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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 อุปกรณการทดลอง 

3.1.1 สารเคมี 
 
สารเคมี Lot number บริษัท 

Ammonium sulphate, (NH4)2SO4 101217 Merk 
Citric acid C2270 Sigma 
Dihydrogen phosphate, KH2PO4 4873 Merk 
Dimethyl sulfoxide, DMSO 802912 GIBCO 
Disodium phosphate monohydrate,  
 Na2HPO4.12H2O 30414 Riedel-de Haen 
17β-Estradiol 21K1267 Sigma 
Ethanal 65434 Scharlau 
Gelatin K4988770 Merk 
Glycine 2022722 Fisher                                                 
Hydrochloric acid 1789 Scharlau                                             
O-phynylene-diamine-HCl, OPD 80972 Zymed lab 
Polyethylene sorbitan monolaurate, Tween 80 H0306 Sigma 
Potassium chloride, KCl 31248 Riedel-de Haen 
Progesterone 61K0286 Sigma 
Sodium chloride, NaCl K29287204 Merk 
Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3 612 Merk 
Sodium hydroxide K19742898 Merk 
Sulfuric acid, H2SO4 - J.T.Baker 



  
28 

 

3.1.2. อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 

       อุปกรณและเคร่ืองมือ                            โมเดล                        บริษัท                 ประเทศ 
Immunowash 1575 BIO-RAD ฝร่ังเศส 
Micropipet (20, 100, 200, 1000 μl) Pipetman Gilson ฝร่ังเศส 

Microplate 96 wells Nunc-immuno®  Nalge Nunc เดนมารก
International 

Microplate reader  2010 Anthos ออสเตรีย 
pH meter  678 EP/K                       สวิสเซอรแลนด 
Refrigerated centrifuge 6930 Kubota ญ่ีปุน 
Spectrophotometer UV-visible DU Beckman อเมริกา 
Vortex mixer K-500 GE Labinco อเมริกา 

Hi Trap®  Protein G HP 17-0404-01 GE-Healthcar สวีเดน 
Hotplate Stirrer LMS-1003 Lab Tech เกาหลี 
เข็มเย็บผา 10 Milwards ไทย 
กรรไกรตัดผา 04 Barbarian Head ไทย 
ดายเย็บผา - - ไทย 
ผา organza - ทรงชัย ไทย 

 
               3.1.3. สัตวทดลอง 
 แพะลูกผสม ซาเนน × แองโกลนูเบียน (Cross-breed Saanen × Anglo Nubian Goats) เพศเมีย 
อายุ 8-24 เดือน จํานวน 13 ตัว จากภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม   
 
3.2. แผนการดําเนินงาน 
 ในการศึกษาคร้ังนี้ไดทําการพัฒนาอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดในแพะ โดยแบงการ
ทดลองออกเปน 2 การทดลองคือ การทดลองท่ี 1 ในหองปฏิบัติการ (In vitro) และการทดลองท่ี 2 
ในสัตวทดลอง (In vivo) 
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3.3. การวิเคราะหฮอรโมนโปรเจสเทอโรน (Progesterone, P4) 
 

3.3.1. การทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (purification)  
 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ P4 (โคลน 4B2) ท่ีผลิตโดย นางสาว มัลลิกา      

กําภูศิริ ท่ีตกตะกอนไดจากน้ําเล้ียงเซลลเก็บไวในตูแช -20 องศาเซลเซียส มาทําใหบริสุทธ์ิดวย 

column Hi Trap®Protein G (ภาพท่ี 3-1) ใช syringe เติมสารละลาย binding buffer ลงในคอลัมน 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ดันของเหลวผานคอลัมนดวยอัตราหยด 1 มิลลิลิตรตอ 5 นาที แลวนําสาร
ผสมระหวาง แอนติบอดี 10 มิลลิลิตร และสารละลาย binding buffer 10 มิลลิลิตร เติมผานลงใน
คอลัมนจนหมด แลวลางคอลัมนดวยสารละลาย binding buffer อีกคร้ังหนึ่ง และเติมสารละลาย 
elution buffer 10 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดใน vial ท่ีเติมสาร neutralization buffer 70 ไมโครลิตร 
เก็บสารละลายน้ีประมาณ 20 vials vials ละประมาณ 500 ไมโครลิตร เติม 20 เปอรเซ็นต ethanol 10 
มิลลิลิตร เพื่อลางคอลัมนแลวเก็บคอลัมนไวท่ี -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชใหม นํา
สารละลายเก็บไววัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยวิธี ELISA แลวรวมสารละลายท่ีมีคา
ดูดกลืนแสงท่ี < 3 นาโนเมตร เขาดวยกัน จากน้ันวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง 
spectrophotometer เพื่อคํานวณความเขมขนของโปรตีนจากสูตร 

ความเขมขนของโปรตีนในสารละลาย = คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm.   mg/ml  
 1.4 
 

 
 

ภาพท่ี 3-1. แสดงวิธีการใชคอลัมน Hi Trap®  Protein G ในข้ันตอนการทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิ. 
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3.3.2. การหาอัตราเจือจางท่ี เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮอร โมน                   
โปรเจสเทอโรน (MAbP4) และ ฮอรโมนโปรเจสเทอโรนติดเอนไซม horseradish peroxidase      
(P4-HRP) โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทแอสเซ (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 
ELISA) 

 เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:50, 1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:350 
และ 1:400 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 
16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับการลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม 
TSE3 เติม เจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติม P4-HRP เจือจาง 
1:450,000, 1:475,000, 1:500,000 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 
ช่ัวโมง ลางเพลท เติมสารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืด 
เปนเวลา 20 นาที ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-2) 

 
3.3.3. การหากราฟมาตรฐาน 

        เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:250 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับ
การลางโดยใชเคร่ืองลาง Immunowash โปรแกรม TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับ
การเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติมสารละลายมาตรฐาน P4 0, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 และ
1,000 พิโคกรัมตอ 50 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง เติม P4-HRP  
เจือจาง 1:475,000 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง ลาง
เพลท เติมสารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 20 
นาที ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคาการดูดกลืน
แสงท่ี 492 นาโนเมตรดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-3) 

 
3.3.4. การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA 

           เคลือบเพลทดวย MAbP4 เจือจาง 1:250 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับ
การลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลาย
สําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง 
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เคลือบเพลทดวย MAbP4 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 3 เปอรเซ็นต gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
  

 

เติม P4-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 10 μl/well เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-2. แสดงการหาอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของ MAbP4 และ P4- HRP ดวยวิธี ELISA. 
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เคลือบเพลทดวย MAbP4 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 3 % gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภมิูหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

       
เติมตัวอยางพลาสมาหรือ P4 มาตรฐาน 50 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1.30 ช่ัวโมง  
 

 

เติม P4-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3                      
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 เพื่อหยดุปฏิกริิยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-3. แสดงการหากราฟมาตรฐานและการวัดปริมาณฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในพลาสมาโดย
วิธี competitive ELISA. 
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3.4. การวิเคราะหฮอรโมนเอสโทรเจน (Estrogen, E2) 
 
 3.4.1. การวิเคราะหหาปริมาณฮอรโมนเอสโทรเจนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA 

 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอสโทรเจน (MAbE2 ) (โคลน 4B9 1E4) ท่ีผลิตโดย 
นางสาว รัชนีวรรณ เขจรวงศ ซ่ึงทราบอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของ MAbE2 และ E2-HRP แลว คืออัตรา
เจือจางของ MAbE2 คือ 1:64 และ E2-HRP คือ 1:800 โดยเคลือบเพลทดวย MAbE2 เจือจาง 1:64 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน (ประมาณ 16 
ช่ัวโมง) ลางเพลทดวยสารละลายสําหรับการลางโดยใชเครื่องลาง Immunowash โปรแกรม 
TSE3 เติมเจลาตินท่ีละลายในสารละลายสําหรับการเคลือบท่ีมีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางเพลท เติมตัวอยางพลาสมาหรือ E2 
มาตรฐาน ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง เติม E2-HRP เจือ
จาง 1:800 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1.30 ช่ัวโมง ลางเพลท เติม
สารละลายท่ีทําใหเกิดสี 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีมืด เปนเวลา 20 นาที ทําการ
หยุดปฏิกิริยาดวย 4N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 
นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader (ภาพท่ี 3-4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  
34 

 

 
เคลือบเพลทดวย MAbE2 100 μl/well ท่ี 4 °C นานขามคืน 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

เติม 2 % gelatin 200 μl/well บมไวท่ีอุณหภมิูหองนาน 1 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3 
 

       
เติมตัวอยางพลาสมาหรือ E2 มาตรฐาน 20 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1.30 ช่ัวโมง  
 

 

เติม E2-HRP 10 μl/well บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1.30 ช่ัวโมง 

ลางเพลทดวย washing buffer โปรแกรม TSE3                      
 

เติม substrate บมไวท่ีอุณหภมิูหองในที่มืด รอปฏิกิริยาเกดิสี 20 นาที 

 
 

เติม 4N H2SO4 เพื่อหยดุปฏิกริิยา 
 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Microplate reader 
 

ภาพท่ี 3-4. แสดงการวัดปริมาณฮอรโมนเอสโทรเจนในพลาสมาโดยวิธี competitive ELISA. 
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3.5. การทดลองท่ี 1 ในหองปฏิบัติการ (In vitro)  
 3.51. การออกแบบและการประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด 

          กรรมวิธีผลิตอุปกรณสอดชองคลอดเพ่ือควบคุมการเปนสัดพรอมกันในแพะ มี
ลักษณะพิเศษท่ีการขึ้นรูปอุปกรณดวยผาซับใน (organza) (ภาพท่ี 3-5) และใชชานออยเปนวัสดุดูด
ซับ P4 ใชเอ็นตกปลาเปนสวนหางและสวนปกทําจากซิลิโคนเพื่อใหปกมีความแข็งแรงข้ึนและไม
ทําใหอุปกรณหลุดออกมากอนเวลาส้ินสุดการทดลอง การศึกษาคร้ังนี้ไดออกแบบอุปกรณเปน 3 
แบบ คือแบบที่ 1 เปนรูปทรงกระบอกท่ีบรรจุชานออยไวภายใน แบบท่ี 2 เปนรูปตัววายโดยสวน
ของปกและลําตัวบรรจุดวยชานออย และแบบท่ี 3 เปนรูปตัววายโดยสวนปกทําจากซิลิโคนและ
สวนลําตัวบรรจุดวยชานออย (ภาพท่ี 3-6) 

 
 

 
 

ภาพท่ี 3-5. อุปกรณในการประดิษฐอุปกรณเหนีย่วนําการเปนสัดแบบสอดชองคลอดในแพะ. 
 
 

    

ลําตัวความยาว 6 cm 

ปก
คว

าม
ยา
ว 6

 cm
 ลําตัวความยาว 6 cm 

ปก
คว

าม
ยา
ว 6

 cm
 

ลําตัวความยาว 6 cm 

                    A                                                   B                                                     C 
ภาพท่ี 3-6. อุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดแบบท่ี 1 เปนทรงกระบอกบรรจุชานออยไวภายใน (A)     
 แบบท่ี 2 เปนรูปตัววายโดยสวนของปกและลําตัวบรรจุดวยชานออย (B ) และแบบที่ 3 เปน 
 รูปตัววายโดยสวนปกทําจากซิลิโคนและสวนลําตัวบรรจุดวยชานออย (C). 
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 ในข้ันตอนการออกแบบและการขึ้นรูปอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดโดยการออกแบบ
อุปกรณใหมีลักษณะเหมือนตัววาย (Y) สวนปกมีความยาว 6 เซนติเมตร โดยวัดความยาวจากปก
ซายมาหาปกขวา (ตารางท่ี 3-1 และภาพท่ี 3-7) และลําตัวมีความยาว 6 เซนติเมตร (วัดความยาวจาก
ปกดานบนมาถึงลําตัวดานลาง) วาดแบบตัววายลงบนกระดาษแข็งแลวรางแบบที่ไดลงบนเน้ือผา
ซับใน (organza) ซ่ึงเปนผาท่ีมีผ สัมผัสล่ืนและเจาะสวนปลายของตัววายโดยวัดใหมีความยาวจาก

ี่รางไวในการ

องเย็บ
รรจุชา น  

 เซนติเมตร 
าประก

ิว
จากสวนทายข้ึนมา 1 เซนติเมตรเพื่อไวสําหรับประกอบสวนหางและเย็บตามแบบท
เย็บตามแบบนี้จะเย็บเฉพาะสวนของลําตัวและปกดานลางท้ังซายและขวาแตสวนดานบนของปกไม
ต เพื่อความสะดวกในการประกอบปกดวยซิลิโคน สวนทายสุดของลําตัวก็ไมตองเยบ็เพือ่ท่ีจะ
บ นออยเขาไปดานในของลําตัว หลังจากเย็บเสร็จแลวใหกลับรอยเย็บเขาดานใ
 สําหรับการออกแบบปกโดยการปนซิลิโคนใหมีความหนา 1 เซนติเมตร และยาว 6 
เซนติเมตรแบงสวนโคนไวประมาณ 0.5 เซนติเมตร แลวแบงกลางของแทงซิลิโคนตามยาวใหแยก
ออกจากกันและจัดใหเปนรูปตัววาย แลวนําสวนปกท่ีไดไปนึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง และนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อีก 24 ช่ัวโมง การอบอีกคร้ังจะทําใหไดแทง
ซิลิโคนท่ีมีความแข็งแรงมากข้ึน 
 เม่ือไดสวนปกแลวจึงนํามาเย็บประกอบเขากับสวนของลําตัวและนําชานออยมาบรรจุใส
ดานในของสวนลําตัวโดยอัดชานออยใหแนนจนเต็มใชชานออยปริมาณ 0.7 กรัม ชานออยท่ี
นํามาใชในการทดลองน้ีไดผานการลอนดวยตระแกรงเบอร 16 ทําใหไดชานออยท่ีมีขนาดใกลเคียง
กัน (ภาพท่ี 3-8) เม่ือบรรจุชานออยเต็มแลวใหเย็บปดแลวนําเอ็นตกปลาท่ีมีความยาว 17
ม อบเขากับสวนทายของลําตัวโดยการสอดเสนเอ็นเขาไปบริเวณท่ีเจาะรูไวและเย็บเสนเอ็น
ใหติดอยูกับตัวอุปกรณ แลวนําตัวอุปกรณท่ีเสร็จสมบูรณแลวไปนึ่งเพื่อฆาเช้ือโรคท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนํามาอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ข้ันตอน
การประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดแสดงในภาพท่ี 3-9 
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ตารางท่ี 3-1. แสดงลักษณะทางกายภาพของอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง 
 

ุณลักษณะ        ปริมาตร 
้ําหนกัชานออย (กรัม)       0.7 
้ําหนกัฮอรโมนโปรเจสเทอโรน (มิลลิกรัม)    300 
้ําหนกัซิลิโคน (กรัม)       2.4 
วามยาวปก (เซนติเมตร)       6 
วามยาวลําตัว (เซนติเมตร)      6 
วามยาวหาง (เซนติเมตร)      17 

ค
น
น
น
ค
ค
ค
น้ําหนกัรวมท้ังหมดของอุปกรณ (กรัม)(เฉล่ีย + SE (n))   3.59 + 0.03 (n=20) 
   

 
ภาพท่ี 3-7. อุปกรณสอดชองคล ารเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง. 

 

 
สวนลําตัว 6 cm  

 
 
 
 
 
 

อดเพ่ือเหนี่ยวนําก
 

 

สวนปก  
  6 cm 

สวนหาง 17 cm 
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ภาพท่ี 3-8. การลอนชานออยผานตะแกรงเบอร 16. 
 
 

1. วาดแบบลงบนผา 
2. เย็บตามแบบท่ีวาด  
    เวนบริเวณปกดานบนและ 

องเยบ็ 

   

    ดานลางลําตัวยังไมต

 
 

   
 

 

   
 

ภาพท่ี 3-9. ข้ันตอนในการประดิษฐอุปกรณเหนีย่วนําการเปนสัดแบ ลอดในแพะ. 
 

1 2     และเจาะรูไวใสหาง  
 

3. เย็บเก็บชายผาใหเรียบรอย      
นเพื่อ 

   เตรียมประกอบสวนซิลิโคน 

รอย 
    แลวมาเย็บประกอบเขาดาน 
    บนและบรรจุชานออยทาง 

 

4.  
  
     และบรรจุชานออย 

กลับรอยเย็บเขาดานใ

 3 4

5. นําซิลิโคนท่ีปนเรียบ

    ดานลาง 
6. 
    ตกปลาไดอุปกรณท่ีสมบูรณ
ประกอบสวนหางดวยเอ็น 5 6 

บสอดชองค
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3.5.2. คุณลักษณะของชานออย 
ง

ทอแคปลลา ีมีลักษณะเปนรูปหกเหล่ียม (ภาพท่ี 3-10) ซ่ึงประกอบดวยทอแคปลลารีท่ีมี
เสนผาศ ํานวนมากเรียงขนานกันตามความยาวของลําตนออย ทอ
แคปลลารีประกอ

 เม่ือนําชานออยมาสองดวยกลองจุลทรรรศนอิเล็กตรอนพบภาพตัดตามขวางขอ
ร

ูนยกลางทอ 0.3-0.5 ไมครอน จ
บข้ึนจากสารประเภทเซลลูโลส ลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสเปนสวนใหญ นอกนั้น

เปนสวนประกอบอ่ืนๆ ในปริมาณเล็กนอย (โดยท่ีสวนประกอบเฮมิเซลลูโลสมีอยู 30-35 % 
น้ําหนักของสวนประกอบท้ังหมด) ลักษณะผนังทอแคปลลารีมีความยืดหยุน ทําใหมีความสามารถ
ในการดูดซับของเหลวเขาไปอยูภายในไดเปนอยางดี และสามารถปลอยออกเมื่อมีแรงกด บีบหรือ
อัด เปนตน จากคุณสมบัติดังกลาวจึงไดนําชานออยท่ีมีทอแคปลารีนี้มาใชเปนวัสดุดูดซับฮอรโมน
โปรเจสเตอโรนในการประดิษฐอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดในคร้ังนี้ 

 

 
 

ภาพท่ี 3-10. ภาพตัดตามขวางของทอแคปลลารีท่ีสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน. 
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3.5.3. การบรรจุฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด 
           ช่ัง P4 300 มิลลิกรัม ละลายในเอธานอล 5 มิลลิลิตรและใชกระบอกฉีดยาอินซูลิน
นาด 1 มิลลิลิตร ดึงสารละลาย P4 และแทงเข็มลงบนตัวอุปกรณตรงบริเวณทายของลําตัว (ภาพท่ี 

3-11) คอ กทางดานทายไป
าทางด

ข
ย ๆ ปลอยสารละลาย P4 ลงในชานออยโดยสารละลาย P4 จะคอย ๆ ซึมจา

ห านปกของอุปกรณ การบรรจุ P4 หนึ่งคร้ังใชสารละลาย P4 ประมาณ 1.5 มิลลิลิตร ชานออย
ภายในจะอ่ิมตัวพอดี หลังจากชานออยอ่ิมตัวแลวใหนําไปอบท่ี 70 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แลว
นําอุปกรณมาซับสารละลาย P4 จนครบปริมาณ 5 มิลลิลิตร เม่ือซับสารละลาย P4 ครบ 5 มิลลิลิตร
แลวอบอุปกรณท่ี 70 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมงและเก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําอุปกรณ
มาใชงาน 
 

 
 

ภาพท่ี 3-11. วธีิการบรรจุสารละลายฮอรโมนโปรเจสเทอโรนลงในอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด. 
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 3.5.4. การวัดปริมาณการปลอยฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในหองปฏิบัติการ 
            นําอุปกรณท่ีบรรจุ P4 แลวมาแชในสารละลายน้ําเกลือ 0.912 % NaCl 1000 มิลลิลิตร 
วบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส และปนสารละลายใหเขากันกอนเก็บตัวอยางดวยเคร่ือง Stirrer 

 1 มิลลิลิตร 
บงเวล

ค
ท่ีความเร็ว 100 rpm เปนเวลา 30 นาที (ภาพท่ี 3-12) เก็บสารละลาย P4 วันละ 5 คร้ังๆละ
แ าในการเก็บสารละลาย P4 เปนช่ัวโมงท่ี 1, 3, 6, 9 และช่ังโมงท่ี 24 ของการแชอุปกรณของ
ทุกวันเปนเวลา 10 วัน ปรับปริมาตรสารละลาย P4 ตามการปสสาวะจริงของแพะ โดยแพะน้ําหนัก
ตัว 20 กิโลกรัมปสสาวะวันละ 384 มิลลิลิตร/วัน การปรับปริมาตรทําโดยดูดสารละลายออกแลว
แทนท่ีสารละลายดวยน้ําเกลือ ช่ัวโมงที่ 1 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 16 มิลลิลิตร ช่ัวโมงที่ 3 
เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 32 มิลลิลิตร ช่ัวโมงท่ี 6 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 48 มิลลิลิตร 
ช่ัวโมงท่ี 9 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 48 มิลลิลิตร และช่ัวโมงท่ี 24 เปล่ียนสารละลาย P4 เทากับ 
240 มิลลิลิตร 
 

 
 
ภาพท่ี 3-12. การแชอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐเอง (ซาย) และอุปกรณเหนี่ยวนําการ   

เปนสัดทางการคา (CIDR-G®) (ขวา) ในสารละลายน้ําเกลือเพื่อวัดปริมาณการปลอ
ฮอรโมนโปรเจสเทอโรนในหองปฏิบัติการ. 

        

ย
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3.6.
       นูเบียน จํานวน 13 ตัว แบงการทดลอง
อกเปน ุม ประกอบดวย 

เหนี่ยวนําการเปนสัด (2 ตัว) 

 กรณเหนี่ยวนําการเปนสัดทางการคา (CIDR-G ®) (5 ตัว) 

สุมใหอยูในกลุมท่ี 1 จํานวน 2 ตัว กลุมท่ี 2 จํานวน 5 ตัว และกลุมท่ี 3 
ํานวน 6 โมนเอสโทรเจนดวยวิธี 
-Test โ

ตองทําความสะอาด
ระบอกสงอุปกรณทุกคร้ังหลังจากท่ีสอดใหแพะในแตละตัวโดยแชในน้ํายาฆาเช้ือ ทําความ
ะอาดป ดอุปกรณทุกคร้ัง นําตัวอุปกรณสอดเขาไปในกระบอกสง (ภาพที่ 3-
3) ทาเ

็บไว
ี่อุณหภ

3.6. การทดลองท่ี 2 ในสัตวทดลอง (In vivo) 
1.แผนการทดลอง  
    ใชแพะพันธุลูกผสม ซาแนน-แองโกล

อ  3 กล
 กลุมท่ี 1. กลุมควบคุมไมสอดอุปกรณ

กลุมท่ี 2. กลุมท่ีสอดอุป
 กลุมท่ี 3. กลุมท่ีสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดท่ีประดิษฐข้ึนเอง (6 ตัว) 
 โดยแพะท้ัง 13 ตัวนี้ถูก
จ  ตัว และวิเคราะหความแตกตางของฮอรโมนโปรเจสเทอโรนและฮอร
T ดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ SPSS for Windows version 12  
 
 3.6.2.วิธีการทดลอง 
           1. ทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดเขาไปในชองคลอดของแพะทดลองใน
กลุมท่ี 2 และกลุมท่ี 3 เปนเวลานาน 10 วัน ข้ันตอนในการสอดอุปกรณ
ก
ส ากชองคลอดกอนสอ
1 จลหลอล่ืนท่ีกระบอกสงและปากชองคลอด ตอจากนั้นก็สอดกระบอกสงเขาไปในชอง
คลอดและคอย ๆ ดันตัวอุปกรณเขาไปในชองคลอดแลวดึงกระบอกสงอุปกรณออกมาจากชอง
คลอด สังเกตการคงอยูของอุปกรณไดจากสายท่ีหอยออกมาทางปากชองคลอดและนอกจากนั้นสาย
ท่ีหอยมานี้ยังเปนท่ีสําหรับดึงอุปกรณออกจากชองคลอดเวลาท่ีส้ินสุดการทดลองดวย 
           2. เก็บตัวอยางเลือดของแพะทุกตัว โดยทําการเก็บเลือดจากตําแหนงเสนเลือดดําท่ี
คอ (ภาพท่ี 3-14) จํานวน 2 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองท่ีเติมสารปองกันเลือดแข็งตัว EDTA 0.5 โมล 
200 ไมโครลิตร นําเลือดท่ีไดมาปนแยกพลาสมา (plasma) ดวยเคร่ืองปนแยกท่ีความเร็ว 1,500 g 
นาน 20 นาที แยกเอาพลาสมาท่ีอยูสวนบนใสหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตรและเก
ท ูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะวิเคราะหระดับ P4 และ E2 ในคร้ังแรกเก็บเลือดกอนทําการ
สอดอุปกรณควบคุมการเปนสัด และเก็บเลือดทุกๆวันตลอดท่ีทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปน
สัดและสังเกตอาการเปนสัดรวม 15 วัน โดยทําการเก็บเลือดในชวงเวลาเดียวกัน 

          3. วัดปริมาณ P4 และ E2 ในพลาสมาดวยเทคนิค ELISA    
           4. การตรวจการเปนสัดและการผสมพันธุ หลังจากการเหน่ียวนําการเปนสัดของแพะ
ท้ังหมด และจะทําการเฝาสังเกตการเปนสัดของแพะชวง 5 วันหลังจากถอดอุปกรณ โดยทํา
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การตรวจ . และ 15:00-17:00 น. ทําการเปนสัดวันละ 2 คร้ัง ๆ ละ 2 ช่ัวโมง คือชวงเวลา 07:00-09:00 น
การผสมพันธุเม่ือพบวาแพะแสดงการเปนสัด สามารถสรุปวิธีการทดลองไดตาม ภาพท่ี 3-15 
 

     
 
1. นํา Intravaginal Deviceใสลงในกระบอกสง      2. สอดกระบอกสงเขาไปในชองคลอดของแพะ 
                                                                          ละดัน Intravaginal Device ออกจากกระบอกส       แ ง
 

 
                                                                                                       สวนหางของ Intravaginal Device 
3. หลังจากดึงกระบอกสงออก Intravaginal Device คงอยูในชองคลอดสังเกตจากสวนหางของ Intravaginal  

Device 

 

 
ภาพท่ี 3-13. ข้ันตอนในการสอด Intravaginal Device เขาชองคลอดแพะทดลอง. 
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ภาพท่ี 3-14. การเก็บตัวอยางเลือดจากเสนเลือดดําท่ีคอ (Jugular vein) ของแพะ. 
 

สอด Intravaginal device 

D0 

10 วัน 5 วัน 

ถอด Intravaginal device 
ผสมพันธุ 

Heat detection 
D15 

D10 

 
   

ภาพท่ี 3-15. ข้ันตอนการทดลองการจัดการผสมพันธุแพะภายหลังจากการเหน่ียวนําการเปนสัด 
                       ดวยอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัด. 
 

ภาพสรุปข้ันตอนการเหน่ียวนําการเปนสัด โดยทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําเปนสัดเขา
ชองคลอดของแพะทดลองเปนเวลา 10 วัน เก็บเลือดคร้ังแรกกอนทําการสอดอุปกรณเหนี่ยวนําการ
เปนสัด โดยวันแรกท่ีสอดคือวันท่ี 0 (D0) และทําการเก็บเลือดตลอดระยะเวลาที่มีการสอดอุปกรณ
เหนี่ยวนําการเปนสัดไวในชองคลอด และถอดอุปกรณเหนี่ยวนําเปนสัดในวันท่ี 10 (D10) หลังจาก
ถอดอุปกรณเหนี่ยวนําการเปนสัดออกไปแลว 24 ช่ัวโมง เฝาสังเกตการเปนสัดในชวง 5 วัน โดยทํา
การตรวจการเปนสัดวันละ 2 คร้ังๆละ 2 ช่ัวโมง และผสมพันธุ เม่ือพบวาแพะแสดงอาการเปนสัด 
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