
 
บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 
 

2.1 เทคนิคการคัดเพศ 
2.1.1   Flow  Cytometry 

 คือวิธีการวัด (-metry) คุณสมบัติของเซลล (-cyto) ซ่ึงอยูในสารละลายท่ีไหล (flow) อยูโดย
ใชเลเซอร   การทํางานของ Flow Cytometer อาศัยการตรวจวัดเซลลท่ีกําลัง flow อยู ซ่ึงจะวัด
ปริมาณของสารเรืองแสงท่ีเปลงบนผิวเซลลหรือภายในเซลลขณะที่ไหลผานทางกรวย ของเครื่อง
เปนเซลลเดี่ยวๆ ในอัตราเร็ว 500-1,000 cell / sec  ตองใชการยอมดวยสี fluorescence หรือ 
immuno-fluorescence จึงจะสามารถทําการตรวจนับหรือวัดได 
 เทคนิคนี้เปนวิธีท่ียอมรับมากท่ีสุดในปจจุบัน เนื่องจากมีความแมนยําในการคัดแยกเพศ
ของสเปรมมาก โดยสามารถแยกสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซหรือวาย ใหบริสุทธ์ิไดถึงได 85 - 95 % 
และ 85 – 96 %  ตามลําดับ (Welch and Johnson, 1999)  และเม่ือนําสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซ ท่ี 
ผานการคัดเลือกไปผสมในแมโคจะไดลูกเพศเมียประมาณ 91 - 95 %  และเม่ือนําสเปรมท่ีผานการ
แยกเพศไปผสมกับไข พบวาตัวออนระยะตนท่ีแบงตัวไดถึงระยะ Blastocysts นอยกวา (16 - 18 %)        
ตัวออนท่ีผสม กับสเปรมท่ีไมไดผานการคัดแยก (24 – 25 %)  ลูกสัตวท่ีเกิดจากสเปรมท่ีแยกเพศ
แลวมีความปกติ เชนเดียวกับลูกสัตวท่ีเกิดโดยธรรมชาติ หรือลูกสัตวท่ีเกิดโดยการผสมเทียม
โดยท่ัวไป   ในงานทดลองของ Roberto et al. (2006)  ไดทําการผสมสเปรมท่ีบรรจุในหลอดน้ําเช้ือ
ทําใหละลายแลวนํามา swim up ใน media เพื่อคัดเลือกตัวท่ีรอดชีวิตมาคัดเพศโดยผานเคร่ือง Flow 
cytometry  พบวาสามารถคัดเลือกสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซไดแมนยําถึง 91±2 %  แตการพัฒนา
ของเซลลท่ีผานเคร่ือง flow cytometry ตํ่ากวากลุมควบคุม (p < 0.01)  จากนั้นนํามาผสมกับไข  
เพื่อใหเกิดการปฏิสนธิภายในหลอดทดลอง (IVF)  แลวตรวจสอบความแมนยําของเพศดวยเทคนิค 
real-time PCR พบความถูกตองของเพศตัวออนถึง 87 %    อยางไรก็ตาม   วิธีนี้ทําใหสเปรมสูญเสีย
ความสามารถในการเจาะไข (Oocytes) ในระหวางข้ันตอนการคัดแยกเพศ  ประมาณ 8.8 %   
 
 

2.1.2        Polymerase Chain  Reaction (PCR) 
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) จะอาศัยการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิเปนตัว

กําหนดการสังเคราะห DNA สายใหม โดยข้ันตอนแรกจะใชอุณหภูมิสูงเพื่อแยกสาย DNA คูสม 
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ออกจากกัน เรียกข้ันตอนนี้วา denaturation จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วเพื่อให  primer ท่ี
เปนเบสคูสมมาจับคูกับ DNA ท่ีตองการอยางถูกตองเรียกข้ันตอนนี้วา annealing จากนั้นเปล่ียน
อุณหภูมิเพื่อใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม DNA polymerase จะเกิดการสังเคราะห DNA 
เสนใหมเรียกขั้นตอนนี้วา extension ผานรอบท่ี 1 แลวจึงเร่ิมรอบท่ี 2 ตอไป ทําเชนนี้ 20 ~ 40 รอบ 
ปริมาณ DNA ท่ีตองการก็จะเพิ่มข้ึนเปนจํานวนมาก (Sambrook and Russell, 2001)  

จากรายงานการทดลองของ Bredbacka et al. (1995) ไดศึกษาการคัดเลือกเพศของโคจาก
ตัวออนโดยวิธี PCR โดยใช primer DYZ  ท่ีมีความจําเพาะกับโครโมโซมวาย ในการทําเพิ่มจํานวน 
DNA ใชเวลา 3 นาทีในการ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94  OC นาน 30 วินาที    ข้ันตอน annaeling ท่ี
อุณหภูมิ 55 OC นาน 30 วินาที และ primer extension ท่ีอุณหภูมิ 72 OC นาน 30 วินาทีและในรอบ
สุดทายตัวอยางจะถูกท้ิงไวท่ี อุณหภูมิ 72 OC เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นนํา DNA ท่ีไดมาทํา gel 
eletrophoresis โดยใชเจล 3 % และยอมดวย 5 % ethidium bromide และนําไปสองใตแสง UV ถา
ตัวอยางเปนเพศผูจะพบแถบสีชมพูของโครโมโซมวายปรากฏข้ึน  

Park et al. (2000) ไดใชเทคนิค PCR ในการตรวจสอบเพศโดยใช primer ชนิด BOV97M 
แตมีการประยุกตใชโดยตรวจสอบกับตัวออนระยะตางคือ บลาสโตซีส ระยะ 8 เซลล ระยะ 4 เซลล 
และระยะ 2 เซลล ในการตรวจสอบเพศพบวาความแมนยําของเพศจากการแบง ตัวออนออกเปน
ระยะตางๆ คือ 100, 96.3, 94.3 และ 92.1 % ตามลําดับ ถาตองการใหมีความแมนยําถึง 100 %  
จําเปนตองใชตัวออนท่ีมีจํานวนเซลลท่ีมากเพื่อเพิ่มความแมนยําของ primer จึงไดมีการนําเทคนิค
ตางๆ เขามามีสวนรวมกับวิธี PCR ในการตรวจสอบเพศ      นอกจากนี้ไดมีการคัดเพศตัวออนโดย
นําตัวออนท่ีไดจากการกระตุนเพื่อเพิ่มการตกไข ผสมและชะลางจากมดลูกอายุประมาณ 6–8 วัน 
ซ่ึงเปนระยะมอรูลาหรือระยะบลาสโตซีส  มาตรวจดูโครโมโซมวาย (chromosome Y) สามารถทํา
ไดหลายวิธี  เชน การตรวจดวยวิธีคาริโอไทป จากการยอมสีโครโมโซมเพ่ือหาโครโมโซมวายโดย
ตัดเซลลตัวออน ซ่ึงตองตัดเปนจํานวนมากทําใหสงผลตอเซลลท่ีเหลือในการยายฝาก และใช
เวลานาน   ซ่ึงมีการพัฒนาการคัดเพศดวยดีเอ็นเอโพรป (DNA probe) โดยผลิตไพรเมอร (primer) ท่ี
มีความจําเพาะตอโครโมโซมวายในโค    โดยใชรวมกับเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพื่อเพิ่ม
สายดีเอ็นเอใหเพียงพอกับการตรวจสอบเพศซ่ึงเปนเทคนิคท่ีมีความแมนยําสูง ประมาณ 95–100 %    

Hochman et al. (1995)ใช primer 3 ชนิดในการตรวจหาเพศผูของโคคือ BRY.1, Bov97M 
และ ZFX / ZFY พบวาความแมนยําในการตรวจสอบเพศของ primer ท้ัง 3 คือ BRY.1 เทากับ 87 %      
ZFX / ZFY เทากับ 97 % และ Bov97M เทากับ 100 %      ในงานของ Virta et al. (2002) ไดทําการ
ติดสารเรืองแสงเขากับ primer ท่ีสังเคราะหข้ึนเพื่อลดข้ันตอน gel electrophoresis ในการตรวจสอบ
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ผลของ PCR โดยดูการเรืองแสงของช้ินสวนโครโมโซมวายท่ีเพิ่มข้ึนจากการเทคนิค PCR ทําให
ทราบเพศตัวออนท่ีเปนเพศผูจะเกิดการเรืองแสงข้ึน โดยมีความแมนยําถึง 96 %        

Hasler et al. (2003)  ไดนําชุด PCR ตรวจสอบเพศทางการคาท่ีดูการเรืองแสง โดยตัวอยาง
ท่ีศึกษากับชุดตรวจสอบตองมีการผาแบง (biopsy) กอนทําการตรวจเพศ ทําใหมีการศึกษาถึงอัตรา
การต้ังทองจากการยายฝากตัวออนแบบสด ของตัวออนท่ีไดมาจากการชะลางและจาก
หองปฏิบัติการพบวาตัวออนจากการชะลางมีอัตราการต้ังทองท่ีดีกวาตัวออนหองปฏิบัติการและยัง
พบวาตัวออนท่ีทําการผาแบงมีอัตราการต้ังทองตํ่ากวาตัวออนที่ไมไดทําการผาท้ังในการยายฝาก
แบบสดและการยายฝากตัวออนจากการแชแข็ง ซ่ึงชุดตรวจสอบเพศทางการคาท่ีใชมีความแมนยํา
ในการบงบอกเพศผู 98.7 % และเพศเมีย 94.4 %  จึงไดมีการศึกษาลักษณะทางจีโนไทปตางๆ เชน 
k-casein ท่ีบงบอกโปรตีนในนม รวมกับการตรวจสอบเพศ ดวย primer BOVM97 ทําใหมีความ
แมนยําถึง 100 % ทําใหเร่ิมมีการออกแบบ Primer ท่ีจําเพาะตอโครโมโซมวายตางๆ กันออกมาใช
ตรวจสอบเพศ  แตจากรายงานของ Enright et al. (2000) ท่ีศึกษาถึงอัตราการต้ังทองตอการตัดตัว
ออน พบวาอัตราการทองของตัวออนท่ีทําการตัดและไมทําการตัดมีอัตราการต้ังทองท่ีใกลเคียงกัน  
 
 

2.1.3 Male Specific Monoclonal Antibody 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal Antibody, MAb)  คือแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ
เจาะจงตอแอนติเจนและสามารถผลิตไดเปนจํานวนมาก โดยอาศัยหลักการของการเช่ือมระหวางบี
ลิมโพซัยทท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจนใหสรางแอนติบอดี กับเซลลไมอิโลมาซ่ึงมีคุณสมบัติเปน
เซลลมะเร็ง  ผลจากการเช่ือมเซลลท้ังสองชนิดทําใหเกิดเซลลลูกผสม (hybridoma) ที่สามารถสราง
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงและมีอายุยืนยาวตามคุณสมบัติของเซลลไมอิโลมา  แอนติบอดีท่ี
ผลิตไดนี้ เรียกวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากสรางมาจากเซลลโคลน (Clone) เดียวกัน และ
มีความจําเพาะเจาะจงตอแอนติเจนสูง (อรวดี, 2539) 

Goodfellow  and Andrews (1982) พบวาการปลูกถายผิวหนังของหนูตางเพศและตางสาย
พันธุผลการตอบสนองตอแอนติเจนที่แตกตางกันมีผลมาจากโครโมโซมวายในเพศผู ทําใหผิวหนัง
ท่ีปลูก ถายเปนสาเหตุใหเกิดการกระตุนการแบงตัวของทีเซลล (T cell) และรวมถึงการตอบสนอง
ของทีเซลล 

Stephen et al.  (1974)   ไดทดลองดูปฏิกิริยาขามของ Histocompatibility – Y  antigen  
ของหนู โดยฉีดเซลลมามของหนูเพศผูเขาไปในหนูเพศเมียเพื่อใหสรางแอนติบอดีตอเอชวาย  
เนื่องจากมีการพบวาการปลูกถายเนื้อเยื่อผิวหนังของหนูเพศผูสูเพศเมียไมสามารถเขากันไดนั้น    
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เนื่องมาจากผลของเอชวายแอนติเจน  มีผลตอการปลูกถายอวัยวะขามเพศจึงทําใหหนูเพศเมียสราง
แอนติบอดีข้ึนมาอยางจําเพาะ  แลวนําไปศึกษาตอการทําไซโตทอกซิค      โดยนําน้ําเช้ือบมรวมกับ
เอชวายแอนติเจนรวมกับคอมพลีเมนตของมาแลวเติมสี trypan blue เพื่อตรวจนับเซลลตายพบวามี
การตายของน้ําเช้ือมากกวา 50% ในสัตวทุกชนิด 

จากรายงานของ Verrhuis et  al. (1994) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย
แอนติเจน มาใชในการตรวจสอบเพศของตัวออนโค  ทําการตรวจสอบความจําเพาะตอเพศดวย
เทคนิค RIA (ในกลุมควบคุม)  ตรวจสอบความจําเพาะตอเพศผูดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศ
เมียและใชเทคนิค ELISA รวมดวย   พบวาสามารถใชตรวจสอบเพศของตัวออนท่ีระยะ 7 - 8 วัน   
หลังการปฏิสนธิ มีชวงความแมนยําของการบงบอกเพศวาเปนเพศผูอยูในระหวาง  58 - 71 % 

Kyozo et al. (1990)  ทําการคัดเพศตัวออนหนูดวยแอนติซีร่ัมท่ีจําเพาะตอเพศผู      โดยใช
เอชวายแอนติบอดี  จากการกระตุนหนูเพศเมียพันธุ wistar ดวยสเปรมของหนูเพศผูพันธุเดียวกัน  
นําแอนติบอดีมาบมรวมกับตัวออน 5 – 6 ช่ัวโมง พบวา 50% จะหยุดการพัฒนาในระยะมอลูลา  
จากนั้นตัวออนท่ีเหลือสามารถเจริญถึงระยะบลาสโตซีสได  และนําไปถายฝากไวกับตัวรับพบวา 
80 % ของตัวออนเหลานั้นเจริญเติบโตเปนเพศเมีย  และในป 1992 ไดทําการคัดเลือกเพศตัวออนโค  
โดยการใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอหนูเพศผูท่ีเตรียมจากอัณฑะหนูแรกเกิด  ทําการศึกษาในตัวออน
ของหนู  กระตาย แพะ  แกะ และโค เม่ือนํามาบมรวมกับแอนติบอดี     พบวาคร่ึงหนึ่งไมสามารถ
เจริญถึงระยะมอลูลาได   แตอีกคร่ึงสามารถพัฒนาไปถึงระยะบลาสโตซีสได  ผลพบวา 80 – 90 % 
ของตัวออนโค  แอนติบอดีไมมีผลตอการเจริญเติบโตซ่ึงมีคารีโอไทปแบบ XX  และเกือบ 80 % มี
คารีโอไทปแบบ XY  ซ่ึงลูกโคท่ีเกิดออกมามีความถูกตองใกลเคียงกับการวิเคราะหดวยโครโมโซม 

Bennett and Boyse (1973) ไดกระตุนใหหนูเพศเมียสราง เอชวายแอนติซีร่ัม ดวยการปลูก
ถายเซลลผิวหนังของหนูเพศผูพันธุเดียวกัน แลวนําไปทดสอบปฏิกิริยาไซโตทกซิคกับสเปรม  โดย
ใชความเขมขนของคอมพลีเมนตจากมา 1 : 20  สเปรมจํานวน 5 x 106 cell  และเอชวายแอนติซีร่ัม 
1 : 1 บมตอท่ีอุณหภูมิ  37 OC  นาน  35-45  นาที  พบอัตราการตายของสเปรมจากสภาวะน้ี 70-80 % 
และการผสมตามธรรมชาติจะใหสัดสวนหนูเพศผู 53.3 % แตเม่ือทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิตจะมี
สัดสวนเพศผู 45.4 %  

Fayemi  (2004) ไดศึกษาปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีของสุกรเพศ
ผูตอน้ําเช้ือในสุกร โค มนุษย แพะ แกะ และกระตาย แลววัดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคดวยการนับ
จํานวนน้ําเช้ือดวยแสงฟลูออเรสเซนต (immunofluoresence) พบวาแอนติบอดีของสุกรสามารถ
ทําลายน้ําเช้ือของสุกรเองและของมนุษยแตไมตอบสนองกับน้ําเช้ือของสัตวชนิดอ่ืน   เชนเดียวกับ
Zaborski (1979) ไดตรวจสอบหาเอชวายแอนติเจนในน้ําเช้ือของหนูท่ีบริเวณ acrosomal  
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membrane (ผิวสวนหัว) ของน้ําเช้ือ  ดูจากระดับการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตในน้ําเช้ือของหนูกอน
ผสมเทียมมาตรวจสอบเพศดวย เอชวายแอนติซีร่ัม โดยวิธี cytotoxicity พบสัดสวนของน้ําเช้ือวายท่ี
แตกสลายอยูประมาณ 53.3%   ในงานของ  Booman et al. (1989)  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
เอชวายแยกเพศกอนการถายฝากตัวออนโค  โดยการใชเทคนิค  indirect  immunofluoresence  ซ่ึงยัง
ไมสามารถแยกความตางของเพศไดจึงทําการปรับปรุงเทคนิคใหม  โดยลดตําแหนงท่ีไมจําเพาะ
ของโมโนโคลนอลออกไป  พบวาลดความผิดพลาดลงได ซ่ึงช้ีใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตอเอชวายสามารถวัดความจําเพาะตอเพศผูได 

Ramalho et  al. (2004) ไดกระตุนปฏิกิริยา cytotoxicity กับตัวออนโคและมาจากการบม
ดวยโพลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal Antibody) ตอเอชวายแอนติเจนเพื่อใหตัวออนเพศผูตาย
ไป   โดยดูจากระยะการพัฒนาของตัวออน   พบวาตัวออนโค 46.7 % เปนเพศผูเนื่องจากพัฒนาถึง
ระยะ มอลูลา สวนตัวออนเพศเมีย 53.3 % พัฒนาถึงระยะบลาสโตซีส   สวนตัวออนมาใหผลในการ
คัดเพศดวยวิธีการดังกลาว 84 %  เปนเพศผูเม่ือตรวจเพศตัวออนดวยเทคนิค PCR และ karyotype  

White et  al. (1987) ใชเอชวายแอนติเจนสําหรับจําแนกเพศตัวออนแกะในชวงของการฝง
ตัวซ่ึงตัวออนท่ีนํามาศึกษาไดตรวจสอบโครโมโซมเพศแลว สามารถตรวจสอบการแสดงออกของ
เพศผูไดประมาณ 88 % โดยอาศัยเทคนิค immunofluorescein   เชนเดียวกับในรายงานของ Ali et al. 
(1990) ไดทําการเช่ือมฟูออเลสเซนต goat anti - mouse เพื่อในการตรวจสอบโครโมโซมวายใน
น้ําเช้ือของโคท่ีติดฉลากดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอการแสดงออกของ H – Y แอนติเจน   
โดยดูการเรืองแสงของโครโมโซมวายท่ีหัวสเปรม พบวาสัดสวนท่ีเปนผลบวกของโครโมโซมวาย 
และโครโมโซมเอ็กซเทากับ 76 : 24 , 88 : 12 และ 77 : 23 ตามลําดับ 

 Gardon et  al. (2004) ไดจําแนกเพศตัวออนโคระยะตางๆ ท่ีผลิตไดในหองปฏิบัติการ โดย
การเล้ียงตัวออนรวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย  พบวาระยะของตัวออน (ระยะ 4 - 8 
เซลล   ระยะ 16 – 32 เซลล และ ระยะบลาสโตซีส) ไมมีความแตกตางกันในสวนสัดสวนเพศผูและ
เพศเมียท่ีเกิดข้ึนจาการใชแอนติซีร่ัมตอเอชวายแอนติเจนในการตรวจสอบ 85.8 : 14.2 

Hoppe and Koo (1984) ไดศึกษาการยับยั้งตัวสเปรมวายจากการใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจนเพื่อผลิตตัวออนหนูเพศเมียในหองปฏิบัติการ( in vitro production 
of embryo) พบวาการตอบสนองของสเปรมหนูตอโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจน 
ไมมีอิทธิผลตอสัดสวนเพศของไขท่ีปฏิสนธิแบบ in vitro และจากการใชเทคนิค immuno selection 
ในการจับสเปรมวายโดยใช โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจน สามารถเพ่ิมจํานวนลูก
เพศเมียไดประมาณ 6 – 8 % และพบวาการแสดงออกของเอชวายแอนติเจนจะมีสูงในชวงท่ีสเปรม 
อยูใน testicular และจะลดลงระหวางการเคล่ือนท่ีลงสู epididymis มีความเปนไปไดวาท่ีเวลาจะชัก
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นําการแสดงออกของเอชวายแอนติเจน อยางไรตาม เอชวายแอนติเจนสามารถตรวจพบไดบริเวณ 
acrosomol membrane และเม่ือนําโพลีโคลนอลตอเอชวายแอนติเจนมาใชวิเคราะหเพศสเปรมโดย
เทคนิค complement – dependent cytotoxicity ไดความนาเช่ือถือ 71-85 % (Reilly and Goldberg, 
1991)  
 

 

2.2 ระบบภูมิคุมกัน  
2.2.1   แอนติบอดี (Antibody) 
ระบบภูมคิุมกันของรางกายตอการตอบสนองตอเชื้อโรค เปนวธิีการปองกันท่ีธรรมชาติ

ใหมา โดยระบบที่ใชทําหนาท่ีปองกันโรคของรางกายเรียกวา ระบบภูมคิุมกัน (immune system) 
ซ่ึงจะแบงไดเปนสองกลุม   

 
ภูมิคุมกันแบบเฉพาะเจาะจง (specific acquired immunity) จะแบงวธิีการตอบสนองออกเปน 2 
ระบบใหญ คอื 
 1.  Humoral Immune Response (HIR)   อาศัยการสราง antibody (Ab) จาก B-
lymphocyte ซ่ึงมีกําเนิดจากไขกระดูก ในตอนแรกจะอยูในรูป pre-B-cell จากนัน้ยายไปท่ี 
lymphoid  tissue เพือ่พฒันาเปน B-lymphocyte ท่ีเจริญเตม็ท่ีจงึถกูปลอยออกมาสูกระแสเลอืด
และไปตาม lymphoid tissue ตางๆ เขาสูกระแสนํ้าเหลอืงท่ัวรางกายเพ่ือทําหนาท่ี เมือ่มี 
immunogen เขามาและทําการตอบสนองก็จะเปลี่ยนแปลงไปเปน blast cell และ plasma cell 
ตามลาํดับเพือ่ทําหนาท่ีสราง antibody ท่ีจําเพาะตอ immunogen แตละชนิด  แอนตบิอดี หรือ 
อมิมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) เปนโปรตนีท่ีมีรูปรางคลายตวั Y เปลีย่นสีและรูปราง ตาม
ลักษณะของเชือ้โรคท่ีจําเพาะนัน้ๆ โดยท่ีสวนยอดของตวั Y จะมคีวามหลากหลายมากไม
เหมอืนกันในแอนติบอดีจาํเพาะตอแอนติเจนแตละชนิด เรียกวา variable region เปนตาํแหนงท่ี
จับกับแอนติเจน สวนท่ีโคนตัว Y ของโมเลกุลแอนติบอดีจะบงบอกถึงชนิดของแอนติบอดีวา
เปน class ใดบาง  เชน IgG, IgA, IgM, IgD, IgE เรียกวา constant region แอนตบิอดีกระจายอยู
ตามทอน้ําเหลอืง และเสนเลือด แอนติบอดีจะจบักับส่ิงแปลกปลอม หรือจุลชีพท่ีเขามาใน
รางกาย เพือ่การทําลายจลุชพีนัน้ๆ แอนตบิอดีชนิด secretory IgA จะอยูตามชองเยือ่บุตางๆ ใน
น้าํตา น้าํลาย สารหลั่งในชองทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ ทอปสสาวะ ชองคลอด เปนตน เพื่อ
ยับยัง้ไมใหจลุชพี หรือส่ิงแปลกปลอมผานเขารางกายทางเยื่อบุ  
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ภาพ 2-1   แสดงแบบจาํลองโครงสรางของแอนตบิอดี   
(ท่ีมา:  http://faculty.ircc.edu/) 

 
 

 1.   Cell-mediated Immune Response (CMIR)  เซลลท่ีทําหนาท่ีในการตอบสนองน้ี
คอื  T  lymphocyte กําเนดิมาจากไขกระดูกเชนเดียวกับ B lymphocyte โดยในตอนแรกจะเปน 
pre-T-cell จากนัน้จงึพัฒนาผานทาง thymus gland มาเปน T-cell ท่ีสมบูรณ นอกจากนี้การ
ตอบสนองอาจเกิดจากปฏิกิริยาของ mediators ท่ีปลอยออกมา (lymphokines) หรือรวมกับเซลล
อืน่ๆ เชน killer cell      (K cell), natural killer cell (NK cell) และ macrophage  
 
ภูมิคุมกันแบบไมเฉพาะเจาะจงท่ีมีโดยธรรมชาติ (innate immunity หรือ natural resistance)  
เปนภูมคิุมกันท่ีมมีาแตกําเนดิ (Iwanaga and Lee, 2005)  กลไกการปองกันแบงออกเปน 
1.1   ลักษณะปองกันทางกายวิภาค (anatomical barrier) เชน ผวิหนงั และเยือ่บุผวิ 
1.2   สารเคมีในรางกาย (chemical factor) เชน น้าํตา น้าํลาย สารคัดหลั่งจากเซลล  เยือ่บุ         
จมกูและน้าํยอย 
1.3 การสะกดกลืนกิน (phagocytosis) เซลลท่ีทําหนาท่ี ไดแก neutrophil, monocyte, 
macrophage  
1.4   ระบบคอมพลีเมนต (complement system) คือกลุมของโปรตีนในซีร่ัมมากกวา 35 ชนิด ท่ี
ในภาวะปกติจะอยูในรูป inactive form แตเมื่อถูกกระตุนจาก antigen-antibody complex หรือ 
immune complex จะทําใหเกิดการกระตุนเชื่อมโยงตอๆไป และผลผลิตท่ีเกิดขึ้นจับเปนคอม
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เพล็กซท่ีเมมเบรนและกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีกลับคืนไมไดของเมมเบรนท้ังหนาท่ีและ
รูปราง ทําใหเซลลเกิดการแตกสลาย (lysis) นอกจากนั้น biological products ท่ีเกิดขึ้นจะมีผลให
เกิดปฏิกิริยาตางๆ ตามมามากมาย เชน inflammation และ anaphylaxis ระบบนี้จึงเปนระบบท่ี
สําคัญในการปองกันรางกาย (Nonaka and Yoshizaki, 2004)  โดยระบบคอมพลีเมนตถือเปน
แกนหลักของการมีวิวัฒนาการมากอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีสรางแอนติบอดีพบในคร้ังแรกใน
ปลาท่ีมีขากรรไกร (Nari et al,  2005)   แตในสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูงระบบคอมพลีเมนตมี
บทบาทสําคัญตอการแสดงผลท้ังภูมิคุมกันแบบเจาะจงและภูมิคุมกันแบบท่ีมีแตโดยกําเนิด 
(Zarkadis et al., 2001)  

ไซโตทอกซิค (Cytotoxic)  คือ ภาวะเร่ิมเปนพิษตอเซลล ท่ีเกิดจากการไดรับ สารเคมี หรือ
เซลลถูกกระทําโดยการทํางานของระบบภูมิคุมกัน   สภาวะเปนพิษสามารถวัดได เปนปฏิกิริยาท่ี
ระบบภูมิคุมกันเขาไปทําลายเซลล เม่ือมีการทํางานของแอนติบอดี (Antibody) ตอแอนติเจน 
(Antigen) มีผลกระตุนการทํางานของระบบโปรตีนในเลือดท่ีเรียกวา Complement ทําใหเซลล
แปลกปลอมนั้นถูกทําลาย เรียกระบบภูมิคุมกันท่ีทําลายเซลลแปลกปลอมแบบนี้วา Antibody - 
Dependent  Cell - mediated Cytotoxicity (ADCC) โดยมีโปรตีนคอมพลีเมนต และแอนติบอดีเปน
สองปจจัยหลักในการทําลายเซลล 

 
 2.2.2   ระบบคอมพลีเมนต  (The complement system) 

Jules Bordet (1898) ไดคนพบแอนติบอดี โดยแสดงใหเห็นวา serum ท่ีเก็บใหม หรือ 
fresh serum ท่ีมแีอนตบิอดีตอแบคทีเรียอยู เมือ่ใสแบคทีเรียเขาไปท่ีอณุหภูมิ 37 OC พบวาเซลล
ของแบคทีเรียแตก (lysis) แตถานาํ serum ดังกลาวไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 56 OC หรือสูงกวา
นี ้ พบวาเหตกุารณดังกลาวจะไมเกิดขึ้น คอืไมเกิดการแตกของเซลลแบคทีเรีย โดยการสูญเสีย
ความสามารถในการทําใหเซลลแบคทีเรียแตก (loss of lytic capacity) นี้ ไมไดเกิดจากการท่ี
แอนติบอดีถูกทําลาย ท้ังนี้เพราะแอนตบิอดีจัดเปนโมเลกุลท่ีทนความรอน (heat stable) ดังนัน้ 
Bordet จึงสรุปวา ใน serum จะตองมีองคประกอบอีกอยางหนึ่งท่ีมคีุณสมบัติไมทนตอความรอน 
(heat labile component) หรือ คอมพลีเมนต (complements) ตอมาจึงใหชือ่องคประกอบนั้นวา 
“complement” 

ระบบคอมพลีเมนตเปนระบบการตอบสนองอยางแรก ท่ีเกิดขึ้นเมื่อรางกายไดรับส่ิง
แปลกปลอมเขามา  ซ่ึงทําหนาท่ีอยูในภูมิคุมกันท่ีมแีตกําเนิด  ระบบคอมพลีเมนตประกอบดวย
โปรตีนในพลาสมามากกวา 35 ชนิด ซ่ึงเรียกวา complement component ชวยแอนติบอดีในการ
ทําลายแบคทีเรีย และเชือ้โรค (Boshra and Sonyer, 2006) โดยท่ีโปรตนีเหลานีอ้ยูในกระแสเลอืด
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ในรูปของ inactive form ปฏิกิริยา complement เร่ิมจากโปรตนี C1 ถูกกระตุนดวยแอนติบอดีท่ี
จับกับแอนติเจนเปนแอนติเจนแอนตบิอดีคอมเพ็ลกซ (antigen-antibody complex)  แลวจึงมีการ
กระตุนโปรตนีในระบบอยางตอเนือ่ง จนทําใหเซลลเสียสมดุลของภายในเซลล ดวยการเกิดรูท่ี
ผิวเซลล เซลลจึงถูกทําลาย (lysis) 
 
 2.2.3   สวนประกอบของระบบคอมพลีเมนต (The Complement Components) 
 1.   Classical pathway : C1q, C1r, C1s, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8, C9 
 2.   Alternative pathway :  properdin, factor B, factor D, C3, C5-C9 
 3.   MBLectin pathway :  MASP-1, MASP-2, C4, C2, C3, C5-C9 
 4.   Complement receptor : CR1, CR2, CR3, CR4, C3a/C4a receptor, C5a receptor  
 5.   Regulatory protein :  C1 inhibitor, C3b inactivator, factor I, factor H, S-protein  

 
 2.2.4   การกระตุนระบบคอมพลีเมนต (Complement Activation) 
 เกิดได 3 ทางใหญ คอื Classical pathway, Alternative pathway, The MBLectin pathway  
แบงเปน 3 phase  (Fujita, 2004) 

ก. Initiation phase  เร่ิมการทํางานแบบตอเนือ่ง 
ข. Amplification phase   เพือ่เพิม่จํานวน C3 ดวยวธิีท่ีตางกัน 
ค. Membrane attack phase   เหมอืนกันท้ัง 3 pathways 

 
 2.2.4.1   Classical pathway 
 ส่ิงท่ีสามารถกระตุนไดคอื  soluble Ag-Ab complex, Staphylococcus protein A, C-
reactive protein complexes,  myelin basic protein, DNA, endotoxin เปนตน  
 การกระตุนเสนทางนีด้วยแอนติบอดีนั้นพบวา มแีอนติบอดีเพยีง 2 ชนดิเทานัน้ท่ี
สามารถกระตุน classical pathway ไดคอื IgG (IgG1, IgG2, IgG3) และ IgM เทานัน้    เร่ิมจาก 
soluble Ag-Ab complex กระตุน C1q ใหมาตรึงตรง Fc ของ IgG หรือ IgM (โดย IgG 2 โมเลกุล
จับกับคอมพลีเมนต 1โมเลกุล สวน IgM 1โมเลกุลสามารถจับกับ คอมพลีเมนต 1โมเลกุลได) 
เกิดการเปลี่ยนแปลงไดเอนไซม C1r กระตุนC1s ได C1s(esterase)  C1s ยอย C4 ออกเปน C4a 
และC4b  สวนC4a นัน้ถกูปลอยออกมาอยูในกระแสโลหิต สวนC4b สวนใหญจะถูกยอยตอดวย
น้าํได iC4b ท่ีเหลอืจะจับตวับนผิวหอหุมของเซลลใกลเคยีงแบบcovalent คือไมสามารถเปลีย่น
กลับมาในรูปเดิมได  C2 รวมตวักับ C4b ถาC4b อยูใกลกับC1 จะยอย C2 เปน C2aและC2b ทํา
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ใหเกิด C4b2a ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปน C3 convertase ยอย C3ได C3a และ C3b (Boshra,  2006)  C3a 
มีคณุสมบัต ิ anaphylatoxin จะถูกปลอยออกสูกระแสโลหติ C3b สวนใหญจะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของน้าํเกิดเปน hydrolyzed C3b หรือ C3b รวมตวักับกลุมของ C4b2a ทําใหเกิด 
C4b2a3b ซ่ึงทําหนาท่ีเปน C5 convertase, C3b เปนตัวสําคญัท่ีเชือ่มโยงระหวางทางตรงและ
ทางออม 
 
 2.2.4.2   Alternative pathway 
 การกระตุนผานทาง Alternative เปนวิธีการที่มีวิวัฒนาการเกิดขึ้นมากอน Classical และ 
MBLectin เพราะองคประกอบของโปรตีนภายในกระบวนการนี้สามารถจับกับผิวของแบคทีเรีย
ไดโดยตรง  ไมตองอาศัยแอนติบอดีในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาคือสามารถถูกกระตุนให
เกิดปฏิกิริยาไดโดยสารหลายอยาง เชน bacterial cell wall (bacterial polysaccharide), 
lipopolysaccharides, virus, insulin, cobra venum factorและเซลลเม็ดเลอืดแดงของสัตวบางชนิด   
 การกระตุนจะเก่ียวของกับซีร่ัมโปรตีน 4 ชนิด คอื C3 factor B,  factor D and properdin  
การกระตุนเร่ิมจาก C3 ซ่ึงม ี thioester bond ท่ีไมคงตัวจะถูกสลายดวยน้าํ (spontaneous 
hydrolysis) ไดเปน C3a และ C3b C3b สามารถจับตวักับผวิของ foreign antigens (เชน bacterial 
cells  และ viral particles)    C3b ท่ีอยูบนผวิของ foreign cells จะรวมตวักับ factor B โดยตองม ี
Mg2+ อยูดวย     ตอมาจะถูกแยกตวัออกโดย factor D ไดเปน Ba และ Bb   factor B จะถกู
แบงแยกโดย factor D ไดตอเมือ่ factor B รวมตวักับ C3b แลวเทานั้น Ba  ไมมหีนาท่ีแนชัดและ
อยูในกระแสโลหิต  Bb ซ่ึงยงัจบัตวัอยูกับ C3b เกิดเปน C3bBb หรือ alternative pathway C3 
convertase กลุมของ C3bBb มีคณุสมบตัไิมคงตวั โดยปกติมชีวงคร่ึงชวีติประมาณ 5 นาที แตถา
ม ี properdin (P) มายึดอยูดวยเปน C3bBbP จะยืดเวลาเปน 30 นาที   ท้ัง C3bBbP และ C3bBb 
สามารถแยกสลายโมเลกุลของ C3 ตัวตอมาใหเปน C3a และ C3b ไดอีก   C3b อาจเขาสูวงจรทาง
สายออมอีกโดยการรวมตวักับ factor B แลวถกูกระตุนดวย factor D ทําใหเกิดการสรางเอนไซม 
convertase มากขึน้ (feedback amplification loop)  การท่ีม ี C3b มารวมกับ C3bBb กอใหเกิด 
(C3b) Bb ซ่ึงมีคณุสมบัติเปน alternative pathway C5 convertase  
 
 
 2.2.4.3   The MBLectin pathway  (Mannan Binding  Lectin  Pathway) 
 เปน pathway ท่ีเร่ิมสังเกตพบในป คศ.1982 โดยนักวิจยัชาวญ่ีปุนโดย Ihara และในป  
1990 มีการตพีิมพกลไกในการกระตุน complement ใน pathway นี ้
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 ส่ิงท่ีสามารถกระตุนไดคอื สารแปลกปลอมพวกคารโบไฮเดรทเชน ผิวของแบคทีเรียจะ
จับกับ MBL (mannan binding lectin)  หรือโปรตีน ficolin ท่ีประกอบดวย คอลลาเจนและไฟบริ
โนเจน (Fujita et al, 2004)   ซ่ึงทําหนาท่ีคลาย C1q  แตไมตองการ Ca2+  เหมอืนใน classic 
pathway และมีการกระตุนสารอีก 2 ชนดิซ่ึงเปน serine protease  คอื MASP-1และ MASP-2 
(MBL-associated plasma proteins)    เชน Salmonella, Listeria,  Neisseria strains, Cryptococcus 
neoformans และ Candida albicans  
 การกระตุนจะไมอาศยัแอนติบอดี   แตถกูกระตุนโดย MBL (mannose binding protein) 
จะรับรูและจับกับคารโบไฮเดรตหรือไกลโคโปรตนีบนผิวของเซลลเปาหมายอยางจาํเพาะ หลัง
การจับจะมีการกระตุน MBL-associated serine proteases (MASP) 2 ตวั คอื MASP-1 และ 
MASP-2 ได MBL/MASP complex, activated MASP-2 เปนตวัยอย C4 และเขา classical 
pathway ตรงตาํแหนง C4 สวน activated MASP-1 สามารถยอย C3 จึงกระตุน alternative 
pathway ไดโดยตรง 

การกระตุนท้ัง 3 pathway จะใหปฏิกิริยาชวงทายคลายกันคอืกอใหเกิดการสรางสาร
โมเลกุลใหญท่ีจะเขาทําลาย เซลลเมมเบรนเรียกวา macromolecular membrane attack complex 
(MAC) ทําใหเกิดการแตกสลาย (lysis) ของเซลล แบคทีเรียหรือไวรัสได เนื่องจากการกระตุนท้ัง
สามระบบของการทํางานจะได active C5 convertase ซ่ึงยอย C5 ได C5a และ C5b , C5a จะถกู
ปลอยออกสูกระแสโลหติ มีคณุสมบัต ิ anaphylatoxin ท่ีแรงท่ีสุด และยังมคีวามสามารถในการ
ดึงดูด neutrophils และ monocytes  สวน C5b จะจับกับผิวของเซลลเปาหมาย ถาม ีC6 อยูดวยจะ
เกิดการรวมตวักันเปน C5b6 ขึน้ ซ่ึงจะมคีวามคงตวั แลวตามดวย C7 ได C5b67 complex ซ่ึงจะ
เปลีย่นสถานะจาก hydrophilic เปน hydrophobic มวนตัวแทรกไปในชั้นของ lipid bilayer  ตอมา 
C8 เขามาจับเร่ิมเกิดรูเล็กๆขนาด 10oA จากนัน้ C9 ประมาณ 10-17 โมเลกุลมารายลอม การเกิดรู
จะใหญขึ้น (70-100oA) ของเหลวเร่ิมไหลเขาเซลลทําใหเซลลแตก (lysis) เพราะเสียสมดุล 
osmosis ของน้าํและ ion balanceของพวก Na และ K  ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาดังภาพ 2-2 

 การรวมตัวของ C5b678 อยางละ 1 โมเลกลุ กับ C9 หลายโมเลกุลเรียก Membrane-
Attack Complex  (MAC)  (Fujita, 2004) โดยท่ี alternative pathway และ lectin pathway เปน
กลไกการตอบสนอง (effector mechanism) ของ innate immunity ในขณะที ่ classical pathway 
จัดเปนกลไกการตอบสนองของ humoral immunity  และMAC  นี้ไมพบในไสเดือน  หนอน 
และแมลง (Nonaka and Yoshizaki, 2004) 

 
 



  
 14 

 
 

ภาพ 2-2   แสดงภาพรวมการทํางานของระบบคอมพลีเมนตผานทาง  Classical pathway, 
Alternative pathway, MBLectin pathway  

 
 

Flexner  and  Noguchi (1902) ไดรายงานวาซีร่ัมของงูสามารถทําใหเกิดการแตกของเซลล
เม็ดเลือดแดงในสัตวเลือดอุนได  การทํางานนี้จะลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเปน 56 OC  นาน 6 นาที   แต
กระบวนการทําลายเซลลของส่ิงแปลกปลอมใหแตกนั้น ถูกจํากัดโดยจํานวนแอนติบอดีในซีร่ัมของ
สัตวเลือดอุน     สวนสัตวเล้ียงลูกดวยนมนั้นมีการปองกันส่ิงแปลกปลอมเขามาในรางกายดวย
ระบบภูมิคุมกัน โดยอาศัยการทํางานของแอนติบอดีและระบบคอมพลีเมนตท่ีทําหนาท่ีดวย
ศักยภาพที่สูง    Norcross  and  Poppensiek (1961)  ไดศึกษาการประยุกตใชระบบคอมพลีเมนตตอ
การทํางานเช้ือในโรคปากและเทาเปอย   โดยแอนติบอดีมาจาก โค สุกร หนูตะเภา และกระตาย ซ่ึง
เปนแอนติบอดีท่ีตอตานตอโรคปากและเทาเปอย  สวนแอนติเจนใชเซลลจากไตของโคท่ีติดเช้ือจาก
โรคน้ี  และใชแหลงคอมพลีเมนตจากซีร่ัมของมา ไดมีการหาอัตราเจือจางของแอนติบอดีตอ
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แอนติเจนท่ีเหมาะสมในการเขาทําลายเซลลเปาหมายใหแตก จากผลการทดลองแอนติบอดีจาก หนู
ตะเภา กระตาย  สุกรและโค  แอนติบอดีของโคจะมี%การแตกสลายของเซลลท่ีมาก  

 
 
2.3 น้ําเชื้อโค (Semen) 
 ประกอบดวย ตัวสเปรม (spermatozoa)           คือเซลลสืบพันธุท่ีแบงตัวดวยกระบวนการ
ไมโอซิส  (miosis)  จากรางกายของสัตวเพศผูในวัยเจริญพันธุ และไมสามารถแบงยอยลงไปไดอีก 
ตัวสเปรมถูกสรางและหล่ังออกมาพรอมกับน้ําเล้ียงหรือ เซมินัล พลาสมา(Seminal plasma) ซ่ึงเปน
สารซ่ึงหล่ังจากตอมเพศผู (Accessory glands) ตอมเพศผู   โดยเปนแหลงอาหารสําหรับสเปรม   
สารนี้จะปนออกมากับตัวสเปรมในขณะท่ีพอพันธุหล่ังน้ําเช้ือ  ตัวสเปรมจะสามารถอยูไดประมาณ 
3 วันในรางกายของสัตวเพศเมียโดยไมสัมผัสอากาศหรือของเหลวอ่ืน 
 สวนหัว (head) เปนท่ีอยูของนิวเคลียสและเอนไซมท่ีใชยอยผนังหุมเซลลไข โครโมโซม
สืบพันธุจะบรรจุอยูในนิวเคลียส โดยสวนหนาของสวนหัวเปนสวนท่ีเรียกวาอะโครโซม 
(Acrosome)  ซ่ึงเปล่ียนมาจาก   กอลจิคอมเพล็กซ  มีหนาท่ีในการเจาะผนังของเซลลไข โดยบรรจุ
เอนไซมไฮโดรไลซิสไวหลายชนิด  เชน ไฮอาลูโรนิเดส อะโครซิน โปรทีเอส 
 สวนคอและลําตัว (neck)  ตอจากสวนหัว มีลักษณะเปนแทง ทําหนาท่ีใหพลังงานแกเซลล  
 สวนหาง (tial) แกนกลางพัฒนามาจากไมโครทูบูล ตอนบนมีกลุมไมโทคอนเดรียซ่ึงใช
เปนพลังงานในการเคล่ือนท่ีของสเปรม ตอนลางสามารถโบกพัดไดเพื่อวายไปหาเซลลไข  
 
 

 
 

ภาพ 2-3   แสดงลักษณะตัวสเปรมโค 
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2.4 เทคนิค Real Time PCR 
 Real time PCR ( Real time polymerase chain reaction ) เปนวิธีท่ีนําเอาเทคนิคการตรวจวัด
แสงฟลูออเรสเซนต มาผสมผสานกับเทคนิค PCR โดยการเพ่ิม probe ท่ีติดฉลากดวยสีฟลูออเรส
เซนตหรือ สารฟลูออเรสเซนตเขาไปในหลอดปฏิกิริยา PCR  โดย PCR product ท่ีเพิ่มข้ึนจะผกผัน
ตามความเขมของแสงฟลูออเรสเซนต ซ่ึงเคร่ือง real-time จะมีสวนของ detection unit วัดความเขม
ของแสง และ analysis software สําหรับคํานวณและวิเคราะหความเขมของแสงฟลูออเรสเซนต จาก
ทุกตัวอยางออกมาเปนรูปกราฟหรือตัวเลขท่ีแสดงคาความเขมของแสงในแตละรอบของปฏิกิริยา 
รวมท้ังแสดงคา cut-off ในกรณีของการอานผลแบบ qualitative dataในขณะท่ีกําลังเกิดข้ึนจริงๆ ทํา
ใหสามารถติดตาม PCR ในชวง exponential phase ไดอยางแมนยํา ซ่ึงนําไปสูการวัดปริมาณได 
โดยมีสมการของ PCR ดังนี้ 
    
 
 
 
โดย                      Xn  คือ ปริมาณ PCR product ท่ี cycle ท่ี  n 
              X0  คือ ปริมาณเร่ิมตนของ template  
                  E   คือ Amplification efficiency 
                   n   คือ cycle number 
 
ตรวจสอบโดย SYBR  Green I DYE 
           SYBR Green I Dye เปนสารเรืองแสงประเภท Fluorochrome ชนิดหนึ่ง ท่ีสามารถเขาจับกับ 
miner groove ของดีเอ็นเอสายคูได เม่ือสารนี้ถูกกระตุนดวยแสง UV จะมีการคายพลังงานออกมา
เปนแสงของ fluorescence จากภาพท่ี  4  แสดงใหเห็นวา ในชวงของการ denature เพื่อคลายสายดี
เอ็นเอจากสายคูใหกลายเปนสายเดี่ยวนั้น SYBR Green I จะยังไมสามารถเขาไปจับกับดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวได แตเม่ือเร่ิมมีการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม SYBR Green I จะเร่ิมแทรกตัวเขาไปในดีเอ็นเอ
สายคู และเรืองแสงเม่ือถูกกระตุนดวยแสง UV เม่ือรอบของ PCR กลับมาถึงชวงการ denature อีก
คร้ัง SYBR Green I ก็จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอทําใหการเรืองแสงลดลงอีกคร้ัง       ในกรณีท่ีมีดี
เอ็นเอหลายชนิดปนกันอยูในตัวอยาง เราสามารถแยกสัญญาณของ fluorescence ไดจากการ
เปรียบเทียบคา Tm (melting temperature เปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเขาคูกันของสายดีเอ็นเอที่

Xn = X0(1 + E)n 
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มีหมูเบสเปนคูสมกัน) เพราะ Tm เปนคุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็นเอสายคูแตละสาย ซ่ึงแปรผันตรง
กับเปอรเซนตของเบส G และ C ท่ีอยูในสายดีเอ็นเอ (% GC content) 

ขอดีหลักของ Real-time PCR  

• สามารถติดตามผลไดในขณะท่ีเกดิข้ึนจริง  

• ไมตองมีข้ันตอนหลัง PCR (ไดผลลัพธมากข้ึน ลดโอกาสการปนเปอน)  

• การทํางานแตละรอบมักจะเร็วกวาแบบธรรมดา  

• วัดไดมากข้ึนจนถึง 1010 เทา (wider dynamic range)  

• สามารถตรวจวัดความแตกตางไดถึงข้ันท่ีตางกันเพยีง 1 เทา  

• สามารถตรวจยืนยนั product ท่ีไดโดยการวเิคราะห melting point  

• มีความจําเพาะสูงท่ีสุด ไวท่ีสุดและ reproducible ท่ีสุด  

• สําหรับงานทาง RNA จะใชปริมาณต้ังตนของ RNA นอยกวาวิธีดั้งเดิมถึง 1000 เทา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ  2-4   การตรวจสอบโดย SYBR Green I Dye 

         (ท่ีมา: www.thaiscience.com/lab) 
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ภาพ 2-5     แสดงการประยกุตใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเน้ือ    
                  ในปฏิกิริยาไซโตทอกซิก  เพื่อใหทําลายสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายอยางจําเพาะเจาะจง 
 
 


