
 
บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 
 

2.1 เทคนิคการคัดเพศ 
2.1.1   Flow  Cytometry 

 คือวิธีการวัด (-metry) คุณสมบัติของเซลล (-cyto) ซ่ึงอยูในสารละลายท่ีไหล (flow) อยูโดย
ใชเลเซอร   การทํางานของ Flow Cytometer อาศัยการตรวจวัดเซลลท่ีกําลัง flow อยู ซ่ึงจะวัด
ปริมาณของสารเรืองแสงท่ีเปลงบนผิวเซลลหรือภายในเซลลขณะที่ไหลผานทางกรวย ของเครื่อง
เปนเซลลเดี่ยวๆ ในอัตราเร็ว 500-1,000 cell / sec  ตองใชการยอมดวยสี fluorescence หรือ 
immuno-fluorescence จึงจะสามารถทําการตรวจนับหรือวัดได 
 เทคนิคนี้เปนวิธีท่ียอมรับมากท่ีสุดในปจจุบัน เนื่องจากมีความแมนยําในการคัดแยกเพศ
ของสเปรมมาก โดยสามารถแยกสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซหรือวาย ใหบริสุทธ์ิไดถึงได 85 - 95 % 
และ 85 – 96 %  ตามลําดับ (Welch and Johnson, 1999)  และเม่ือนําสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซ ท่ี 
ผานการคัดเลือกไปผสมในแมโคจะไดลูกเพศเมียประมาณ 91 - 95 %  และเม่ือนําสเปรมท่ีผานการ
แยกเพศไปผสมกับไข พบวาตัวออนระยะตนท่ีแบงตัวไดถึงระยะ Blastocysts นอยกวา (16 - 18 %)        
ตัวออนท่ีผสม กับสเปรมท่ีไมไดผานการคัดแยก (24 – 25 %)  ลูกสัตวท่ีเกิดจากสเปรมท่ีแยกเพศ
แลวมีความปกติ เชนเดียวกับลูกสัตวท่ีเกิดโดยธรรมชาติ หรือลูกสัตวท่ีเกิดโดยการผสมเทียม
โดยท่ัวไป   ในงานทดลองของ Roberto et al. (2006)  ไดทําการผสมสเปรมท่ีบรรจุในหลอดน้ําเช้ือ
ทําใหละลายแลวนํามา swim up ใน media เพื่อคัดเลือกตัวท่ีรอดชีวิตมาคัดเพศโดยผานเคร่ือง Flow 
cytometry  พบวาสามารถคัดเลือกสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซไดแมนยําถึง 91±2 %  แตการพัฒนา
ของเซลลท่ีผานเคร่ือง flow cytometry ตํ่ากวากลุมควบคุม (p < 0.01)  จากนั้นนํามาผสมกับไข  
เพื่อใหเกิดการปฏิสนธิภายในหลอดทดลอง (IVF)  แลวตรวจสอบความแมนยําของเพศดวยเทคนิค 
real-time PCR พบความถูกตองของเพศตัวออนถึง 87 %    อยางไรก็ตาม   วิธีนี้ทําใหสเปรมสูญเสีย
ความสามารถในการเจาะไข (Oocytes) ในระหวางข้ันตอนการคัดแยกเพศ  ประมาณ 8.8 %   
 
 

2.1.2        Polymerase Chain  Reaction (PCR) 
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) จะอาศัยการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิเปนตัว

กําหนดการสังเคราะห DNA สายใหม โดยข้ันตอนแรกจะใชอุณหภูมิสูงเพื่อแยกสาย DNA คูสม 
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ออกจากกัน เรียกข้ันตอนนี้วา denaturation จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วเพื่อให  primer ท่ี
เปนเบสคูสมมาจับคูกับ DNA ท่ีตองการอยางถูกตองเรียกข้ันตอนนี้วา annealing จากนั้นเปล่ียน
อุณหภูมิเพื่อใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม DNA polymerase จะเกิดการสังเคราะห DNA 
เสนใหมเรียกขั้นตอนนี้วา extension ผานรอบท่ี 1 แลวจึงเร่ิมรอบท่ี 2 ตอไป ทําเชนนี้ 20 ~ 40 รอบ 
ปริมาณ DNA ท่ีตองการก็จะเพิ่มข้ึนเปนจํานวนมาก (Sambrook and Russell, 2001)  

จากรายงานการทดลองของ Bredbacka et al. (1995) ไดศึกษาการคัดเลือกเพศของโคจาก
ตัวออนโดยวิธี PCR โดยใช primer DYZ  ท่ีมีความจําเพาะกับโครโมโซมวาย ในการทําเพิ่มจํานวน 
DNA ใชเวลา 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
สุดทายตัวอยางจะถูกท้ิงไวท่ี อุณหภูมิ 72 OC เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นนํา DNA ท่ีไดมาทํา gel 
eletrophoresis โดยใชเจล 3 % และยอมดวย 5 % ethidium bromide และนําไปสองใตแสง UV ถา
ตัวอยางเปนเพศผูจะพบแถบสีชมพูของโครโมโซมวายปรากฏข้ึน  

Park et al. (2000) ไดใชเทคนิค PCR ในการตรวจสอบเพศโดยใช primer ชนิด BOV97M 
แตมีการประยุกตใชโดยตรวจสอบกับตัวออนระยะตางคือ บลาสโตซีส ระยะ 8 เซลล ระยะ 4 เซลล 
และระยะ 2 เซลล ในการตรวจสอบเพศพบวาความแมนยําของเพศจากการแบง ตัวออนออกเปน
ระยะตางๆ คือ 100, 96.3, 94.3 และ 92.1 % ตามลําดับ ถาตองการใหมีความแมนยําถึง 100 %  
จําเปนตองใชตัวออนท่ีมีจํานวนเซลลท่ีมากเพื่อเพิ่มความแมนยําของ primer จึงไดมีการนําเทคนิค
ตางๆ เขามามีสวนรวมกับวิธี PCR ในการตรวจสอบเพศ      นอกจากนี้ไดมีการคัดเพศตัวออนโดย
นําตัวออนท่ีไดจากการกระตุนเพื่อเพิ่มการตกไข ผสมและชะลางจากมดลูกอายุประมาณ 6–8 วัน 
ซ่ึงเปนระยะมอรูลาหรือระยะบลาสโตซีส  มาตรวจดูโครโมโซมวาย (chromosome Y) สามารถทํา
ไดหลายวิธี  เชน การตรวจดวยวิธีคาริโอไทป จากการยอมสีโครโมโซมเพ่ือหาโครโมโซมวายโดย
ตัดเซลลตัวออน ซ่ึงตองตัดเปนจํานวนมากทําใหสงผลตอเซลลท่ีเหลือในการยายฝาก และใช
เวลานาน   ซ่ึงมีการพัฒนาการคัดเพศดวยดีเอ็นเอโพรป (DNA probe) โดยผลิตไพรเมอร (primer) ท่ี
มีความจําเพาะตอโครโมโซมวายในโค    โดยใชรวมกับเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพื่อเพิ่ม
สายดีเอ็นเอใหเพียงพอกับการตรวจสอบเพศซ่ึงเปนเทคนิคท่ีมีความแมนยําสูง ประมาณ 95–100 %    

Hochman et al. (1995)ใช primer 3 ชนิดในการตรวจหาเพศผูของโคคือ BRY.1, Bov97M 
และ ZFX / ZFY พบวาความแมนยําในการตรวจสอบเพศของ primer ท้ัง 3 คือ BRY.1 เทากับ 87 %      
ZFX / ZFY เทากับ 97 % และ Bov97M เทากับ 100 %      ในงานของ Virta et al. (2002) ไดทําการ
ติดสารเรืองแสงเขากับ primer ท่ีสังเคราะหข้ึนเพื่อลดข้ันตอน gel electrophoresis ในการตรวจสอบ
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ผลของ PCR โดยดูการเรืองแสงของช้ินสวนโครโมโซมวายท่ีเพิ่มข้ึนจากการเทคนิค PCR ทําให
ทราบเพศตัวออนท่ีเปนเพศผูจะเกิดการเรืองแสงข้ึน โดยมีความแมนยําถึง 96 %        

Hasler et al. (2003)  ไดนําชุด PCR ตรวจสอบเพศทางการคาท่ีดูการเรืองแสง โดยตัวอยาง
ท่ีศึกษากับชุดตรวจสอบตองมีการผาแบง (biopsy) กอนทําการตรวจเพศ ทําใหมีการศึกษาถึงอัตรา
การต้ังทองจากการยายฝากตัวออนแบบสด ของตัวออนท่ีไดมาจากการชะลางและจาก
หองปฏิบัติการพบวาตัวออนจากการชะลางมีอัตราการต้ังทองท่ีดีกวาตัวออนหองปฏิบัติการและยัง
พบวาตัวออนท่ีทําการผาแบงมีอัตราการต้ังทองตํ่ากวาตัวออนที่ไมไดทําการผาท้ังในการยายฝาก
แบบสดและการยายฝากตัวออนจากการแชแข็ง ซ่ึงชุดตรวจสอบเพศทางการคาท่ีใชมีความแมนยํา
ในการบงบอกเพศผู 98.7 % และเพศเมีย 94.4 %  จึงไดมีการศึกษาลักษณะทางจีโนไทปตางๆ เชน 
k-casein ท่ีบงบอกโปรตีนในนม รวมกับการตรวจสอบเพศ ดวย primer BOVM97 ทําใหมีความ
แมนยําถึง 100 % ทําใหเร่ิมมีการออกแบบ Primer ท่ีจําเพาะตอโครโมโซมวายตางๆ กันออกมาใช
ตรวจสอบเพศ  แตจากรายงานของ Enright et al. (2000) ท่ีศึกษาถึงอัตราการต้ังทองตอการตัดตัว
ออน พบวาอัตราการทองของตัวออนท่ีทําการตัดและไมทําการตัดมีอัตราการต้ังทองท่ีใกลเคียงกัน  
 
 

2.1.3 Male Specific Monoclonal Antibody 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal Antibody, MAb)  คือแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ
เจาะจงตอแอนติเจนและสามารถผลิตไดเปนจํานวนมาก โดยอาศัยหลักการของการเช่ือมระหวางบี
ลิมโพซัยทท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจนใหสรางแอนติบอดี กับเซลลไมอิโลมาซ่ึงมีคุณสมบัติเปน
เซลลมะเร็ง  ผลจากการเช่ือมเซลลท้ังสองชนิดทําใหเกิดเซลลลูกผสม (hybridoma) ที่สามารถสราง
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงและมีอายุยืนยาวตามคุณสมบัติของเซลลไมอิโลมา  แอนติบอดีท่ี
ผลิตไดนี้ เรียกวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากสรางมาจากเซลลโคลน (Clone) เดียวกัน และ
มีความจําเพาะเจาะจงตอแอนติเจนสูง (อรวดี, 2539) 

Goodfellow  and Andrews (1982) พบวาการปลูกถายผิวหนังของหนูตางเพศและตางสาย
พันธุผลการตอบสนองตอแอนติเจนที่แตกตางกันมีผลมาจากโครโมโซมวายในเพศผู ทําใหผิวหนัง
ท่ีปลูก ถายเปนสาเหตุใหเกิดการกระตุนการแบงตัวของทีเซลล (T cell) และรวมถึงการตอบสนอง
ของทีเซลล 

Stephen et al.  (1974)   ไดทดลองดูปฏิกิริยาขามของ Histocompatibility – Y  antigen  
ของหนู โดยฉีดเซลลมามของหนูเพศผูเขาไปในหนูเพศเมียเพื่อใหสรางแอนติบอดีตอเอชวาย  
เนื่องจากมีการพบวาการปลูกถายเนื้อเยื่อผิวหนังของหนูเพศผูสูเพศเมียไมสามารถเขากันไดนั้น    
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เนื่องมาจากผลของเอชวายแอนติเจน  มีผลตอการปลูกถายอวัยวะขามเพศจึงทําใหหนูเพศเมียสราง
แอนติบอดีข้ึนมาอยางจําเพาะ  แลวนําไปศึกษาตอการทําไซโตทอกซิค      โดยนําน้ําเช้ือบมรวมกับ
เอชวายแอนติเจนรวมกับคอมพลีเมนตของมาแลวเติมสี trypan blue เพื่อตรวจนับเซลลตายพบวามี
การตายของน้ําเช้ือมากกวา 50% ในสัตวทุกชนิด 

จากรายงานของ Verrhuis et  al. (1994) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย
แอนติเจน มาใชในการตรวจสอบเพศของตัวออนโค  ทําการตรวจสอบความจําเพาะตอเพศดวย
เทคนิค RIA (ในกลุมควบคุม)  ตรวจสอบความจําเพาะตอเพศผูดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศ
เมียและใชเทคนิค ELISA รวมดวย   พบวาสามารถใชตรวจสอบเพศของตัวออนท่ีระยะ 7 - 8 วัน   
หลังการปฏิสนธิ มีชวงความแมนยําของการบงบอกเพศวาเปนเพศผูอยูในระหวาง  58 - 71 % 

Kyozo et al. (1990)  ทําการคัดเพศตัวออนหนูดวยแอนติซีร่ัมท่ีจําเพาะตอเพศผู      โดยใช
เอชวายแอนติบอดี  จากการกระตุนหนูเพศเมียพันธุ wistar ดวยสเปรมของหนูเพศผูพันธุเดียวกัน  
นําแอนติบอดีมาบมรวมกับตัวออน 5 – 6 ช่ัวโมง พบวา 50% จะหยุดการพัฒนาในระยะมอลูลา  
จากนั้นตัวออนท่ีเหลือสามารถเจริญถึงระยะบลาสโตซีสได  และนําไปถายฝากไวกับตัวรับพบวา 
80 % ของตัวออนเหลานั้นเจริญเติบโตเปนเพศเมีย  และในป 1992 ไดทําการคัดเลือกเพศตัวออนโค  
โดยการใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอหนูเพศผูท่ีเตรียมจากอัณฑะหนูแรกเกิด  ทําการศึกษาในตัวออน
ของหนู  กระตาย แพะ  แกะ และโค เม่ือนํามาบมรวมกับแอนติบอดี     พบวาคร่ึงหนึ่งไมสามารถ
เจริญถึงระยะมอลูลาได   แตอีกคร่ึงสามารถพัฒนาไปถึงระยะบลาสโตซีสได  ผลพบวา 80 – 90 % 
ของตัวออนโค  แอนติบอดีไมมีผลตอการเจริญเติบโตซ่ึงมีคารีโอไทปแบบ XX  และเกือบ 80 % มี
คารีโอไทปแบบ XY  ซ่ึงลูกโคท่ีเกิดออกมามีความถูกตองใกลเคียงกับการวิเคราะหดวยโครโมโซม 

Bennett and Boyse (1973) ไดกระตุนใหหนูเพศเมียสราง เอชวายแอนติซีร่ัม ดวยการปลูก
ถายเซลลผิวหนังของหนูเพศผูพันธุเดียวกัน แลวนําไปทดสอบปฏิกิริยาไซโตทกซิคกับสเปรม  โดย
ใชความเขมขนของคอมพลีเมนตจากมา 1 : 20  สเปรมจํานวน 5 x 106 cell  และเอชวายแอนติซีร่ัม 
1 : 1 บมตอท่ีอุณหภูมิ  37 OC  นาน  35-45  นาที  พบอัตราการตายของสเปรมจากสภาวะน้ี 70-80 % 
และการผสมตามธรรมชาติจะใหสัดสวนหนูเพศผู 53.3 % แตเม่ือทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิตจะมี
สัดสวนเพศผู 45.4 %  

Fayemi  (2004) ไดศึกษาปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีของสุกรเพศ
ผูตอน้ําเช้ือในสุกร โค มนุษย แพะ แกะ และกระตาย แลววัดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคดวยการนับ
จํานวนน้ําเช้ือดวยแสงฟลูออเรสเซนต (immunofluoresence) พบวาแอนติบอดีของสุกรสามารถ
ทําลายน้ําเช้ือของสุกรเองและของมนุษยแตไมตอบสนองกับน้ําเช้ือของสัตวชนิดอ่ืน   เชนเดียวกับ
Zaborski (1979) ไดตรวจสอบหาเอชวายแอนติเจนในน้ําเช้ือของหนูท่ีบริเวณ acrosomal  
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membrane (ผิวสวนหัว) ของน้ําเช้ือ  ดูจากระดับการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตในน้ําเช้ือของหนูกอน
ผสมเทียมมาตรวจสอบเพศดวย เอชวายแอนติซีร่ัม โดยวิธี cytotoxicity พบสัดสวนของน้ําเช้ือวายท่ี
แตกสลายอยูประมาณ 53.3%   ในงานของ  Booman et al. (1989)  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
เอชวายแยกเพศกอนการถายฝากตัวออนโค  โดยการใชเทคนิค  indirect  immunofluoresence  ซ่ึงยัง
ไมสามารถแยกความตางของเพศไดจึงทําการปรับปรุงเทคนิคใหม  โดยลดตําแหนงท่ีไมจําเพาะ
ของโมโนโคลนอลออกไป  พบวาลดความผิดพลาดลงได ซ่ึงช้ีใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตอเอชวายสามารถวัดความจําเพาะตอเพศผูได 

Ramalho et  al. (2004) ไดกระตุนปฏิกิริยา cytotoxicity กับตัวออนโคและมาจากการบม
ดวยโพลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal Antibody) ตอเอชวายแอนติเจนเพื่อใหตัวออนเพศผูตาย
ไป   โดยดูจากระยะการพัฒนาของตัวออน   พบวาตัวออนโค 46.7 % เปนเพศผูเนื่องจากพัฒนาถึง
ระยะ มอลูลา สวนตัวออนเพศเมีย 53.3 % พัฒนาถึงระยะบลาสโตซีส   สวนตัวออนมาใหผลในการ
คัดเพศดวยวิธีการดังกลาว 84 %  เปนเพศผูเม่ือตรวจเพศตัวออนดวยเทคนิค PCR และ karyotype  

White et  al. (1987) ใชเอชวายแอนติเจนสําหรับจําแนกเพศตัวออนแกะในชวงของการฝง
ตัวซ่ึงตัวออนท่ีนํามาศึกษาไดตรวจสอบโครโมโซมเพศแลว สามารถตรวจสอบการแสดงออกของ
เพศผูไดประมาณ 88 % โดยอาศัยเทคนิค immunofluorescein   เชนเดียวกับในรายงานของ Ali et al. 
(1990) ไดทําการเช่ือมฟูออเลสเซนต goat anti - mouse เพื่อในการตรวจสอบโครโมโซมวายใน
น้ําเช้ือของโคท่ีติดฉลากดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอการแสดงออกของ H – Y แอนติเจน   
โดยดูการเรืองแสงของโครโมโซมวายท่ีหัวสเปรม พบวาสัดสวนท่ีเปนผลบวกของโครโมโซมวาย 
และโครโมโซมเอ็กซเทากับ 76 : 24 , 88 : 12 และ 77 : 23 ตามลําดับ 

 Gardon et  al. (2004) ไดจําแนกเพศตัวออนโคระยะตางๆ ท่ีผลิตไดในหองปฏิบัติการ โดย
การเล้ียงตัวออนรวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย  พบวาระยะของตัวออน (ระยะ 4 - 8 
เซลล   ระยะ 16 – 32 เซลล และ ระยะบลาสโตซีส) ไมมีความแตกตางกันในสวนสัดสวนเพศผูและ
เพศเมียท่ีเกิดข้ึนจาการใชแอนติซีร่ัมตอเอชวายแอนติเจนในการตรวจสอบ 85.8 : 14.2 

Hoppe and Koo (1984) ไดศึกษาการยับยั้งตัวสเปรมวายจากการใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจนเพื่อผลิตตัวออนหนูเพศเมียในหองปฏิบัติการ( in vitro production 
of embryo) พบวาการตอบสนองของสเปรมหนูตอโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจน 
ไมมีอิทธิผลตอสัดสวนเพศของไขท่ีปฏิสนธิแบบ in vitro และจากการใชเทคนิค immuno selection 
ในการจับสเปรมวายโดยใช โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายแอนติเจน สามารถเพ่ิมจํานวนลูก
เพศเมียไดประมาณ 6 – 8 % และพบวาการแสดงออกของเอชวายแอนติเจนจะมีสูงในชวงท่ีสเปรม 
อยูใน testicular และจะลดลงระหวางการเคล่ือนท่ีลงสู epididymis มีความเปนไปไดวาท่ีเวลาจะชัก
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นําการแสดงออกของเอชวายแอนติเจน อยางไรตาม เอชวายแอนติเจนสามารถตรวจพบไดบริเวณ 
acrosomol membrane และเม่ือนําโพลีโคลนอลตอเอชวายแอนติเจนมาใชวิเคราะหเพศสเปรมโดย
เทคนิค complement – dependent cytotoxicity ไดความนาเช่ือถือ 71-85 % (Reilly and Goldberg, 
1991)  
 

 

2.2 ระบบภูมิคุมกัน  
2.2.1   แอนติบอดี (Antibody) 
ระบบภูมคิุมกันของรางกายตอการตอบสนองตอเชื้อโรค เปนวธิีการปองกันท่ีธรรมชาติ

ใหมา โดยระบบที่ใชทําหนาท่ีปองกันโรคของรางกายเรียกวา ระบบภูมคิุมกัน (immune system) 
ซ่ึงจะแบงไดเปนสองกลุม   

 
ภูมิคุมกันแบบเฉพาะเจาะจง (specific acquired immunity) จะแบงวธิีการตอบสนองออกเปน 2 
ระบบใหญ คอื 
 1.  Humoral Immune Response (HIR)   อาศัยการสราง antibody (Ab) จาก B-
lymphocyte ซ่ึงมีกําเนิดจากไขกระดูก ในตอนแรกจะอยูในรูป pre-B-cell จากนัน้ยายไปท่ี 
lymphoid  tissue เพือ่พฒันาเปน B-lymphocyte ท่ีเจริญเตม็ท่ีจงึถกูปลอยออกมาสูกระแสเลอืด
และไปตาม lymphoid tissue ตางๆ เขาสูกระแสนํ้าเหลอืงท่ัวรางกายเพ่ือทําหนาท่ี เมือ่มี 
immunogen เขามาและทําการตอบสนองก็จะเปลี่ยนแปลงไปเปน blast cell และ plasma cell 
ตามลาํดับเพือ่ทําหนาท่ีสราง antibody ท่ีจําเพาะตอ immunogen แตละชนิด  แอนตบิอดี หรือ 
อมิมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) เปนโปรตนีท่ีมีรูปรางคลายตวั Y เปลีย่นสีและรูปราง ตาม
ลักษณะของเชือ้โรคท่ีจําเพาะนัน้ๆ โดยท่ีสวนยอดของตวั Y จะมคีวามหลากหลายมากไม
เหมอืนกันในแอนติบอดีจาํเพาะตอแอนติเจนแตละชนิด เรียกวา variable region เปนตาํแหนงท่ี
จับกับแอนติเจน สวนท่ีโคนตัว Y ของโมเลกุลแอนติบอดีจะบงบอกถึงชนิดของแอนติบอดีวา
เปน class ใดบาง  เชน IgG, IgA, IgM, IgD, IgE เรียกวา constant region แอนตบิอดีกระจายอยู
ตามทอน้ําเหลอืง และเสนเลือด แอนติบอดีจะจบักับส่ิงแปลกปลอม หรือจุลชีพท่ีเขามาใน
รางกาย เพือ่การทําลายจลุชพีนัน้ๆ แอนตบิอดีชนิด secretory IgA จะอยูตามชองเยือ่บุตางๆ ใน
น้าํตา น้าํลาย สารหลั่งในชองทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ ทอปสสาวะ ชองคลอด เปนตน เพื่อ
ยับยัง้ไมใหจลุชพี หรือส่ิงแปลกปลอมผานเขารางกายทางเยื่อบุ  
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ภาพ 2-1   แสดงแบบจาํลองโครงสรางของแอนตบิอดี   
(ท่ีมา:  http://faculty.ircc.edu/) 

 
 

 1.   Cell-mediated Immune Response (CMIR)  เซลลท่ีทําหนาท่ีในการตอบสนองน้ี
คอื  T  lymphocyte กําเนดิมาจากไขกระดูกเชนเดียวกับ B lymphocyte โดยในตอนแรกจะเปน 
pre-T-cell จากนัน้จงึพัฒนาผานทาง thymus gland มาเปน T-cell ท่ีสมบูรณ นอกจากนี้การ
ตอบสนองอาจเกิดจากปฏิกิริยาของ mediators ท่ีปลอยออกมา (lymphokines) หรือรวมกับเซลล
อืน่ๆ เชน killer cell      (K cell), natural killer cell (NK cell) และ macrophage  
 
ภูมิคุมกันแบบไมเฉพาะเจาะจงท่ีมีโดยธรรมชาติ (innate immunity หรือ natural resistance)  
เปนภูมคิุมกันท่ีมมีาแตกําเนดิ (Iwanaga and Lee, 2005)  กลไกการปองกันแบงออกเปน 
1.1   ลักษณะปองกันทางกายวิภาค (anatomical barrier) เชน ผวิหนงั และเยือ่บุผวิ 
1.2   สารเคมีในรางกาย (chemical factor) เชน น้าํตา น้าํลาย สารคัดหลั่งจากเซลล  เยือ่บุ         
จมกูและน้าํยอย 
1.3 การสะกดกลืนกิน (phagocytosis) เซลลท่ีทําหนาท่ี ไดแก neutrophil, monocyte, 
macrophage  
1.4   ระบบคอมพลีเมนต (complement system) คือกลุมของโปรตีนในซีร่ัมมากกวา 35 ชนิด ท่ี
ในภาวะปกติจะอยูในรูป inactive form แตเมื่อถูกกระตุนจาก antigen-antibody complex หรือ 
immune complex จะทําใหเกิดการกระตุนเชื่อมโยงตอๆไป และผลผลิตท่ีเกิดขึ้นจับเปนคอม
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เพล็กซท่ีเมมเบรนและกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีกลับคืนไมไดของเมมเบรนท้ังหนาท่ีและ
รูปราง ทําใหเซลลเกิดการแตกสลาย (lysis) นอกจากนั้น biological products ท่ีเกิดขึ้นจะมีผลให
เกิดปฏิกิริยาตางๆ ตามมามากมาย เชน inflammation และ anaphylaxis ระบบนี้จึงเปนระบบท่ี
สําคัญในการปองกันรางกาย (Nonaka and Yoshizaki, 2004)  โดยระบบคอมพลีเมนตถือเปน
แกนหลักของการมีวิวัฒนาการมากอนระบบภูมิคุมกันแบบท่ีสรางแอนติบอดีพบในคร้ังแรกใน
ปลาท่ีมีขากรรไกร (Nari et al,  2005)   แตในสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูงระบบคอมพลีเมนตมี
บทบาทสําคัญตอการแสดงผลท้ังภูมิคุมกันแบบเจาะจงและภูมิคุมกันแบบท่ีมีแตโดยกําเนิด 
(Zarkadis et al., 2001)  

ไซโตทอกซิค (Cytotoxic)  คือ ภาวะเร่ิมเปนพิษตอเซลล ท่ีเกิดจากการไดรับ สารเคมี หรือ
เซลลถูกกระทําโดยการทํางานของระบบภูมิคุมกัน   สภาวะเปนพิษสามารถวัดได เปนปฏิกิริยาท่ี
ระบบภูมิคุมกันเขาไปทําลายเซลล เม่ือมีการทํางานของแอนติบอดี (Antibody) ตอแอนติเจน 
(Antigen) มีผลกระตุนการทํางานของระบบโปรตีนในเลือดท่ีเรียกวา Complement ทําใหเซลล
แปลกปลอมนั้นถูกทําลาย เรียกระบบภูมิคุมกันท่ีทําลายเซลลแปลกปลอมแบบนี้วา Antibody - 
Dependent  Cell - mediated Cytotoxicity (ADCC) โดยมีโปรตีนคอมพลีเมนต และแอนติบอดีเปน
สองปจจัยหลักในการทําลายเซลล 

 
 2.2.2   ระบบคอมพลีเมนต  (The complement system) 

Jules Bordet (1898) ไดคนพบแอนติบอดี โดยแสดงใหเห็นวา serum ท่ีเก็บใหม หรือ 
fresh serum ท่ีมแีอนตบิอดีตอแบคทีเรียอยู เมือ่ใสแบคทีเรียเขาไปท่ีอณุหภูมิ 37 OC พบวาเซลล
ของแบคทีเรียแตก (lysis) แตถานาํ serum ดังกลาวไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 56 OC หรือสูงกวา
นี ้ พบวาเหตกุารณดังกลาวจะไมเกิดขึ้น คอืไมเกิดการแตกของเซลลแบคทีเรีย โดยการสูญเสีย
ความสามารถในการทําใหเซลลแบคทีเรียแตก (loss of lytic capacity) นี้ ไมไดเกิดจากการท่ี
แอนติบอดีถูกทําลาย ท้ังนี้เพราะแอนตบิอดีจัดเปนโมเลกุลท่ีทนความรอน (heat stable) ดังนัน้ 
Bordet จึงสรุปวา ใน serum จะตองมีองคประกอบอีกอยางหนึ่งท่ีมคีุณสมบัติไมทนตอความรอน 
(heat labile component) หรือ คอมพลีเมนต (complements) ตอมาจึงใหชือ่องคประกอบนั้นวา 
“complement” 

ระบบคอมพลีเมนตเปนระบบการตอบสนองอยางแรก ท่ีเกิดขึ้นเมื่อรางกายไดรับส่ิง
แปลกปลอมเขามา  ซ่ึงทําหนาท่ีอยูในภูมิคุมกันท่ีมแีตกําเนิด  ระบบคอมพลีเมนตประกอบดวย
โปรตีนในพลาสมามากกวา 35 ชนิด ซ่ึงเรียกวา complement component ชวยแอนติบอดีในการ
ทําลายแบคทีเรีย และเชือ้โรค (Boshra and Sonyer, 2006) โดยท่ีโปรตนีเหลานีอ้ยูในกระแสเลอืด
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ในรูปของ inactive form ปฏิกิริยา complement เร่ิมจากโปรตนี C1 ถูกกระตุนดวยแอนติบอดีท่ี
จับกับแอนติเจนเปนแอนติเจนแอนตบิอดีคอมเพ็ลกซ (antigen-antibody complex)  แลวจึงมีการ
กระตุนโปรตนีในระบบอยางตอเนือ่ง จนทําใหเซลลเสียสมดุลของภายในเซลล ดวยการเกิดรูท่ี
ผิวเซลล เซลลจึงถูกทําลาย (lysis) 
 
 2.2.3   สวนประกอบของระบบคอมพลีเมนต (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   การกระตุนระบบคอมพลีเมนต (Complement Activation) 
 เกิดได 3 ทางใหญ คอื Classical pathway, Alternative pathway, The MBLectin pathway  
แบงเปน 3 phase  (Fujita, 2004) 

ก. Initiation phase  เร่ิมการทํางานแบบตอเนือ่ง 
ข. Amplification phase   เพือ่เพิม่จํานวน C3 ดวยวธิีท่ีตางกัน 
ค. Membrane attack phase   เหมอืนกันท้ัง 3 pathways 

 
 2.2.4.1   Classical pathway 
 ส่ิงท่ีสามารถกระตุนไดคอื  soluble Ag-Ab complex, Staphylococcus protein A, C-
reactive protein complexes,  myelin basic protein, DNA, endotoxin เปนตน  
 การกระตุนเสนทางนีด้วยแอนติบอดีนั้นพบวา มแีอนติบอดีเพยีง 2 ชนดิเทานัน้ท่ี
สามารถกระตุน classical pathway ไดคอื IgG (IgG1, IgG2, IgG3) และ IgM เทานัน้    เร่ิมจาก 
soluble Ag-Ab complex กระตุน C1q ใหมาตรึงตรง Fc ของ IgG หรือ IgM (โดย IgG 2 โมเลกุล
จับกับคอมพลีเมนต 1โมเลกุล สวน IgM 1โมเลกุลสามารถจับกับ คอมพลีเมนต 1โมเลกุลได) 
เกิดการเปลี่ยนแปลงไดเอนไซม C1r กระตุนC1s ได C1s(esterase)  C1s ยอย C4 ออกเปน C4a 
และC4b  สวนC4a นัน้ถกูปลอยออกมาอยูในกระแสโลหิต สวนC4b สวนใหญจะถูกยอยตอดวย
น้าํได iC4b ท่ีเหลอืจะจับตวับนผิวหอหุมของเซลลใกลเคยีงแบบcovalent คือไมสามารถเปลีย่น
กลับมาในรูปเดิมได  C2 รวมตวักับ C4b ถาC4b อยูใกลกับC1 จะยอย C2 เปน C2aและC2b ทํา
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ใหเกิด C4b2a ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปน C3 convertase ยอย C3ได C3a และ C3b (Boshra,  2006)  C3a 
มีคณุสมบัต ิ anaphylatoxin จะถูกปลอยออกสูกระแสโลหติ C3b สวนใหญจะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของน้าํเกิดเปน hydrolyzed C3b หรือ C3b รวมตวักับกลุมของ C4b2a ทําใหเกิด 
C4b2a3b ซ่ึงทําหนาท่ีเปน C5 convertase, C3b เปนตัวสําคญัท่ีเชือ่มโยงระหวางทางตรงและ
ทางออม 
 
 2.2.4.2   Alternative pathway 
 การกระตุนผานทาง Alternative เปนวิธีการที่มีวิวัฒนาการเกิดขึ้นมากอน Classical และ 
MBLectin เพราะองคประกอบของโปรตีนภายในกระบวนการนี้สามารถจับกับผิวของแบคทีเรีย
ไดโดยตรง  ไมตองอาศัยแอนติบอดีในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาคือสามารถถูกกระตุนให
เกิดปฏิกิริยาไดโดยสารหลายอยาง เชน bacterial cell wall (bacterial polysaccharide), 
lipopolysaccharides, virus, insulin, cobra venum factorและเซลลเม็ดเลอืดแดงของสัตวบางชนิด   
 การกระตุนจะเก่ียวของกับซีร่ัมโปรตีน 4 ชนิด คอื C3 factor B,  factor D and properdin  
การกระตุนเร่ิมจาก C3 ซ่ึงม ี thioester bond ท่ีไมคงตัวจะถูกสลายดวยน้าํ (spontaneous 
hydrolysis) ไดเปน C3a และ C3b C3b สามารถจับตวักับผวิของ foreign antigens (เชน bacterial 
cells  และ viral particles)    C3b ท่ีอยูบนผวิของ foreign cells จะรวมตวักับ factor B โดยตองม ี
Mg2+ อยูดวย     ตอมาจะถูกแยกตวัออกโดย factor D ไดเปน Ba และ Bb   factor B จะถกู
แบงแยกโดย factor D ไดตอเมือ่ factor B รวมตวักับ C3b แลวเทานั้น Ba  ไมมหีนาท่ีแนชัดและ
อยูในกระแสโลหิต  Bb ซ่ึงยงัจบัตวัอยูกับ C3b เกิดเปน C3bBb หรือ alternative pathway C3 
convertase กลุมของ C3bBb มีคณุสมบตัไิมคงตวั โดยปกติมชีวงคร่ึงชวีติประมาณ 5 นาที แตถา
ม ี properdin (P) มายึดอยูดวยเปน C3bBbP จะยืดเวลาเปน 30 นาที   ท้ัง C3bBbP และ C3bBb 
สามารถแยกสลายโมเลกุลของ C3 ตัวตอมาใหเปน C3a และ C3b ไดอีก   C3b อาจเขาสูวงจรทาง
สายออมอีกโดยการรวมตวักับ factor B แลวถกูกระตุนดวย factor D ทําใหเกิดการสรางเอนไซม 
convertase มากขึน้ (feedback amplification loop)  การท่ีม ี C3b มารวมกับ C3bBb กอใหเกิด 
(C3b) Bb ซ่ึงมีคณุสมบัติเปน alternative pathway C5 convertase  
 
 
 2.2.4.3   The MBLectin pathway  (Mannan Binding  Lectin  Pathway) 
 เปน pathway ท่ีเร่ิมสังเกตพบในป คศ.1982 โดยนักวิจยัชาวญ่ีปุนโดย Ihara และในป  
1990 มีการตพีิมพกลไกในการกระตุน complement ใน pathway นี ้
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 ส่ิงท่ีสามารถกระตุนไดคอื สารแปลกปลอมพวกคารโบไฮเดรทเชน ผิวของแบคทีเรียจะ
จับกับ MBL (mannan binding lectin)  หรือโปรตีน ficolin ท่ีประกอบดวย คอลลาเจนและไฟบริ
โนเจน (Fujita et al, 2004)   ซ่ึงทําหนาท่ีคลาย C1q  แตไมตองการ Ca2+  เหมอืนใน classic 
pathway และมีการกระตุนสารอีก 2 ชนดิซ่ึงเปน serine protease  คอื MASP-1และ MASP-2 
(MBL-associated plasma proteins)    เชน Salmonella, Listeria,  Neisseria strains, Cryptococcus 
neoformans และ Candida albicans  
 การกระตุนจะไมอาศยัแอนติบอดี   แตถกูกระตุนโดย MBL (mannose binding protein) 
จะรับรูและจับกับคารโบไฮเดรตหรือไกลโคโปรตนีบนผิวของเซลลเปาหมายอยางจาํเพาะ หลัง
การจับจะมีการกระตุน MBL-associated serine proteases (MASP) 2 ตวั คอื MASP-1 และ 
MASP-2 ได MBL/MASP complex, activated MASP-2 เปนตวัยอย C4 และเขา classical 
pathway ตรงตาํแหนง C4 สวน activated MASP-1 สามารถยอย C3 จึงกระตุน alternative 
pathway ไดโดยตรง 

การกระตุนท้ัง 3 pathway จะใหปฏิกิริยาชวงทายคลายกันคอืกอใหเกิดการสรางสาร
โมเลกุลใหญท่ีจะเขาทําลาย เซลลเมมเบรนเรียกวา macromolecular membrane attack complex 
(MAC) ทําใหเกิดการแตกสลาย (lysis) ของเซลล แบคทีเรียหรือไวรัสได เนื่องจากการกระตุนท้ัง
สามระบบของการทํางานจะได active C5 convertase ซ่ึงยอย C5 ได C5a และ C5b , C5a จะถกู
ปลอยออกสูกระแสโลหติ มีคณุสมบัต ิ anaphylatoxin ท่ีแรงท่ีสุด และยังมคีวามสามารถในการ
ดึงดูด neutrophils และ monocytes  สวน C5b จะจับกับผิวของเซลลเปาหมาย ถาม ีC6 อยูดวยจะ
เกิดการรวมตวักันเปน C5b6 ขึน้ ซ่ึงจะมคีวามคงตวั แลวตามดวย C7 ได C5b67 complex ซ่ึงจะ
เปลีย่นสถานะจาก hydrophilic เปน hydrophobic มวนตัวแทรกไปในชั้นของ lipid bilayer  ตอมา 
C8 เขามาจับเร่ิมเกิดรูเล็กๆขนาด 10oA จากนัน้ C9 ประมาณ 10-17 โมเลกุลมารายลอม การเกิดรู
จะใหญขึ้น (70-100oA) ของเหลวเร่ิมไหลเขาเซลลทําใหเซลลแตก (lysis) เพราะเสียสมดุล 
osmosis ของน้าํและ ion balanceของพวก Na และ K  ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาดังภาพ 2-2 

 การรวมตัวของ C5b678 อยางละ 1 โมเลกลุ กับ C9 หลายโมเลกุลเรียก Membrane-
Attack Complex  (MAC)  (Fujita, 2004) โดยท่ี alternative pathway และ lectin pathway เปน
กลไกการตอบสนอง (effector mechanism) ของ innate immunity ในขณะที ่ classical pathway 
จัดเปนกลไกการตอบสนองของ humoral immunity  และMAC  นี้ไมพบในไสเดือน  หนอน 
และแมลง (Nonaka and Yoshizaki, 2004) 
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ภาพ 2-2   แสดงภาพรวมการทํางานของระบบคอมพลีเมนตผานทาง  Classical pathway, 
Alternative pathway, MBLectin pathway  

 
 

Flexner  and  Noguchi (1902) ไดรายงานวาซีร่ัมของงูสามารถทําใหเกิดการแตกของเซลล
เม็ดเลือดแดงในสัตวเลือดอุนได  การทํางานนี้จะลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเปน 56 OC  นาน 6 นาที   แต
กระบวนการทําลายเซลลของส่ิงแปลกปลอมใหแตกนั้น ถูกจํากัดโดยจํานวนแอนติบอดีในซีร่ัมของ
สัตวเลือดอุน     สวนสัตวเล้ียงลูกดวยนมนั้นมีการปองกันส่ิงแปลกปลอมเขามาในรางกายดวย
ระบบภูมิคุมกัน โดยอาศัยการทํางานของแอนติบอดีและระบบคอมพลีเมนตท่ีทําหนาท่ีดวย
ศักยภาพที่สูง    Norcross  and  Poppensiek (1961)  ไดศึกษาการประยุกตใชระบบคอมพลีเมนตตอ
การทํางานเช้ือในโรคปากและเทาเปอย   โดยแอนติบอดีมาจาก โค สุกร หนูตะเภา และกระตาย ซ่ึง
เปนแอนติบอดีท่ีตอตานตอโรคปากและเทาเปอย  สวนแอนติเจนใชเซลลจากไตของโคท่ีติดเช้ือจาก
โรคน้ี  และใชแหลงคอมพลีเมนตจากซีร่ัมของมา ไดมีการหาอัตราเจือจางของแอนติบอดีตอ



  
 15 

แอนติเจนท่ีเหมาะสมในการเขาทําลายเซลลเปาหมายใหแตก จากผลการทดลองแอนติบอดีจาก หนู
ตะเภา กระตาย  สุกรและโค  แอนติบอดีของโคจะมี%การแตกสลายของเซลลท่ีมาก  

 
 
2.3 น้ําเชื้อโค (Semen) 
 ประกอบดวย ตัวสเปรม (spermatozoa)           คือเซลลสืบพันธุท่ีแบงตัวดวยกระบวนการ
ไมโอซิส  (miosis)  จากรางกายของสัตวเพศผูในวัยเจริญพันธุ และไมสามารถแบงยอยลงไปไดอีก 
ตัวสเปรมถูกสรางและหล่ังออกมาพรอมกับน้ําเล้ียงหรือ เซมินัล พลาสมา(Seminal plasma) ซ่ึงเปน
สารซ่ึงหล่ังจากตอมเพศผู (Accessory glands) ตอมเพศผู   โดยเปนแหลงอาหารสําหรับสเปรม   
สารนี้จะปนออกมากับตัวสเปรมในขณะท่ีพอพันธุหล่ังน้ําเช้ือ  ตัวสเปรมจะสามารถอยูไดประมาณ 
3 วันในรางกายของสัตวเพศเมียโดยไมสัมผัสอากาศหรือของเหลวอ่ืน 
 สวนหัว (head) เปนท่ีอยูของนิวเคลียสและเอนไซมท่ีใชยอยผนังหุมเซลลไข โครโมโซม
สืบพันธุจะบรรจุอยูในนิวเคลียส โดยสวนหนาของสวนหัวเปนสวนท่ีเรียกวาอะโครโซม 
(Acrosome)  ซ่ึงเปล่ียนมาจาก   กอลจิคอมเพล็กซ  มีหนาท่ีในการเจาะผนังของเซลลไข โดยบรรจุ
เอนไซมไฮโดรไลซิสไวหลายชนิด  เชน ไฮอาลูโรนิเดส อะโครซิน โปรทีเอส 
 สวนคอและลําตัว (neck)  ตอจากสวนหัว มีลักษณะเปนแทง ทําหนาท่ีใหพลังงานแกเซลล  
 สวนหาง (tial) แกนกลางพัฒนามาจากไมโครทูบูล ตอนบนมีกลุมไมโทคอนเดรียซ่ึงใช
เปนพลังงานในการเคล่ือนท่ีของสเปรม ตอนลางสามารถโบกพัดไดเพื่อวายไปหาเซลลไข  
 
 

 
 

ภาพ 2-3   แสดงลักษณะตัวสเปรมโค 
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2.4 เทคนิค Real Time PCR 
 Real time PCR ( Real time polymerase chain reaction ) เปนวิธีท่ีนําเอาเทคนิคการตรวจวัด
แสงฟลูออเรสเซนต มาผสมผสานกับเทคนิค PCR โดยการเพ่ิม probe ท่ีติดฉลากดวยสีฟลูออเรส
เซนตหรือ สารฟลูออเรสเซนตเขาไปในหลอดปฏิกิริยา PCR  โดย PCR product ท่ีเพิ่มข้ึนจะผกผัน
ตามความเขมของแสงฟลูออเรสเซนต ซ่ึงเคร่ือง real-time จะมีสวนของ detection unit วัดความเขม
ของแสง และ analysis software สําหรับคํานวณและวิเคราะหความเขมของแสงฟลูออเรสเซนต จาก
ทุกตัวอยางออกมาเปนรูปกราฟหรือตัวเลขท่ีแสดงคาความเขมของแสงในแตละรอบของปฏิกิริยา 
รวมท้ังแสดงคา cut-off ในกรณีของการอานผลแบบ qualitative dataในขณะท่ีกําลังเกิดข้ึนจริงๆ ทํา
ใหสามารถติดตาม PCR ในชวง exponential phase ไดอยางแมนยํา ซ่ึงนําไปสูการวัดปริมาณได 
โดยมีสมการของ PCR ดังนี้ 
    
 
 
 
โดย                      Xn  คือ ปริมาณ PCR product ท่ี cycle ท่ี  n 
              X0  คือ ปริมาณเร่ิมตนของ template  
                  E   คือ Amplification efficiency 
                   n   คือ cycle number 
 
ตรวจสอบโดย SYBR  Green I DYE 
           SYBR Green I Dye เปนสารเรืองแสงประเภท Fluorochrome ชนิดหนึ่ง ท่ีสามารถเขาจับกับ 
miner groove ของดีเอ็นเอสายคูได เม่ือสารนี้ถูกกระตุนดวยแสง UV จะมีการคายพลังงานออกมา
เปนแสงของ fluorescence จากภาพท่ี  4  แสดงใหเห็นวา ในชวงของการ denature เพื่อคลายสายดี
เอ็นเอจากสายคูใหกลายเปนสายเดี่ยวนั้น SYBR Green I จะยังไมสามารถเขาไปจับกับดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวได แตเม่ือเร่ิมมีการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม SYBR Green I จะเร่ิมแทรกตัวเขาไปในดีเอ็นเอ
สายคู และเรืองแสงเม่ือถูกกระตุนดวยแสง UV เม่ือรอบของ PCR กลับมาถึงชวงการ denature อีก
คร้ัง SYBR Green I ก็จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอทําใหการเรืองแสงลดลงอีกคร้ัง       ในกรณีท่ีมีดี
เอ็นเอหลายชนิดปนกันอยูในตัวอยาง เราสามารถแยกสัญญาณของ fluorescence ไดจากการ
เปรียบเทียบคา Tm (melting temperature เปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเขาคูกันของสายดีเอ็นเอที่

Xn = X0(1 + E)n 
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มีหมูเบสเปนคูสมกัน) เพราะ Tm เปนคุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็นเอสายคูแตละสาย ซ่ึงแปรผันตรง
กับเปอรเซนตของเบส G และ C ท่ีอยูในสายดีเอ็นเอ (% GC content) 

ขอดีหลักของ Real-time PCR  

• สามารถติดตามผลไดในขณะท่ีเกดิข้ึนจริง  

• ไมตองมีข้ันตอนหลัง PCR (ไดผลลัพธมากข้ึน ลดโอกาสการปนเปอน)  

• การทํางานแตละรอบมักจะเร็วกวาแบบธรรมดา  

• วัดไดมากข้ึนจนถึง 1010 เทา (wider dynamic range)  

• สามารถตรวจวัดความแตกตางไดถึงข้ันท่ีตางกันเพยีง 1 เทา  

• สามารถตรวจยืนยนั product ท่ีไดโดยการวเิคราะห melting point  

• มีความจําเพาะสูงท่ีสุด ไวท่ีสุดและ reproducible ท่ีสุด  

• สําหรับงานทาง RNA จะใชปริมาณต้ังตนของ RNA นอยกวาวิธีดั้งเดิมถึง 1000 เทา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ  2-4   การตรวจสอบโดย SYBR Green I Dye 

         (ท่ีมา: www.thaiscience.com/lab) 
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ภาพ 2-5     แสดงการประยกุตใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเน้ือ    
                  ในปฏิกิริยาไซโตทอกซิก  เพื่อใหทําลายสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายอยางจําเพาะเจาะจง 
 
 


