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วิจารณผลการทดลอง 
 

 ข้ันตอนในการผลิตแอนติบอดีมีความสําคัญมากจําเปนท่ีจะตองมีการผลิตแอนติบอดีใหได
จํานวนมากและมีความเขมขนสูงเพื่อนําไปใชในการศึกษาปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล การเล้ียง
เซลลโดยใชอุปกรณสําเร็จรูป Celline AD 1000 สะดวกตอการทํางานเพราะสามารถเล้ียงเซลลได
จํานวนมากในภาชนะเดียว แตการเล้ียงดวยอุปกรณดังกลาวจําเปนท่ีจะตองใชอาหารเล้ียงเซลล
จํานวน 1 ลิตรตอสัปดาหซ่ึงถือวาเปนปริมาณท่ีมาก ปริมาณนํ้าเล้ียงเซลลท่ีนําไปสกัดแอนติบอดีตอ
ไดเพียง 20 มิลลิลิตรตอสัปดาหซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณอาหารเล้ียงเซลลท่ีใชถือวาเปนการส้ินเปลือง
อยางมาก เม่ือนํามาสกัดแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ (ในอาหารเล้ียงเซลลมีท้ังโปรตีนท่ีใชสําหรับเล้ียง
เซลลและโปรตีนท่ีเซลลผลิต) พบวาใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสเปรม 0.53 
ซ่ึงไมสูงมากนัก หลังจากท่ีเล้ียงไปเปนระยะเวลานานพบวาเซลลไมมีการผลิตแอนติบอดีตอสเปรม 
อันเนื่องมาจากเซลลท่ีตายไมสามารถผลิตแอนติบอดีไดอีก สวนเซลลท่ียังมีชีวิตไมสามารถเจริญได
เต็มท่ีเพราะมีเซลลตายปนอยูและถูกเทท้ิงไปเม่ือทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล จากปญหาดังกลาว
จึงไดมีการเล้ียงเซลลใน Petridish ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาแตทําการเล้ียงจํานวนหลายๆ ภาชนะ การเล้ียง
ใชอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 200 มิลลิลิตรตอสัปดาห ปริมาณนํ้าเล้ียงเซลลท่ีนําไปสกัดแอนติบอดี
ตอได 100 มิลลิลิตรตอสัปดาหซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณอาหารเล้ียงเซลลท่ีใชถือวาไมส้ินเปลืองท้ัง
อาหารเล้ียงเซลลและแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเซลล เม่ือนํามาสกัดแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
พบวาใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสเปรม 1.67 ซ่ึงสูงมาก เม่ือเล้ียงไประยะ
เวลานานเซลล สามารถดูดเซลลตายท่ีปนอยูท้ิงไดโดยเลือกดูดเฉพาะเซลลตายท่ีลอยอยูดานบน 
และดูดเซลลท่ีมีชีวิตมาเล้ียงใน Petridish อันใหมทําใหสามารถเล้ียงเซลลไปไดเร่ือยๆ โดยเซลล
สามารถผลิตแอนติบอดีอยางสมํ่าเสมอ ดังนั้นในข้ันตอนการผลิตแอนติบอดีการใช Petridish ใน
การเล้ียงเซลลจึงใหผลผลิตท่ีคุมคากวา 
 ผลการวัดความแมนยําของแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศผูดวยเทคนิค Immunofluorescence 
microscopy พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอเพศผู 80.91±2.99 % ซ่ึงในการศึกษาของ
วิวัฒน (2547) พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะตอเพศผู 98±1.90 % จากผลท่ีแตกตางกัน
เนื่องมาจากแอนติบอดีท่ีนํามาใชเปนแอนติบอดีท่ีผลิตมาจากโคฟรีเชียนเพศผู เม่ือนํามาใชตรวจ
ความจําเพาะในโคขาวลําพูนจึงมีคาแตกตางกัน แสดงวาในโค 2 พันธุมีโปรตีน (แหลงของ
แอนติเจน) ท่ีคลายคลึงกันแตไมท้ังหมด แตยังคงมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบความจําเพาะตอ
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เพศผูแมวาจะใชในโคท่ีตางสปชีสกัน (Species) โดยมีขอผิดพลาด 2.56 % เทานั้น ดังนั้นการนํา     
เอชวายแอนติบอดีจากโคฟรีเชียนมาประยุกตใชกับสเปรมของโคขาวลําพูนจึงสามารถทําได คลาย
กับการศึกษาความคลายคลึงกันของเอชวายแอนติเจนในสัตวตางชนิดกันเชน การศึกษาของ 
Ramalho et al. (2004) และ Gardon et al. (2004) ไดมีการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย
แอนติเจนของหนูมาตรวจสอบตัวออนของโคได แสดงวาแอนติเจนบนผิวสเปรมของหนูมีความ
คลายคลึงกับแอนติเจนบนผิวสเปรมของโค จึงสามารถนําเอชวายแอนติบอดีท่ีผลิตในหนูมา
ตรวจสอบตัวออนของโคได สวนการศึกษาของ Wachtel et al. (1974) ไดพิสูจนวาเอชวาย
แอนติเจนของหนูตัวเล็กมีความคลายคลึงกับของมนุษยเนื่องมาจากเอชวายแอนติบอดีท่ีผลิตจากหนู
ตัวเล็กสามารถจับกับเอชวายแอนติเจนของมนุษย (แหลงเอชวายแอนติเจนคือเม็ดเลือดขาว) ได 
แสดงวาในหนูและคนมีเอชวายแอนติเจนท่ีคลายกันบางสวน 

น้ําเช้ือโคขาวลําพูนท่ีนํามาใชในการศึกษาเปนน้ําเช้ือท่ีเก็บภายในคร้ังเดียวกัน โดยนํ้าเช้ือท่ี
นํามาศึกษาเม่ือทําการตรวจสเปรมท่ีมีชีวิตรอดกอนแชแข็งมีเปอรเซ็นตการรอดสูงกวา 70 % จึง
นํามาทําน้ําเช้ือแชแข็งตอได เพราะถาเปอรเซ็นตการรอดกอนการแชแข็งตํ่าเม่ือนําไปทําการแชแข็ง
แลวจะมีจํานวนสเปรมท่ีรอดชีวิตนอยไมเพียงพอสําหรับการนําไปผสมเทียมตอ เพราะการผสม
เทียมในแตละคร้ังตองมีจํานวนสเปรมอยางนอย 8 ลานตัวตอหลอดนํ้าเช้ือ 1 หลอดจึงจะมี
ประสิทธิภาพ บรรจุน้ําเช้ือจํานวน 30 ลานตัวตอหลอด หลังจากแชแข็งแลวนํามาละลาย (Thaw) 
เพื่อดูเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดพบวาโคทุกตัวมีอัตราการรอดสูงกวา 35 % ซ่ึงสามารถนําไปศึกษา
ตอในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลได เม่ือนําขอมูลน้ําเช้ือของโคขาวลําพูนมาเทียบกับน้ําเช้ือโค        
ชารโรเลยและโคฟรีเชียน พบวามีปริมาตรน้ําเช้ือใกลเคียงกัน คือ 9.23, 10.6 และ 6.5 มล. แตน้ําเช้ือ
โคขาวลําพูนมีความเขมขนของสเปรมนอยท่ีสุด ในขณะท่ีโคฟรีเชียนมีความเขมขนของสเปรมมาก
ท่ีสุดเนื่องมาจากเปนโคพอพันธุของศูนยผลิตน้ําเช้ือดอยอินทนนท สเปรมของโคขาวลําพูนมีการ
เคล่ือนไหวหมูปานกลาง-ดี สวนสเปรมของโคชารโรเลยมีการเคล่ือนไหวหมูปานกลางและสเปรม
ของโคฟรีเชียนมีการเคล่ือนไหวหมูดี ในโคทุกพันธุมีจํานวนสเปรมท่ีมีชีวิตกอนทําการแชแข็งและ
หลังการแชแข็งใกลเคียงกัน  
 กอนทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลข้ันตอนในการละลายน้ําเช้ือแชแข็งมีความสําคัญ
มาก หากใชอุณหภูมิไมเหมาะสมสเปรมจะไมสามารถทําปฏิกิริยาความเปนพิษไดดี ถาอุณหภูมิสูง
ไปสเปรมจะตายกอนท่ีปฏิกิริยาความเปนพิษจะเสร็จสมบูรณ ถาตํ่าไปสเปรมจะวิ่งไมดีเทาท่ีควรทํา
ใหการดึงสเปรมเขาไปใชในการทดลองตํ่า ตองทําการเพ่ิมจํานวนหลอดน้ําเช้ือในการทําปฏิกิริยา
ซ่ึงทําใหส้ินเปลืองเพิ่มอีก ดังนั้นจึงตองหากระบวนการท่ีเหมาะสมในการละลายนํ้าเช้ือกอน จาก
การศึกษาคร้ังนี้ ไดศึกษาการละลายน้ําเช้ือโคขาวดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน         
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30 วินาที น้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ น้ําอุนอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 
10 วินาที พบวาการใชน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สเปรมมีการเคล่ือนท่ีดีและ
สามารถทําปฏิกิริยาจนเสร็จใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมโคเบอร 862, 863 และ RJ888 
เทากับ 51.92, 44.12 และ 35.30 สวนกลุมท่ีใชน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สเปรม
มีการเคล่ือนท่ีดีแตเม่ือทําปฏิกิริยาจนเสร็จเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมตํ่า และกลุมท่ีใช
น้ําอุนอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที สเปรมมีการเคล่ือนท่ีดีท่ีสุดแตไมสามารถทํา
ปฏิกิริยาจนเสร็จสมบูรณได 
 หลังจากนั้นตองทดสอบระดับของคอมพลีเมนตและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา 
พบวาเม่ือใชคอมพลีเมนตท่ีระดับ 1:50 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 99.42 % ซ่ึง
ใกลเคียงกับกลุมควบคุมและถือวาเปนระดับท่ีเหมาะสมในการทํางานเพราะบงบอกวาโปรตีนคอม
พลีเมนตมีการทํางานไดอยู จากเปอรเซ็นตการรอดชีวิตท่ีสูงของสเปรมแสดงวาแทบไมมีการทํางาน
ของระบบ Alternative pathway ซ่ึงไมตองการใหเกิดข้ึนเนื่องจากเปนการทํางานท่ีไมมีแอนติบอดี
ในการทําลายสเปรม การศึกษาคร้ังนี้ตองการเฉพาะการทํางานของระบบ Classical pathway ใน
ปฏิกิริยาความเปนพิษเพื่อดูผลของแอนติบอดีซ่ึงทํางานรวมกับโปรตีนคอมพลีเมนตในการทําลาย
สเปรมท่ีมีโครโมโซมวายอยางจําเพาะเจาะจง สวนแอนติบอดีท่ีระดับ 1:500 มีเปอรเซ็นตการยอม
ติดสี FITC goat anti-mouse IgG ท่ีสูงสุดสามารถเห็นไดชัดเจนและไมลดตํ่าลงถือวาเปนระดับท่ี
เหมาะสมในการทํางาน  

เม่ือทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล จะนําน้ําเช้ือออกมาละลายและทําการ Swim up โดย
ปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วินาที ถาปนเหวี่ยงท่ีแรงมากกวานี้สเปรมจะอัดแนน
เกินไปและไมสามารถวายขึ้นมาไดแมวาจะเปนสเปรมท่ีมีชีวิต ถาปนเหวี่ยงท่ีแรงนอยกวานี้สเปรม
ท่ีตายหรือไมแข็งแรงจะปะปนมาดวย ดังนั้นจึงตองหาแรงและเวลาท่ีเหมาะสมในการทํางานหลัง
จากนั้นทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที ข้ันตอนนี้ทําเพื่อใหสเปรมท่ีมีชีวิตรอด
และแข็งแรงวายข้ึนมาดานบน สวนสเปรมท่ีตายหรือไมแข็งแรงจะตกตะกอนอยูดานลาง แลวจึงนํา
เฉพาะสเปรมท่ีวายข้ึนมาดานบนไปทําการทดลองตอ การทําปฏิกิริยาในคร้ังแรกจะใชคอมพลีเมนต 
1:50 รวมกับแอนติบอดีท่ีระดับ 0, 1:10, 1:100, 1:1,000, 1:2,000 และ 1:3,000 พบวาแอนติบอดี 
1:100 และ 1:1,000 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 35.06 และ 39.95 % เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุมซ่ึงถือวามีการทํางานท่ีเหมาะสม ดังนั้นจึงตองหาระดับแอนติบอดีเพิ่มเติมสําหรับ
นํามาใชในปฏิกิริยาในชวงแอนติบอดี 1:100 ถึง 1:1,000 ในปฏิกิริยาคร้ังตอมาใชคอมพลีเมนต 1:50 
รวมกับแอนติบอดีท่ีระดับ 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 พบวาโคเบอร 862 และ 863 มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:300 (25.11 % และ 21.87 %) 



  
 
 

59 

สวนโคเบอร RJ 888 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:900 
(34.38 %) ซ่ึงเม่ือมีการใชระดับแอนติบอดีมากเกินไปแอนติบอดีจับกับสเปรมลดลงทําใหสเปรมมี
การรอดชีวิตสูงหรือเม่ือใชระดับแอนติบอดีนอยเกินไปแอนติบอดีก็ไมเพียงพอในการทําปฏิกิริยา
ทําใหสเปรมรอดชีวิตสูง โดยโคท้ัง 3 ตัวมีระดับของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาท่ี
แตกตางกันเล็กนอยเนื่องมาจากโปรตีนบนผิวสเปรมของแตละตัวแตกตางกัน สอดคลองกับ
การศึกษาของ Manca et al. (1991) ท่ีศึกษาสัดสวนของแอนติเจนและแอนติบอดีตอการกระตุนที
เซลล พบวาการใชแอนติบอดีท่ีมากเกินไปหรือนอยเกินไปทําใหมีการกระตุนการทํางานของที
เซลลนอยกวาการใชท่ีระดับเหมาะสม และแอนติเจนปริมาณนอยจะใชระดับแอนติบอดีนอยกวา
แอนติเจนท่ีปริมาณมาก สเปรมถูกทําลายเน่ืองมาจากมีการสราง Membrane attack complex (MAC) 
ผานระบบ Classical pathway มีการแพรของ MAC และแทรกเขาสูเยื่อหุมเซลลของเสปรม ทําให
เกิดรูบริเวณผนังสเปรม ทําใหสเปรมแตก (Koffler et al., 1983)  ผลการทดลองสอดคลองกับ
การศึกษาของ Rooney et al. (1992) ท่ีศึกษาการทําลายสเปรมของมนุษยจาก MAC พบวาทําใหมี
จํานวนสเปรมท่ีไมมีการเคล่ือนท่ีเนื่องจากถูกทําลายมากกวากลุมควบคุม 30 % และยอมใหสารผาน
เขาสูเซลลเพิ่มข้ึน 30 % เนื่องจาก MAC ทําใหเกิดรูพรุนบริเวณผนังสเปรมจึงทําใหสารสามารถเขา
สูสเปรมไดมากข้ึนทําใหสเปรมถูกทําลาย  

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมของโคท้ัง 3 ตัวเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมจะนอยกวา
กลุมควบคุม 16-28 % สวนเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมจะนอย
กวากลุมควบคุม 16-38 % สวนตางท่ีเพิ่มข้ึนคาดวาสเปรมบางสวนท่ีถูกทําลายดวยปฏิกิริยาความ
เปนพิษตอเซลลยังสามารถเคล่ือนท่ีไดแตชาลงเม่ือยอมสีจึงติดสีเขียว (สเปรมรอดชีวิต) จึงทําให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูง (การรอดชีวิตนอยกวากลุมควบคุมเล็กนอย) ในขณะท่ีเม่ือดูเปอรเซ็นต
สเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย ตองทําการ Swim up สเปรมโดยนําเฉพาะสเปรมท่ีแข็งแรงสามารถวาย
ข้ึนมาดานบนไปทําการตรวจ สเปรมท่ีถูกทําลายดวยปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลท่ีเคล่ือนท่ีไดชา
จะไมสามารถเคล่ือนท่ีมาดานบนได ดังนั้นเปอรเซ็นตของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายเม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุมจึงสูงกวาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต ในสภาวะการผสมพันธุจริงภายในระบบสืบพันธุของ
เพศเมียจะมีการทําลายสเปรมบางสวนซ่ึงคลายคลึงกับเทคนิค Swim up โดยคัดเฉพาะสเปรมท่ี
แข็งแรง เชนการศึกษาของ Matthijs et al. (2000) ศึกษาการกิน (Phagocytosis) สเปรมสุกรจากการ
ทํางานของเม็ดเลือดขาว Neutrophils ของแมสุกรพบวาสเปรมถูกทําลายดวยเซลลเม็ดเลือดขาว
แมวาจะไมมีคอมพลีเมนต 80 % เม่ือบมเปนเวลา 90 นาที และเม่ือมีคอมพลีเมนตสเปรมจะถูก
ทําลายใกลเคียงกันคือ 85 % เม่ือบมเปนเวลา 90 นาที แสดงวาผนังสเปรมมีตําแหนงสําหรับจับกับ
เม็ดเลือดขาว Neutrophils ทําใหเกิดการกินสเปรมโดยไมตองอาศัยคอมพลีเมนต ซ่ึงบงบอกวา
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ภายในระบบสืบพันธุของแมสุกรจะมีกระบวนการทําลายสเปรมปกติบางสวนเพื่อใหมีจํานวน
สเปรมเขาผสมพันธุนอยลงเพื่อลดความเส่ียงจากการสรางภูมิคุมกันตอสเปรมในเพศเมีย และ 
Troedsson et al. (2005) ศึกษาพบวาภายในน้ําคัดหล่ังของมา (Seminal plasma) มีสารท่ีชวยใหเม็ด
เลือดขาว Neutrophils กินสเปรมนอยลง โดยสเปรมท่ีมีน้ําคัดหล่ังจะมีสเปรมท่ีถูกกินดวยเม็ดเลือด
ขาวเพียง 15 % เม่ือเทียบกับสเปรมท่ีไมมีน้ําคัดหล่ังจะมีสเปรมถูกกินดวยเม็ดเลือดขาว 70 % แสดง
วาภายในระบบสืบพันธุเพศเมียมีการทําลายสเปรมบางสวน ดังนั้นภายในน้ําคัดหล่ังของสเปรมจึง
ตองมีสารท่ีชวยลดการทําลายเพื่อใหมีสเปรมเขาผสมกับไข นอกจากนั้นบนผิวของสเปรมของ
มนุษยยังมีโปรตีน CD59 เพื่อชวยยับยั้งการทําลายสเปรมดวย MAC พบวาเม่ือเติมแอนติบอดีท่ี
ตอตานโปรตีน CD59 สเปรมจะมีการไมเคล่ือนไหวและยอมใหสารผานเขาเซลลเพิ่มข้ึน 50 และ   
45 % ตามลําดับเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาโปรตีนดังกลาวมีบทบาทในการยับยั้งการทําลาย
สเปรมดวย MAC (Rooney et al., 1992) 
 เม่ือดูสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายหลังการทําปฏิกิริยาท่ีเปนพิษระยะเวลาในการ
บม FITC goat anti-mouse IgG มีความสําคัญอยางมาก ถาระยะเวลานอยเกินไปสีเรืองแสงจะไม
ชัดเจนพรอมท้ังไมสามารถอยูไดนานทําใหการทดลองไมสมํ่าเสมอ เนื่องจากตองทําการถายรูป
สเปรมเพื่อดูสัดสวนการติดสีเรืองแสง สีเรืองแสงในกลุมทายๆ จะหายไปไมสามารถเก็บขอมูลได 
โดยระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมประมาณ 15-16 ช่ัวโมง สเปรมจะติดสีเรืองแสงชัดเจนและ
สามารถอยูไดนานประมาณ 1 ช่ัวโมงครึ่งซ่ึงเพียงพอตอการถายรูปสเปรมทุกกลุม ทําใหสามารถ
เก็บขอมูลไดอยางถูกตอง ในการดูสัดสวนของสเปรมใชคอมพลีเมนต 1:50 รวมกับแอนติบอดีท่ี
ระดับ 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 เชนเดียวกับการสังเกตเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
สเปรม พบวาโคท้ัง 3 ตัวมีระดับการลดลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายมากท่ีสุดท่ีระดับ
แอนติบอดี 1:900 โดยมีสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเบอร 862, 863 และ RJ888 เทากับ 24.99, 
11.84 และ 34.11 % ตามลําดับ (กลุมควบคุมเทากับ 50 %) แตแอนติบอดีสามารถจับกับสเปรมท่ีมี
โครโมโซมวายไดเพียงบางสวน (เนื่องมาจากคาสังเกตจริงท่ีไดจากการทดลองของกลุมควบคุมไม
ถึง 50 %) อันเนื่องมาจากแอนติบอดีมาจากโคฟรีเชียนดังนั้นจึงมีความคลายคลึงกันของสเปรม 
(โปรตีนบนผิวสเปรม) เพียงสวนหนึ่งเทานั้น แตแอนติบอดียังคงมีประสิทธิภาพในการลดสัดสวน
ของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายในโคขาวลําพูนได  

การติดสี FITC goat anti-mouse IgG ของเซลลเม็ดเลือดกับสเปรมแตกตางกัน คือ 80.91 
และ 16.61 % ตามลําดับ โดยเปอรเซ็นตการติดสีของเซลลเม็ดเลือดสูงกวาสเปรม อาจเนื่องมาจาก
เซลลเม็ดเลือดมีขนาดใหญกวาสเปรม ดังนั้นจึงมีพื้นท่ีให FITC goat anti-mouse IgG เขาไปจับกับ
แอนติเจนบนผิวเซลลมากกวา  
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เ ม่ือทําการยืนยันผลของการลดสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายดวยเทคนิค         
Real-time PCR โดยศึกษายีน BOVM 97 (จําเพาะตอโครโมโซมวาย), PLP (จําเพาะตอโครโมโซม
เอ็กซ) และ Beta-actin (ยีนท่ีมีการแสดงออกในทั้งโครโมโซมเอ็กซและวาย) ในโคเบอร 862 กลุม
แอนติบอดี 1:300 มีปริมาณยีน BOVM 97 นอยกวากลุมควบคุม 6 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมี
โครโมโซมวายนอยกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม    6 เทา แสดงวามี
จํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกัน
แสดงวามีปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตนในการทดลองใกลเคียงกัน ในโคเบอร 863 กลุมแอนติบอดี 1:900 
มีปริมาณยีน BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายนอย
กวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 4 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมี
โครโมโซมเอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกันแสดงวามีปริมาณ    
ดีเอ็นเอเร่ิมตนในการทดลองใกลเคียงกัน และโคเบอร RJ888 กลุมแอนติบอดี 1:900 มีปริมาณยีน 
BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายนอยกวากลุม
ควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซม
เอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกันแสดงวามีปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน
ในการทดลองใกลเคียงกัน ซ่ีงแนวโนมเหมือนกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescense 
microscopy 2 ตัว สวนโคเบอร 862 มีผลไมตรงกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescense ดังนั้น
จึงจําเปนท่ีจะตองมีการยืนยันผลดวยการทํา Real-time PCR อีกคร้ังเพื่อความแมนยํา 
 เม่ือนําตัวอยางสเปรมไปถายดวยเคร่ือง SEM พบวาขนาดของสเปรมโคขาวลําพูนมีขนาด
หัวสเปรมกวางท่ีสุดและความยาวของสเปรมนอยท่ีสุด เม่ือดูตัวอยางท่ีกําลังขยาย 4,300 เทาพบวา
ในสเปรมโคขาวลําพูนจะมีลักษณะหัวสเปรมอวนส้ัน หางมีลักษณะเปนเกลียวอยางชัดเจน ในขณะ
ท่ีโคฟรีเชียนและโคชารโรเลย หัวสเปรมจะเล็กยาว หางไมเห็นลักษณะเปนเกลียว แตเม่ือสองดวย
กําลังขยายท่ีเพิ่มข้ึนจะมองเห็นหางมีลักษณะเปนเกลียว สําหรับวิการที่เกิดข้ึนในกลุมท่ีผาน
ปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลจะมีวิการเกิดข้ึนมากกวาและหัวสเปรมจะมีลักษณะแตกและมี
ลักษณะเหมือนผิวเซลลลอกซ่ึงเกิดจากการทํางานของแอนติบอดีรวมกับโปรตีนคอมพลีเมนตทําให
มีการทําลายผิวสเปรม บริเวณดานบนของหัวสเปรมเปนสวนท่ีมีวิการเกิดข้ึนมากท่ีสุด คือตําแหนง 
1, 5 และ 9 โดยเฉพาะในบริเวณชวงกลางของหัวสเปรมคือตําแหนง 2, 6 และ 10 ซ่ึงมีการทําลาย
เกิดข้ึนจะไมพบในกลุมควบคุม ซ่ึงแสดงวาเปนการทําลายจากปฏิกิริยาท่ีเปนพิษและเปนบริเวณ
ของ Acrosome สอดคลองกับการศึกษาในหนูของ  Koo et al. (1973) ท่ีพบวาเอชวายแอนติเจนโดย
สวนใหญแลวจะอยูบริเวณ Acrosome ของสเปรม ทําใหพบวิการในสวนบนของหัวสเปรมมากกวา
สวนอ่ืนๆ ในขณะท่ีกลุมควบคุมโดยสวนใหญมีสเปรมท่ีสภาพสมบูรณ ขอบสเปรมเรียบ มี
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บางสวนท่ีขอบมีการแตกบ่ินเล็กนอยซ่ึงโดยสวนใหญจะเปนสวนขอบดานบนของหัวสเปรม
เนื่องมาจากเวลาปนเหวี่ยงใชแรงปนเหวี่ยงสูงดังนั้นจึงมีการแตกของขอบหัวสเปรมได แตบริเวณ
สวนอ่ืนจะไมพบวิการ เม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลแลวสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายจะถูก
ทําลายไปสวนหนึ่ง ซ่ึงสเปรมสวนท่ีถูกทําลายบางคร้ังยังสามารถเคล่ือนไหวไดแตเนื่องจากสวน 
Acrosome ของสเปรมไดถูกทําลาย ดังนั้นสเปรมจึงเคล่ือนท่ีไดชากวาและสเปรมปฏิสนธิกับไข
ไมไดเนื่องมาจากบริเวณ Acrosome จะเปนสวนท่ีมีเอนไซมสําหรับการเจาะไขเพื่อปฏิสนธิ เม่ือ
สวน Acrosome ถูกทําลายเอนไซมจะถูกปลดปลอยกอนท่ีสเปรมจะวายไปถึงไข เพราะฉะน้ัน
น้ําเช้ือท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลยอมมีอัตราการผสมติดตํ่ากวาน้ําเช้ือปกติ สอดคลองกับ
การศึกษาของ Grossfeld et al. (2005) ท่ีศึกษาการผลิตลูกสุกรดวยน้ําเช้ือท่ีผานการคัดสเปรมดวย 
Flow cytometry พบวาหลังผานการคัดสเปรมมีจํานวนสเปรมท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไดลดลง 14.1 % 
(p<0.05) จํานวนสเปรมท่ีถูกทําลายบริเวณ Acrosome และสเปรมท่ีถูกทําลายจนมีลักษณะไมปกติ
เพิ่มข้ึน 27.0 (p<0.05) และ 20.7 % (p<0.05) ตามลําดับ สงผลใหอัตราการต้ังทองเปล่ียนไปจาก
ปกติ คือ 54.5 % เปน 33.3 %  
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สรุปผลการทดลอง 
 
1. การเล้ียงเซลลใน Petridish ใหคา O.D. ตอบสนองตอสเปรม 1.67 สวนการเล้ียงในอุปกรณ
สําเร็จรูปใหคา O.D. ตอบสนองตอสเปรม 0.53 เม่ือเทียบการเล้ียงดวย Petridish กับชุดอุปกรณ
พบวาการเล้ียงดวย Petridish ใหผลผลิตแอนติบอดีท่ีดีกวาและใชอาหารเลี้ยงเซลลนอยกวาชุด
อุปกรณสําเร็จรูป 800 มิลลิลิตรตอสัปดาห และไดน้ําเล้ียงเซลลไปสกัดแอนติบอดีมากกวาชุด
อุปกรณสําเร็จรูป 80 มิลลิลิตรตอสัปดาห 

2. โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอเซลลเม็ดเลือดขาวเพศผูของโคขาวลําพูน 
80.91±2.99 % ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชในงานปฏิกิริยาท่ีเปนพษิตอเซลลได 

3. โคเบอร 862, 863 และ RJ888 ใชคอมพลีเมนตเจือจางท่ี 1:50 และแอนติบอดี 1:300, 1:300, 1:900 
ตามลําดับ ทําใหสเปรมมีชีวิตรอด 25.11±2.72, 21.87±3.45 และ 34.38±1.23 % ตามลําดับ 

4. การทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลสามารถลดสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายได โดยพบวา
โคเบอร 862, 863 และ  RJ888 มีสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายลดลงจาก 50 % เปน 
24.99±0.56, 11.84±0.47 และ 34.11±2.12 % ตามลําดับ 

5. การทํา Real-time PCR ของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลในโคเบอร 862, 863 และ 
RJ888 มีจํานวนดีเอ็นเอของยีน BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5,5 และ 6 เทา และมีจํานวนดี
เอ็นเอของยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 5, 4 และ 5 เทา 

6. ลักษณะสเปรมของโคขาวลําพูนมีความแตกตางจากโคชารโรเลยและโคฟรีเชียน โดยมีหวักวาง
กวา คือ 3.6 ไมครอน และมีความยาวนอยกวา คือ 7.14 ไมครอน นอกจากนี้หางจะมีลักษณะเปน
เกลียวเห็นไดชัดเจนท่ีกําลังขยาย 4,300 เทา ในขณะท่ีโคอีก 2 พันธุไมเห็นเกลียว 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ระดับของแอนติบอดีท่ีใชในการทํางานของแตละโคแตกตางกัน ดังนั้นกอนการทําปฏิกิริยาในโค
ตัวใหม จึงจําเปนท่ีจะตองหาชวงความเหมาะสมของระดับแอนติบอดีทุกคร้ังเพื่อใหไดระดับ
แอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทํางาน 

2. การดูสัดสวนของสเปรมจําเปนท่ีจะตองมีการยืนยันผลของ Immunofluorescense ดวย Real-time 
PCR เพื่อความแมนยํา 

3.ควรศึกษา Parameter ของสเปรมเพิ่มเติม เชน Osmotic resistance, Morphologically damage และ 
Acrosomal damage เพื่อใหการตรวจการเกิดวิการของสเปรมเนื่องมาจากปฏิกิริยาท่ีเปนพิษตอ
เซลลสมบูรณมากข้ึน 

4. ควรหาวิธีการในการวัดปริมาณแอนติเจนบนผิวสเปรมของโคแตละตัว เชนการวัดปริมาณ 
mRNA ของ H-Y receptor 

5. นําสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลไปทดสอบความแมนยําในการคัดเพศดวยเทคนิค
ผสมเทียมในหองทดลอง (In vitro fertilization) กอนนําไปประยุกตใชในการผลิตน้ําเช้ือแชแข็ง
ในภาคสนาม 

 
 
 


