
 
บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 
 

2.1 วิธีการคัดเลือกเพศในการผลิตโค 
2.1.1 Flow Cytometry 

มีการคัดเลือกสเปรมตามชนิดของโครโมโซมและประสบผลสําเร็จจํานวนมาก แตมีเพียง
วิธีเดียวท่ีทําการคัดแยกสเปรมตามดีเอ็นเอท่ีอยูภายในสเปรม ซ่ึงสามารถวิเคราะหดีเอ็นเอท่ีอยู
ภายในสเปรมไดอยางแมนยําโดยอาศัยเคร่ือง Flow Cytometry เนื่องจากสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซ
และสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายมีองคประกอบของดีเอ็นเอแตกตางกัน โดยสเปรมท่ีมีโครโมโซม
เอ็กซจะมีดีเอ็นเอมากกวาสเปรมท่ีมีโครโซมวาย เม่ือทําการยอมสเปรมดวยสีเรืองแสงท่ีจับกับดีเอ็น
เอได สเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซจะเรืองแสงสวางกวาสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายทําใหเคร่ือง Flow 
Cytometry สามารถแยกสเปรมท้ังสองชนิดออกจากกันได (Hendriksen et al., 1993) วิธีนี้เปนวิธีท่ี
คอนขางจํากัดจํานวนเซลล โดยทําไดเพียง 2 ลานเซลล/1 ช่ัวโมง และนอกจากนี้เคร่ืองมือยังมีราคา
แพง  

การศึกษาการคัดสเปรมดวยเคร่ือง Flow Cytometry มีอยางแพรหลายและมีการพัฒนา
จนถึงปจจุบัน เชน การศึกษาของ Hendriksen et al. (1993) ซ่ึงศึกษาการจับของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเอชวายเพื่อแยกสเปรมสุกรและโคตามโครโมโซมเอ็กซและโครโมโซมวาย โดยใช
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย 7 ชนิด คือ anti-H-Y MCAs 5XI, 4 VII, 5 X, 15 XXI, 21 V, 
13 XVIII และ 12-49 นําสเปรมมาแยกชนิดตามโครโมโซมดวยเคร่ือง Flow Cytometric-sorting ดู
การจับของโปรตีนบนสเปรม หลังจากนั้นดูเปอรเซ็นตเซลลตายโดยการยอมสี พบวาการจับของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายในสเปรมท่ีไมไดผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting มี 2 แบบ
คือ มีการเรืองแสงนอย พบบริเวณสวนหัวของสเปรม กับมีการเรืองแสงมาก พบบริเวณสวน 
postacrosomal  จากการตรวจดวย Immunofluorescence assay รวมกับการตายของสเปรม พบวาเม่ือ
ยิ่งมีการจับท่ีสวน postacrosomal มากแสดงวาเปนสเปรมท่ีตายแลว ไมสามารถบอกไดวาสัมพันธ
กับการมีหรือไมมีโครโมโซมวาย สวนการจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวายในสเปรมท่ี
ผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting พบวาไมมีความแตกตางกันของเปอรเซ็นตในการจับกับเซลล
ระหวางสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายและสเปรมที่มีโครโมโซมเอ็กซ ซ่ึงเนื่องมาจากความบริสุทธของ
โครโมโซมวายท่ีผานเคร่ือง Flow Cytometric-sorting มีความบริสุทธ์ินอยกวาโครโมโซมเอ็กซ  
ตอมามีการพัฒนาเทคนิคเพิ่มข้ึน เพื่อใหไดผลท่ีถูกตองและแมนยํามากข้ึน 
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2.1.2 Cytotoxicity 
การทํางานของระบบคอมพลีเมนต (Complement pathway) โดยเฉพาะ Classical pathway 

ท่ีตองมีแอนติบอดีรวมดวยในการทํางาน เปนการทํางานท่ีมีการทําลายเซลล (Cytotoxicity) อยาง
จําเพาะเจาะจง จึงไดมีการนํามาประยุกตใชในระบบการผลิตสัตวเพื่อชวยตรวจเพศหรือเพิม่สัดสวน
เพศของลูกท่ีตองการ 

Cytotoxicity คือ ภาวะเร่ิมเปนพิษตอเซลล ตัวอยางของสารท่ีทําใหเกิดพิษ คือ สารเคมี 
หรือเซลลของระบบภูมิคุมกัน ภาวะการณเปนพิษสามารถวัดไดดวย MTT assay คือการใช 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide (MTT) ในการตรวจวัดการเพิ่มจํานวน
ของเซลล 

Cytotoxicity ท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันคือ Antibody-dependent Cell-mediated 
cytotoxicity (ADCC) ซ่ึงอธิบายถึงความสามารถในการทําลายเซลลของเม็ดเลือดขาว Lymphocyte 
ซ่ึงตองมีแอนติบอดีไปจับกับเซลลเปาหมายจึงจะทําลาย หรือตองมีคอมพลีเมนตเปนตัวทํางาน 
Complement-dependent cytotoxicity (CDC) ซ่ึงผานระบบคอมพลีเมนต 

ระบบคอมพลีเมนตเปนข้ันตอนทางชีววิทยาของระบบภูมิคุมกันซ่ึงชวยในการกําจัดเช้ือ
โรคออกจากรางกาย ไดจากพลาสมาโปรตีนจํานวนมากทํางานรวมกันในการกระทําตอพลาสมา   
เมมเบรนของเซลลเปาหมาย ทําใหเกิดการสลายของเซลล มีโปรตีนท่ีละลายไดมากกวา 35 ชนิด 
โดย 12 ชนิดจะเกี่ยวของโดยตรงกับระบบคอมพลีเมนตอีก 5 % อยูในสวนโกลบูลินในซีรัม โดย
โปรตีนจะหมุนเวียนในรูป Zymogen ซ่ึงจะไมทํางานจนกวาจะถูกยอยบางสวนของโครงสราง
ออกไป โปรตีนหลัก ๆ ถูกสรางท่ีตับ อยางไรก็ตามยังมีโปรตีนจํานวนมากท่ีผลิตจากเม็ดเลือดขาว 
Monocyte, เม็ดเลือดขาว Macrophage, เยื่อบุระบบทางเดินอาหารและระบบขับถาย การทํางานของ
ระบบคอมพลีเมนตมีผลตอระบบภูมิคุมกันแตกําเนิดและภูมิคุมกันท่ีสรางเอง การทํางานจะทําให
เกิดการสลายของเซลล (Lysis), การหล่ังของสารเคมีทําใหมีการเคล่ือนท่ีของเซลลท่ีทําหนาท่ี
ทําลายแอนติเจนมายังบริเวณดังกลาวทําใหเกิดการอักเสบ (Chemotaxis), กระบวนการทําลาย
แอนติเจน (Opsonization) ท่ีถูกหุมดวยแอนติบอดีและ/หรือองคประกอบของคอมพลีเมนตโดย
เซลล (Phagocytic cell) ท่ีทําหนาท่ีกิน (Ingest) แอนติเจน เชน Macrophage และการอักเสบ  
(Anaphylaxis) ท่ีทําใหเสนเลือดขยายตัวและกลามเน้ือเรียบมีการบีบตัว ในขณะเดียวกันจะเปนตัว
บงวาเช้ือโรคถูกทําลายดวย Phagocytic cell ซ่ึงจะลอมรอบแอนติเจนแลวทําการกินแอนติเจน 
(Phagocytosis)  

 
 



  
 
 

6 

ระบบคอมพลีเมนต มี 3 วิถีทาง คือ Alternative, Lectin และ Classical (Austyn and Wood, 
1993) 

Classical pathway เปนระบบคอมพลีเมนตหลักท่ีจะถูกกระตุนในการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกัน ตัวท่ีทําการกระตุนระบบ Classical pathway ไดแกแอนติบอดีชนิด IgG หรือ IgM โดย
ระบบจะทํางานเม่ือมีการจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน กระตุนใหมีการจับกันระหวาง
สวน Fc ของ IgG หรือ IgM กับ C1q ซ่ึงเปนองคประกอบโปรตีนคอมพลีเมนตตัวแรก โดยตองมี
บริเวณ Fc ใหจับอยางนอย 2 สวน สําหรับ IgG ตองมีโมเลกุลของแอนติบอดี 100 - 1,000 โมเลกุล
จึงจะมี Fc 2 สวนท่ีใกลกันพอท่ีจะใหมีการจับของ C1q ได C1 เปนโมเลกุลที่ประกอบไปดวย C1q, 
C1r และ C1s ดวยตัวของ C1q เองเปนโมเลกุลซ่ึงประกอบไปดวย 6 unit (Hexameric molecule) มี
สวนท่ีเปน Stalks และ Knobs ในสวน Knobs ของ C1q จะเปนสวนท่ีมีการจับกับแอนติบอดีเกิด 
Antigen-antibody complex สวนโมเลกุล C1r และ C1s จะจับกันมีลักษณะเปนเลขแปดซ่ึงจะไปจับ
อยูบน knobs ของ C1q ทําใหเปนโมเลกุล C1 ท่ีสมบูรณ หลังจากนั้น C1r และ C1s จะมีการทํางาน 
โดย C1s จะไปทําการแยก (Cleave) โปรตีนคอมพลีเมนต C4 และ C2 ตอไปสามารถแยก C4 ได 
C4b และ C4a โมเลกุล C4b ท่ีมีขนาดใหญจะจับกับเมมเบรนของเซลลเปาหมายซ่ึงไดแกพื้นผิวของ
เช้ือโรค เชน แบคทีเรีย รา หรือไวรัส ในขณะท่ี C4a ท่ีมีขนาดเล็กจะไมมีสวนเกี่ยวของ หลังจากนั้น 
C4b จะไปจับกับโปรตีนคอมพลีเมนต C2 แยกได C2a และ C2b ดวย C1s โดย C2b ซ่ึงมีขนาดเล็ก
จะไมมีสวนเกี่ยวของ สวน C2a จะไปจับกับ C4b ทําหนาท่ีเปนเอนไซม เรียกวา Classical C3 
convertase (C4b2a) เนื่องจากไปทําใหโปรตีนคอมพลีเมนต C3 ทํางาน C3 convertase จะแยก C3 
เปน C3a และ C3b ซ่ึง C3 convertase สามารถแยกโมเลกุลของ C3 ไดหลายโมเลกุล ทําใหเกิด
ช้ินสวน C3a และ C3b โดย C3a จะไมมีสวนเกี่ยวของในระบบแตจะไปกระตุนใหมีการตอบสนอง
การอักเสบ ในขณะท่ี C3b จับกับ C4b2a สราง Classical C5 convertase (C4b2a3b) เอนไซม C5 
convertase จะทํางานคลายกับ C3 convertase ซ่ึงแยกโมเลกุล C5 ได ทําใหเกิด C5a และ C5b ซ่ึง 
C5a จะไมมีสวนเกี่ยวของแตทําใหมีการอักเสบเกิดข้ึน ในขณะท่ี C5b จับกับพื้นผิวของแอนติเจน 
ซ่ึงทําใหมีการเร่ิมกลไกในการสราง Membrane attack complex หรือ MAC (C5b-C9) ตอไป โดย
จะไปจับกับ C6 C7 C8 ซ่ึง C5b-C8 จะทําหนาท่ีเหมือน Receptor สําหรับ C9 ผลจาก C5b-C8 กับ 
C9 หลายๆ ตัว จะเรียกวา MAC ทําใหเกิดการยอยสลายของเซลลแปลกปลอมโดยทําใหเกิดรูข้ึนท่ี
บริเวณเมมเบรนทําใหเซลลแตกสลายได 
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ภาพ 2-1 แสดงรูปทรงของโปรตีนคอมพลีเมนต C1 
 (ท่ีมา http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects1999/ies/how.html) 

 

Alternative pathway ไมตองการแอนติบอดีสําหรับกระตุนการทํางาน แอนติเจนจํานวน
มาก ยกตัวอยางเชน Bacterial lipopolysaccharide สวนประกอบของไวรัสและเชื้อโรคอ่ืนๆ 
สามารถกระตุน Alternative pathway ระบบ Alternative มีการเกิดข้ึนกอนระบบ Classical ซ่ึงตอง
อาศัยโมเลกุลของแอนติบอดีในการทํางาน ระบบ Alternative มีการผลิต C3 และ C5 convertase 
เชนเดียวกับระบบ Classical ซ่ึงทําใหมีการผลิต C5b ตอไปทําใหมีการสะสมของ MAC แตภายใน
กระบวนการที่เกิดข้ึนจะใชโมเลกุลท่ีแตกตางกัน สวนประกอบของคอมพลีเมนต C3 สามารถแยก
ไดโดยธรรมชาติ ทําใหมีช้ินสวน C3a และ C3b ลองลอยอยูในซีรัม สวนประกอบของ C3b 
สามารถจับกับพื้นผิวไดหลายชนิด ท้ังสารแปลกปลอมและสารท่ีคลายคลึงกับ Host สาร Sialic acid 
ที่พบบนผิวเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมสวนใหญทําให C3b ไมทํางาน พวกจุลินทรียซ่ึงสวนใหญ
ไมมี Sialic acid จะเปนบริเวณท่ีมีการสะสมของ C3b ช้ินสวนของ C3b สามารถจับกับพี้นผิวของ
เช้ือโรคโดยการจับกับแฟคเตอรบี (BF) ซ่ึงแยกดวยแฟคเตอรดี (DF) ได Ba และ Bb ช้ินสวน Ba จะ
ไมมีสวนเกี่ยวของในกระบวนการ ในขณะท่ีช้ินสวน Bb จะจับกับ C3b ไดเอนไซม Alternative C3 
convertase (C3bBb) ซ่ึงไมคอยสเถียร เพื่อใหมีประสิทธิภาพในการแยกโมเลกุล C3 เอนไซม 
Alternative C3 convertase จึงตองการการทําใหสเถียรดวยสารอื่น เชน Properdin ซ่ึงจะจับกับ
โมเลกุล C3bBb ทําใหยืดอายุในการทํางานออกไป Alternative C3 convertase จะทําหนาท่ีคลายกับ 
Classical C3 convertase โดยแยกโมเลกุล C3 หลายรอยโมเลกุลเปน C3a และ C3b โมเลกุล C3b ท่ี
เหลืออยูจะไปทําใหเกิดสรางเอนไซม Alternative C5 convertase (C3bBb3b) ท่ีแยกโมเลกุล C5 ให
เปน C5a และ C5b โมเลกุล C5b ท่ีเหลืออยูจะจับกับพื้นผิวและจับกับ C6-C9 เพื่อทําการสราง MAC 
ตอไป 

Lectin pathway ตองอาศัยปฏิกิริยาระหวาง Lectin เชน Mannose-binding lectin (MBL) 
และ Ficolin กับน้ําตาลบนพื้นผิวของเช้ือโรค เม่ือมีการจับกันระหวาง Lectin กับน้ําตาลบนพ้ืนผิว
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ของเช้ือโรค เอนไซม MBL-associated serine protease (MASPs) จะถูกกระตุน โดยเอนไซมนี้มี
โครงสรางคลายคลึงกับ C1r และ C1s ทําใหมีการทํางานตอไปคลายคลึงกับ Classical pathway    

ตัวรับคอมพลีเมนต (Complement receptor) 
ตัวรับคอมพลีเมนตจับกับ C3 ประกอบไปดวย 
CR1 พบบน Monocyte และ Macrophages  
CR2 พบบน B cells  
CR3 พบบน Monocyte และ Macrophages  
 
 

 
 

ภาพ 2-2 แสดงระบบคอมพลีเมนต (Complement pathway) 
(ท่ีมา : http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/h_compPathway) 

  
เนื่องจาก Classical pathway เปนการทํางานท่ีมีการทําลายเซลลอยางจําเพาะเจาะจงซ่ึงตอง

มีแอนติบอดีรวมดวยในการทํางาน จึงไดมีการนํามาประยุกตใชในระบบการผลิตสัตวเพื่อชวยตรวจ
เพศหรือเพิ่มสัดสวนเพศของลูกท่ีตองการซ่ึงมีการศึกษาในสัตวหลายชนิด การศึกษาในชวงแรก
เปนการศึกษาในหนูเปนสวนใหญ เชนงานของ Goldberg et al . (1971) ศึกษาเอชวายแอนติเจนบน
ผิวของสเปรม โดยการปลูกถายเน้ือเยื่อผิวหนังของหนูเพศผูใหกับหนูเพศเมียแลวนําไปศึกษาตอ
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ดวยปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล โดยนําน้ําเช้ือบมรวมกับเอชวายแอนติซีรัมและคอมพลีเมนต
ของกระตาย  พบวาสเปรมถูกทําลายดวยเอชวายซีรัม  54 %  เชนเดียวกับการศึกษาของ           
Wachtel et al. (1974) แตนําสเปรมของหนูมาทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลดวยเอชวาย
แอนติบอดีและคอมพลีเมนตจากมา พบวากลุมสเปรมท่ีบมในเอชวายแอนติบอดีรวมกับ             
คอมพลีเมนตมีการตายของสเปรมมากกวากลุมสเปรมท่ีบมในเอชวายแอนติบอดีซ่ึงลดการทํางาน
ของแอนติบอดีดวยแอนติเจนจากเพศผูรวมกับคอมพลีเมนต 31. 43 % และ Andonian et al. (2001) 
ตรวจเพศตัวออนหนู โดยการนําเซลลมามและเซลลอัณฑะของหนูเพศผูมากระตุนหนูเพศเมีย โดย
ทําการฉีดเขาชองทองแลวจึงทําการตรวจแอนติบอดีในซีรัมดวยวิธี Doublegel diffusion, Counter 
Immunoelectrophoresis, Plain electrophoresis, Immunofluorescence และ Cytotoxicity test พบวา 
2 วิธีแรกไมแสดงผลวาเกิดเอชวายแอนติบอดีในซีรัมของหนูเพศเมีย ในขณะท่ี 3 วิธีหลังตรวจพบ
เอชวายแอนติบอดีในซีรัมของหนูเพศเมีย โดยวิธี Electrophoresis จะตรวจพบแกมมาโกลบูลิน
เพิ่มข้ึนในซีรัมของหนูท่ีทําการฉีดเซลลมามและเซลลอัณฑะ วิธี Immunofluorescence จะวิเคราะห
ดวย Indirect immunofluorescence โดยใช Fluorescein isothiocyanate (FITC) เช่ือมกับอิมมูโน         
โกลบูลินหนู พบเอชวายแอนติเจนบริเวณท่ีมีเซลลมามและเซลลอัณฑะ และ Cytotoxicity test ซ่ึง
เปนวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด พบการแตกตัวของเซลลซ่ึงสัมพันธกับความเขมขนของเอชวายแอนติบอดี 
ตอมามีการศึกษาพัฒนาเพิ่มข้ึนโดยดูสัดสวนเพศที่เปล่ียนแปลงไปจากธรรมชาติเชน Bennett et al. 
(1973) ท่ีศึกษาอัตราสวนเพศของลูกหนูท่ีผสมเทียมดวยสเปรมท่ีไดรับเอชวายแอนติซีรัม โดย
เตรียมเอชวายแอนติซีรัมจากการฉีดหนูเพศเมียพันธุ C57B1/6 (B6) ทําการเก็บตัวอยางเลือดหลัง
การกระตุนของแตละตัวมาทําการตรวจสอบ Cytotoxicity activity ตอสเปรม ใชเฉพาะซีรัมท่ีเจือ
จาง 1/8 ซ่ึงทําใหเกิดการตายของสเปรมมากกวากลุมควบคุม 20-30 % โดยใช Horse complement 
นําหนูเพศเมียไปผสมเทียมกับสเปรมจากหนูเพศผูพันธุ (B6xA)F1 ท่ีผสมกับแอนติซีรัมและคอม
พลีเมนต พบวาครอกควบคุมท่ี 1 สุมใหเพศเมียผสมพันธุกับเพศผูใหอัตราสวนเพศของลูกปกติ 
ครอกควบคุมท่ี 2 ผสมเทียมระหวางเพศเมียกับเพศผูท่ีสเปรมไดรับแอนติ H-2a หรือแอนติ H-2b  ผล
คือกลุมของเพศเมียท่ีผสมเทียมดวยสเปรมท่ีไดรับแอนติเอชวายมีลูกเพศผู 45.5 % เทียบกับกลุม
ควบคุมท่ีใหผสมพันธุตามปกติกับกลุมควบคุมท่ีผสมเทียมมีลูกเพศผู 53.4 % (P < 0.003) 
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2.1.3 Histocompatibility-Y antigen (H-Y antigen) 
การศึกษาแอนติเจนท่ีจําเพาะตอเพศผู มีการศึกษาอยางแพรหลายในสัตวเศรษฐกิจ

โดยเฉพาะโค เนื่องมาจากเพศผูมีโครโมโซมเอ็กซวาย (XY) สวนเพศเมียมีโครโมโซมเอ็กซเอ็กซ  
(XX) ดังนั้นจึงมีการศึกษาโปรตีนท่ีผลิตจากเพศผู เพื่อชวยในการคัดเพศหรือตรวจเพศตัวออน 

เอชวายแอนติเจน (Histocompatibility-Y antigen) หรือแอนติเจนท่ีจําเพาะตอเพศผู เอชวาย
แอนติเจนมีบทบาทในการพัฒนาการทางเพศในสัตวท่ีมีกระดูกสันหลัง โดยเอชวายแอนติเจน
สามารถพบไดในเซลลเกือบทุกชนิดในเพศผูพบมากในผนังของเซลลสมอง เซลลอัณฑะรวมไปถึง
เซลลสเปรม เอชวายแอนติเจนพบท่ีผนังเซลลของตัวออนสัตวประเภทหนูตัวเล็ก (Mouse) หนูตัว
ใหญ (Rat) โคและแกะ (Hendriksen et al.,1993) ยีนท่ีทําใหเกิดเอชวายแอนติเจนตั้งอยูบน
โครโมโซมวาย หลักฐานสวนหนึ่งคือการศึกษาของ Robert et al. (1988) ท่ีศึกษา Sex reversed 
(Sxr) region ท่ีอยูบนโครโมโซมวายซ่ึงเกี่ยวของกับการผลิตเอชวายแอนติเจน โดยใชโพรบท่ี
จําเพาะตอ Sxr region มาตรวจดีเอ็นเอของหนูเพศผูและเพศเมียดวยเทคนิค Southern blot analysis 
พบวาในเพศผูจะเกิดแถบดีเอ็นเอสวนเพศเมียไมเกิดแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงเอชวายแอนติเจนพบเฉพาะเพศ
ผู แสดงวาบริเวณ Sxr region เปนสวนท่ีเกี่ยวของกับการผลิตเอชวายแอนติเจน 

มีการศึกษาเอชวายแอนติเจนมาอยางยาวนาน โดยเร่ิมการศึกษาจากหนูแลวพัฒนามาศึกษา
ในสัตวชนิดอ่ืน เชน โค  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในสัตวปกและสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา การศึกษาใน
ชวงแรกเกี่ยวของกับการอนุรักษและวิวัฒนาการของเอชวายแอนติเจน โดย Wachtel et al. (1975) 
ศึกษาการอนุรักษและวิวัฒนาการของเอชวายแอนติเจน โดยเตรียมเอชวายแอนติซีรัมในหนูตัวเล็ก
เพศเมียพันธุ C57BL/6 ดวยการกระตุนดวยเซลลมามของหนูเพศผูพันธุ C57BL/6 เชนเดียวกัน 
หลังจากนั้นแบงออกเปน 3 กลุม กลุมแรกดูดซับดวยเซลลเพศเมีย (Aliquot A) กลุมท่ีสองดูดซับ
ดวยเซลลเพศผู (Aliquot B) กลุมท่ีสามไมดูดซับ หลังจากนั้นดูความสามารถในการเปนพิษตอเซลล
ท่ีเหลืออยูตอสเปรมหนู (Cytotoxicity activity) ของ aliquot A หรือ B เปนตัวบงช้ีวาเอชวาย
แอนติบอดีจับกับเซลลเพศเมีย (A) หรือเซลลเพศผู (B) หลังจากนั้นนําเอชวายแอนติซีรัมแบงไปใช
เพื่อทําการทดสอบ Mixed haemadsorption-hybrid antibody (MHA.HA) โดยแบงออกเปน 3 กลุม
เหมือนกับ Cytotoxicity test เติม Rabbit hybrid antibody กับ specificity : anti-mouse Ig หรือ Anti-
sheep red blood cell (SRBC) นําสเปรมไปทําปฏิกิริยากับ SRBC  ในการวิเคราะหเชนนี้สเปรมจะ
ไดรับเอชวายแอนติบอดีและไฮบริดแอนติบอดีแลวจับกับ SRBC เพื่อสรางรูปราง Rosettes การดูด
ซับเอชวายแอนติบอดีจาก Aliquot A หรือ B ใน MHA.HA test บงช้ีดวยจํานวนท่ีลดลงของ 
Rosettes เทียบกับ จํานวนของ Rosettes ของ Aliquot C พบวาในลูกไกมีเอชวาย (เอชดับบลิว) 
แอนติเจนท่ีมีความคลายคลึงหรือมีปฏิกิริยาขามตอเอชวายของหนู และมีการแสดงออกในเพศเมีย 
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ความเปนพิษตอเซลลลดลงเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลลเพศเมีย และจํานวน Rosettes ลดลง
อยางมีนัยสําคัญเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลลเพศเมีย เนื่องจากนกและสัตวเลือดอุนมี
วิวัฒนาการมาจากสัตวเล้ือยคลานจึงคาดวาจะพบเอชวายแอนติเจนในสัตวเล้ือยคลาน จึงศึกษาเพิ่ม
ในพวกสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา คือ Rana pipiens และ Xenopus laevis พบวาเซลลจากสัตว 2 สปชีสมี
องคประกอบของผิวเซลลคลายคลึงหรือมีปฏิกิริยาขามตอเอชวายของหนู ซ่ึงแอนติเจนพบในเพศผู
และเพศเมียตามลําดับ สวนจํานวน rosettes ใน X. laevis ลดลงเม่ือนําแอนติซีรัมไปดูดซับดวยเซลล
เพศเมีย ผลคลายกับการศึกษา Koo and Goldberg (1978) ท่ีศึกษาการเกิด Rosettes เม่ือดูดซับดวย
เซลลมามหนูเพศผูและเซลลเนื่อเยื่อเกี่ยวพัน (Fibroblast) ของมนุษยเพศชายทําให Rosettes ลดลง 
แสดงวามีเอชวายแอนติเจนในหนูเพศผูและในมนุษยเพศชาย  เชนเดียวกับการศึกษาของ            
Booman et al. (1989) แตทําการตรวจการผลิตเอชวายแอนติบอดีดวยเทคนิค Enzyme immunoassay 
โดยใชแหลงแอนติเจนคือเซลลอัณฑะของหนู กระตาย และวัว  ซ่ึงผลพบวาสามารถตรวจพบ       
เอชวายแอนติเจนในสัตวท้ัง 3 ชนิด เปนหลักฐานยืนยันวาเอชวายแอนติเจนอยูบนผนังเซลลอัณฑะ
ของหนู กระตายและวัว  

หลังจากนั้นมีการนําความรูพื้นฐานดานเอชวายแอนติเจนไปใชประโยชนในการตรวจเพศ
ตัวออนในสัตว เชนการศึกษาในโค โดย Blecher et al. (1999) พบโปรตีนท่ีจําเพาะเจาะจงตอ
สเปรมของโค โดยทําการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศเมียในกระตาย ดวยการกระตุนกระตาย
เพศผูดวยเนื้อเยื่อของตัวออนโคเพศเมีย เม่ือนํามาทดสอบกับสเปรมโคพบวาสเปรมคร่ึงหนึ่งมีการ
จับกันเปนกอน สวนสเปรมที่ไมจับตัวกันนํามาผสมกับไขเล้ียงจนเปนตัวออนพบวาเปนเพศผูถึง   
92 % แสดงวาแอนติบอดีท่ีผลิตทําใหสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซจับกัน ดังนั้นตัวออนท่ีเกิดจาก
สเปรมท่ีไมจับตัวกันจึงเปนลูกโคเพศผู คลายคลึงกับการศึกษาของ Ramalho et al. (2004) ซ่ึงทํา
การตรวจเพศตัวออนหนูและโคโดยการหยุดการพัฒนาตัวออนดวยเอชวายแอนติซีรัม โดยเตรียม    
เอชวายแอนติซีรัมดวยการฉีดเซลลเม็ดเลือดขาวมามจากหนูเพศผูใหหนู Nagaze analbuminemia 
เพศเมีย นําตัวออนหนูและโคระยะมอรูลาระยะสุดทายมาเล้ียงรวมกับเอชวายแอนติซีรัม แลวทําการ
ตรวจเพศโดยดูจากการพัฒนาของตัวออนถาตัวออนพัฒนาเขาสูระยะบลาสโตซีสจะเปนตัวออน
เพศเมีย แตถาหยุดอยูท่ีระยะมอรูลาระยะสุดทายจะเปนตัวออนเพศผู พบวาในหนูเม่ือมีการวเิคราะห
โครโมโซม หนูซ่ึงไมเกิด Blastocoele 51.3 %  (สันนิษฐานวาเปนตัวผู) จะเปนตัวผู 83.3 % และตัว
เมีย 16.7 % สวนในหนูท่ีเกิด Blastocoele 48.7 % (สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) จะเปนตัวผู 15.8 % 
และตัวเมีย 84.2 % เม่ือวิเคราะหดวย PCR ในหนูซ่ึงไมเกิด Blastocoele 33.3 % (สันนิษฐานวาเปน
ตัวผู) พบวาจะเปนตัวผู 83.9 % และตัวเมีย 16.1 % สวนในหนูท่ีเกิด Blastocoele 66.7 % 
(สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) จะเปนตัวผู 19.4 % และตัวเมีย 80.6 % สวนในโคซ่ึงไมเกิด Blastocoele 
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46.7 %  (สันนิษฐานวาเปนตัวผู) และท่ีเกิด Blastocoele 53.3 % (สันนิษฐานวาเปนตัวเมีย) เม่ือนํา
ตัวออนถายฝากใหแมโค แลวทําการอัลตราซาวดจะเปนตัวผู 47.1 % และตัวเมีย 52.9 % ซ่ึงมีความ
ถูกตองอยางมาก  

นอกจากนี้ยังมีการนําไปใชประโยชนในการเพิ่มสัดสวนลูกเพศเมียในสัตวชนิดตาง ๆ 
Shelton and Goldberg (1984) ศึกษาการเพิ่มสัดสวนลูกหนูเพศเมียโดยอาศัยการแสดงออกของ      
เอชวายแอนติเจนในตัวออนของหนูระยะกอนฝงตัว เร่ิมจากเตรียมแอนติซีรัมตอเอชวายแอนติเจน
โดยใชหนูตัวเล็ก C57BL/6 เพศเมียท่ีกระตุนดวยเซลลมามเพศผู แลวนํามาเล้ียงเซลลระยะ 8 เซลล
ของหนู ตรวจสอบดวยวิธี Cytotoxicity assay พบวาเม่ือมีคอมพลีเมนตอยางเดียวตัวออนเพศผูจะ
รอดชีวิตมากกวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือมีเอชวายแอนติซีรัมรวมกับคอมพลีเมนต และการใชเอชวาย
แอนติซีรัมรวมกับคอมพลีเมนตทําใหมีลูกหนูเพศเมียถึง 82 % และ Gardon et al. (2004) ศึกษาใน
ตัวออนของโคที่ระยะพัฒนาตางๆ กัน โดยใชเอชวายแอนติซีรัมจากหนู โดยเตรียมเอชวายแอนติ
ซีรัมจากหนู Wistar เพศเมียโดยการฉีดเซลลมามหนูเพศผูเขาสูชองทอง นําตัวออนระยะ 4-8 เซลล 
ระยะนอยกวา 32 เซลลและระยะมากกวา 32 เซลลของโคมาเล้ียง พบวาการเล้ียงตัวออนของโคถัด
จากระยะ 8 เซลล ดวย   เอชวายแอนติซีรัมกับคอมพลีเมนตจะมีเปอรเซ็นตระหวางตัวออนเพศผูซ่ึง
ถูกยับยั้งการพัฒนากับตัวออนเพศผูท่ีเจริญตามปกติ คือ 81.9:22.6 กับ 81.7:24.0 ซ่ึงแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ  
 
2.1.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ในปจจุบันนอกจากจะมีการตรวจเพศตัวออนดวยวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาแลวยังนํา
เทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการตรวจเพศอีกดวย เนื่องมาจากการทํางานทางชีวโมเลกุลเปนวิธี
ท่ีใชเวลานอยกวาและมีความแมนยําสูงจึงนิยมนํามาใชในการตรวจเพศตัวออนควบคูไปกับงานทาง
ภูมิคุมกันวิทยา ทําใหมีความนาเช่ือถือสูงข้ึน มีการศึกษาเร่ืองยีนของสัตวเศรษฐกิจอยางแพรหลาย
โดยเฉพาะยีนท่ีจําเพาะตอเพศผู ยกตัวอยางเชน SRY gene, ZFY gene เปนตน หรือยีนท่ีจําเพาะตอ
เพศเมีย ยกตัวอยางเชน Proteolipid protein gene (PLP) ชวยใหสามารถตรวจเพศตัวออนเพศผูได 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) เปนเทคนิคทางชีวโมเลกุล
สําหรับการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ  เทคนิคนี้สามารถใชไดกระท่ังโมเลกุลของดีเอ็นเอจํานวนนอยเพื่อ
ทําการเพิ่มจํานวนหลายๆ คร้ัง ยิ่งมีดีเอ็นเอท่ีใชไดมากยิ่งงายตอการวิเคราะห มักใชท่ัวไปในการ
วิจัยทางการแพทยและชีววิทยา ยกตัวอยางเชนการตรวจโรคท่ีถายทอดทางพันธุกรรม การจําแนก 
genetic fingerprint การวินิจฉัยโรคติดเช้ือ การทดสอบการสืบวงศตระกูลและการคํานวณดีเอ็นเอ 
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กระบวนการ PCR โดยปกตจิะอยูท่ี 20-35 รอบ ในแตละรอบจะมี 3 ขั้นตอน 
 1.ข้ันตอนการ Denature ดีเอ็นเอสายคูจะถูกใหความรอนท่ี 94-96 องศาเซลเซียส เพื่อแยก
สายของดีเอ็นเอ โดยการทําการแยกพันธะไฮโดรเจนท่ีเช่ือมระหวางดีเอ็นเอ 2 สาย กอนการทํารอบ
แรก ดีเอ็นเอมักจะถูก Denatured เปนเวลานานเพ่ือใหแนใจวาดีเอ็นเอแมแบบและไพรเมอรไดแยก
จากกันอยางสมบูรณและเปนสายเด่ียวอยางเดียวเทานั้น เวลาท่ีใชคือ 1-2 นาที จนถึง 5 นาที ข้ันตอน
นี้ Taq polymerase จะถูกกระตุนการทํางานดวย 
 2.ข้ันตอนการ Anneal หลังจากแยกสายของดีเอ็นเอแลว อุณหภูมิจะลดลงทําใหไพรเมอร
สามารถจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวได อุณหภูมิของขั้นนี้ข้ึนกับไพรเมอรและโดยท่ัวไปจะตํ่ากวา Tm   
5 องศาเซลเซียส (45-60 องศาเซลเซียส) ใชเวลา 1-2 นาที 
 3.ข้ันตอนการ Extension ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสจะคัดลอกสายดีเอ็นเอ จะเร่ิมจาก Anneal   
ไพรเมอรและทํางานไปตามสายดีเอ็นเอ อุณหภูมิข้ันตอนนี้ข้ึนกับดีเอ็นเอโพลีเมอเรส เวลาข้ึนอยูกบั
ดีเอ็นเอโพลเมอเรสและความยาวของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีจะเพ่ิมจํานวน 1 นาทีตอ 1 กิโลเบสแพร 
ข้ันตอน Extension คร้ังสุดทายมักทําหลังจาก PCR รอบสุดทาย เพื่อใหแนใจวาดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ี
เหลือไดคัดลอกสมบูรณแลว ความตางจาก Extension รอบอ่ืนๆ คือเวลา โดยท่ัวไปคือ 10-15 นาที 
 
 

 
 

ภาพ 2-3 แสดงกระบวนการลูกโซโพลีเมอเรส 
(ท่ีมา  http://www.ocf.berkeley.edu/~edy/intro/ intro2.html) 
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เทคนิคนี้ใชในสถานการณตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับการวิเคราะหลําดับเบส (Sequence) ท่ี
ตองการ โดยอาศัยดีเอ็นเอโพรบ (Probe) ท่ีจําเพาะเจาะจง  และมีการพัฒนาเทคนิคการเพิ่มจํานวน  
ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ทําใหการตรวจเพศตัวออนหลายชนิดประสบผลสําเร็จ โดย
ใชไพรเมอร (Primer) ในการศึกษาแตกตางกันไป 

 การศึกษาในโคพบอยางแพรหลาย เชน Pomp et al. (1995) ท่ีทําการตรวจเพศของโคโดย
ใชตัวออน มีการนําเทคนิค PCR มาใชในการตรวจสอบเพศ ใช Primer ชนิด ZFY-ZFX รวมกับ 
SRY สําหรับการตรวจสอบ ซ่ึง SRY ประกอบดวย SRYA และ SRYB ในการเพ่ิมปริมาณของ              
ดีเอ็นเอจะใชเวลาท้ังหมด ประมาณ 101 นาที โดยมีรอบของ PCR ดังนี้ Initial denaturation ท่ี                
95 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 นาที Annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  และ Extension 
ท่ี 72 องศาเซลเซียส  ประมาณ 2 นาที ตอจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ         
1 นาที Annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส  
ประมาณ 1 นาที เปนจํานวน 29 รอบ และในรอบสุดทายทํา Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 9 นาที นําดีเอ็นเอมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel 3 % และยอมดวย 
Ethidium bromide หลังจากนั้นนําไปสองใตแสง UV ในโค ZFY-ZFX พบท้ังในเพศผูและเพศเมีย 
และพบ SRYB เฉพาะเพศผูเทานั้น แสดงวา SRYB มีความจําเพาะตอโครโมโซมวาย               
Bredbacka et al. (1995) ใช Primer DYZ ซ่ึงจะเปนวิธีการตรวจเพศของตัวออนโดยตรวจการเพ่ิม
จํานวนของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะของ Y โดยตรงจากหลอดทดลอง เม่ือนําไปสองภายใตแสง UV หลอด
ท่ีเกิดสีชมพูแสดงวามีโครโมโซมวาย เพื่อใหมีความสะดวกและรวดเร็วสามารถนําไปใชภายใน
ฟารมไดจริง ในการเพิ่มปริมาณจํานวนดีเอ็นเอ ใชเวลา 3 นาทีในการ Initial denaturation ท่ี                 
94 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 92 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 วินาที Annaeling 
ท่ี 50 องศาเซลเซียส ประมาณ 80 วินาที และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 วินาที 
เปนจํานวน 10 รอบ จากนั้นทํา Denaturation ท่ี 92 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 วินาที Annaeling ท่ี 
60 องศาเซลเซียส ประมาณ 40 วินาที และ Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส เพิ่ม 1วินาที/รอบ อีก           
40 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นําไปสองใตแสง UV 
ถาตัวอยางเปนเพศผูจะพบแถบสีชมพูของโครโมโซม Y ปรากฏข้ึนในหลอดทดลอง Chrenek et al. 
(2001) ใช Primer Sex   (Y-locus) มาใชตรวจสอบเพศ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial 
denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส ประมาณ 4 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 95 องศา
เซลเซียส 40 วินาที Annealing 53 องศาเซลเซียส 40 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 40 วินาที 
เปนจํานวน 35 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที นําดีเอ็นเอ
ท่ีไดมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel 2.5 % และยอม Ethidium bromide และนําไป
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สองใตแสง UV  จะพบแถบเฉพาะเพศผู พบวามีความแมนยําถึง 91 % ในการทดสอบเพศของตัว
ออน และพบวาจํานวนของตัวออนท่ีพัฒนาไปถึงระยะมอรูลาและบลาสโตซีสของตัวออนท่ีทําการ
ผาและไมผาไมแตกตางกัน แสดงวาการผาแบงตัวออนวิธีนี้ไมรบกวนการพัฒนาการของตัวออน
ตามปกติ Park et al. (2001) ใช Primer BOV97M จะใชตัวออนของโคระยะ 8-16 เซลล โดย
แบงกลุมออกเปน  1,  2,  4 และ  8 บลาสโตเมียร  (Blastomere)ในการเพิ่มปริมาณดี เ อ็นเอ 
Denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension ท่ี  
72 องศาเซลเซียส 30 วินาที เปนจํานวน 33 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 7 นาที นําดีเอ็นเอที่ไดมาทํา Gel electrophoresis โดยใช Agarose gel   4 % และยอม 
Ethidium bromide และนําไปสองใตแสง UV ถาพบแถบ 2 แถบบนเจลแสดงวาเปนตัวออนเพศผู 
พบวาประสิทธิภาพในการตรวจสอบเพศคือ 92.1, 94.3, 96.3 และ 100 % ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา
แมใชเซลลตัวออนเซลลเดียวก็สามารถใชตรวจสอบเพศไดแตจะมีความแมนยําท่ีนอยกวาการใชท่ี
จํานวน 8 Blastomere  Alves et al. (2003) ไดมีการออกแบบ primer R-IV สําหรับตรวจสอบเพศ
ของตัวออนโค โดยใชตัวออนระยะบลาสโตซีส ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial denaturation 
ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 45 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที เปนจํานวน          
35 รอบ และในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 7 นาที พบวาจะเกิดแถบใน
เพศผูและมีความแมนยํา 100 % ซ่ึงมีคุณคาในทางการคาเปนอยางมาก เนื่องจากสามารถตรวจเพศ
ของตัวออนโคไดท้ังโคยุโรป (Bos Taurus) และโคอินเดีย (Bos indicus) Kageyama et al. (2004) ใช 
primer S4 ท้ังหมด 3 ชุด ไดแก S4AF, S4AR S4CF, S4CR และ S4BF, S4BR ในการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ ทํา Denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 52 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที เปนจํานวน 45 รอบ โดยพบวาชุด S4BF, S4BR สามารถ
ใชแยกเพศผูและเพศเมียไดชัดเจนกวา เนื่องจากเกิดแถบ 2 แถบในเพศผู และเกิดแถบเดียวในเพศ
เมีย นอกจากนี้ S4AF, S4AR S4CF,S4CR ในเพศเมียจะไมเกิดแถบซ่ึงอาจทําใหเกิดความผิดพลาด
ได พบวาเม่ือใชชุด S4BF,S4BR มีความถูกตองในการตรวจเพศถึง 91.6 % และ Lemos et al. 
(2005) ใช Primer TSPY ท่ีจําเพาะกับยีน TSPY (Testis-specific protein ,Y –encoded) ซ่ึงจําเพาะ
กับยีนวาย  มาทําการตรวจเพศโค โดยนําเลือดโคมาทดสอบ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Initial 
denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นทํา Denaturation ท่ี 94 องศา
เซลเซียส 45 วินาที Annealing 64 องศาเซลเซียส 45 วินาที Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
เปนจํานวน 35 รอบและในรอบสุดทาย Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที นําดีเอ็น
เอท่ีไดมาทํา Gel electrophoresis ท่ี Agarose gel 2 % ยอมดวย Ethidium bromide ซ่ึง ในเพศเมียจะ
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ไมเกิดแถบ เกิดแถบเฉพาะเพศผู พบวามีความถูกตองในทุกตัวอยางของโคท่ีนํามาทดสอบ 
นอกจากนี้ยังสามารถใชสวนเนื้อเยื่อหรือ Blastomere มาทําการทดสอบได จึงเปนการทดลองคร้ัง
แรกท่ีแสดงวา TSPY มีประโยชนในการตรวจเพศของโคได และนาจะสามารถแยกเพศของตัวออน
โคได  

ตอมามีการพัฒนาใชเทคนิค Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) ซ่ึงมี
พื้นฐานคลายกับ PCR โดยทําการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมาย สามารถตรวจวัดและทราบปริมาณ
ของดีเอ็นเอเปาหมาย สามารถติดตามผลในขณะท่ีมีการเพิ่มจํานวนในแตละรอบ หลักการท่ัวไปท่ี
ใชในการตรวจวัดปริมาณมีอยู 2 วิธีคือการใชสียอมเรืองแสง (Fluorescent dye) ท่ีจะเขาไปแทรกตัว
อยูระหวางดีเอ็นเอเสนคู และการใชดีเอ็นเอโพรบซึ่งพัฒนาใหมีการเรืองแสง (Fluorescent probe) 
เมื่อจับกับดีเอ็นเอคูสม อุปกรณ Real-time ท่ีมีจําหนายในปจจุบันโดยพื้นฐานจะใชตรวจวัด
สัญญาณการเรืองแสง การเรืองแสงท่ีเพิ่มข้ึนเปนผลโดยตรงจากผลผลิตท่ีเพิ่มข้ึนระหวางการทํา 
PCR  

การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent dye (Dorak, 2006.) 
เม่ือสียอมจับกับดีเอ็นเอสายคูจะทําใหมีการเรืองแสง (Fluorescence) เนื่องจากสียอม (Dye) 

ข้ึน การเพิ่มของดีเอ็นเอเปาหมายระหวางทํา PCR สงผลใหมีการเพิ่มความเขมของสีและสามารถ
ตรวจวัดความเขมขนของดีเอ็นเอในแตละรอบ  ยกตัวอยางเชนการใช SYBR Green I Dye ซ่ึงเปน
สาร Fluorochrome ประเภทหนึ่งสามารถเขาจับกับ Minor groove ของดีเอ็นเอสายคูเม่ือถูกกระตุน 
(Excite) ดวยแสง UV จะมีการคายพลังงาน (Emission) ออกมาในรูปของแสง Fluorescence ชวง
คล่ืน (λ) ยาวข้ึน สามารถตรวจจับไดดวย Optical filter ท่ีติดต้ังอยูกับเคร่ือง Real-time 
thermocycler ท้ังนี้เราสามารถแยก Fluorescence signal ท่ีเกิดจาก Primer-dimer ออกจาก Specific 
amplified DNA ไดอยางงายดายดวยการเปรียบเทียบคา Tm, คา Tm เปนคุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็น
เอสายคูแตละสาย แปรผันโดยตรงกับ % GC content สามารถคํานวณไดจาก Fluorescence signal ท่ี
ลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิใหสูงข้ึนอยางตอเนื่อง, Unspecific products จะมีคา Tm ตํ่าเนื่องจากมีขนาด
ส้ัน (15-30 bp) ตางจาก Amplified DNA ซ่ึงจะมีขนาดยาวกวา ( > 100 bp) และมีคา Tm ท่ีสูงกวา 
SYBR Green I เปนท่ีนิยมมากเนื่องมาจาก มีราคาถูก งายตอการวิเคราะหโดยใชไพรเมอรเพียงคู
เดียว และสามารถใชวิธีการตรวจวัดแบบเดียวกันไดทุกการวิเคราะห 
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ภาพ 2-4 การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent dye 
(ท่ีมา http://www.virusrama.org/real_time_pcr/real_time_PCR.htm) 

 
การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent probe (Dorak, 2006.) 
การใช Fluorescent probe เปนวิธีท่ีมีความถูกตองท่ีสุดและนาเช่ือถือท่ีสุด แตมีราคาแพง 

เปนการใชดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงเพ่ือหาปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงทําใหมี
ความจําเพาะเจาะจงเพิ่มข้ึนและมีการหาปริมาณ ทําใหสามารถวิเคราะหไดหลายยีนในปฏิกิริยา
เดียวกันโดยใชโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงซ่ึงติดฉลากสีแตกตางกัน  ทําใหทุกยีนสามารถเพ่ิมจํานวนใน
ประสิทธิภาพท่ีใกลเคียงกัน โพรบจะมี Reporter (R) อยูท่ีปลายดานหนึ่งอีกดานหน่ึงจะมี Quencher 
(Q) เม่ือมีการแยกโพรบดวย 5’     3’ exonuclease จาก Taq polymerase จะทําใหมีการปลอยแสง 
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fluorescence ออกมาทําใหสามารถตรวจวัดไดดังแสดงในภาพ 2-5 การเพิ่มข้ึนของดีเอ็นเอเปาหมาย
ในแตละรอบของ PCR จะทําใหมีการเรืองแสงเพิ่มข้ึน เชน Taqman probe 

 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพ 2-5 การทํา Real-time PCR โดยใช Fluorescent probe 
(ที่มา http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Pierce/realtimepcr.htm) 

 
การวัดปริมาณการแสดงออกของยีนเม่ือทํา Real-time PCR 
ความเขมขนของดีเอ็นเอขณะเกิดปฏิกิริยาชวง Exponential phase สามารถตรวจวัดไดดวย

การสรางกราฟของการเรืองแสงเทียบกับจํานวนรอบ PCR บน Logarithmic scale ทําการวัด 
Threshold ของการเรืองแสงที่อยูเหนือ Background การเรืองแสงของตัวอยางในรอบท่ีมากกวา 
Threshold เรียกวา Cycle threshold (Ct) ปริมาณอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอสามารถหาไดโดยเทียบผล
กับ Standard curve ซ่ึงเกิดจากการทํา Serial dilution ซ่ึงทราบจํานวนของอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอ 
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เพื่อความถูกตองในการวัดการแสดงออกของยีน ควรวัดปริมาณของอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอดวย 
Housekeeping gene รวมกับยีนท่ีสนใจในตัวอยางเดียวกัน ขอดีของ Real-time PCR คือสามารถ
ติดตามผลไดในขณะท่ีเกิดข้ึนจริง, ไมตองมีข้ันตอนหลัง PCR ไดผลลัพธมากข้ึน ลดโอกาสการ
ปนเปอน, การทํางานแตละรอบมักจะเร็วกวาแบบธรรมดา, วัดไดมากข้ึนจนถึง 1010 เทา (Wider 
dynamic range), สามารถตรวจวัดความแตกตางไดถึงข้ันท่ีตางกันเพียง 1 เทา, สามารถตรวจยืนยัน 
product ท่ีไดโดยการวิเคราะห Melting point, มีความจําเพาะสูงท่ีสุด ไวท่ีสุด และเพิ่มจํานวนไดสูง
ท่ีสุด, สําหรับงานทาง RNA จะใชปริมาณตั้งตนของ RNA นอยกวาวิธีดั้งเดิมถึง 1,000 เทา และ 
คาใชจายไมไดแพงกวาการทํา PCR วิธีเดิม (ยกเวนคาเคร่ืองมือ) 

เนื่องจากความรวดเร็วและสะดวกตอการทํางานพรอมท้ังขอดีดังท่ีกลาวมาขางตน จึงทําให
มีการนําเทคนิค Real-time PCR มาประยุกตใชเพิ่มข้ึนในการทําการวิจัยตางๆ เชน Parati et al. 
(2006) ซ่ึงทําการตรวจวัดสัดสวนของสเปรมในน้ําเช้ือโคดวยวิธี Real-time PCR ทําการตรวจ
สัดสวนของสเปรมโดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอโครโมโซมเอ็กซและโครโมโซมวาย คือ ไพรเมอร 
PLP และ SRY ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการตรวจวัดในตัวอยางน้ําเช้ือพบวามีความถูกตองในการ
ตรวจถึง 98.9 % โดยการเทียบกับคา Mean ของความถ่ีโครโมโซมเอ็กซท่ีไดจากตัวอยางขนของโค 

 
2.2 น้ําเชื้อโค (Semen) 
น้ําเช้ือโคเปนของเหลวซ่ึงมีสเปรม (Spermatozoa) และของเหลวซ่ึงใชเปนแหลงอาหาร

ของสเปรม (Seminal plasma) เปนองคประกอบ น้ําเช้ือหล่ังมาจากตอมเพศ (Gonads) คุณภาพของ
น้ําเช้ือสามารถตรวจไดจากความสามารถในการสืบพันธุของน้ําเช้ือ ซ่ึงสวนท่ีเกี่ยวของกับการ
สืบพันธุคือสเปรม ดังนั้นคุณภาพของน้ําเช้ือจึงเกี่ยวของกับปริมาณและคุณภาพของสเปรม การ
สรางเซลลสืบพันธุเพศผูในสัตว (Spermatogenesis) คือการสรางสเปรมในสัตวเพศผู โดยเร่ิมสราง
จากเซลลเร่ิมตนท่ีเรียกวา Primary spermatocyte (2n) ท่ีเปนเนื่อเยื่อเจริญในอัณฑะ เซลลนี้เพิ่ม
จํานวนตัวเองโดยการแบงเซลลแบบไมโทซิส (Mitosis) เม่ือเซลลนี้มีการแบงเซลลแบบไมโอซิส 
(Miosis) จะไดเซลลท่ีเปน Haploid (1n) เรียกวา Secondary spermatocyte เม่ือเซลลนี้แบงเซลลตอ
จนเสร็จส้ินไมโอซิส จะไดสเปรมเร่ิมตน (Developing sperm cell) ซ่ึงจะพัฒนาตอไปจนไดสเปรม
ที่สมบูรณ 

เซลลสเปรมประกอบไปดวยสวนหัว (Head) สวนตัว (Midpiece) และสวนหาง (Tail) สวน
หัวประกอบดวยนิวเคลียสท่ีมีเสนใยโครมาติน (Chromatin) ขดตัวแนน ลอมรอบสวนหัวดวย 
Acrosome ซ่ึงมีเอนไซมสําหรับการเจาะเขาเซลลไขของเพศเมีย สวนตัวมี Filamentous เปน
แกนกลางซ่ึงมีเสนใย Mitochondria ลอมรอบ สําหรับให Adenosine-5´-triphosphate (ATP) เพื่อ



  
 
 

20 

เปนพลังงานใหแกสเปรมในการเคล่ือนท่ีในปากมดลูก มดลูก และทอนําไข สวนหางใชสําหรับการ
เคล่ือนท่ีของสเปรม 

มีการศึกษาบางสวนท่ีพยายามพิสูจนวาเอชวายแอนอยูบนผนังสเปรม เชนการศึกษาของ 
Koo et al. (1973) ท่ีทําการศึกษาสเปรมของหนูตัวเล็ก โดยเตรียมแอนติซีรัมตอเอชวายแอนติเจน
จากการกระตุนหนูตัวเล็กสายพันธุ C57BL/6 เพศเมียดวยผิวของหนูเพศผู แลวนําสเปรมมาเติม    
แอนติซีรัม หลังจากนั้นเติม Rabbit hybrid antibody anti-mouse IgG และ Anti tobacco             
mosaic virus เพื่อเปนตัว Marker บอกตําแหนงของแอนติเจน แลวนําไปตรวจดวยกลอง 
Immunoelectronmicroscopy พบวาเอชวายแอนติเจนสวนใหญอยูบริเวณ Acrosome สวนบริเวณอ่ืน
ของหัวจะมีเอชวายแอนติเจนเล็กนอย 

 
 

 
ภาพ 2-6 องคประกอบของสเปรมโค 

(ที่มา http://www. answers.com/topic/sperm) 


