
 
บทท่ี  4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการวัดปริมาณโปรตีนของแอนตบิอดีจากการตกตะกอนดวยโปรตนีจี 
หลังจากการแยกโคลนเด่ียวไดนําโคลนท่ีใหคาผลตางการดูดกลืนแสงท่ีสูงสุด มาทําการ

ผลิตแอนติบอดีโดยวิธี in vitro โดยเล้ียงเซลลดวย serum free media เม่ือนําน้ําเล้ียงเซลลท่ีได มา
ตกตะกอนโปรตีนและผานคอลัมนโครมาโตรกราฟฟ ไดปริมาณแอนติบอดีประมาณ1-2 mg/  ml
ของอาหารเล้ียงเซลล  
 
4.2 ผลการวัดความแมนยําของ แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศผูดวยเทคนคิ

Immunofluorescence  microscopy 
 

     
 

  
ภาพ 4-1      แสดงการตอบสนองของแอนติบอดีและแอนติเจนบนผิวเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศ   
                   ผู (M) และเพศเมีย (F) โดยการวัดดวยเทคนคิ Immunofluorescence microscopy 

F 2 F 1 

M 1 M 2  
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 จากภาพ 4-1   F1 และ M1  แสดงเซลลเม็ดเลือดขาวโคเพศผูและเพศเมียภายใตสภาพแสง
ปกติ  สวนภาพ F2 และ M2 แสดงเซลลเม็ดเลือดขาวโคเพศผูและเพศเมียภายใตสภาพแสง UV  
 
ตาราง 4-1      แสดงการตอบสนองของแอนติบอดีตอแอนติเจนบนผิวเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศ     
  ผูและเพศเมียโดยการวัดดวยเทคนิค Immunofluorescence microscopy  

 a, b 
means with significance ( p < 0.05) 

 
4.3 ผลการรีดน้ําเชื้อพอโคชาโลเลย 
 
ตาราง 4-2     แสดงผลการรีดน้ําเช้ือโคชาโลเลย 2 คร้ัง เพื่อทําน้ําเช้ือบรรจุหลอดแชแข็ง 
 

เบอรพอโครีดคร้ังท่ี 
1 

mass  
movement  % รอด น้ําเชือ้สด  % รอด  น้ําเชือ้แชแข็ง จํานวนหลอด 

B007  ++++  80   35  350 

B018 +++  75   30 300 

B010 +++  75  30  180 

     

เบอรพอโครีดคร้ังท่ี2 
mass  

movement  % รอด น้ําเชือ้สด  % รอด  น้ําเชือ้แชแข็ง จํานวนหลอด 

B007  +++ 75  30 290 

B016     +++ 75 40 260 

B010    +++ 75  30 433 

(หมายเหตุ   ++++  ดีมาก     +++  ดี      ++ พอใช     + ไมดี) 
 

SEX Mean (%) ±SE ±SD max min 

male (8) 92.77 a 0.69 1.38 94.73 91.57 

female (8)   2.12 b 0.07 0.14   2.32   2.01 
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ภาพ 4-2     เปรียบเทียบการเกิดวกิารบริเวณผิวของสเปรมในกลุมควบคุมและกลุมทดลอง   
                          จากการตรวจดูดวยเคร่ือง  scanning electron microscope  (SEM) 
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4.4 ผลการหาอัตราเจือจางของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 
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ภาพ 4-3    แสดงอัตราเจือจางของคอมพลีเมนตตออัตราการมีชีวิตรอดของสเปรม 
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4.5 ผลการเกิดปฏกิิริยาไซโตทอกซิค 
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Antibody  dilution : Complement (1:50)

 
 

ภาพ 4-4    แสดงอัตราการมีชีวิตรอดของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิคในกลุม 
                 ควบคุมและกลุมทดลอง 
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ภาพ 4-5    แสดงสเปรมติดสี (FITC) เพื่อดอัูตราการรอดชีวิตจากปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 
A) ภาพสเปรมภายใตสภาพแสงปกติ 
B) สีเขียว = สเปรมมีชีวิต,  สีแดง = สเปรมตาย  (กลุมควบคุม) 
C) สีเขียว = สเปรมมีชีวิต,  สีแดง = สเปรมตาย  (กลุมทดลอง Ab 1:2,500) 

A 

B 

C 
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4.6 แสดงเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย (จําเพาะตอเพศผู) จากการยอมสี FITC  
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Antibody dilution : Complement (1:50)

 
 

ภาพ 4-6      แสดงเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย (จําเพาะตอเพศผู)  ท่ีทําการ swim up จาก  
ตัวอยางน้ําเช้ือท่ีผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิค ในอัตราเจือจางของแอนติบอดีระดับตางๆ        
พบจํานวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายลดลง 
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ภาพ   4-7   แสดงภาพถายของสเปรมท่ี swim upจากตัวอยางน้ําเช้ือท่ีผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิค 
      และยอมสี FITC ดูความจาํเพาะตอเพศผู   
 A  สเปรมกลุมควบคุมภายใตสภาพแสงปกติ 
 B  สปรมกลุมผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิค ภายใตสภาพแสง UV 
 C  สเปรมกลุมควบคุมภายใตสภาพแสง UV 
 

 
 

 
 
 
 

   B 

A

   C 
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4.7 การยืนยันผลการเปล่ียนแปลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายจากการคัดเพศดวยปฏิกิริยา 
 ไซโตทอกซิคจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศผูดวยเทคนิค Real time PCR 
 
 
  ตาราง 4-3     แสดงการลดลงของยีน BOVM97 ภายหลังการคัดเพศดวยปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจาก   
                          โมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยการวัดดวยเทคนิค Real time PCR  
 
 

treatment 
CT 

  mean ± sd ± se max min 

control 26.95 0.04 0.03 26.92 26.98 

Ab 1:2,500 + complement 1:50 31.14 2.04 1.18 29.11 33.17 
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ภาพ 4-8   แสดงกราฟมาตรฐานยีน BOVM97จาก Plasmid DNA 
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        ภาพ 4-9    แสดงการปรากฏของสัญญาณ Fluorescence จาก plasmid DNA BOVM97  

           ท่ีความ เขมขน 107, 106, 105, 104 และ 103 ตามลําดับ 
 

 

       
 
      ภาพ 4-10    แสดง Melting curve ของ Plasmid DNA BOVM97 จากการทํา Real time PCR         
                          สําหรับ การตรวจผลผลิต 
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ตาราง  4-4     แสดงการลดลงของยีน β-actin ภายหลังการคัดเพศดวยปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจากโม
โนโคลนอลแอนติบอดี ตอ เอชวาย แอนติเจน โดยการวัดดวยเทคนิค Real time PCR  

 
 

treatment 
CT 

  mean ± sd ± se max min 

control 26.26 0.25 0.14 26.46 25.95 

Ab 1:2,500 + complement 1:50 26.48 0.68 0.39 27.01 25.60 
 
 
 
 

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
100

1000

10000

100000

1000000

1E7

1E8

Co
pp

y n
um

be
r

CT cycle

  
 ภาพ 4-11   แสดงกราฟมาตรฐานยีน β-actin จาก Plasmid DNA 
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ภาพ 4-12   แสดงการปรากฏของสัญญาณ Fluorescence จาก plasmid DNA β-actin ท่ีความเขมขน  
107, 106, 105, 104 และ 103 ตามลําดับ เสนแตละคูเปนจํานวนซํ้าของการทดลอง (2 ซํ้า) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 4-13   แสดง Melting curve ของ Plasmid DNA β-actin จากการทํา Real time PCR สําหรับ
การ ตรวจผลผลิต PCR วามีความเฉพาะเจาะจงระหวางยีนกับไพรเมอร จะเห็นไดจาก
การเกิดกราฟเพียงตําแหนงเดียว 


