
 
บทท่ี 5 

วิจารณผลผลการทดลอง 
 

ข้ันตอนการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิเปนข้ันตอนท่ีสําคัญมาก  เนื่องจากในอาหารสําหรับ
เล้ียงเซลลประกอบดวยโปรตีนหลายชนิดคือ Globular protein,  Bovine serum albumin (BSA) 
รวมถึงโปรตีนท่ีเปนแอนติบอดีจําเพาะเจาะจงตอเพศผู  (Male Specific Antibody, MSA)  ซ่ึงผลิต
มาจากเซลลลูกผสม (Hybridoma)  ดังนั้นเม่ือตองการแยกเฉพาะโปรตีนท่ีเปนแอนติบอดี  isotype 
ชนิด IgG  จึงตองนําอาหารเล้ียงเซลล (supernatant) มาผาน column ทางการคา   เพื่อแยกโปรตีน
เพียงชนิดเดียวออกเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal  Antibody)  ในงานของ Yucel and 
Cirakoglu (1999)  ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮอรโมนโปรเจสเตอโรน   ไดใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต (NH4)2SO4 ชวยตกตะกอนโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลล เพื่อใหมีความเขมขนของโปรตีนใน
สารละลายกอนนํามาแยกโปรตีนท่ีตองการ    สารละลาย  Elute buffer มี  pH = 2.7 ซ่ึงมีสภาวะเปน
กรด (H+) จะเปนตัวจับแอนติบอดีดานปลาย Fc  ท่ีมีหมูของ COO-  โดยใชคุณสมบัติการมีประจุดึง
แอนติบอดีออกมาพรอมกัน (Edelman, 1972)     และในขณะท่ีหยดสารละลายเพื่อแยกเก็บตองหยด
สารละลายใหชาสมํ่าเสมอ (1 ml/min)  เพราะแอนติบอดีท่ีเกาะติดอยูใน column จะไมออกหมด
หากหยดสารละลายผานเ ร็วเกินไป   และเ ม่ือนําสารละลายไปวัดคาโปรตีนดวยเค ร่ือง 
Spectophotometer ท่ีคาการดูดกลืนแสง  280 nm  ควรใช cuvette แกว  เนื่องจากจะไดคาท่ีสูงกวาท่ี
เปนพลาสติกเพราะแกวมีความใสกวาคาท่ีวัดไดจึงใกลเคียงกับคาโปรตีนนั้นอยางแทจริง    

จากการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเพศผู  โดยวิธี 
Immunofluorescence microscopy โดยใชเม็ดเลือดขาวโคพันธุชาโลเลย (Peripheral white blood 
cells) พบวามีความแมนยําในการในการจําแนกเพศผูไดถึง 92.77 ± 0.69% และพบวาในเม็ดเลือด
ขาวของเพศเมียมีการตอบสนองตอความจําเพาะเพศผูอยู 2.12 ± 0.07 %  (p  < 0.05)   ท้ังนี้การที่
เซลลเม็ดเลือดขาวของเพศเมียตอบสนองตอแอนติบอดีอาจเนื่องจากในเพศเมียอาจมีรูปแบบ
โครโมโซมเปน XXY    โดยความแตกตางของการตอบสนองตอแอนติบอดีเนื่องมาจากแอนติเจนท่ี
เปนโปรตีนอยูบนผิวของเซลลเม็ดเลือดถูกกําหนดจากโครมโซมวาย ในขณะท่ีโครโมโซมเอ็กซไม
มีการแสดงออกของ Histocompatibility – Y  antigen  (Goodfellow  and Andrews ,1982; Stephen 
et al., 1974)  ซ่ึงจากการทดสอบสามารถยืนยันไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนมาไดมี
ความจําเพาะเจาะจงและใหความแมนยําในการตรวจวัดสูง  จากการตรวจวัดดวยวิธี 
Immunofluorescence microscopy   
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 การนําตัวอยางน้ําเช้ือแชแข็งออกมาละลายเพ่ือนํามาทดลองเปนวิธีการสําคัญตออัตราการมี
ชีวิตรอดของสเปรม  เพราะมีผลตอจํานวนประชากรในการเขาทดลอง  เม่ือนําหลอดนํ้าเช้ือแชแข็ง
ออกจากถังไนโตรเจนเหลวแลวตองนํามาอุนในนํ้าอุณหภูมิ  40 OC ทันที  เปนเวลา 10 วินาที  
อาหารสําหรับเล้ียงเช้ือท่ีบรรจุอยูในหลอดจะละลายทันที   ความเขมขนของสารละลายภายในเซลล
สเปรมมากกวาจึงทําใหเกิดการ osmosis ของน้ําเขาสูเซลล  ทําใหสเปรมฟนตัวและมีการ
เคล่ือนไหวอีกคร้ัง  โดยมีอัตราการรอดชีวิตประมาณ 40 %   แตหากนํามาอุนท่ีน้ําอุณหภูมิ  43 OC   
เปนเวลา 10 วินาที   เม่ือตรวจสอบคุณภาพการเคล่ือนไหวหมูจะอยูในระดับดีมากแตในระหวาง
การทดลองอัตราการมีชีวิตรอดลดลงเหลือเพียงประมาณ  10 %  และเม่ือเปรียบเทียบกับการนํามา
ละลายนํ้าท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 วินาที  พบวาอัตราการฟนตัวกลับมาเคล่ือนไหวอยูในระดับตํ่า
และในระหวางการทดลองอัตราการมีชีวิตรอดลดลงเหลือเพียงประมาณ  10 %  เชนกัน   ในงาน
ทดลองของ  สราวุธ   ฉายประสาท และคณะ (2549) ศึกษาอิทธิพลของการละลายนํ้าเช้ือดวยวิธีการ
ตางๆ ตอเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม  4  กลุมคือ ละลายนํ้าเช้ือดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 37 OC  
นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 1)  อุณหภูมิ 30 OC นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 2)  อุณหภูมิ 25 OC นาน 30 วินาที 
(กลุมท่ี 3) และการละลายโดยใชการสัมผัสกับมือ นาน 30 วินาที (กลุมท่ี 4)  พบวาวิธีการละลาย
น้ําเช้ือมีผลตอเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของตัวสเปรมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยนํ้าเช้ือกลุมท่ี 1, 
2, 3 และ 4 มีคา 51.04 ±12.33 %, 40.41±7.50 %, 39.79 ±10.26 % และ 10.00±8.20 % ตามลําดับ   
ในงานทดลองนี้ไดใชตัวอยางน้ําเช้ือของพอโค  3  ตัว  ท่ีรีดไดในคร้ังท่ี 2   เพื่อลดความแปรปรวน
ของคุณภาพน้ําเช้ือในแตละคร้ัง 
 เม่ือละลายน้ําเช้ือออกมาแลวทําการคัดเลือกตัวสเปรมท่ีแข็งแรงมาทดลอง   โดยทําการ 
swim up ซ่ึงใชหลักการปนเหวี่ยง   ความเร็ว 13,000 rpm   3 วินาที   เพื่อใหสเปรมตกตะกอน
ดานลางหลอดจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  37 OC  เปนเวลา 45  นาที   เพื่อคัดเลือกใหสเปรมท่ี
แข็งแรงวายข้ึนมาดานบน  แลวจึงเก็บสวนใสดานบนมาทดลองตอ   ไดเปรียบเทียบการปนเหวี่ยง
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 900  rpm  2 นาที   เนื่องจากท่ีความเร็วตํ่าๆ จะไมทําใหเกิดความเสียหายตอ
ตัวสเปรม แตเม่ือบมเพื่อรอใหสเปรม swim up แลวพบวาสวนใสดานบนมีสเปรมตัวตายปนอยูเปน
จํานวนมากจึงไมสามารถนําไปทดลองได  เนื่องจากสเปรมท่ีทดลองตองเปนตัวท่ีมีชีวิตเทานั้น  
เพื่อท่ีจะไดทราบวาสเปรมท่ีตายไปนั้นเกิดจากการทดลองอยางแทจริง 

อัตราเจือจางของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค คือ 1:50 
พบอัตราการมีชีวิตรอดของสเปรม  93.54 % เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (p > 0.05)  ในสวนของ
สเปรมท่ีตายไปนั้นคิดเปน 6.46 % เกิดจากการทํางานของคอมพลีเมนตเพียงอยางเดียวใน 
Alternative pathway โดยการตายของสเปรมในข้ันตอนนี้จะเร่ิมจากโปรตีน C3 ซ่ึงเปนหนึ่งใน
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โปรตีนท่ีทํางานในกระบวนการไซโตทอกซิคจะถูกไฮโดรไลซีส (hydrolysis)  แบงยอยออกเปน  
C3a และ C3bโดยท่ี C3a จะไปกระตุนใหโปรตีน C5 แบงยอยออกเปน C5a และ C5b   ซ่ึง C5b นี้
จะเขาทํางานในข้ันตอนสุดทายของการเกิด Membrane Attack Complex (MAC)  ซ่ึงเปนข้ันตอน
สุดทายท่ีเกิดข้ึนเชนเดียวกับการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคผาน Classical pathway   โดยปฏิกิริยาไซ
โตทอกซิคผานทางนี้จะเกิดข้ึนจากการทํางานรวมกันระหวางแอนติบอดี (antibody) และโปรตีน
คอมพลีเมนต (complement protein)  มีการจับกันในรูปแบบของ antigen-antibody complex  
(Fujita, 2004)   ซ่ึงเปนวิถีทางท่ีงานทดลองน้ีตองการในการทําลายสเปรมท่ีจําเพาะตอเพศผู    โดย
ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี   ดังนั้นการหาอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของคอมพลีเมนตจึงเปนเพียง
การตรวจสอบวาโปรตีนคอมพลีเมนตจากซีร่ัมหนูตะเภานั้นยังทํางานไดอยู    

ข้ันตอนคัดเพศหรือการทําลายสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายโดยการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  
จากอัตราสวนของคอมพลีเมนต 1:50  นําไปทดสอบรวมกับแอนติบอดี  1:100, 1:300, 1:500, 
1:1,000, 1:2,500, 1:5,000 และ 1:10,000 เพื่อยืนยันผลวา เม่ือสเปรมไดบมในแอนติบอดีรวมกับ
โปรตีนคอมพลีเมนตแลว อัตราการมีชีวิตรอดตองนอยท่ีสุดและเปนจุดท่ีเหมาะสมในการทําลาย
สเปรม (optimal) คือท่ีอัตราเจือจาง 1:1,000 และ1:2,500  ซ่ึงเปนสัดสวนท่ีทําใหสเปรมตายไป  
44.92 และ  45.28 %   ตามลําดับ  โดยถือวาเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคข้ึน แตในงานของ Bennett 
and Boyse (1973) ใชความเขมขนของคอมพลีเมนต 1 : 20  และเอชวายแอนติซีรัม 1 : 1  ไดสัดสวน
เพศผู 45.4 %   ในกลุมทดลองท่ีอัตราเจือจาง 1:100, 1:300  และ 1:500 พบวาสเปรมมีอัตราการรอด
ชีวิตสูง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  (p > 0.05)   สาเหตุมาจาก
การที่แอนติบอดีมีความเขมขนมากไปเปนผลใหเกิดการจับกันเองของแอนติบอดี (interaction) ทํา
ใหจํานวนของแอนติบอดีท่ีจะเขาไปจับกับเซลลเปาหมายหรือสเปรมลดลงและเม่ือเติมคอมพลี
เมนตตามลงไปจึงทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคตํ่า   เชนเดียวกับกลุมทดลองท่ีอัตราเจือ
จาง 1:5,000 และ 1:10,000  อัตราการรอดชีวิตของสเปรมสูงเชนกัน   เนื่องจากความเขมขนของ
แอนติบอดีเจือจางมากอยูแลว  ทําใหจํานวนของแอนติบอดีท่ีไปจับกับสเปรมมีนอยทําใหอัตราการ
ตายจากปฏิกิริยาไซโตทอกซิคเกิดข้ึนนอย   (Crowther, 2006)  โดยงานทดลองนี้เลือกใชแอนติบอดี
อัตราเจือจางท่ี 1:2,500  เนื่องจากท่ีอัตราเจือจางนี้ทําใหสเปรมมีอัตราการรอดชีวิตนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และเพื่อความประหยัดของการใชแอนติบอดี    
 การคัดเพศดวยดวยปฏิกิริยาไซโตทอกซิคจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเพศผูในน้ําเช้ือ
โคเน้ือ  ตรวจผลจากการเรืองแสงของสีฟลูออเรสเซนตดวย  Immunofluorescence microscopy โดย
ตัวอยางสเปรมนั้นบมดวยแอนติบอดี  1:500  นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม goat anti-mouse ติดฉลาก
ดวย FITC (secondary antibody)  บม 1 ช่ัวโมง   ในข้ันตอนนี้ใชหลักการทํางานของระบบ ELISA 
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ในการจับกันของแอนติบอดี  โดยพบวากลุมการทดลองท่ีใชแอนติบอดี 1:2,500 บมรวมกับคอมพลิ
เมนต 1:50 ในปฏิกิริยาไซโตทอกซิค   โดยเปนการทํางานรวมกันระหวางโปรตีนคอมพลีเมนตจาก
หนูตะเภาและแอนติบอดี ผานวิถีแบบ Classical pathway ทําใหสัดสวนเพศผูตอเพศเมียในกลุม
ควบคุมและกลุมทดลองเปน 63 : 37  และ 2 : 98 ตามลําดับ    เมื่อตรวจความแตกตางระหวางกลุม
คัดเพศและกลุมควบคุมดวยวิธี Real time PCR พบวามีจํานวนทอนของดีเอ็นเอ  (DNA) ท่ีจําเพาะ
เจาะจงตอเพศผู  โดยในกลุมคัดเพศ (1:2,500) ตองการจํานวนรอบในการผลิตทอน DNA ในยีน 
BOVM97  มากกวากลุมควบคุม 4 รอบ (31 รอบ และ 27 รอบ) ซ่ึงใกลเคียงกับงานทดลองของ  
วิวัฒน (2547) พบวาการเปล่ียนแปลงของสเปรมวาย (คา BOVM97) ท่ีปรากฎในรูปคา CT  ใน กลุม
แอนติบอดี 1:10  บมรวมกับคอมพลีเมนต 1:50  มีการลดลงมากกวาทุกกลุมควบคุม (26 รอบ  และ 
31 รอบ)  และมีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescence  

microscopy  สําหรับยีน β-actin คา CT   ในกลุมการทดลองและกลุมควบคุมมีคาใกลเคียงกัน 
 จากการถายภาพตัวอยางสเปรมดวยเคร่ือง  scanning electron microscope  (SEM)  ท้ังกลุม
ควบคุมและกลุมท่ีผานกระบวนการไซโตทอกซิคพบวามีความแตกตางอยางเห็นไดชัดเจน  
โดยเฉพาะการเกิดวิการท่ีผิวเซลล  คือในกลุมทดลองมีลักษณะเปนจุดสีขาวบนผิวบริเวณหัวของ
สเปรม ซ่ึงคาดวาจะเปนการทําใหเกิดแผลจากการมวนตัวของโปรตีนคอมพลีเมนตแทรกช้ันผิว
สเปรมทําใหเกิดรู  (MAC) ซ่ึงจะมองเห็นเปนจุดสีขาวกระจายท่ัวบริเวณหัวสเปรม  ในขณะท่ีกลุม
ควบคุมยังมีสภาพสมบูรณปกติ ผิวเรียบ ขอบสวนหัวเรียบคม  ซ่ึงการแสดงถายภาพออกมานี้เปน
การยืนยันเบ้ืองตนไดวาเกิดปฏิกิริยาไซโตทอกซิคข้ึนจริง 
 ในเชิงเศรษฐกิจการนําเทคนิคการคัดเพศโดยผานกระบวนการไซโตทอกซิคไปใชจริงใน
ภาคสนาม   และความคุมคาในการลงทุนสําหรับการเพ่ิมจํานวนลูกโคเพศเมียนั้น  เม่ือเปรียบเทียบ
กับวิธีของ flow  cytometry แลว มีราคาถูกกวากลาวคือ ราคาอุปกรณของ Flow cytometry ประมาณ 
2  ลานบาท     ราคาน้ําเช้ือแชแข็งคัดเพศโดยผานกระบวนการ flow  cytometry ราคาหลอดละ 
1,000 บาท   ซ่ึงเทคนิคนี้ใหความแมนยําในการคัดแยกสเปรมวาย   89  %   และสเปรมเอ็กซ  91 % 
ท่ีความเร็ว 14,000 cell / sec  (Johnson and Welch, 1999) แตขอจํากัดของเทคนิคนี้คือทําใหสเปรม
สูญเสียความสามารถในการเจาะไข (Oocytes) ระหวางข้ันตอนการคัดแยกประมาณ 8.8 %  (Seidel 
et al., 1999)   ไดสเปรมท่ีออนแอจากการยอมสีฟลูออเรสเซนต และถูกแสงเลเซอรยิงเพื่อตรวจนับ
จํานวนสเปรม 
 การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเพศผูมาทําน้ําเช้ือคัดเพศ  หากสามารถ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได 10 ml  และมีปริมาณแอนติบอดีมากกวา 1 – 2 mg / 50 ml   
สามารถนําไปเจือจางไดท่ีอัตรา  1:2,500  โดยจะไดท้ังหมด 25,000  หลอด ๆละ 1 ml   นําไปใช ใน
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กระบวนการผลิตน้ําเช้ือคัดเพศ  250 μl / dose   ดังนั้นจะสามารถผลิตน้ําเช้ือโคเนื้อแชแข็งคัดเพศ
ได 100,000  dose   โดยตนทุนในการผลิต (คาอุปกรณ  แรงงาน และ สารเคมี)  ท้ังหมดประมาณ  
4,000,000  บาท    ดังนั้นจะสามารถผลิตน้ําเช้ือคัดเพศไดในราคาตนทุนประมาณ 40  บาท / หลอด  
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. สามารถผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณความเขมขนประมาณ  1-2 mg/  ml 
2. ตรวจสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศผูมี
 ความแมนยํา  92.77 ± 0.69% 
3. ใชตัวอยางน้ําเช้ือพอโคชาโลเลย  3  ตัว  จากการรีดน้ําเช้ือคร้ังท่ี 2  โดยมีอัตราการรอดชีวิต
 ของสเปรมหลังทําน้ําเช้ือแชแข็ง 30 %, 40 % และ 30 %  ตามลําดับ 
4. อัตราเจือจางของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไซโตทอกซิค คือ 1:50  มี
 อัตราการรอดชีวิต 93.54 % 
5. อัตราการรอดชีวิตของสเปรมหลังจากผานปฏิกิริยาไซโตทอกซิค  คือ  45.28 % 
6. สัดสวนเพศผูตอเพศเมียในกลุมควบคุมและกลุมทดลองเปน 63 : 37  และ 2 : 98 ตามลําดับ 
7. ในกลุมคัดเพศ (1:2,500) ตองการจํานวนรอบในการผลิตทอน DNA  ในยีน BOVM97 
  มากกวากลุมควบคุม 4 รอบ 
        
 
 

ขอเสนอแนะ 
 

1. จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาระยะเวลาและสัดสวนของแอนติบอดีตอการทํางานของ 
 คอมพลีเมนต และตองมีสัดสวนท่ีเหมาะสมจึงจะใหผลของปฏิกิริยาไซโตทอกซิคสูงท่ีสุด  
2. อุณหภูมิท่ีตองคงท่ี 37 OC   ซ่ึงเปนชวงท่ีคอมพลีเมนตทํางานไดดีท่ีสุด  
3. ตองระวังเร่ืองแสง เนื่องจากสเปรมมีความไวในการถูกทําลายดวยแสง จะทําใหสเปรมตาย 
 และสงผลที่ผิดพลาดในการทดลอง 
4. เพื่อตรวจสอบความแมนยําการคัดเพศควรนําสเปรมท่ีผานการคัดเพศไปทดสอบตอดวย
 การผสมเทียมในหลอดทดลอง  (IVF) กอนนําไปใชจริงภาคสนาม 
5. การตกตะกอนโปรตีนจี ควรเก็บ fraction ท่ีมีคา O.D. ใกลเคียงกันไวเม่ือไดปริมาณท่ีมาก
 จึงนํามารวมกันและแบงใชเพื่อใหคาความเขมขนเทากัน 
 
 


