมีขนาด
ส้ัน (15-30 bp) ตางจาก Amplified DNA ซ่ึงจะมีขนาดยาวกวา ( > 100 bp) และมีคา Tm ท่ีสูงกวา 
SYBR Green I เปนท่ีนิยมมากเนื่องมาจาก มีราคาถูก งายตอการวิเคราะหโดยใชไพรเมอรเพียงคู
เดียว และสามารถใชวิธีการตรวจวัดแบบเดียวกันไดทุกการวิเคราะห 
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ภาพ 2-4 การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent dye 
(ท่ีมา http://www.virusrama.org/real_time_pcr/real_time_PCR.htm) 

 
การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent probe (Dorak, 2006.) 
การใช Fluorescent probe เปนวิธีท่ีมีความถูกตองท่ีสุดและนาเช่ือถือท่ีสุด แตมีราคาแพง 

เปนการใชดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงเพ่ือหาปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงทําใหมี
ความจําเพาะเจาะจงเพิ่มข้ึนและมีการหาปริมาณ ทําใหสามารถวิเคราะหไดหลายยีนในปฏิกิริยา
เดียวกันโดยใชโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงซ่ึงติดฉลากสีแตกตางกัน  ทําใหทุกยีนสามารถเพ่ิมจํานวนใน
ประสิทธิภาพท่ีใกลเคียงกัน โพรบจะมี Reporter (R) อยูท่ีปลายดานหนึ่งอีกดานหน่ึงจะมี Quencher 
(Q) เม่ือมีการแยกโพรบดวย 5’     3’ exonuclease จาก Taq polymerase จะทําใหมีการปลอยแสง 
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fluorescence ออกมาทําใหสามารถตรวจวัดไดดังแสดงในภาพ 2-5 การเพิ่มข้ึนของดีเอ็นเอเปาหมาย
ในแตละรอบของ PCR จะทําใหมีการเรืองแสงเพิ่มข้ึน เชน Taqman probe 

 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพ 2-5 การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent probe 
(ที่มา http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Pierce/realtimepcr.htm) 

 
การวัดปริมาณการแสดงออกของยีนเม่ือทํา Real-time PCR 
ความเขมขนของดีเอ็นเอขณะเกิดปฏิกิริยาชวง Exponential phase สามารถตรวจวัดไดดวย

การสรางกราฟของการเรืองแสงเทียบกับจํานวนรอบ PCR บน Logarithmic scale ทําการวัด 
Threshold ของการเรืองแสงที่อยูเหนือ Background การเรืองแสงของตัวอยางในรอบท่ีมากกวา 
Threshold เรียกวา Cycle threshold (Ct) ปริมาณอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอสามารถหาไดโดยเทียบผล
กับ Standard curve ซ่ึงเกิดจากการทํา Serial dilution ซ่ึงทราบจํานวนของอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอ 
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เพื่อความถูกตองในการวัดการแสดงออกของยีน ควรวัดปริมาณของอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอดวย 
Housekeeping gene รวมกับยีนท่ีสนใจในตัวอยางเดียวกัน ขอดีของ Real-time PCR คือสามารถ
ติดตามผลไดในขณะท่ีเกิดข้ึนจริง, ไมตองมีข้ันตอนหลัง PCR ไดผลลัพธมากข้ึน ลดโอกาสการ
ปนเปอน, การทํางานแตละรอบมักจะเร็วกวาแบบธรรมดา, วัดไดมากข้ึนจนถึง 1010 เทา (Wider 
dynamic range), สามารถตรวจวัดความแตกตางไดถึงข้ันท่ีตางกันเพียง 1 เทา, สามารถตรวจยืนยัน 
product ท่ีไดโดยการวิเคราะห Melting point, มีความจําเพาะสูงท่ีสุด ไวท่ีสุด และเพิ่มจํานวนไดสูง
ท่ีสุด, สําหรับงานทาง RNA จะใชปริมาณตั้งตนของ RNA นอยกวาวิธีดั้งเดิมถึง 1,000 เทา และ 
คาใชจายไมไดแพงกวาการทํา PCR วิธีเดิม (ยกเวนคาเคร่ืองมือ) 

เนื่องจากความรวดเร็วและสะดวกตอการทํางานพรอมท้ังขอดีดังท่ีกลาวมาขางตน จึงทําให
มีการนําเทคนิค Real-time PCR มาประยุกตใชเพิ่มข้ึนในการทําการวิจัยตางๆ เชน Parati et al. 
(2006) ซ่ึงทําการตรวจวัดสัดสวนของสเปรมในน้ําเช้ือโคดวยวิธี Real-time PCR ทําการตรวจ
สัดสวนของสเปรมโดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอโครโมโซมเอ็กซและโครโมโซมวาย คือ ไพรเมอร 
PLP และ SRY ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการตรวจวัดในตัวอยางน้ําเช้ือพบวามีความถูกตองในการ
ตรวจถึง 98.9 % โดยการเทียบกับคา Mean ของความถ่ีโครโมโซมเอ็กซท่ีไดจากตัวอยางขนของโค 

 
2.2 น้ําเชื้อโค (Semen) 
น้ําเช้ือโคเปนของเหลวซ่ึงมีสเปรม (Spermatozoa) และของเหลวซ่ึงใชเปนแหลงอาหาร

ของสเปรม (Seminal plasma) เปนองคประกอบ น้ําเช้ือหล่ังมาจากตอมเพศ (Gonads) คุณภาพของ
น้ําเช้ือสามารถตรวจไดจากความสามารถในการสืบพันธุของน้ําเช้ือ ซ่ึงสวนท่ีเกี่ยวของกับการ
สืบพันธุคือสเปรม ดังนั้นคุณภาพของน้ําเช้ือจึงเกี่ยวของกับปริมาณและคุณภาพของสเปรม การ
สรางเซลลสืบพันธุเพศผูในสัตว (Spermatogenesis) คือการสรางสเปรมในสัตวเพศผู โดยเร่ิมสราง
จากเซลลเร่ิมตนท่ีเรียกวา Primary spermatocyte (2n) ท่ีเปนเนื่อเยื่อเจริญในอัณฑะ เซลลนี้เพิ่ม
จํานวนตัวเองโดยการแบงเซลลแบบไมโทซิส (Mitosis) เม่ือเซลลนี้มีการแบงเซลลแบบไมโอซิส 
(Miosis) จะไดเซลลท่ีเปน Haploid (1n) เรียกวา Secondary spermatocyte เม่ือเซลลนี้แบงเซลลตอ
จนเสร็จส้ินไมโอซิส จะไดสเปรมเร่ิมตน (Developing sperm cell) ซ่ึงจะพัฒนาตอไปจนไดสเปรม
ที่สมบูรณ 

เซลลสเปรมประกอบไปดวยสวนหัว (Head) สวนตัว (Midpiece) และสวนหาง (Tail) สวน
หัวประกอบดวยนิวเคลียสท่ีมีเสนใยโครมาติน (Chromatin) ขดตัวแนน ลอมรอบสวนหัวดวย 
Acrosome ซ่ึงมีเอนไซมสําหรับการเจาะเขาเซลลไขของเพศเมีย สวนตัวมี Filamentous เปน
แกนกลางซ่ึงมีเสนใย Mitochondria ลอมรอบ สําหรับให Adenosine-5´-triphosphate (ATP) เพื่อ
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เปนพลังงานใหแกสเปรมในการเคล่ือนท่ีในปากมดลูก มดลูก และทอนําไข สวนหางใชสําหรับการ
เคล่ือนท่ีของสเปรม 

มีการศึกษาบางสวนท่ีพยายามพิสูจนวาเอชวายแอนอยูบนผนังสเปรม เชนการศึกษาของ 
Koo et al. (1973) ท่ีทําการศึกษาสเปรมของหนูตัวเล็ก โดยเตรียมแอนติซีรัมตอเอชวายแอนติเจน
จากการกระตุนหนูตัวเล็กสายพันธุ C57BL/6 เพศเมียดวยผิวของหนูเพศผู แลวนําสเปรมมาเติม    
แอนติซีรัม หลังจากนั้นเติม Rabbit hybrid antibody anti-mouse IgG และ Anti tobacco             
mosaic virus เพื่อเปนตัว Marker บอกตําแหนงของแอนติเจน แลวนําไปตรวจดวยกลอง 
Immunoelectronmicroscopy พบวาเอชวายแอนติเจนสวนใหญอยูบริเวณ Acrosome สวนบริเวณอ่ืน
ของหัวจะมีเอชวายแอนติเจนเล็กนอย 

 
 

 
ภาพ 2-6 องคประกอบของสเปรมโค 

(ที่มา http://www. answers.com/topic/sperm) 


