
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

3.1 สัตวทดลอง 
 โคเนื้อพันธุขาวลําพูนเพศผูจํานวน 3 ตัว เบอร 862, 863 และ RJ888 จากฟารมชางรุง        
อ. ดอยหลอ จ. เชียงใหม 
 
3.2 สารเคมี 
3.2.1 การผลิตโมโนโคนอลแอนติบอด ี

สารเคมี              Lot number  บริษัท 
Ammonium chloride     AF310202  Ajax 
Ammonium sulphate     A695617 547  Merck 
Di-sodium hydrogen phosphate dehydrate   K30371580 210  Merck 
Ethyl alcohol      50009   Merck 
Fetal bovine serum (FBS)    41F4453K  Gibco 
Goat anti-mouse IgG HRP conjugate (IgG-HRP)  268705   Zymed lab 
Glycine       2002722  Fisher 
Iscove’s  Modified Dulbecco’s medium (IMDM)  1355225  Gibco 
2-Mercaptoethanol     45H050815  Sigma 
O-phenylene-diamine-HCl (OPD)   80972   Zymed lab 
Potassium chloride     K30323436 214  Merck 
Potassium dihydrogen orthophosphate   2319134  Fisher 
Potassium hydrogen carbonate    AF612009  Ajax 
Sodium carbonate     A368192 214   Merck 
Sodium chloride      K37352804 721  Merck 
Sodium hydrogen carbonate    K22399729 612  Merck 
Sodium hydroxide     B231098  Merck 
Sodium hydrogen carbonate    K22399729 612  Merck 
Teleostean gelatin     111K1359  Sigma 
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สารเคมี              Lot number บริษัท 
Tween 20       53325  Scharlan 
Tris        0854B24 Amresco 
 
3.2.2 การทํา Real time PCR 

สารเคมี             Lot number บริษัท 
Ammonium chloride     AF310202 Ajax 
Proteinase K      3337B009 Amresco 
 
3.2.3 ชุดสารเคมีสําเร็จรูป 

สารเคมี            Lot number บริษัท 
iQTMSYBG Green Supermix     20065B  BioRad 
Live/Dead Sperm viability kit    40289A  Invitrogen 
Goat anti-mouse Ig FITC     AP326F  Chemicon 
PLP-R Primer      H18783  Bio basic Inc. 
PLP-F Primer      H18782  Bio basic Inc. 
BOVM97-R Primer     198572-1  1 st Base 
BOVM97-F Primer     199027-1 1 st Base 
Beta actin-R Primer     180622-1 1 st Base 
Beta actin-F Primer     180621-1 1 st Base 
      
3.3 อุปกรณและเคร่ืองมือ 

อุปกรณและเคร่ืองมือ      บริษัท 
Immuno-Plate 24 หลุม      Nalge Nunc International 
Immuno-Plate 96 หลุม      Nalge Nunc International 
ไมโครเพลท 96 หลุม      Nalge Nunc International 
จานเล้ียงเช้ือขนาด 35 x 15 มิลลิเมตร (มม.)   Nalge Nunc International 
ไมโครปเปตขนาด 5 ไมโครลิตร (มคล.)      AB Technology 
ไมโครปเปตขนาด 2.5 และ 10 ไมโครลิตร (มคล.)     Eppendorf 
กระบอกฉีดยาขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร (มล.)   Nipro 
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อุปกรณและเคร่ืองมือ     บริษัท 
เข็มฉีดยาเบอร 18, 20,21,23 และ 24    Nipro 
กลอง Stereomicroscope SZ-ST     Olympus 
เคร่ืองวอรเทกซ       Labinco 
เคร่ืองปนแยกชนิดปรับอุณหภูมิได    Kubota 
เคร่ืองช่ังไฟฟา       Sartorius 
เคร่ืองไมโครเพลท รีดเดอร     Anthos 
ตูอบ        Memmert 
ตูเล้ียงเซลล       Forma Scientific 
เคร่ืองปรับ pH       EP/KE 
พาราฟลม       American National Can 
กลองจุลทรรศนแบบกลับหัว     Olympus   
เคร่ือง spectrophotometer      UV-VIS Biowave S2100 
Magnetic Stirrer       HL Instrument 
Microcentrifuge tube 1.5 มล.     Bioscience 
Low tube strip และ flat cap strips     BioRad 
 
3.4 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 3.4.1 การเล้ียงไฮบริโดมาเซลลท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

นําเซลลไฮบริโดมาท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเพศผูและสามารถผลิตแอนติบอดีตอเพศผู 
ซ่ึงผลิตโดย วิวัฒน (2547) มาใช ไฮบริโดมาโคลนท่ีนํามาทดลองคือไฮบริโดมาโคลนเบอร       
1F9-3B10 โดยนําออกมาจากตู - 80 องศาเซลเซียส จากนั้นต้ังใหละลาย นําเซลลใสหลอดทดลอง
ขนาด 15 มล.แลวเติม IMDM 10 มล. ทําใหสารเขากันดวยการดูดเปาเซลลใหมีการกระจายตัว 
(Resuspend) แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเทสวนใสออก 
เติม 10 % FBS ปริมาณ 5 มล. ทําการ Resuspend แลวเทลงใน Flask เล้ียงเซลล นําไปเล้ียงท่ีตูเล้ียง
เซลลปลอดเช้ือ 5 % CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดูการเจริญเติบโตและการปนเปอนของเซลล 
 3.4.2 การวัดระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA 

ทําการเคลือบไมโครเพลท 96 หลุม ดวยเซลลมามโคเพศผูเนื่องจากตองการความจําเพาะ
ตอแอนติเจนบนผิวเซลลเพศผู จํานวน 105 เซลลในสารละลายสําหรับการเคลือบ (Coating buffer) 
ปริมาณ 100 มคล. ตอหลุม เปรียบเทียบกับการเคลือบไมโครเพลทดวยเซลลมามโคเพศเมีย เก็บไวท่ี
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน (ประมาณ 16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
การลาง เคาะเพลทใหแหง เติมเจลาตินความเขมขน 3 % ซ่ึงอุนใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จนละลาย ปริมาณ 200 มคล. ตอหลุม ทุกหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
เพลทดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับการลาง เคาะเพลทใหแหง เติมน้ําเล้ียงเซลลปริมาณ 100 มคล. 
ตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลทดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับการลาง 
เคาะเพลทใหแหง เติม Goat anti-mouse IgG ที่เช่ือมติดกับเอนไซมฮอสแรดิชเพอรออกซิเดส 
(Horseradish peroxidase, HRP) ปริมาณ 10 มคล. ตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
เพลทดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับการลาง  เคาะเพลทใหแหง เติมสารละลายที่ทําใหเกิดสี 
(Substrate buffer) ซ่ึงประกอบดวย Substrate buffer 12 มิลลิลิตร ไฮโดรเจนเปอรรอกไซด (H2O2)                          
20 มคล.  และ Orthophenylamine diamine (O.P.D.) 0.018 กรัม ปริมาณ 100 มคล. ตอหลุม บมท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 4N H2SO4 (Stop solution) 
ปริมาณ 100 มคล. ตอหลุม นําไปอานคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร (nm) ดวยเคร่ือง        
ELISA-reader 
 3.4.3 การแยกโคลนเดี่ยวดวยวิธี Limiting dilution 
 เตรียมไมโครเพลทชนิดปลอดเช้ือ 96 หลุม จํานวน 6 เพลท ใชพลาสเจอรปเปต Resuspend 
ใหเซลลกระจายตัว นับจํานวนเซลลโดยเคร่ืองนับเซลล (Haemocytometer) โดยดูดน้ําเล้ียงเซลลให
มีปริมาณเซลล 1,000 เซลลใสในหลอดปลอดเช้ือขนาด 15 มล. เติมสารละลาย 10 % FBS ปริมาณ 
30 มล. เทลงในถาด ใชพลาสเจอรปเปต Resuspend กอนดูดสารละลายใสในไมโครเพลท เพลทท่ี     
1 และ 2 หลุมละ 100 มคล. เติมสารละลาย 10 % FBS ปริมาณ 20 มล. เทลงในถาด ใชพลาสเจอร    
ปเปต Resuspend กอนดูดสารละลายใสในไมโครเพลท เพลทท่ี 3 และ 4 หลุมละ 100 มคล. เติม
สารละลาย   10 % FBS ปริมาณ 10 มล. เทลงในถาด ใชพลาสเจอรปเปต Resuspend กอนดูด
สารละลายใสในไมโครเพลท เพลทท่ี 5 และ 6 หลุมละ 100 มคล. เล้ียงเซลลในตูเล้ียงเซลลปลอด
เช้ือ 5 % CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระท่ังพบโคลนของเซลลไฮบริโดมา จึงทําการ
ตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจนอีกคร้ังหนึ่ง 
 3.4.4 การเพิ่มจํานวนเซลลไฮบริโดมา 
 ทําการยายเซลลไฮบริโดมาท่ีมีการผลิตแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจนไปเล้ียงใน Petridish 
เติม 10 % FBS 20 มล. และเล้ียงใน Celline AD 1000 เพื่อใหมีการขยายจํานวนและผลิตแอนติบอดี
ในปริมาณมาก เติม 10 % FBS ปริมาณ 50 มล. ในสวนของช้ันอาหารของและปลอยใหเนื้อเยื่อเลือก
ผานปรับสภาพอยางนอย 5 นาที จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาท่ีจะเล้ียงจํานวน 25 x 106 เซลล ทําให
กระจายตัวในอาหารเล้ียงเซลล 15 มล. เพื่อใหมีความเขมขน 1.5 x 106 เซลลในอาหารเล้ียงเซลล      
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1 มล.  (ในช้ันเล้ียงเซลล) แลวเติม 10 % FBS ปริมาณ 1000 มล. ในช้ันอาหาร นํา Petridish และ 
Celline AD 1000 ไปเล้ียงในตูเล้ียงเซลลปลอดเช้ือ   5 % CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บน้ํา
เล้ียงเซลลไดทุก 7 วัน และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลใหม 
 3.4.5 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิดวยการตกตะกอนโปรตีนจี 
 นําอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีการผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเพศผูมาทําใหบริสุทธ์ิดวย
การตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลิน จี (Immunoglobulin G, IgG) โดยใช Column Hi Trap TM  Protein G 
ใชหลอดฉีดยา (syringe) เติมสารละลาย Binding buffer ลงใน Column ปริมาตร 10 มล. ดัน
ของเหลวใหไหลผานอยางชาๆ ประมาณ 1 มล./ 1 นาที นําสารผสมระหวางแอนติบอดีและ
สารละลาย Binding buffer อยางละ 10 ml เติมผาน Column จนหมด ลาง Column ดวยสารละลาย 
Binding buffer อีกคร้ังจากนั้นเติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 10 มล. เก็บสารละลายใน
หลอดขนาด 1.5 มล. ซ่ึงเติม Neutralization buffer ปริมาตร 140 มคล. เก็บสารละลายประมาณ        
1 มล. จํานวน 20 หลอด ทําการลาง Column ดวย 20 % Ethanol ปริมาตร 10 มล. นําสารละลายท่ีได
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 nm ดวยเคร่ือง Spectrophotometer เพื่อคํานวณความเขมขนของ
โปรตีนจากสูตร 
 

ความเขมขนของโปรตีนในสารละลาย (มก./มล.) = คาดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm 
   1.4 

 
  

3.4.6 การตรวจสอบความแมนยําของแอนติบอดี ท่ี จําเพาะตอเพศผูดวยเทคนิค 
Immunofluorescence microscopy 

นําเม็ดเลือดขาวของโคขาวลําพูนเพศผูจํานวน 4 ตัว และเพศเมียจํานวน 4 ตัว ปรับใหมี
จํานวนเซลลในการศึกษาท่ีเทากันคือ 1 x 106 เซลล / 250 มคล. บมรวมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเพศผูท่ีระดับความเขมขน 1:500 ปริมาตร 250 มคล. ในท่ีไรแสง อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เติมสารละลาย Fluorescein isothiocyanate (FITC) goat anti-mouse IgG 
ความเขมขน 1:2,000 ปริมาตร 250 มคล. ในท่ีไรแสง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
ปนลางดวยสารละลาย PBS ท่ี 4,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 รอบ จากนั้นเติม
สารละลาย PBS ปริมาตร 100 มคล. แลวนําไปตรวจการเรืองแสงดวย Fluorescence microscopy 
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ภาพ 3-1 การเก็บตัวอยางเลือดของโคขาวลําพูนบริเวณโคนหาง 
 
3.5 ตัวอยางน้ําเชื้อพอโคพันธุขาวลําพูน 

3.5.1 การรีดน้ําเชื้อสดเพื่อทําน้ําเชื้อแชแข็งบรรจุหลอด 
รีดน้ําเช้ือจากพอโคพันธุขาวลําพูนจํานวน 3 ตัว ดวยอุปกรณรีดน้ําเช้ือโดยเติมน้ําอุน

ประมาณ 37 - 40 องศาเซลเซียส ในกระบอกสําหรับรีดน้ําเช้ือ และมีหลอดทดลองขนาด 15 มล. 
รองรับน้ําเช้ืออยูปลายสุดภายในกระบอกรีด นําน้ําเช้ือท่ีรีดไดมาตรวจดูการเคล่ือนไหวหมู (Mass 
movement) แลวทําการใหคะแนนการเคล่ือนไหวหมู โดย 0 = ไมมีการเคล่ือนไหวหมู, 1=  มีการ
เคล่ือนไหวหมูนอยมาก, 2 =  มีการเคล่ือนไหวหมูนอย, 3 =  มีการเคลื่อนไหวหมูปานกลาง และ     
4 = มีการเคล่ือนไหวหมูมาก หลังจากนั้นทําการเจือจางนํ้าเช้ือดวยอาหารเล้ียงสเปรม (Extender) 
นับจํานวนสเปรมในน้ําเช้ือดวย Haematocytometer ใหมีสเปรมจํานวน 120 x 106 ตัว / 1 มล. แลว
ลดอุณหภูมิของน้ําเช้ือท่ีทําการเจือจางแลวโดยการเติมน้ําแข็งทีละนอยใหอุณหภูมิคอยๆ ลดลงแลว
นําไปแชตูเย็นตอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ทําการบรรจุน้ําเช้ือลงในหลอดเก็บ
น้ําเช้ือ (Straw) หลอดละ 250 มคล. ขณะท่ีทําการบรรจุจะทําในตูท่ีสามารถคงอุณหภูมิท่ี 4 องศา
เซลเซียส ไดหลังจากนั้นนําไปแชในตูเย็นอีกคร้ังเปนเวลา 60 นาที แลวนํามาลดอุณหภูมิลงโดยการ
อังบนไอไนโตรเจนเหลวท่ีอยูในภาชนะปด จนกระทั่งอุณหภูมิภายในหลอดเก็บน้ําเช้ือเทากับ         
- 90  องศาเซลเซียส จึงเก็บใสในถังไนโตรเจนสําหรับเก็บน้ําเช้ือ 

 
 



  
 
 

27 

 
 

ภาพ 3-2 การเก็บน้ําเช้ือพอโคขาวลําพูนและการบรรจุน้ําเช้ือลงหลอด 
 

3.5.2 การเตรียมน้ําเชื้อสําหรับทดลองปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 
 นําน้ําเช้ือแชแข็งออกจากถังไนโตรเจน ทําใหน้ําเช้ือละลายดวยน้ําอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที นําน้ําเช้ือท่ีละลายแลวเติมในหลอดทดลองขนาด 15 มล. ท่ีมี Extender 
5 มล. จากน้ันนํามาปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 วินาที บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 45 นาที เพื่อใหสเปรมท่ีแข็งแรงวายข้ึนมา (Swim up) หลังจากนั้นดูดอาหาร
เล้ียงเซลลดานบนท่ีมีสเปรมออกมานับจํานวนเซลลดวย Haematocytometer เพื่อนําสเปรมจํานวน         
1 x 106 ตัว / 250 มคล. ไปใชในการทดสอบปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 
 
3.6 การทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 

3.6.1 การหาความเขมขนของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสม 
กอนนําสเปรมไปทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลตองหาระดับของคอมพลีเมนตท่ี

เหมาะสมสําหรับใชในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล เพื่อหาระดับท่ีไมมีการทํางานของระบบคอม
พลีเมนตผาน Alternative pathway เพื่อใหปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเปนการทํางานของระบบคอมพลีเมนต
ผาน Classical pathway เทานั้น ใชซีรัมหนูตะเภาจากสํานักสัตวทดลอง (ศาลายา) เปนแหลง       
คอมพลีเมนต นํามาเจือจางใน Extender เพื่อหาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไซโต
ทอกซิคโดยเจือจางท่ี 0, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50 และ 1:60 ปริมาตร 250 มคล. เติมลงในแตละ
หลอดท่ีมีสเปรม 1 x 106 ตัว / 250 มคล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมสีจาก Sperm 
viability kit หลังจากนั้นปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ กอนนําไปตรวจดูอัตราการรอดชีวิตของ
สเปรมในแตละกลุมทดลองโดยระดับท่ีเหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาคือระดับท่ีมีการตายของสเปรม
นอยท่ีสุด (ใกลเคียงกับกลุมควบคุม)  
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เตรียมสเปรมท่ี Swim up แลว 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 
 
 

เติมซีรัมหนูตะเภาท่ีความเจอืจาง 0, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50  และ 1:60 ปริมาตร 250 มคล. ใน
แตละหลอดบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
 

เติมสีจาก Sperm viability kit แลวปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ กอนนําไปตรวจดูอัตราการรอด
ชีวิตของสเปรม 

 
ภาพ 3-3 แผนภาพแสดงการหาความเขมขนของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาความเปน 

พิษตอเซลล 
 

3.6.2 การหาความเขมขนของแอนตบิอดีท่ีเหมาะสมสําหรับการยอมสี FITC 
กอนนําสเปรมไปทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลตองหาระดับของแอนติบอดีท่ีเหมาะสม

สําหรับใชในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล เพื่อหาระดับของแอนติบอดีท่ีสามารถเห็นสเปรมมีการ
เรืองแสงไดอยางชัดเจนและการติดสีของสเปรมไมลดลง ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีความ
เขมขน 1:500, 1:1,000, 1:2,000, 1:3,000 และ 1:4,000 ปริมาตร 250 มคล. เติมลงในแตละหลอดท่ีมี
สเปรม 1 x 106 ตัว / 250 มคล.  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นเติม FITC 
goat anti-mouse IgG ท่ีความเขมขน 1:2,000 ปริมาตร 250 มคล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน หลังจากนั้นนํามาปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ กอนนําไปตรวจการเรืองแสงเพ่ือหา
ระดับท่ีปริมาณการติดสีของสเปรมไมลดลง 
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เตรียมสเปรมท่ี Swim up แลว 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 

 
 

เติมแอนติบอดีท่ีเจือจาง 1:500, 1:1,000, 1:2,000, 1:3,000 และ 1:4,000 ปริมาตร 250 มคล. ในแตละ
หลอดบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 

 
 

เติม FITC goat anti-mouse IgG ท่ีเจือจาง 1:2,000 ปริมาตร 250 มคล. เพื่อดูอัตราการติดสีของ
สเปรมในแตละกลุมทดลอง บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ 

กอนนําไปตรวจการเรืองแสง 
 

 
ภาพ 3-4 แผนภาพแสดงการหาความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมสําหรับการยอมสี FITC

สําหรับปฏิกิริยาความเปนพษิตอเซลล 
 

 
3.6.3 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรม  
นําน้ําเช้ือมาละลาย นําสเปรม 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ท่ีผานการ Swim up มาบมดวยโมโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีความเขมขน 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700  ปริมาตร 250 มคล. ใน
หลอด 1.5 มล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติมซีรัมหนูตะเภาท่ีความ
เขมขน 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว
นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 วินาทีบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา   
45 นาที จากนั้นดูดสวนใสดานบนมาเติมสีจาก Sperm viability kit หลังจากนั้นนํามาปนลางดวย 
PBS จํานวน 2 รอบ กอนนําไปตรวจดูอัตราการรอดชีวิตของสเปรมในแตละกลุมทดลอง โดย
สเปรมท่ีติดสีเขียวหมายถึงสเปรมมีชีวิต สวนสเปรมท่ีติดสีแดงหมายถึงสเปรมตาย  
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เตรียมสเปรมท่ี Swim up แลว 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 
 
 

เติมแอนติบอดีท่ีเจือจาง 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 ปริมาตร 250 มคล. ในแตละหลอดบม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
 

เติมซีรัมหนูตะเภาท่ีเจือจาง 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 30 นาที 

 
 

ปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 วินาทีบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที
จากนั้นดูดสวนใสดานบนมาเติมสีจาก Sperm viability kit แลวปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ 

กอนนําไปตรวจดูอัตราการรอดชีวิตของสเปรม 
 

ภาพ 3-5 แผนภาพแสดงการหาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพษิตอ 
เซลล 

 
 

3.6.4 สัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย 
นําน้ําเช้ือมาละลาย นําสเปรม 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ท่ีผานการ Swim up มาบมดวยโมโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีความเขมขน 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700  ปริมาตร 250 มคล. ใน
หลอด 1.5 มล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติมซีรัมหนูตะเภาท่ีความ
เขมขน 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว
นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 วินาที บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
45 นาที จากน้ันดูดสวนใสดานบนมาเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีความเขมขน 1:500 ปริมาตร 
250 มคล.  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้น FITC goat anti-mouse IgG ท่ี
ความเขมขน 1:2,000 ปริมาตร 250 มคล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน หลังจากนั้นนํามา
ปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ นําสเปรมไปตรวจวัดความจําเพาะตอเพศผูจากการเรืองแสง โดย
สเปรมท่ีมีการเรืองแสงถือวาเปนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย สวนสเปรมท่ีไมมีการเรืองแสงถือวา
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เปนสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซ โดยดูสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายซ่ึงเปล่ียนแปลงไปใน
แตละกลุมทดลอง ยืนยันผลที่ไดเทียบกับเทคนิค Real-time PCR  

 
เตรียมสเปรมท่ี Swim up แลว 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 

 
 

เติมแอนติบอดีท่ีเจือจาง 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 ปริมาตร 250 มคล. ในแตละหลอดบม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
 

เติมซีรัมหนูตะเภาท่ีเจือจาง 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 30 นาที 

 
 

ปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3 วินาทีบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที
จากนั้นดูดสวนใสดานบนมาเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีความเขมขน 1:500 ปริมาตร 250 มคล. 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
 
 

เติม FITC goat anti-mouse IgG ท่ีเจือจาง 1:2,000 ปริมาตร 250 มคล. ทดลอง บมท่ี 37 องศา
เซลเซียส ขามคืน แลวนํามาปนลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ นําสเปรมไปตรวจวัดความจําเพาะตอ

เพศผูจากการเรืองแสง 
 

ภาพ 3-6 แผนภาพแสดงการหาสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยา
ความเปนพษิตอเซลล 
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3.7 เทคนิค Real-time PCR  
ทําการตรวจเพศโดยอาศัยเทคนิค Real-time PCR ท่ีทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปาหมาย 

สามารถตรวจวัดและทราบปริมาณของดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชสียอมเรืองแสง (Fluorescent dye) 
SYBR Green I Dye ท่ีจะเขาไปแทรกตัวอยูระหวางดีเอ็นเอเสนคู ขณะท่ีมีการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอใน
แตละรอบ (Dorak, 2006.) โดยจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน BOVM97, PLP เพื่อดูวามีการ
เปล่ียนแปลงสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย (ยีน BOVM97 แสดงออกท่ีโครโมโซมวาย) 
และโครโมโซมเอ็กซ  (ยีน PLP แสดงออกท่ีโครโมโซมเอ็กซ) และยีน Beta-actin ท่ีแสดงออกท้ัง
โครโมโซมเอ็กซและวายใชเปนยีนมาตรฐานเพ่ือใหทราบจํานวนดีเอ็นเอตั้งตนของปฏิกิริยา 

นําสารละลายดีเอ็นเอ (100 ng / มคล.) ของน้ําเช้ือโคขาวลําพูนใชเปนดีเอ็นเอแมแบบใน
ปฏิกิริยา Real time PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน BOVM97, PLP และ Beta–actin โดยใช
สารเคมีดังตอไปนี้ 
 Template DNA (100 ng / มคล.)  1.00 มคล. 
 iQ TM SYBG Green Supermix  10.00 มคล. 
 forward primer (10 pmol/มคล.)  0.20 มคล. 

reverse primer  (10 pmol/มคล.)  0.10 มคล. 
ddH2O     8.70 มคล. 
สําหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา Real- time PCR มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 
รอบท่ี 1 Denaturation   95  องศาเซลเซียส     5  นาที 

 รอบท่ี 2 Denaturation   94  องศาเซลเซียส  15 วินาที 
  Annealing   61  องศาเซลเซียส  30 วินาที 
  Extension   72  องศาเซลเซียส  30 วินาที 
  Plate read รอบการทําปฏิกิริยาท้ังหมดจาํนวน 50 รอบ 
 รอบท่ี 3 Final extension   72  องศาเซลเซียส    5   นาที 
 รอบท่ี 4 Melting Curve   65-95  องศาเซลเซียส อานผลทุก 2 วินาที 
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NATANTCGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCAGCACAATGAAGATCAAGATCATCGCACCCCCT
GAGCGCAAGTACTCTGTGTGGATTGGCAGCTCCATCCTGGCCTTGCTGTCCAGCTTCC
AGCAGATGTAGATCAGCAAGCAGGAGTACCACGAGTCTGGCCCCTCCATCGTCCACC
GTAAATGCTTCTAGGCGGACTGTTAGCTGCGTTACACCCTTTAATCACTAGTGAAT
TCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAG
CTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTT
CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATA
AAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAAACTCACATTAATTGCGTTGCG
CTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCCTGCATTAATGAATCGG
CCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGGCTCTTCCGCTTCTCCNCTCA
TGACTCGCTGCG 
ภาพ 3-7  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Beta-actin จาก plasmid DNA บริเวณสีเหลืองเปนลําดับ          

นิวคลีโอไทดของยีน Beta-actin ท่ีเขาสู plasmid DNA ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจากการ
เขาจับดวยไพรเมอรของยีน Beta-actin (ตัวอักษรสีแดง) 

 
TACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGC
GGCCGCGGGAATTCGATTGATCACTATACATACACCACTCTCATCCTACCTAATAG
ATTCCAGCTGATAATTTGCAACTATACTCCAAAGTTTTGTGGAAATGTGAAAGAAAA
TCATTCAGCTCATCTGTTTCAGAGACAGAATTTGTGTTAGCATAGCAATCACTAGTG
AATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCA
TAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG
TTTCCTGTGTGAAATTGTCATCCGCTCACAATTCCACACCAACATACGAGCCGGAAG
CATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGT
NGCGCTCACTGCCCGCTTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCCTGCATTAATGA
ATCGGGCCAAACGCGCGGGGAGAGGCGGGTTGG 
ภาพ 3-8  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน BOVM97 จาก plasmid DNA บริเวณสีเหลืองเปนลําดับ          

นิวคลีโอไทดของยีน BOVM97 ท่ีเขาสู plasmid DNA ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจากการ
เขาจับดวยไพรเมอรของยีน BOVM97 (ตัวอักษรสีแดง) 
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TCCTGGGTCTTCCTTCTTTTTTAAAAAACATTTTTTATTGGGGTATAGTTGCTTTACAG
TGTTGTGTTAGTTTCTGCTGTACAATAAAGTGAATCAGCTATATGTATACACATAGCC
CCTCCCTCTTGGACCTCCATCCTACCCTCACCTGCCATCCTACCCATCTAGGTCATCAT
AGAACACAGAGGTGAGCTCTCTGTGCTAATAGAACAGCTTCCCACTAGCTATCTATTT
TACACATGGTAGTGTATATATAGTGAAAGTGAATATATATATATATATATATATATAT
ATATGGGGCTTCCCAGGTGGTGTTAGTGGTAAAGAACCTGCCTGCCAAGGTTCTTGG
TTGGGAAGGTCCTGGGTTGGGAAGGTCCCCTGGAGGAGGGTGTGGCTACCACTCCGG
TATTCCTGCCTAGAGAATCCCCATGGACAGAGGAGCCTGGCGGGCTATGGTCCATAG
TGTCGCAAAGAGCTGGACATGACTGAAGCGACTTAGCACACACACAGTGTATATATA
TGTCAATCCCAATCTCCCAATTTATCCACCCCCCACTCTCTGTCCACACATGTGTTCTG
TACATTTATGTCTCTATTCCTGCCCCACATATAGGTTCATCTGTACCATTTTTTCTAGA 
ภาพ 3-9  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน PLP จาก plasmid DNA บริเวณสีเหลืองเปนลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีน PLP ท่ีเขาสู plasmid DNA ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจากการเขาจับดวย   
ไพรเมอรของยีน PLP (ตัวอักษรสีแดง) 

 
 

 
3.8 การตรวจวิการของสเปรมดวยเคร่ือง Scanning Electron Microscope (SEM) 

นําน้ําเช้ือมาละลาย นําสเปรม 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ท่ีผานการ swim up มาบมดวยโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีความเขมขน 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700  ปริมาตร 250 มคล. ใน
หลอด 1.5 มล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติมซีรัมหนูตะเภาท่ีความ
เขมขน 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปน
เหวี่ยง 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสออก ทําใหสเปรมแหงเปนผงแลวสองดสูภาพ
วิการของสเปรมท่ีเกิดข้ึนจากการทําปฏิกิริยาท่ีเปนพิษตอเซลลในแตละกลุมทดลองดวยเคร่ือง SEM
สภาพวิการของสเปรมดูจากบริเวณขอบของหัวของสเปรมตองมีขอบไมเรียบ มีการแตก หัก บ่ิน 
หรือมีลักษณะผิวเซลลลอก สวนบริเวณตรงกลางของหัวสเปรมตองมีลักษณะผิวเซลลลอกจึงจะ
แสดงวามีวิการเกิดข้ึน โดยถายรูปกลุมละ 5 ซํ้า สังเกตตําแหนงท่ีเกิดการวิการและทําการเก็บขอมูล
ความถ่ีในการเกิดวิการพรอมท้ังขนาดของสเปรม 
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เตรียมสเปรมท่ี Swim up แลว 1 x 106 ตัว / 250 มคล. ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 
 
 

เติมแอนติบอดีท่ีเจือจาง 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 ปริมาตร 250 มคล. ในแตละหลอดบม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 
 

เติมซีรัมหนูตะเภาท่ีเจือจาง 1:50 ในปริมาตรหลอดละ 250 มคล. บมท่ี 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 30 นาที 

 
 

ปนเหวี่ยง 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสออก ทําใหสเปรมแหงเปนผงแลวสองดู
สภาพวกิารของสเปรมท่ีเกิดข้ึนจากการทาํปฏิกิริยาท่ีเปนพิษตอเซลลในแตละกลุมทดลอง 

 
 

ภาพ 3-10 แผนภาพแสดงการตรวจวิการบนผนังสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพษิตอเซลล 
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ภาพ 3-11 แสดงตําแหนงบนผนังสเปรมโคขาวลําพูนท่ีเกิดวกิารเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอ
เซลล 
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ภาพ 3-12 แสดงผนังสเปรมโคขาวลําพูนเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลดวยเคร่ือง SEM 
โดย (A) คือกลุมควบคุม, (B) คือวิการที่เกิด ณ ตําแหนง 9 และ 10, (C) คือวิการที่เกิด ณ 
ตําแหนง 2, 6 และ 10, (D) คือวิการที่เกิด ณ ตําแหนง 2 และ 3, (E) คือวิการท่ีเกิด ณ 
ตําแหนง 4, (F) คือวิการที่เกิด ณ ตําแหนง 1, 5 และ 9, (G) คือวิการที่เกิด ณ ตําแหนง 11 
และ (H) คือวิการที่เกิด ณ ตําแหนง 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 และ 11 
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3.9 การวางแผนและวิเคราะหทางสถิต ิ
 เปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุมการทดลองโดยวิธีไคสแควร (Snedecor and 
Cochran, 1989) โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 16.0 และ Origin 6.1  
  
ตาราง 3-1 แสดงความเขมขนของแอนติบอดีและคอมพลีเมนตในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 

Treatment Antibody dilution Complement dilution 
1 0 0 
2 1:100 1:50 
3 1:300 1:50 
4 1:900 1:50 
5 1:2,700 1:50 

 
 


