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วิจารณผลการทดลอง 
 

 ข้ันตอนในการผลิตแอนติบอดีมีความสําคัญมากจําเปนท่ีจะตองมีการผลิตแอนติบอดีใหได
จํานวนมากและมีความเขมขนสูงเพื่อนําไปใชในการศึกษาปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล การเล้ียง
เซลลโดยใชอุปกรณสําเร็จรูป Celline AD 1000 สะดวกตอการทํางานเพราะสามารถเล้ียงเซลลได
จํานวนมากในภาชนะเดียว แตการเล้ียงดวยอุปกรณดังกลาวจําเปนท่ีจะตองใชอาหารเล้ียงเซลล
จํานวน 1 ลิตรตอสัปดาหซ่ึงถือวาเปนปริมาณท่ีมาก ปริมาณนํ้าเล้ียงเซลลท่ีนําไปสกัดแอนติบอดีตอ
ไดเพียง 20 มิลลิลิตรตอสัปดาหซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณอาหารเล้ียงเซลลท่ีใชถือวาเปนการส้ินเปลือง
อยางมาก เม่ือนํามาสกัดแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ (ในอาหารเล้ียงเซลลมีท้ังโปรตีนท่ีใชสําหรับเล้ียง
เซลลและโปรตีนท่ีเซลลผลิต) พบวาใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสเปรม 0.53 
ซ่ึงไมสูงมากนัก หลังจากท่ีเล้ียงไปเปนระยะเวลานานพบวาเซลลไมมีการผลิตแอนติบอดีตอสเปรม 
อันเนื่องมาจากเซลลท่ีตายไมสามารถผลิตแอนติบอดีไดอีก สวนเซลลท่ียังมีชีวิตไมสามารถเจริญได
เต็มท่ีเพราะมีเซลลตายปนอยูและถูกเทท้ิงไปเม่ือทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล จากปญหาดังกลาว
จึงไดมีการเล้ียงเซลลใน Petridish ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาแตทําการเล้ียงจํานวนหลายๆ ภาชนะ การเล้ียง
ใชอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 200 มิลลิลิตรตอสัปดาห ปริมาณนํ้าเล้ียงเซลลท่ีนําไปสกัดแอนติบอดี
ตอได 100 มิลลิลิตรตอสัปดาหซ่ึงเม่ือเทียบกับปริมาณอาหารเล้ียงเซลลท่ีใชถือวาไมส้ินเปลืองท้ัง
อาหารเล้ียงเซลลและแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเซลล เม่ือนํามาสกัดแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
พบวาใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสเปรม 1.67 ซ่ึงสูงมาก เม่ือเล้ียงไประยะ
เวลานานเซลล สามารถดูดเซลลตายท่ีปนอยูท้ิงไดโดยเลือกดูดเฉพาะเซลลตายท่ีลอยอยูดานบน 
และดูดเซลลท่ีมีชีวิตมาเล้ียงใน Petridish อันใหมทําใหสามารถเล้ียงเซลลไปไดเร่ือยๆ โดยเซลล
สามารถผลิตแอนติบอดีอยางสมํ่าเสมอ ดังนั้นในข้ันตอนการผลิตแอนติบอดีการใช Petridish ใน
การเล้ียงเซลลจึงใหผลผลิตท่ีคุมคากวา 
 ผลการวัดความแมนยําของแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศผูดวยเทคนิค Immunofluorescence 
microscopy พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอเพศผู 80.91±2.99 % ซ่ึงในการศึกษาของ
วิวัฒน (2547) พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะตอเพศผู 98±1.90 % จากผลท่ีแตกตางกัน
เนื่องมาจากแอนติบอดีท่ีนํามาใชเปนแอนติบอดีท่ีผลิตมาจากโคฟรีเชียนเพศผู เม่ือนํามาใชตรวจ
ความจําเพาะในโคขาวลําพูนจึงมีคาแตกตางกัน แสดงวาในโค 2 พันธุมีโปรตีน (แหลงของ
แอนติเจน) ท่ีคลายคลึงกันแตไมท้ังหมด แตยังคงมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบความจําเพาะตอ
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เพศผูแมวาจะใชในโคท่ีตางสปชีสกัน (Species) โดยมีขอผิดพลาด 2.56 % เทานั้น ดังนั้นการนํา     
เอชวายแอนติบอดีจากโคฟรีเชียนมาประยุกตใชกับสเปรมของโคขาวลําพูนจึงสามารถทําได คลาย
กับการศึกษาความคลายคลึงกันของเอชวายแอนติเจนในสัตวตางชนิดกันเชน การศึกษาของ 
Ramalho et al. (2004) และ Gardon et al. (2004) ไดมีการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอชวาย
แอนติเจนของหนูมาตรวจสอบตัวออนของโคได แสดงวาแอนติเจนบนผิวสเปรมของหนูมีความ
คลายคลึงกับแอนติเจนบนผิวสเปรมของโค จึงสามารถนําเอชวายแอนติบอดีท่ีผลิตในหนูมา
ตรวจสอบตัวออนของโคได สวนการศึกษาของ Wachtel et al. (1974) ไดพิสูจนวาเอชวาย
แอนติเจนของหนูตัวเล็กมีความคลายคลึงกับของมนุษยเนื่องมาจากเอชวายแอนติบอดีท่ีผลิตจากหนู
ตัวเล็กสามารถจับกับเอชวายแอนติเจนของมนุษย (แหลงเอชวายแอนติเจนคือเม็ดเลือดขาว) ได 
แสดงวาในหนูและคนมีเอชวายแอนติเจนท่ีคลายกันบางสวน 

น้ําเช้ือโคขาวลําพูนท่ีนํามาใชในการศึกษาเปนน้ําเช้ือท่ีเก็บภายในคร้ังเดียวกัน โดยนํ้าเช้ือท่ี
นํามาศึกษาเม่ือทําการตรวจสเปรมท่ีมีชีวิตรอดกอนแชแข็งมีเปอรเซ็นตการรอดสูงกวา 70 % จึง
นํามาทําน้ําเช้ือแชแข็งตอได เพราะถาเปอรเซ็นตการรอดกอนการแชแข็งตํ่าเม่ือนําไปทําการแชแข็ง
แลวจะมีจํานวนสเปรมท่ีรอดชีวิตนอยไมเพียงพอสําหรับการนําไปผสมเทียมตอ เพราะการผสม
เทียมในแตละคร้ังตองมีจํานวนสเปรมอยางนอย 8 ลานตัวตอหลอดนํ้าเช้ือ 1 หลอดจึงจะมี
ประสิทธิภาพ บรรจุน้ําเช้ือจํานวน 30 ลานตัวตอหลอด หลังจากแชแข็งแลวนํามาละลาย (Thaw) 
เพื่อดูเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดพบวาโคทุกตัวมีอัตราการรอดสูงกวา 35 % ซ่ึงสามารถนําไปศึกษา
ตอในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลได เม่ือนําขอมูลน้ําเช้ือของโคขาวลําพูนมาเทียบกับน้ําเช้ือโค        
ชารโรเลยและโคฟรีเชียน พบวามีปริมาตรน้ําเช้ือใกลเคียงกัน คือ 9.23, 10.6 และ 6.5 มล. แตน้ําเช้ือ
โคขาวลําพูนมีความเขมขนของสเปรมนอยท่ีสุด ในขณะท่ีโคฟรีเชียนมีความเขมขนของสเปรมมาก
ท่ีสุดเนื่องมาจากเปนโคพอพันธุของศูนยผลิตน้ําเช้ือดอยอินทนนท สเปรมของโคขาวลําพูนมีการ
เคล่ือนไหวหมูปานกลาง-ดี สวนสเปรมของโคชารโรเลยมีการเคล่ือนไหวหมูปานกลางและสเปรม
ของโคฟรีเชียนมีการเคล่ือนไหวหมูดี ในโคทุกพันธุมีจํานวนสเปรมท่ีมีชีวิตกอนทําการแชแข็งและ
หลังการแชแข็งใกลเคียงกัน  
 กอนทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลข้ันตอนในการละลายน้ําเช้ือแชแข็งมีความสําคัญ
มาก หากใชอุณหภูมิไมเหมาะสมสเปรมจะไมสามารถทําปฏิกิริยาความเปนพิษไดดี ถาอุณหภูมิสูง
ไปสเปรมจะตายกอนท่ีปฏิกิริยาความเปนพิษจะเสร็จสมบูรณ ถาตํ่าไปสเปรมจะวิ่งไมดีเทาท่ีควรทํา
ใหการดึงสเปรมเขาไปใชในการทดลองตํ่า ตองทําการเพ่ิมจํานวนหลอดน้ําเช้ือในการทําปฏิกิริยา
ซ่ึงทําใหส้ินเปลืองเพิ่มอีก ดังนั้นจึงตองหากระบวนการท่ีเหมาะสมในการละลายนํ้าเช้ือกอน จาก
การศึกษาคร้ังนี้ ไดศึกษาการละลายน้ําเช้ือโคขาวดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน         
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30 วินาที น้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ น้ําอุนอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 
10 วินาที พบวาการใชน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สเปรมมีการเคล่ือนท่ีดีและ
สามารถทําปฏิกิริยาจนเสร็จใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมโคเบอร 862, 863 และ RJ888 
เทากับ 51.92, 44.12 และ 35.30 สวนกลุมท่ีใชน้ําอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สเปรม
มีการเคล่ือนท่ีดีแตเม่ือทําปฏิกิริยาจนเสร็จเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมตํ่า และกลุมท่ีใช
น้ําอุนอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที สเปรมมีการเคล่ือนท่ีดีท่ีสุดแตไมสามารถทํา
ปฏิกิริยาจนเสร็จสมบูรณได 
 หลังจากนั้นตองทดสอบระดับของคอมพลีเมนตและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา 
พบวาเม่ือใชคอมพลีเมนตท่ีระดับ 1:50 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 99.42 % ซ่ึง
ใกลเคียงกับกลุมควบคุมและถือวาเปนระดับท่ีเหมาะสมในการทํางานเพราะบงบอกวาโปรตีนคอม
พลีเมนตมีการทํางานไดอยู จากเปอรเซ็นตการรอดชีวิตท่ีสูงของสเปรมแสดงวาแทบไมมีการทํางาน
ของระบบ Alternative pathway ซ่ึงไมตองการใหเกิดข้ึนเนื่องจากเปนการทํางานท่ีไมมีแอนติบอดี
ในการทําลายสเปรม การศึกษาคร้ังนี้ตองการเฉพาะการทํางานของระบบ Classical pathway ใน
ปฏิกิริยาความเปนพิษเพื่อดูผลของแอนติบอดีซ่ึงทํางานรวมกับโปรตีนคอมพลีเมนตในการทําลาย
สเปรมท่ีมีโครโมโซมวายอยางจําเพาะเจาะจง สวนแอนติบอดีท่ีระดับ 1:500 มีเปอรเซ็นตการยอม
ติดสี FITC goat anti-mouse IgG ท่ีสูงสุดสามารถเห็นไดชัดเจนและไมลดตํ่าลงถือวาเปนระดับท่ี
เหมาะสมในการทํางาน  

เม่ือทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล จะนําน้ําเช้ือออกมาละลายและทําการ Swim up โดย
ปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วินาที ถาปนเหวี่ยงท่ีแรงมากกวานี้สเปรมจะอัดแนน
เกินไปและไมสามารถวายขึ้นมาไดแมวาจะเปนสเปรมท่ีมีชีวิต ถาปนเหวี่ยงท่ีแรงนอยกวานี้สเปรม
ท่ีตายหรือไมแข็งแรงจะปะปนมาดวย ดังนั้นจึงตองหาแรงและเวลาท่ีเหมาะสมในการทํางานหลัง
จากนั้นทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที ข้ันตอนนี้ทําเพื่อใหสเปรมท่ีมีชีวิตรอด
และแข็งแรงวายข้ึนมาดานบน สวนสเปรมท่ีตายหรือไมแข็งแรงจะตกตะกอนอยูดานลาง แลวจึงนํา
เฉพาะสเปรมท่ีวายข้ึนมาดานบนไปทําการทดลองตอ การทําปฏิกิริยาในคร้ังแรกจะใชคอมพลีเมนต 
1:50 รวมกับแอนติบอดีท่ีระดับ 0, 1:10, 1:100, 1:1,000, 1:2,000 และ 1:3,000 พบวาแอนติบอดี 
1:100 และ 1:1,000 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 35.06 และ 39.95 % เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุมซ่ึงถือวามีการทํางานท่ีเหมาะสม ดังนั้นจึงตองหาระดับแอนติบอดีเพิ่มเติมสําหรับ
นํามาใชในปฏิกิริยาในชวงแอนติบอดี 1:100 ถึง 1:1,000 ในปฏิกิริยาคร้ังตอมาใชคอมพลีเมนต 1:50 
รวมกับแอนติบอดีท่ีระดับ 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 พบวาโคเบอร 862 และ 863 มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:300 (25.11 % และ 21.87 %) 
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สวนโคเบอร RJ 888 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:900 
(34.38 %) ซ่ึงเม่ือมีการใชระดับแอนติบอดีมากเกินไปแอนติบอดีจับกับสเปรมลดลงทําใหสเปรมมี
การรอดชีวิตสูงหรือเม่ือใชระดับแอนติบอดีนอยเกินไปแอนติบอดีก็ไมเพียงพอในการทําปฏิกิริยา
ทําใหสเปรมรอดชีวิตสูง โดยโคท้ัง 3 ตัวมีระดับของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาท่ี
แตกตางกันเล็กนอยเนื่องมาจากโปรตีนบนผิวสเปรมของแตละตัวแตกตางกัน สอดคลองกับ
การศึกษาของ Manca et al. (1991) ท่ีศึกษาสัดสวนของแอนติเจนและแอนติบอดีตอการกระตุนที
เซลล พบวาการใชแอนติบอดีท่ีมากเกินไปหรือนอยเกินไปทําใหมีการกระตุนการทํางานของที
เซลลนอยกวาการใชท่ีระดับเหมาะสม และแอนติเจนปริมาณนอยจะใชระดับแอนติบอดีนอยกวา
แอนติเจนท่ีปริมาณมาก สเปรมถูกทําลายเน่ืองมาจากมีการสราง Membrane attack complex (MAC) 
ผานระบบ Classical pathway มีการแพรของ MAC และแทรกเขาสูเยื่อหุมเซลลของเสปรม ทําให
เกิดรูบริเวณผนังสเปรม ทําใหสเปรมแตก (Koffler et al., 1983)  ผลการทดลองสอดคลองกับ
การศึกษาของ Rooney et al. (1992) ท่ีศึกษาการทําลายสเปรมของมนุษยจาก MAC พบวาทําใหมี
จํานวนสเปรมท่ีไมมีการเคล่ือนท่ีเนื่องจากถูกทําลายมากกวากลุมควบคุม 30 % และยอมใหสารผาน
เขาสูเซลลเพิ่มข้ึน 30 % เนื่องจาก MAC ทําใหเกิดรูพรุนบริเวณผนังสเปรมจึงทําใหสารสามารถเขา
สูสเปรมไดมากข้ึนทําใหสเปรมถูกทําลาย  

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมของโคท้ัง 3 ตัวเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมจะนอยกวา
กลุมควบคุม 16-28 % สวนเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมจะนอย
กวากลุมควบคุม 16-38 % สวนตางท่ีเพิ่มข้ึนคาดวาสเปรมบางสวนท่ีถูกทําลายดวยปฏิกิริยาความ
เปนพิษตอเซลลยังสามารถเคล่ือนท่ีไดแตชาลงเม่ือยอมสีจึงติดสีเขียว (สเปรมรอดชีวิต) จึงทําให
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูง (การรอดชีวิตนอยกวากลุมควบคุมเล็กนอย) ในขณะท่ีเม่ือดูเปอรเซ็นต
สเปรมท่ีมีโครโมโซมวาย ตองทําการ Swim up สเปรมโดยนําเฉพาะสเปรมท่ีแข็งแรงสามารถวาย
ข้ึนมาดานบนไปทําการตรวจ สเปรมท่ีถูกทําลายดวยปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลท่ีเคล่ือนท่ีไดชา
จะไมสามารถเคล่ือนท่ีมาดานบนได ดังนั้นเปอรเซ็นตของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายเม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุมจึงสูงกวาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต ในสภาวะการผสมพันธุจริงภายในระบบสืบพันธุของ
เพศเมียจะมีการทําลายสเปรมบางสวนซ่ึงคลายคลึงกับเทคนิค Swim up โดยคัดเฉพาะสเปรมท่ี
แข็งแรง เชนการศึกษาของ Matthijs et al. (2000) ศึกษาการกิน (Phagocytosis) สเปรมสุกรจากการ
ทํางานของเม็ดเลือดขาว Neutrophils ของแมสุกรพบวาสเปรมถูกทําลายดวยเซลลเม็ดเลือดขาว
แมวาจะไมมีคอมพลีเมนต 80 % เม่ือบมเปนเวลา 90 นาที และเม่ือมีคอมพลีเมนตสเปรมจะถูก
ทําลายใกลเคียงกันคือ 85 % เม่ือบมเปนเวลา 90 นาที แสดงวาผนังสเปรมมีตําแหนงสําหรับจับกับ
เม็ดเลือดขาว Neutrophils ทําใหเกิดการกินสเปรมโดยไมตองอาศัยคอมพลีเมนต ซ่ึงบงบอกวา
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ภายในระบบสืบพันธุของแมสุกรจะมีกระบวนการทําลายสเปรมปกติบางสวนเพื่อใหมีจํานวน
สเปรมเขาผสมพันธุนอยลงเพื่อลดความเส่ียงจากการสรางภูมิคุมกันตอสเปรมในเพศเมีย และ 
Troedsson et al. (2005) ศึกษาพบวาภายในน้ําคัดหล่ังของมา (Seminal plasma) มีสารท่ีชวยใหเม็ด
เลือดขาว Neutrophils กินสเปรมนอยลง โดยสเปรมท่ีมีน้ําคัดหล่ังจะมีสเปรมท่ีถูกกินดวยเม็ดเลือด
ขาวเพียง 15 % เม่ือเทียบกับสเปรมท่ีไมมีน้ําคัดหล่ังจะมีสเปรมถูกกินดวยเม็ดเลือดขาว 70 % แสดง
วาภายในระบบสืบพันธุเพศเมียมีการทําลายสเปรมบางสวน ดังนั้นภายในน้ําคัดหล่ังของสเปรมจึง
ตองมีสารท่ีชวยลดการทําลายเพื่อใหมีสเปรมเขาผสมกับไข นอกจากนั้นบนผิวของสเปรมของ
มนุษยยังมีโปรตีน CD59 เพื่อชวยยับยั้งการทําลายสเปรมดวย MAC พบวาเม่ือเติมแอนติบอดีท่ี
ตอตานโปรตีน CD59 สเปรมจะมีการไมเคล่ือนไหวและยอมใหสารผานเขาเซลลเพิ่มข้ึน 50 และ   
45 % ตามลําดับเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาโปรตีนดังกลาวมีบทบาทในการยับยั้งการทําลาย
สเปรมดวย MAC (Rooney et al., 1992) 
 เม่ือดูสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายหลังการทําปฏิกิริยาท่ีเปนพิษระยะเวลาในการ
บม FITC goat anti-mouse IgG มีความสําคัญอยางมาก ถาระยะเวลานอยเกินไปสีเรืองแสงจะไม
ชัดเจนพรอมท้ังไมสามารถอยูไดนานทําใหการทดลองไมสมํ่าเสมอ เนื่องจากตองทําการถายรูป
สเปรมเพื่อดูสัดสวนการติดสีเรืองแสง สีเรืองแสงในกลุมทายๆ จะหายไปไมสามารถเก็บขอมูลได 
โดยระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมประมาณ 15-16 ช่ัวโมง สเปรมจะติดสีเรืองแสงชัดเจนและ
สามารถอยูไดนานประมาณ 1 ช่ัวโมงครึ่งซ่ึงเพียงพอตอการถายรูปสเปรมทุกกลุม ทําใหสามารถ
เก็บขอมูลไดอยางถูกตอง ในการดูสัดสวนของสเปรมใชคอมพลีเมนต 1:50 รวมกับแอนติบอดีท่ี
ระดับ 0, 1:100, 1:300, 1:900 และ 1:2,700 เชนเดียวกับการสังเกตเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
สเปรม พบวาโคท้ัง 3 ตัวมีระดับการลดลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายมากท่ีสุดท่ีระดับ
แอนติบอดี 1:900 โดยมีสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเบอร 862, 863 และ RJ888 เทากับ 24.99, 
11.84 และ 34.11 % ตามลําดับ (กลุมควบคุมเทากับ 50 %) แตแอนติบอดีสามารถจับกับสเปรมท่ีมี
โครโมโซมวายไดเพียงบางสวน (เนื่องมาจากคาสังเกตจริงท่ีไดจากการทดลองของกลุมควบคุมไม
ถึง 50 %) อันเนื่องมาจากแอนติบอดีมาจากโคฟรีเชียนดังนั้นจึงมีความคลายคลึงกันของสเปรม 
(โปรตีนบนผิวสเปรม) เพียงสวนหนึ่งเทานั้น แตแอนติบอดียังคงมีประสิทธิภาพในการลดสัดสวน
ของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายในโคขาวลําพูนได  

การติดสี FITC goat anti-mouse IgG ของเซลลเม็ดเลือดกับสเปรมแตกตางกัน คือ 80.91 
และ 16.61 % ตามลําดับ โดยเปอรเซ็นตการติดสีของเซลลเม็ดเลือดสูงกวาสเปรม อาจเนื่องมาจาก
เซลลเม็ดเลือดมีขนาดใหญกวาสเปรม ดังนั้นจึงมีพื้นท่ีให FITC goat anti-mouse IgG เขาไปจับกับ
แอนติเจนบนผิวเซลลมากกวา  
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เ ม่ือทําการยืนยันผลของการลดสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายดวยเทคนิค         
Real-time PCR โดยศึกษายีน BOVM 97 (จําเพาะตอโครโมโซมวาย), PLP (จําเพาะตอโครโมโซม
เอ็กซ) และ Beta-actin (ยีนท่ีมีการแสดงออกในทั้งโครโมโซมเอ็กซและวาย) ในโคเบอร 862 กลุม
แอนติบอดี 1:300 มีปริมาณยีน BOVM 97 นอยกวากลุมควบคุม 6 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมี
โครโมโซมวายนอยกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม    6 เทา แสดงวามี
จํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมเอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกัน
แสดงวามีปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตนในการทดลองใกลเคียงกัน ในโคเบอร 863 กลุมแอนติบอดี 1:900 
มีปริมาณยีน BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายนอย
กวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 4 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมี
โครโมโซมเอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกันแสดงวามีปริมาณ    
ดีเอ็นเอเร่ิมตนในการทดลองใกลเคียงกัน และโคเบอร RJ888 กลุมแอนติบอดี 1:900 มีปริมาณยีน 
BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายนอยกวากลุม
ควบคุม สวนปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 5 เทา แสดงวามีจํานวนสเปรมท่ีมีโครโมโซม
เอ็กซมากกวากลุมควบคุม สวนปริมาณยีน Beta-actin ใกลเคียงกันแสดงวามีปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน
ในการทดลองใกลเคียงกัน ซ่ีงแนวโนมเหมือนกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescense 
microscopy 2 ตัว สวนโคเบอร 862 มีผลไมตรงกับการตรวจวัดดวยวิธี Immunofluorescense ดังนั้น
จึงจําเปนท่ีจะตองมีการยืนยันผลดวยการทํา Real-time PCR อีกคร้ังเพื่อความแมนยํา 
 เม่ือนําตัวอยางสเปรมไปถายดวยเคร่ือง SEM พบวาขนาดของสเปรมโคขาวลําพูนมีขนาด
หัวสเปรมกวางท่ีสุดและความยาวของสเปรมนอยท่ีสุด เม่ือดูตัวอยางท่ีกําลังขยาย 4,300 เทาพบวา
ในสเปรมโคขาวลําพูนจะมีลักษณะหัวสเปรมอวนส้ัน หางมีลักษณะเปนเกลียวอยางชัดเจน ในขณะ
ท่ีโคฟรีเชียนและโคชารโรเลย หัวสเปรมจะเล็กยาว หางไมเห็นลักษณะเปนเกลียว แตเม่ือสองดวย
กําลังขยายท่ีเพิ่มข้ึนจะมองเห็นหางมีลักษณะเปนเกลียว สําหรับวิการที่เกิดข้ึนในกลุมท่ีผาน
ปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลจะมีวิการเกิดข้ึนมากกวาและหัวสเปรมจะมีลักษณะแตกและมี
ลักษณะเหมือนผิวเซลลลอกซ่ึงเกิดจากการทํางานของแอนติบอดีรวมกับโปรตีนคอมพลีเมนตทําให
มีการทําลายผิวสเปรม บริเวณดานบนของหัวสเปรมเปนสวนท่ีมีวิการเกิดข้ึนมากท่ีสุด คือตําแหนง 
1, 5 และ 9 โดยเฉพาะในบริเวณชวงกลางของหัวสเปรมคือตําแหนง 2, 6 และ 10 ซ่ึงมีการทําลาย
เกิดข้ึนจะไมพบในกลุมควบคุม ซ่ึงแสดงวาเปนการทําลายจากปฏิกิริยาท่ีเปนพิษและเปนบริเวณ
ของ Acrosome สอดคลองกับการศึกษาในหนูของ  Koo et al. (1973) ท่ีพบวาเอชวายแอนติเจนโดย
สวนใหญแลวจะอยูบริเวณ Acrosome ของสเปรม ทําใหพบวิการในสวนบนของหัวสเปรมมากกวา
สวนอ่ืนๆ ในขณะท่ีกลุมควบคุมโดยสวนใหญมีสเปรมท่ีสภาพสมบูรณ ขอบสเปรมเรียบ มี
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บางสวนท่ีขอบมีการแตกบ่ินเล็กนอยซ่ึงโดยสวนใหญจะเปนสวนขอบดานบนของหัวสเปรม
เนื่องมาจากเวลาปนเหวี่ยงใชแรงปนเหวี่ยงสูงดังนั้นจึงมีการแตกของขอบหัวสเปรมได แตบริเวณ
สวนอ่ืนจะไมพบวิการ เม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลแลวสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายจะถูก
ทําลายไปสวนหนึ่ง ซ่ึงสเปรมสวนท่ีถูกทําลายบางคร้ังยังสามารถเคล่ือนไหวไดแตเนื่องจากสวน 
Acrosome ของสเปรมไดถูกทําลาย ดังนั้นสเปรมจึงเคล่ือนท่ีไดชากวาและสเปรมปฏิสนธิกับไข
ไมไดเนื่องมาจากบริเวณ Acrosome จะเปนสวนท่ีมีเอนไซมสําหรับการเจาะไขเพื่อปฏิสนธิ เม่ือ
สวน Acrosome ถูกทําลายเอนไซมจะถูกปลดปลอยกอนท่ีสเปรมจะวายไปถึงไข เพราะฉะน้ัน
น้ําเช้ือท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลยอมมีอัตราการผสมติดตํ่ากวาน้ําเช้ือปกติ สอดคลองกับ
การศึกษาของ Grossfeld et al. (2005) ท่ีศึกษาการผลิตลูกสุกรดวยน้ําเช้ือท่ีผานการคัดสเปรมดวย 
Flow cytometry พบวาหลังผานการคัดสเปรมมีจํานวนสเปรมท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไดลดลง 14.1 % 
(p<0.05) จํานวนสเปรมท่ีถูกทําลายบริเวณ Acrosome และสเปรมท่ีถูกทําลายจนมีลักษณะไมปกติ
เพิ่มข้ึน 27.0 (p<0.05) และ 20.7 % (p<0.05) ตามลําดับ สงผลใหอัตราการต้ังทองเปล่ียนไปจาก
ปกติ คือ 54.5 % เปน 33.3 %  
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สรุปผลการทดลอง 
 
1. การเล้ียงเซลลใน Petridish ใหคา O.D. ตอบสนองตอสเปรม 1.67 สวนการเล้ียงในอุปกรณ
สําเร็จรูปใหคา O.D. ตอบสนองตอสเปรม 0.53 เม่ือเทียบการเล้ียงดวย Petridish กับชุดอุปกรณ
พบวาการเล้ียงดวย Petridish ใหผลผลิตแอนติบอดีท่ีดีกวาและใชอาหารเลี้ยงเซลลนอยกวาชุด
อุปกรณสําเร็จรูป 800 มิลลิลิตรตอสัปดาห และไดน้ําเล้ียงเซลลไปสกัดแอนติบอดีมากกวาชุด
อุปกรณสําเร็จรูป 80 มิลลิลิตรตอสัปดาห 

2. โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอเซลลเม็ดเลือดขาวเพศผูของโคขาวลําพูน 
80.91±2.99 % ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชในงานปฏิกิริยาท่ีเปนพษิตอเซลลได 

3. โคเบอร 862, 863 และ RJ888 ใชคอมพลีเมนตเจือจางท่ี 1:50 และแอนติบอดี 1:300, 1:300, 1:900 
ตามลําดับ ทําใหสเปรมมีชีวิตรอด 25.11±2.72, 21.87±3.45 และ 34.38±1.23 % ตามลําดับ 

4. การทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลสามารถลดสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายได โดยพบวา
โคเบอร 862, 863 และ  RJ888 มีสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายลดลงจาก 50 % เปน 
24.99±0.56, 11.84±0.47 และ 34.11±2.12 % ตามลําดับ 

5. การทํา Real-time PCR ของสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลในโคเบอร 862, 863 และ 
RJ888 มีจํานวนดีเอ็นเอของยีน BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5,5 และ 6 เทา และมีจํานวนดี
เอ็นเอของยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 5, 4 และ 5 เทา 

6. ลักษณะสเปรมของโคขาวลําพูนมีความแตกตางจากโคชารโรเลยและโคฟรีเชียน โดยมีหวักวาง
กวา คือ 3.6 ไมครอน และมีความยาวนอยกวา คือ 7.14 ไมครอน นอกจากนี้หางจะมีลักษณะเปน
เกลียวเห็นไดชัดเจนท่ีกําลังขยาย 4,300 เทา ในขณะท่ีโคอีก 2 พันธุไมเห็นเกลียว 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ระดับของแอนติบอดีท่ีใชในการทํางานของแตละโคแตกตางกัน ดังนั้นกอนการทําปฏิกิริยาในโค
ตัวใหม จึงจําเปนท่ีจะตองหาชวงความเหมาะสมของระดับแอนติบอดีทุกคร้ังเพื่อใหไดระดับ
แอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทํางาน 

2. การดูสัดสวนของสเปรมจําเปนท่ีจะตองมีการยืนยันผลของ Immunofluorescense ดวย Real-time 
PCR เพื่อความแมนยํา 

3.ควรศึกษา Parameter ของสเปรมเพิ่มเติม เชน Osmotic resistance, Morphologically damage และ 
Acrosomal damage เพื่อใหการตรวจการเกิดวิการของสเปรมเนื่องมาจากปฏิกิริยาท่ีเปนพิษตอ
เซลลสมบูรณมากข้ึน 

4. ควรหาวิธีการในการวัดปริมาณแอนติเจนบนผิวสเปรมของโคแตละตัว เชนการวัดปริมาณ 
mRNA ของ H-Y receptor 

5. นําสเปรมท่ีผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลไปทดสอบความแมนยําในการคัดเพศดวยเทคนิค
ผสมเทียมในหองทดลอง (In vitro fertilization) กอนนําไปประยุกตใชในการผลิตน้ําเช้ือแชแข็ง
ในภาคสนาม 

 
 
 


