
 
บทท่ี  3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

3.1   สัตวทดลอง 
 โคเน้ือพันธุชาโลเลยเพศผูจํานวน 3 ตัว  จากบริษัทเชียงใหมเฟรชมิลลจํากัด   
อําเภอสันปาตอง  จังหวดัเชียงใหม 
 

3.2   สารเคมี 
3.2.1   สารเคมีท่ีใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

1.   โซเดียมคลอไรด (sodium chloride, NaCl) (K29287204, Merck) 
2.   โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, NaOH) (K19742898, Merck) 
3.   โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (sodium hydrogen carbonate, NaHCO3)  
 (31437, Riedel-de Haen) 
4.   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต-12-ไฮเดรท 
       (Disodium phosphate monohydrate, Na2HPO4.12H2O) (30414, Riedel-de Haen) 
5.   โพแทสเซียม คลอไรด (potassium chloride, KCl) (31248, Riedel-de Haen) 
6.    แอมโมเนยีซัลเฟต (ammonium sulphate, (NH4)2SO4) (101217, Merck) 
7.    1-ethyl-3-(3-dimethylaminiopropyl) - carbodiimide (C7625, Sigma) 
8.    Fetal bovine serum (FBS) (10270-023, Seromed) 
9.    Iscove’s Modified Dulbecco’s medium (IMDM) (1088539, GIBCOBRL) 
10.  2-Mercaptoethanl (M-6250, Sigma) 
11.  Hypoxanthine Aminopetrin Thymidine (HAT) (F-0483, Biochrom) 
12.  Hypoxanthine Thymidine (HT) (F-0493, Biochrom) 
13.  Polyethylene glycol (PEG) (P-3640, Sigma) 
14.  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (802912, GIBCOBRL) 
15.  Thiophilic resin (T-gel) (T5787, Sigma ) 
16.  Polyethylene sorbitan monolaurate (Tween 80) (H0306, Sigma) 
17.  โพแทสเซียม คลอไรด (potassium chloride, KCl) (31248, Riedel-de Haen) 
18.  โอ-ฟลีนิลลีล-ไดอามีน-เฮสซีแอล (O-phenylene-diamine-HCl, OPD) (80972, Zymed lab) 
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19.  ฮอสแรดิช เพอรออกซิเดส (horseradish peroxidase, HRP) (P6782, Sigma) 
20.  เจลาติน (gelatin) (K4988770, Merck) 
21.  ซัลฟูริคแอซิด (sulfuric acid, H2SO4) (J.T.Baker) 
22.  ซิตริคแอซิด (citric acid) (C2270, Sigma) 
23.   Anti – Mouse IgG-FITC ( AP326F, Chemicon) 
24.   Goat anti-Mouse IgG (M-1131, Sigma) 
25.   Freund’s complete adjuvant (E-5881, Sigma) 

 
3.2.2   สารเคมีท่ีใชในการทํา  PCR 

1. 10X PCR buffer, Taq polymerase (Fermentas, USA) 
2. Acetic acid (Merck, Germany) 
3. Acrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
4. Agar-Agar (O.V. chemical, Thailand) 
5. Agarose (Gibco/BRL, USA) 
6. Ammonium persulfate (USB corporation, USA) 
7. Ampicillin (Bio Basic Inc, Canada) 
8. Bisacrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
9. Boric acid (Merck, Germany) 
10. Chloroform (Lab Scan, Ireland) 
11. DH5α Escherichia coli competent cell (Invitrogen, USA) 
12.  dNTPs (Fermentas, USA) 
13.  EDTA (Fisher Scientific,USA) 
14.  Ethanol (Merck, Germany) 
15.  Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
16.  Formaldehyde 37 % (Merck, Germany) 
17.  Glycerol (Merck, Germany) 

18.  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (US Biological, USA) 
19.  Lambda DNA/AvaII (Fermentas, USA) 
20.  LB-Broth (US Biological, USA) 
21.  Isopropanol (Merck, Germany) 
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22.  Magnesium chloride (Merck, Germany) 
23.  Nitric acid (Merck, Germany) 
24.  N,N’-dimethylformamide (Bio Basic Inc, Canada) 
25.  Phenol (Merck, Germany) 
26.  Proteinase K (Invitrogen, USA) 
27.  Silver nitrate (Merck, Germany) 
28.  Sodium acetate (Merck, Germany) 
29.  Sodium bicarbonate (Merck, Germany) 
30.  Sodium chloride (Merck, Germany) 
31.  Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
32.  TEMED (USB corporation, USA) 
33.  Tris (USB corporation, USA) 
34.  X-Gal (USB corporation, USA) 
35. Yeast extract (Scharlau, Spain) 

 
3.2.3   สารเคมีสําหรับ Gel  Electrophoresis 

1.    Acrylamide PAGE (CH2:CHCONH2) (UN2074, Plusone Pharmacia) 
2.    Bis – Acrylamide (N,N’ – Methylene-bis-acrylamide, C7H10N2O2) (M7256, Sigma) 
3.    TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl – ethylenediamine, (CH3)2NCH2N(CH3)2) 
       (17-1312-01, Plusone Pharmacia) 
4.    Ammonium persulphate ((NH4)2S2O8) (A3678, Sigma) 
5.    Bromophenol blue – Xylene cyanole (B3269, Sigma) 
6.    Ethidium bromide (E3269, Sigma) 
7.   25 bp DNA Step ladder (G4511, Promega) 
 

3.2.4   สารเคมีในการเตรียมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 
1. Tris-hydroxyl methyl aminoethane (Sigma)  30.28   g 
2. D-Fructose(Sigma)      12.50   g 
3. Citric acid(Sigma)     16.75   g 
4. Glycerol(Sigma)      80.00   ml 
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5. Antibiotic          4    ml 

 เจือจางในนํ้ากล่ัน (18 MΩ)    920    ml 
 

3.2.5   สารละลาย (รายละเอียดดังภาคผนวก) 
1. 0.5M EDTA pH 8.0 
2. 10X TBE buffer 
3. 50X TAE buffer 
4. Digestion buffer 
5. Phosphate-buffered saline (PBS) 
6. SSCP loading buffer 
7. TE buffer 
 

3.2.6   ชุดสารเคมีสําเร็จรูป 
1. GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
2. GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle Sequencing (Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA) 
3. pGEM®-T easy vector System Kit (Promega, USA) 
4. iQTM SYBG Green Supermix (BioRad, USA) 
 

3.3   อุปกรณและเคร่ืองมือ 
1. CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA,USA) 
2. Gel dryer, Model GD 2000, Amersham Bioscience, USA 
3. Hot Air Oven, Model ULE 400, Memmert, Germany 
4. Spectrophotometer, UV-VIS Biowave S2100, Germany 
5. Magnetic Stirrer, Model HS115, HL Instrument, Thailand 
6. Microcentrifuge tube 1.5 ml, Sorenson, Bioscience. Inc. USA 
7. PCR tube, Sorenson, Bioscience. Inc., USA 
8. pH meter, Model CG 842, Inc., USA 
9. Immuno-Plate 24 หลุม บริษัท Nalge Nunc International ประเทศเดนมารก 
10. จานเล้ียงเช้ือขนาด 100 x 15 มิลลิเมตร.บริษัท Becton Dickinson ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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11. ไมโครไปเปต (micropipette) ขนาด 5 ไมโครลิตร บริษัท AB Technology 
12. ไมโครไปเปต (micropipette) ขนาด 2.5 และ 10 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf  
13. หลอดทดลองขนาด 0.2 ml บริษัท Molecular Bioproducts ประเทศแคนนาดา 
14. กระบอกฉีดยา ขนาด 5, 10, 20 และ 50 ml บริษัท Nipro ประเทศญ่ีปุน 
15. เข็มฉีดยาเบอร 18 และ 20 ความยาว 1.5 นิ้ว บริษัท Nipro ประเทศญ่ีปุน 
16. เคร่ือง DNA thermal cycler PTC-100 บริษัท MJ Research ประเทศสหรัฐอเมริกา 
17. เคร่ือง DNA thermal cycler PTC-200 แบบ Real Timeบริษัท MJ Research  
18. เคร่ือง Gene genius biomage system บริษัท Sysgen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19. เคร่ือง Gel Electrophoresis บริษัท Toyobo ประเทศญ่ีปุน 
20. กลอง Stereomicroscope SZ-ST บริษัท Olympus 3611 ประเทศญ่ีปุน 
21. เคร่ืองยูวีสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer UV-visible)โมเดล DU 
22. บริษัทBeckman ประเทศสหรัฐอเมริกา 
23. เคร่ืองวอรเทกซ (vortex mixer) โมเดล K-500 GE บริษัท Labinco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
24. เคร่ืองปนแยกชนิดปรับอุณหภูมิได (refrigerated centrifuge)โมเดล 6930 บริษัท Kubota 
25. เคร่ืองช่ังไฟฟา (ความละเอียด 3 ตําแหนง) โมเดล 2482 บริษัท Sartorius ประเทศเยอรมัน 
26. เคร่ืองเขยา (shaker) โมเดล GFL3015 บริษัท Gesellschaff fur Labortechmik 
27. ไดอะไลซ่ิงทิว (dialysing tube) ไมใหสารท่ีมีโมเลกุลต้ังแต 12,000 ข้ึนไปผานโมเดล 

CelluSep บริษัท Membrane filtration product ประเทศสหรัฐอเมริกา 
28. เคร่ืองไมโครเพลท รีดเดอร (microplate reader) โมเดล 2010 บริษัท Anthos 
29. ไมโครเพลท 96 หลุม (microplate 96 well) โมเดล Nunc-Immuno™ 
30. บริษัท Nalge Nunc international ประเทศเดนมารก 
31. ตูอบ (incubator) บริษัท memmert ประเทศเยอรมันน ี
32. Column liquid chromatography ขนาด 1 x 30 เซนติเมตร บริษัท Sigma 
33. ตูเล้ียงเซลล (CO2 incubator) โมเดล 3194 บริษัท Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
34. เคร่ืองปรับ pH (pH meter)โมเดล678 บริษัท EP/KE ประเทศสวิสเซอรแลนด 
35. พาราฟลม บริษัท American NationalCan ประเทศสหรัฐอเมริกา 
36. กลองจุลทรรศนแบบกลับหวั (inverted microscope) โมเดล CK2 บริษัทOlympus  
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3.4   การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี   
 เซลลไฮบริโดมาท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเพศผูและมีความสามารถในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอเพศผู   ผลิตข้ึนโดย  วิวัฒน (2547) โคลนท่ีนํามาทดลอง คือเบอร 1F9-3B10 
ในการผลิตเซลลไฮบริโดมาจะใชเซลลมามจากหนูขาวตัวเล็ก สายพันธุ Bala/C ท่ีถูกกระตุนดวย
แอนติเจนซ่ึงคือสเปรมของโคนมฟรีเชียน จํานวน 2 x 106 เซลล ตอ 100 μl ผสมลงในสารละลาย 
PBS 100 μl ผสมรวมกับ freund's adjuvant 100 μl โดยใชวิธีโฮโมจีไนเซช่ัน (homogenization)  ฉีด
เขาใตผิวหนังบริเวณกลางหลังตัวละ 200 μl  ทุกๆ 2 สัปดาห   นําซีร่ัมของหนูตรวจวัดดวยเทคนิค 
ELISA เพื่อดูความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอบสนองตอแอนติเจน  แลวจึงนําเซลลมามมา
หลอมรวมกับเซลลไมอิโลมาสายพันธุ X63–Ag8.653 ดวยวิธีการ fusion จากนั้นเล้ียงเซลลใน
สารละลาย HAT เพื่อคัดเลือกเซลลลูกผสมไฮบริโดมาซ่ึงมีคุณสมบัติในการสรางแอนติบอดี  เม่ือ
เซลลขยายจํานวนมากสวนหนึ่งเก็บไวเล้ียงขยายตอ  อีกสวนเก็บแชไวท่ีอุณหภูมิ  – 80 OC 

 
3.4.1   การนําเซลลไฮบริโดมาออกมาเล้ียง  
นําเซลลไฮบริโดมา   ออกจากตูแชแข็ง - 80 OC จากนั้นต้ังใหละลาย นําเซลลใสหลอด

ทดลองขนาด 15 ml แลวเติม  IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s  Media) 10 ml  ทําการ 
resuspend ใหเขากัน แลวนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,200 รอบตอนาที  นาน 5 นาที  จากนั้นเทสวน
ใส (supernatant) ออก  เติม 10 % FBS (Fetal Bovine Serum) ประมาณ 5 ml  ทําการ resuspend อีก
คร้ัง แลวเทลงจานเล้ียงเซลล  นําไปเล้ียงท่ีตูเล้ียงเซลลปลอดเช้ือ  5 % CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37  OC  เพื่อ
รอดูการเจริญของเซลล 

 
 3.4.2   การตรวจการตอบสนองแอนติบอดีดวยวิธี Indirect  ELISA 

เคลือบเพลทดวยมามของโคเพศผู และเพศเมีย  อยางละ 1 x 106 cell  / 100 μl     ใน
สารละลายสําหรับการเคลือบ (coating buffer)  บมท่ีอุณหภูมิ 4 OC  ประมาณ 16 ช่ัวโมง  จากนั้น
ลางเพลทดวยสารละลายบัฟเฟอรสําหรับลาง(washing  buffer) แลวเติมเจลาตินความเขมขน  2 % 
หลุมละ 200 μl  บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง  ลางเพลทแลวเติมน้ําเล้ียงเล้ียงเซลลหลุมละ 100 
μl  บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง   จากนั้นลางเพลทแลวเติม goat anti - mouse ท่ีเช่ือมติดกับ
เอนไซม HRP ปริมาตรหลุมละ  10 μl   บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง  แลวลางเพลทและเติม 
substrate ซ่ึงทําใหเกิดการพัฒนาสี  ปริมาตรหลุมละ  100 μl  บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 20 นาที ทําการ
หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 4N H2SO4 (stop solution)  ปริมาณหลุมละ 100 μl   นําไปอานคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 492  nm  ดวยเคร่ือง ELISA  reader 
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3.4.3    การแยกโคลนเดี่ยวดวยวิธี Limiting dilution  
นําเซลลไฮบริโดมาท่ีเล้ียงไวมานับใหไดจํานวน 1,000 เซลล เติมลงใน tray ท่ีมี 10 % FBS 

ปริมาตร 30 ml ใชพลาสเตอรปเปตดูดเขาออกเพ่ือใหเซลลเกิดการกระจายตัวมากท่ีสุด แลวดูด
อาหารเล้ียงเซลล ลงในเพลทท่ี 1 และ 2 หลุมละ 100 ml จะเหลือ อาหารเล้ียงเซลล ใน tray 
ประมาณ 10 ml  เติม 10 % FBS 20 ml  ลงใน tray ใชพลาสเตอรปเปตดูดเขาออกเพ่ือใหเซลลเกิด
การกระจายตัว จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลลลงในเพลทท่ี 3 และ 4 หลุมละ 100 ไมโครลิตรจะเหลือ
อาหารเล้ียงเซลล ใน tray ประมาณ 10 ml  เติม 10 % FBS 20 ml  ลงใน tray ใชพลาสเตอรปเปต  
ดูดเขาออกเพ่ือใหเซลลเกิดการกระจายตัว ดูดอาหารเล้ียงเซลล ลงในเพลทท่ี 5 และ 6 หลุมละ 100 
ml สุดทายนําเพลทท้ัง 6 เล้ียงในตูปลอดเช้ือ 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 OC   

 
3.4.4   การเล้ียงเซลลดวย Celline AD 1000 
เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาขยายจํานวนและผลิตแอนติบอดีไดปริมาณมาก  มีความหนาแนน

ของเซลลสูงและเก็บรักษาเซลลท่ีจําเพาะไวไดนาน  โดยเติม growth medium  50 ml ในสวนของ
ช้ันอาหาร และปลอยใหเนื้อเยื่อ semi - permeable ปรับสภาพอยางนอย 5 นาที  จากนั้นเตรียมเซลล
ไฮบริโดมาท่ีจะนําไปเล้ียงจํานวน 25 x 106 เซลล  แลว suspend เซลลในอาหารเล้ียงเซลล 15  ml  
เพื่อใหมีความเขมขนประมาณ 1.5 x 106 เซลลในอาหารเล้ียงเซลล 1 ml (ในช้ันเล้ียงเซลล)    แลว
เติม 10% FBS  ปริมาณ 1000 ml  ในช้ันของอาหาร  นํา Celline AD 1000  ไปเล้ียงในตูเล้ียงเซลล
ปลอดเช้ือ 5 %  CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37  OC      เก็บน้ําเล้ียงเซลลไดทุก 7 วัน  และเปล่ียนอาหารเล้ียง
เซลลใหม     

 
3.4.5   การตกตะกอนโปรตีนจี 
โปรตีนจีท่ีตกตะกอนไดเปนแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเซลลเปาหมายท่ีตองการ

ทดสอบ คือสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย  ในอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีความเหมาะสม  (10 % FBS, 37 OC, 
5% CO2)  สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเพศผู  โดยสกัดแอนติบอดี จากอาหารเล้ียง
เซลลดวยวิธีการตกตะกอนโปรตีน และแยกแอนติบอดีดวยการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลิน จี 
(immnoglobulin G, IgG) นํามาทําใหบริสุทธ์ิดวย column Hi Trap TM   Protein G โดยใช syringe 
เติมสารละลาย binding buffer ลงใน column ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ดันของเหลวใหไหลผานใน
อัตรา 1 มิลลิลิตรตอ 5  นาที นําสารผสมระหวางแอนติบอดี และสารละลาย binding buffer อยางละ  
10 มิลลิลิตร เติมผาน column จนหมด แลวลาง column ดวยสารละลาย  binding buffer อีกคร้ัง 
จากนั้นเติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร   เก็บสารละลายไวใน  micro centrifuge 



 

 

 

 26 
 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร(vial) ท่ีเติมสาร neutralization buffer  ปริมาตร 70 ไมโครลิตร  เก็บ
สารละลายนี้ประมาณ  500 ไมโครลิตร  ประมาณ  20 vial   ทําการลาง column ดวย 20 % ethanal   
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร   นําสารละลายท่ีไดวัดไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง 
spectrophotometer  เพื่อคํานวณความเขมขนของโปรตีนจากสูตร 

 
 ความเขมขนของโปรตนีในสารละลาย (mg/ml) =   คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm 

          
            

 หากตองการนํามาใชตองนําเอาออกมาละลายกอน และนํามาเจือจางในสารละลายสําหรับ
เล้ียงสเปรม ปริมาตรท่ีใชคือ 1 ml  เพื่อใชในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 

 

                   
 

ภาพ 3-1    แสดงวิธีการการตกตะกอนโปรตีนในถุง dialyze ดวย (NH4)2SO4  ในน้าํกล่ัน และ  

                 วิธีการใช Hi Trap ® Protein G column ในข้ันตอนการทําแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ 

 
 
3.4.6 การตรวจสอบความแมนยาํของ แอนติบอดท่ีีจําเพาะตอเพศผู ดวย เทคนิค

Immunofluorescence microscopy 
นําเม็ดเลือดขาวของโคเพศผูจํานวน 8 ตัว และเพศเมียจํานวน 8 ตัว ปรับใหมีจํานวนเซลล

ในการเขาศึกษาท่ีกันคือ 1x 106 / 1 ml บมรวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเพศผูท่ีระดับความ

1.4 
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เขมขน 1:1,000  ปริมาตร 1 ml  ในท่ีมืด อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  60  นาที  ปนลางดวย
สารละลาย PBS ท่ีความเร็วรอบ 1,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 รอบ จากนั้นเติม
สารละลาย Goat anti mouse IgG  ติดฉลากดวย FITC ความเขมขน 1 : 2,000 ปริมาตร 1 ml  ในท่ีมืด 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  60  นาที  ปนลางดวยสารละลาย PBS ท่ีความเร็วรอบ 1,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 รอบ จากนั้นเติมสารละลาย PBS ปริมาตร 1 ml  และนําไป
ตรวจสอบการเรืองแสงดวยกลอง Fluorescence microscopy 
 
3.5   ตัวอยางน้ําเชื้อพอโคพันธุชาโลเลย 

3.5.1   การรีดน้ําเชื้อสดเพื่อทําน้ําเชื้อแชแข็งบรรจุหลอด 
รีดน้ําเช้ือจากทอสงน้ําเช้ือของพอโค  จํานวน 3 ตัว   ดวยอุปกรณรีดน้ําเช้ือโดยเติมน้ําอุน

ประมาณ 37 – 40 OC ในกระบอกสําหรับรีด  และมีหลอดทดลองขนาด 15 ml รองรับน้ําเช้ืออยู
ปลายสุดภายในกระบอก  นําน้ําเช้ือท่ีรีดไดมาตรวจดูการเคล่ือนไหวหมูและนับจํานวนน้ําเช้ือสด
ของพอโคแตละตัวดวย Heamatocytometer   คํานวณใหมีสเปรม 120 x 106 ตัว / ml  ในอาหาร
สําหรับเล้ียงสเปรม (extender with glycerol)   ลดอุณหภูมิของน้ําเช้ือในอาหารสําหรับเล้ียงดวยการ
คอยๆ เติมน้ําแข็งใหอุณหภูมิลงถึง 5 OC   นําไปแชตูเย็นตอท่ีอุณหภูมิ  4 OC  ประมาณ  4 ช่ัวโมง  
จากนั้นบรรจุน้ําเช้ือลงในหลอดเก็บน้ําเช้ือปริมาตรหลอดละ 250 μl โดยข้ันตอนการบรรจุจะทําใน
ตูเย็น เม่ือบรรจุเรียบรอยนําไปแชในตูเย็นตออีกประมาณ 60 นาที   จากนั้นคอย ๆ ลดอุณหภูมิลง 
(cool down) โดยการนําหลอดนํ้าเช้ือไปอังไวบนไอของไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม ขนาดกวาง 1 
เมตร และยาว  1 เมตร  ท่ีดัดแปลงสําหรับลดอุณหภูมิ  จนกระท่ังอุณหภูมิประมาณ - 90 OC  จึงเก็บ
ไวในถังไนโตรเจนสําหรับเก็บน้ําเช้ือ (- 196 OC)   

 
3.5.2   การเตรียมน้ําเชื้อสําหรับทดลองปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 
นําหลอดน้ําเช้ือแชแข็งออกจากถังไนโตรเจนสําหรับเก็บน้ําเช้ือ  ทําใหน้ําเช้ือในหลอด

ละลายดวยน้ําอุณหภูมิ 40 OC   ประมาณ 10 วินาที  เติมน้ําเช้ือท่ีละลายแลวลงในหลอดทดลอง
ขนาด 15 ml ท่ีมีอาหารเล้ียงสเปรม 5 ml จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  
3 วินาที  แลวดูดสวนใสดานบนออก สเปรมจะตกตะกอนอยูสวนลาง  คอยๆ เติมอาหารเล้ียงสเปรม  
(extender without glycerol) ลงไปอีกคร้ัง  จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 OC  นาน 1 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือก
สเปรมท่ีแข็งแรงใหวายข้ึนมา (swim up)  จากนั้นคอย ๆ ดูดอาหารเล้ียงเซลลดานบนท่ีมีสเปรมอยู
ออกมานับจํานวนเซลลดวย Heamacytometer  ปริมาตรท่ีใชในการทดสอบปฏิกิริยาไซโตทอกซิค
คือ  1 x 106 cell / 250 μl   (เจือจางในอาหารเล้ียงสเปรม) 
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3.6   แหลงคอมพลีเมนตและการเตรียมคอมพลีเมนต 
แหลงคอมพลีเมนตท่ีใชคือ ซีร่ัมหนูตะเภา จากสํานักสัตวทดลอง (ศาลายา) นํามาเจือจาง

ในสารละลายสําหรับเล้ียงสเปรม   ความเขมขนท่ีอัตราสวน 1:1, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 
1:100, 1:150, 1:200  และ 1:250 เพื่อหาอัตราที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  โดย
ปริมาตรท่ีใชคือ 250 μl 

 
3.7   การทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 

เตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีความเขมขน 1:100, 1:300, 1:500, 1:1,000, 1:2,500, 
1:5,000  และ 1:10,000 ในหลอดทดลองขนาด 1,500 μl  ปริมาตรละ 250 μl  และนําหลอดนํ้าเช้ือ
ออกมาละลาย  โดยใชน้ําเช้ือ 1 x 106 cell /250 μl  ท่ีทําการ swim up  แลว  บมรวมกัน 30 นาที  ท่ี 
อุณหภูมิ 37 OC   เติมซีร่ัมของหนูตะเภา ท่ีความเขมขน 1:50  ในปริมาตรละ 250 μl   ของแตละ
หลอดทดลอง  บมตออีก 30 นาที  ท่ี 37 OC   จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที  3 วินาที  คอย ๆ ดึงสวนใสดานบนออกแลวเติม  อาหารสําหรับเล้ียงสเปรม 250 μl 
จากนั้นบมท่ี 37 OC  นาน 30 นาที ดูดสวนใสดานบนแยกสวนท่ีเปนตะกอนดานลางเก็บไว จากนั้น
นําสเปรมท้ังสองสวนมาเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีความเขมขน 1:500  บมท่ี 37 OC  นาน 30 
นาที  จากนั้นเติม  fluorescein isothiocyanate (FITC) 250 μl   ความเขมขน 1 : 2,000 บมเปนเวลา 
30  นาที ท่ี 37 OC  นําหลอดทดลองท้ังหมดมาปนลางดวย PBS  หยดลงบนแผนสไลดสองดูภายใต
กลองฟลูออเรสเซนต  เพื่อนับดูเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท้ังหมดในแตละกลุมทดลองและ
นําสเปรมมาตรวจวัดความจําเพาะตอเพศผูจากการเรืองแสง   สเปรมท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาไซโต
ทอกซิค นํามายืนยันผลดวยเทคนิค Real time PCR    
 
3.8 เทคนิค Real time PCR    

สารละลาย DNA (100 ng / μl) ของน้ําเช้ือโคเนื้อ  ใชเปน template ในปฏิกิริยา Real time 
PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA ของยีน BOVM97  โดยใชคูไพรเมอรมีสวนผสมของปฏิกิริยา
ดังตอไปนี้ 

1. Template DNA (100 ng/μl)        1.00 μl 
2. iQTM SYBG Green Supermix    10.00 μl 
3. forward primer (10 pmol/μl)      0.20 μl 
4. reverse primer (10 pmol/μl)       0.10 μl 
5. ddH2O                           8.70 μl 
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สําหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา Real time PCR มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 
รอบท่ี 1  Denaturation:     95 °C         5   นาที 

 รอบท่ี 2  Denaturation:   94 °C       15 วินาที 
  Annealing:   61 °C       30 วินาที  
  Extension:   72 °C       30 วินาที 
  Plate Read รอบการทําปฏิกิริยาท้ังหมด จํานวน 50 รอบ 

 รอบท่ี 3  Final extension:   72 °C           5   นาที 
 รอบท่ี 4  Melting Cuve     65-95 °C      อานผลทุก 2 วนิาที 
 
 
 การวิเคราะหทางสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD)  จํานวน 5  ซํ้า   
ท้ังหมด 7  treatment  แบง  treatment ในการทดสอบปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  ดังตารางท่ี  3-1 

 
ตารางท่ี 3-1   แสดงสัดสวนของแอนติบอดีและคอมพลีเมนตในปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 

 
 

 
Treatment Antibody dilution Complement dilution 

1 0 0 
2 1:100 1:50 
3 1:300 1:50 
4 1:500 1:50 
5 1:1,000 1:50 
6 1:2,500 1:50 
7 
8 

1:5,000 
1:10,000 

1:50 
1:50 


