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บทคัดย่อ 
 

การคดัแยกเพศอสุจิของโคมีความสาํคญัต่อวงการอุตสาหกรรม และปศุสัตวเ์ป็นอยา่งมาก การ

คดัแยกเพศอสุจิของโคนั�น มีหลายกระบวนการที�นาํมาใช ้ การใชโ้มโนโคลนลัแอนติบอดีในการคดัแยก

เพศของอสุจิเป็นหนึ�งวิธีที�ไดรั้บความนิยม เนื�องจากการคดัแยกเพศดว้ยวิธีนี�  จะไม่ส่งผลกระทบต่อ

คุณภาพของอสุจิเพศที�ตอ้งการ การศึกษาครั� งนี� มีจุดประสงคที์�จะผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�มี

ความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโค โดยโมโนโคลนัลแอนติบอดีนี�  ถูกสร้างขึ�นจากการฉีดกระตุน้การสร้าง

แอนติบอดีในหนูขาวเพศเมียสายพนัธ์ุ BALC/c จาํนวน 2 ตวั ดว้ยอสุจิที�ผา่นการแยกเพศเพศผูข้องโค 

หลงัการกระบวนการเชื�อมเซลล ์ ไดเ้ซลลล์ูกผสมมากกว่า 2000 โคโลนี จากนั�นนาํเซลล์ลูกผสมทั�งหมด

มาตรวจสอบความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคดว้ยวิธี ELISA และ ตรวจสอบการจบัของแอนติบอดีที�ผวิ

ของอสุจิเพศผูข้องโค ซึ� งพบว่าเซลลล์ูกผสมโคลน G16G14, G16E7 และ G16E8 เป็นเซลลล์ูกผสมที�

สามารถผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�มีความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคได ้ จึงไดน้าํเซลลล์ูกผสมทั�ง

สามนี�มาผลิตโมโนโลนัลแอนติบอดี เพื�อใช้ในการคดัแยกเพศของอสุจิโค ในขั�นตอนของการแยกเพศ

ของอสุจิโคนั�น อสุจิเพศผูข้องโคที�โมโนโคลนัลแอนติบอดีจบัจะถูกทาํลาย โดยการทาํงานของคอมพลี

เม็นต ์ จากนั�นนาํอสุจิที�ผา่นการแยกเพศที�เหลือไปปั�นลา้งแลว้ไปปฏิสนธิในหลอดทดลองเพื�อตรวจสอบ

ความถูกตอ้ง และความแม่นยาํของกระบวนแยกเพศอสุจิโค ตวัอ่อนที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้จะ

ถูกนาํไปตรวจสอบเพศดว้ยวิธีพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ที�มีความจาํเพาะต่อโคเพศผู ้และต่อโค ผลจากการ

ตรวจสอบเพศของตวัอ่อนที�ไดจ้ากการทดลอง พบว่าเซลล์ลกูผสมทั�งสามสามารถผลิตแอนติบอดีที�มี

ความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคได ้ โดยอสุจิที�ไดผ้า่นการคดัแยกเพศสามารถเพิ�มอตัราส่วนของตวัอ่อน

เพศเมียไดที้� 78.4, 74.4 และ 76 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากปฏิสนธิในหลอดแลว้ตามลาํดบั 
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Abstract 

 
Bovine sperm sexing technology is important in industry and livestock sections. 

Various methods have been used for bovine sperm sexing. Immunological method is one 

of the favorable methods used, because this method does not affect the wanted sperm 

quality. This study aimed to produce monoclonal antibody (mAb) against bovine Y-sperm. 

The mAb were produced by stimulation of 2 female BALC/c mice by bovine Y-sperm. 

More than 2,000 hybridoma cells were grown after cells fusion. The cultured supernatant 

of the hybridoma cells were used to determine the specificity against bovine Y-sperm by 

ELISA and sperm surface binding method. It was found that 3 hybridoma cells, G16G14, 

G16E7 and G16E8 can produce mAb that are specific to bovine Y-sperm. These hybrid 

cells were used to produce mAb for sperm sexing. In the sperm sexing method, bovine Y-

sperms were destroyed via cytotoxicity using guinea pig complement. The undestroyed X-

sperms were used in in vitro fertilization (IVF) to determine the accuracy and precision of 

the sperm sexing method using the produced mAb. The sexes of embryos obtained from 

the IVF were determined by polymerase chain reaction (PCR) method using bovine and 

bovine Y-specific primers. The embryos sex determination indicated that the 3 hybridoma 

cells can produce mAbs, which are specific to bovine Y-sperm. They can increase the ratio 

of female to 78.4, 74.4 and 76% after sperm sexing and IVF. 
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บทที� 1 

บทนํา 

 

1. ความสําคัญ และที�มาของปัญหาการวิจัย 

ในสัตวจ์าํพวกโคและกระบือ พบว่าสัดส่วนของเพศผูแ้ละเพศเมียเป็น 50:50 ซึ� งตวัอสุจิเป็น

ตวักาํหนดเพศของสิ�งมีชีวิต เนื�องจากอสุจิจะถูกสร้างขึ�นจากกระบวนการแบ่งเซลล์สืบพนัธุ์แบบไมโอ-

ซิส และอสุจิแต่ละตวัจะมีโครโมโซมเพศเพียงชนิดเดียว กล่าวคือจะตอ้งมีโครโมโซมเพศเป็นเพศผู ้(Y-

chromosome) หรือเพศเมีย (X-chromosome) อยา่งใดอยา่งหนึ� งเท่านั�น ส่วนเซลลไ์ข่จะมีโครโมโซม

เป็นโครโมโซมเพศเมีย (X-chromosome) เท่านั�น ดงันั�นหากอสุจิที�มีโครโมโซมเพศผู ้(Y-chromosome) 

ผสมกบัเซลลไ์ข่ (X-chromosome) จะไดต้วัอ่อนที�มีเพศเป็นเพศผู ้ (XY) และหากอสุจิที�มีโครโมโซม

เพศเมีย (X-chromosome) ผสมกบัเซลลไ์ข่ (X-chromosome) จะไดต้วัอ่อนที�มีเพศเป็นเพศเมีย (XX) 

(http://biology.about.com/od/basicgenetics/p/chromosgender.htm) 

ดงันั�นการคดัเลือกเพศของอสุจิจึงเป็นเป้าหมายที�สาํคญัที�ถูกพฒันาขึ�น เพื�อใช้ในการคดัเลือก

เพศทั�งของในคน และสัตวเ์ลี�ยง ในทางปศุสัตวมี์กระบวนการมากมายที�ใช้ในการคดัเลือกเพศอสุจิ 

เพื�อที�จะให้ไดอ้ตัราส่วนของอสุจิเพศที�ตอ้งการสูงขึ�น ซึ� งในการเลี�ยงโคนมเกษตรกรจะตอ้งการลูกโคที�

เป็นเพศเมีย เพื�อที�จะสามารถผลิตนํ�านมได ้หากลูกที�เกิดขึ�นมาเป็นเพศผูก็้จะถูกจาํหน่ายในราคาถูก เพื�อ

นาํไปทาํเป็นอาหาร ดงันั�นฟาร์มโคนมจึงมีความตอ้งการอสุจิที�มีเพศเมียสูงกว่าอสุจิที�มีเพศผู ้ เพื�อทาํให้

อตัราส่วนในการผสมระหว่างอสุจิกบัเซลลไ์ข่มีโอกาสที�จะเกิดตวัอ่อนที�เป็นเพศเมียที�สูงกว่า แต่ในทาง

กลบักนัฟาร์มโคเนื�อจะมีความตอ้งการตวัอ่อนที�เป็นเพศผูม้ากกว่า เพื�อที�จะผลิตพ่อพนัธุ์ไวส้ําหรับขาย

นํ�าเชื�อ หรือตอ้งการเนื�อเพื�อจาํหน่าย จึงมีความตอ้งการอสุจิที�มีอตัราส่วนของอสุจิเพศผูสู้งกว่าอสุจิเพศ

เมีย 

ในปัจจุบนัการใชอ้สุจิที�ผ่านการแยกเพศ (sexed semen) ก่อนการผสมกบัเซลลไ์ข่ ไดถู้ก

นาํมาใชใ้นทั�งฟาร์มโคนม และโคเนื�อ เพื�อตอบสนองต่อความตอ้งการตวัอ่อนของเพศที�แตกต่างกนั 

กระบวนการคดัแยกเพศอสุจินั�นมีมากมายหลายวิธี เช่น การคดัแยกดว้ยวิธีแยกดว้ยเจล (gel filtration) 

วิธีแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) วิธีแยกดว้ยการว่ายของอสุจิ (swimming up) การแยกดว้ย

ความแตกต่างของสารพนัธุกรรม (sperm sorting) วิธีการปั�นแยก (centrifugation) และวิธีการแยกทาง

วิทยาภมูิคุม้กนั หรือการใชแ้อนติบอดี (immunological method) วิธีแยกอสุจิดงักล่าวจะอาศยัความ

แตกต่างของอสุจิในแต่ละเพศ เช่น อาศยัความแตกต่างของความว่องไวต่อความเป็นกรดด่าง (pH 
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sensitivity) (Rothschild, 1960) ความแตกต่างของความเร็วของการว่ายของอสุจิในแต่ละเพศ 

(swimming speed) (Ericsson et al., 1973; Rohde et al., 1973) ความแตกต่างของการว่ายของอสุจิ 

(motility) (Sarkar, 1984; Sarkar et al., 1984) ความแตกต่างของความหนาแน่น (density) (Haevey, 

1946; Sumner and Robinson, 1976) ความแตกต่างของประจุที�ผิวของอสุจิ (surface charge) (Kaneko et 

al., 1984; Cartwright et al., 1993) ความแตกต่างของโปรตีนที�ผวิเซลล์ของอสุจิ (sperm surface 

protein) (Prasad et al., 2010) ขนาดของหัวอสุจิ และนํ�าหนักของอสุจิ (Windsor et al., 1993; Gledhill, 

1988) การจบัเกาะของอสุจิกบัเซฟาเดกซ์ (adherence to Sephadex) (Steeno et al., 1975; Adimoelja, 

1987) ความแตกต่างของการมีแอนติเจนเอชวาย (H-Y antigen content) ( Goldberg et al., 1971; Peter 

et al.,1993; Sills et al., 1998) และความแตกต่างของปริมาณดีเอ็นเอ (DNA content) (Pinkel et al., 

1982; Johnson et al., 1989). 

อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีวิธีไหนที�สามารถแยกอสุจิที�มีเพศผู ้ และเพศเมียออกจากกนัไดร้้อย

เปอร์เซ็นต ์ ซึ� งปัญหาอาจเกิดจากปริมาณอสุจิที�มีมาก แต่มีอสุจิเพียงตวัเดียวที�จะเขา้ผสมกบัเซลลไ์ข่ 

(Pace, 1990) การคดัแยกเพศอสุจิสามารถกระทาํได้โดยใชแ้อนติบอดีที�จาํเพาะในแต่ละเพศ กล่าวคือใช้

ความแตกต่างของแอนติเจนที�ผิวเซลล์ของอสุจิเป็นพื�นฐานในการคดัแยกอสุจิทั�งสองเพศออกจากกนั 

เป้าหมายของงานวิจยันี�  คือ ผลิตโมโนโคลนลัแอนติบอดีที�มีความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโค

นม เพื�อที�จะเลือกทาํลายอสุจิเพศผู ้ ส่วนอสุจิที�เหลือส่วนใหญ่จะเป็นอสุจิที�มีเพศเมียนั�น จะถูกนาํไปใช้

ในการปฏิสนธิในห้องทดลอง เพื�อให้ไดต้วัอ่อนววัแลว้นาํตวัอ่อนที�ไดไ้ปตรวจความแม่นยาํของการทาํ

โมโนโคลนัลแอนติบอดีที�ใชใ้นการแยกเพศอสุจิโคนม โดยการตรวจสอบเพศตวัอ่อนดว้ยกระบวนการ

พีซีอาร์ 

 

2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

2.1 เพื�อผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�มีความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคนม 

2.1.1 คดัเลือกโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�มีความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคนม 

2.1.2 ใชโ้มโนโคลนลัแอนติบอดีที�ผลิตไดใ้นการทาํลายอสุจเพศผูข้องโคนม 

2.1.3 ตรวจสอบคุณภาพของอสุจิที�ผ่านการแยกเพศดว้ยโมโนโคลนัลแอนติบอดีดว้ยวิธีวดั

ความสามารถของการปฏิสนธิ (fertilization efficiency) 

2.2 เพื�อตรวจสอบความถูกตอ้ง และแม่นยาํของอสุจิที�ผา่นการแยกเพศ ดว้ยโมโนโคลนลั-

แอนติบอดี ที�ผลิตขั�นดว้ยวิธีการตรวจสอบเพศของตวัอ่อนที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในห้องปฏิบตัิการ 
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3. ขอบเขตของการวิจัย 

3.1 ผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีตามกระบวนการมาตรฐาน โดยจะใชห้นูขาว BALB/C และ

ใชอ้สุจิโคนมแยกเพศผสมกบัแอดจูแวน (adjuvant) ในการฉีดกระตุน้เพื�อสร้างโมโนโคลนัลแอนติบอดี 

3.2 ใชโ้มโนโคลนัลแอนติบอดีที�ผลิตไดใ้นการคดัแยกเพศอสุจิโคนม ดว้ยการทาํลายอสุจิเพศ

ผูแ้ลว้นาํอสุจิที�เหลือไปทาํการปฏิสนธิในห้องปฏิบติัการ 

3.3 ตรวจสอบความสามารถในการปฏิสนธิของอสุจิที�ผ่านการแยกเพศ ดว้ยโมโนโคลนลั-

แอนติบอดี และตรวจสอบความถูกตอ้ง และแม่นยาํของกระบวนการแยกเพศ ดว้ยโมโนโคลนลั-

แอนติบอดีดว้ยการตรวจสอบเพศของตวัอ่อนที�เกิดจากการปฏิสนธิในห้องปฏิบตัิการ 

 

4. ประโยชน์ที�ได้รับจากการวิจัย   

4.1 ไดเ้ทคนิคในการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี เพื�อประยุกต์ใชใ้นการวิจัย 

4.2 ไดโ้มโนโคลนัลแอนติบอดีที�สามารถใชแ้ยกเพศอสุจิโคไดจ้ริง 

4.3 ใชก้ารแยกเพศดว้ยโมโนโคลนัลแอนติบอดีเป็นตน้แบบในการแยกเพศของสิ�งมีชีวิตอื�น 

4.4 งานวิจยันี� เป็นส่วนหนึ�งของการเรียนการสอนสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  ดงันั�นความรู้

และเทคโนโลยีในการศึกษาจะถูกถ่ายทอดโดยตรงให้กบันักศึกษาระดบับณัฑิตศึกษา  จึงเป็นการ

พฒันากาํลงัคนทางดา้นเทคโนโลยีชีวภาพ ซึ� งตรงกบันโยบายของประเทศ 

 

5. การทบทวนวรรณกรรม (Literature reviews) 

แอนติบอดีเป็นกลุ่มของไกลโคโปรตีนที�ถกูสังเคราะห์ขึ�นจากเจา้บา้น (host) และปลดปล่อย

โดย B-lymphocyte และเซลล์พลาสมาในระบบภูมิคุม้กนั ซึ� งแอนติบอดีนี� จะถูกผลิตขึ�นเพื�อตอบสนอง

ต่อโมเลกุลที�แปลกปลอม และจะทาํลายโมเลกุลแปลกปลอมนั�นให้หมดไปจากร่างกาย ในสัตว์เลี� ยงลูก

ดว้ยนมจะสร้างแอนติบอดีได ้5 กลุ่ม คือ IgG, IgM, IgA, IgE และ IgD ความแตกต่างของแอนติบอดีแต่

ละกลุ่มนั�นถูกกาํหนดดว้ยโครงสร้างของสายหลกั (heavy chain) ซึ� งประกอบไปดว้ยสายหลกัที�เป็น γ, 

δ, ε, α และ μ ตามลาํดบั 
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รูปที� 1 ลกัษณะของแอนติบอดีทั�ง 5 กลุ่ม 

 

5.1 โมโนโคลนัลแอนติบอดี  

คือ แอนติบอดีที�สร้างจากกลุ่มเซลลพ์ลาสมาซึ� งกาํเนิดจาก B lymphocyte เซลลเ์ดียว โดยทุก ๆ

โมเลกุลของแอนติบอดีนี�จะมีคุณสมบติัเหมือนกนัทุกประการ กระบวนการผลิตโมโนโลนัลแอนติบอดี

จะตอ้งอาศยัการผลิตดว้ยเทคโนโลยจีาํเพาะ และกระบวนการทางห้องปฏิบตัิการที�ซับซ้อน ซึ� งผลิตได้

โดยการฉีดกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัสัตวท์ดลองคือ หนูขาวพนัธ์ุ BALB/c ดว้ยแอนติเจนที�ตอ้งการ เพื�อให้

หนูขาวสร้างแอนติบอดีที�จาํเพาะกบัแอนติเจนที�ตอ้งการ หลงัจากนั�นจะทาํการฆ่าหนูขาวเพื�อผา่แยกนาํ

เซลลม์า้ม (splenocyte) มาหลอมรวมกบัพลาสมาเซลลท์ี�เป็นมะเร็ง (myeloma cell line) ให้ไดเ้ซลล์

ลูกผสม (hybrid cell) แลว้ทาํการเลี�ยงเซลล์ลูกผสมในอาหารจาํเพาะ (selective media, HAT medium) 

เพื�อคดัเลือกเซลลที์�หลอมรวมกนั หลงัจากนั�นจะทาํคดัเลือกเซลล์ลูกผสมที�ผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี

ที�จาํเพาะต่อแอนติเจนที�ตอ้งการ (screening step)  ซึ� งวิธีนี� ถูกคน้พบเมื�อปี 1975 โดยนักวิทยาศาสตร์ที�ชื�อ

ว่า Georges J.F. และ César Milstein และต่อมากไ็ดรั้บรางวลัโนเบลสาขาสรีรวิทยาหรือการแพทย ์ ในปี 

1984 (The Noble Prize in Physiology or Medicine 1984) (http://www.nobelprize.org/nobel_ 

prizes/medicine/laureates/1984/).   

 

5.2 เทคโนโลยีการคดัแยกเพศอสุจิ 

5.2.1 ความแตกต่างของการทนทานต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH sensitivity) 

ในปี 1960 Rothschild ไดเ้สนอว่าจะพบอสุจิเพศผูใ้นสภาวะที�เป็นด่างมากกว่าอสุจิเพศเมีย 

ต่อมาในปี 2005 Hassan ไดย้นืยนัการใชส้ภาวะกรดด่างในการแยกอสุจิ โดยพบว่าที�ค่าความเป็นด่าง 9 

(pH 9.0) ส่งผลให้อสุจิเพศผูม้ีอตัราส่วนที�สูงขี�นที� 60.28% แต่ในทางตรงกนัขา้มในปี 1971 Diasio และ 
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Glass ไดท้าํการศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการเคลื�อนยา้ยของอสุจิ พบว่าไม่สามารถแยกอสุจิเพศ

ผู ้และอสุจิเพศเมียออกจากกนัโดยอาศยัการเคลื�อนที�ภายใตส้ภาวะกรด-ด่างตามที�ไดน้าํเสนอไวก่้อนหนา้ 

 

5.2.2 การเคลื�อนที�และความเร็วในการว่ายของอสุจิ (Motility and swimming speed) 

ในปี 1973 Rhode และคณะ ไดร้ายงานว่าพบกลุ่มของอสุจิเพศผูจ้าํนวนหนึ�งเกิดขึ�นที�ส่วน

บริเวณดา้นหนา้ ขณะที�มีการเคลื�อนยา้ยของอสุจิเขา้เจาะเซลล์ไข่ในหลอดทดลอง ในปีเดียวกนั Ericsson 

และคณะ ไดร้ายงานว่าสามารถแยกอสุจิเพศผูอ้อกจากอสุจิเพศเมีย โดยใชว้ิธีการปล่อยให้อสุจิว่ายอยูใ่น

สารละลายที�มีความเขม้ขน้ของโปรตีนนมววั (bovine serum albumin, BSA) สูง และในปี 1993 Check 

และ Katsoff ไดร้ายงานว่าพบตวัอ่อนเพศผูเ้กิดขึ�นสูงถึง 88.5% จากการใชเ้ทคนิคแยกดว้ยการเคลื�อนที�

ของอสุจิ แต่จากการทดลองในปี 1993 ของ Han และคณะ ในปี 1997 ของ De Jouge และคณะ และในปี 

1999 ของ De Jouge พบว่าวิธีนี� ไม่สามารถแยกอสุจิทั�งสองเพศออกจากกนัไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญั กล่าวคือ

สามารถเพิ�มความแตกต่างของอตัราส่วนอสุจิไดเ้พียง 1-2% เท่านั�น 

 

5.2.3 ความหนาแน่น (Density) 

จากงานวจิยัในปี 2002 พบวา่อสุจิเพศเมียจะมีปริมาณดีเอ็นเอสูงกว่าอสุจิเพศผู ้(Simson and 

Larson, 2002) จากความแตกต่างของปริมาณดีเอ็นเอนั�นจึงส่งผลทาํใหอ้สุจิเพศผู ้ ซึ� งมีปริมาณดีเอน็นอ้ย

นั�นมีความเบากวา่และเคลื�อนที�ไดร้วดเร็วกว่าอสุจิเพศเมีย Cui และ Mathews (1993) พบวา่ขนาดโดย

เฉลี�ยของอสุจิเพศเมียมีขนาดที�ใหญ่ และยาวกว่าอสุจิเพศผู ้ ซึ� งหากอสุจิเพศเมียมีขนาดหัวอสุจิที�ใหญ่กว่า

จะทาํให้สามารถแยกอสุจิทั�งสองเพศออกจากกนัไดด้ว้ยความแตกต่างของขนาดหวั โดยใชเ้พอร์คอลลที์�

ความเขม้ขน้ที�แตกต่างกนั (Percoll gradient) และในปี 1997 Samura และคณะ ไดร้ายงานว่าสามารถเพิ�ม

อตัราส่วนของอสุจิเพศเมียไดด้ว้ยการใชเ้พอร์คอลที� 95% ต่อมาในปี 1986 Mohri และคณะ ไดร้ายงาน

การแยกอสุจิโดยใชเ้พอร์คอลล ์ 12 ชั�น (12 steps discontinuous Percoll gradient) ซึ� งสามารถเพิ�ม

อตัราส่วนของอสุจิเพศเมียได้สูงถึง 94% และในปี 2011 Resende และคณะ ไดร้ายงานผลของการใชอ้สุจิ

ที�ผา่นการแยกเพศดว้ยเพอร์คอลลว่์า เมื�อนาํไปปฏิสนธิในห้องทดลองแลว้ ตวัอ่อนที�ไดจ้ะมีอตัรส่วนของ

เพศเมียสูงขึ�นเป็น 62% แต่อยา่งไรกต็าม Chen และ Bongso (1999) ไดร้ายงานเรื�องของความเป็นพิษของ

เพอร์คอลลท์ี�มีต่ออสุจิ การแยกอสุจิดว้ยความแตกต่างของความหนาแน่นนั�นมีนักวิทยาศาสตร์หลายท่าน

ที�ไม่ไดใ้ชเ้พอร์คอลลแ์ต่ใชน้ํ� าเชื�อมที�ความเขม้ขน้ต่างกนั (sucrose gradient) (Rohde et al., 1975; Corson 
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et al., 1984; Dmowski et al., 1979) แต่ก็มีนักวิทยาศาสตร์ที�ชื�อว่า Evan และคณะ (1975) และ Rose และ

คณะ (1975)  ไดโ้ตแ้ยง้วา่วิธีดงักล่าวไม่สามารถใชใ้นการแยกอสุจิทั�งสองเพศออกจากกนัได ้

 

5.2.4 ประจุที�ผวิอสุจิ (Surface charge) 

จากความแตกต่างของปริมาณดีเอนเอนั�น อาจจะส่งผลต่อความแตกต่างของโปรตีนที�ผิวของอสุจิ

ดว้ย โดยในปี 1961 Bangham และ Nevo และคณะ มีความเห็นที�ตรงกนัในเรื�องของอสุจิที�ไม่เคลื�อนที� 

ทั�งนี� เนื�องจากอสุจินี�จะมีประจุลบอยูท่ี�พื�นผวิชั�นนอก จึงทาํให้ดูเหมือนอสุจินี� ไม่เคลื�อนที� จากขอ้คิดเห็นนี�

บอกไดว้่าอสุจิเพศผู ้ และเพศเมียนั�นมีความแตกต่างกนัของประจุที�ผวิ ซึ� ง Prasad และคณะ (2010) ได้

เพิ�มเติมว่าอาจะเป็นผลของความแตกต่างของกรดนิรามินิก (nearaminic acid) ที�มีไกลโคโปรตีนที�อยูบ่น

ผวิเซลลอ์สุจิเพศเมีย วิธีที�ใชแ้ยกอสุจิที�ใชค้วามแตกต่างของประจุที�ผิวเซลลเ์รียกว่า free flow 

electrophoresis โดยใชโ้ทรเมทามีน (tromethamine) เป็นบฟัเฟอร์ Schroder (1941) รายงานว่าการ

ปฏิสนธิดว้ยอสุจิที�ผา่นกระบวนการดงักล่าวส่งผลให้อตัราส่วนของเพศที�ไดเ้ปลี�ยนแปลงไปซึ� ง Gordon 

(1957) ก็ไดผ้ลเหมือนกนั Ishijima และคณะ (1991) ไดร้ายงานว่าสามารถแยกอสุจิดว้ยกระบวนการ 2 วิธี 

คือ Laser-rotating และ electrophoretic light scattering spectrophotometer ว่าสามารถเพิ�มอตัราส่วนของ

อสุจิเพสเมียไดสู้งกว่า 95% และอสุจิเพศผูไ้ด ้80% โดยใช ้zeta potential ที� -20 และ -15 mV แต่อยา่งไรก็

ตามมีเพียงนกัวิทยาศาสตร์บางกลุ่มเท่านั�นที�บอกว่าสามารถแยกอสุจิทั�งสองเพศออกจากกนัไดด้ว้ยวิธีนี�  

และยงัไม่มีการตรวจสอบที�ชดัเจนว่าสามารถแยกไดจ้ริง ๆ ตามที�รายงานหรือไม่ (Siljander, 1936; 

Kordts, 1952; Vesselinovich, 1960) นอกจากนี� ยงัพบว่าอสุจิที�ผา่นกระบวนนี�จะมีความผิดปกติในการ

เคลื�อนที�ดว้ย  (Gledhill, 1988)  

 

5.2.5 โปรตีนที�ผวิอสุจิ (Sperm surface protein) 

แอนติเจนเอช-วาย (Histocompatibility Y-chromosome, H-Y) เป็นแอนติเจนที�จาํเพาะกบั

โครโมโซมเพศผู ้ ซึ� งจะพบบนเซลลข์องสัตวเ์พศผู ้ เซลลม์า้ม ลาํไส ้และเมด็เลือดขาว (Koo et al., 1979; 

Müller et al., 1978; Brunner et al., 1987) จากการที�พบแอนติเจนเอช-วายบนเซลลที์�มีโครโมโซมเพศผู ้

จึงทาํให้สามารถบอกไดว้า่อสุจิที�มีโครโมโซมเพศผูจ้ะมีแอนติเจนเอช-วาย ซึ� งสามารถใชใ้นการแยก

ระหว่างอสุจิเพศผู ้ และอสุจิเพศเมียออกจากกนัได ้ การคิดแยกเพศโดยใชคุ้ณสมบตัิการมีแอนติเจนเอช-

วายไดถู้กนาํมาใชใ้นการคดัแยกเพศของอสุจิ และเพศของตวัอ่อน โดยใชแ้อนติบอดีที�มีความจาํเพาะต่อ

แอนติเจนเอช-วายเป็นตวัชี�วดั (Epstein, 1980; Wachtel, 1988; Avery and Schnidt, 1989; Patthanawong 
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et al., 2010) Bennett และ Boyse (1973) ไดร้ายงานการแยกเพศอสุจิดว้ยการใชแ้อนติบอดีที�จาํเพาะต่อ

แอนติเจนเอช-วาย (anti H-Y) และตามดว้ยการเติมคอมพลีเมนต ์ พบว่าทาํให้อตัราส่วนของอสุจิเพศเมีย

สูงขึ�น 8% Koo และคณะ (1973) ไดย้นืยนัการแยกเพศอสุจิโดยอาศยัแอนติเจนเอช-วาย และไดชี้�แจงว่า

แอนติเจนเอช-วายมีการแสดงออกในอสุจิเพศผูม้ากกว่า อยา่งไรกต็ามไดมี้นักวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มได้

ทาํการทดลองในการแสดงออกของแอนติเจนเอช-วาย และไดท้าํการทดลองใชแ้อนติบอดีที�จาํเพาะต่อ

แอนติเจนเอช-วายในการแยกเพสอสุจิ พบวา่แอนติเจนเอช-วายนั�นสามารถพบไดที้�ผนงัเซลลอ์สุจิทั�งสอง

เพศ (Burgoyne et al., 1986; Burgoyne, 1987; Hassan, 2005; Prasad et al., 2010) และพบการแสดงออก

ของแอนติเจนเอช-วายบนอสุจิเพศเมียดว้ย (Sills et al.,1998)   
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บทที� 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. การผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี 

1.1 การเตรียมแอนติเจน 

ใชอ้สุจิเพศผูข้องโคนมที�ผ่านการแยกเพศโดย Flow cytometry (bovine Y-sperm) ที�ไดซื้�อมา

จาก China Mengniu Diary Company ltd, China เป็นแอนติเจนที�ใชใ้นการฉีดกระตุน้หนูขาวสายพนัธ์ุ 

BALB/c โดยอสุจิเพศผูที้�ใชเ้ป็นแอนติเจนนั�นจะคดัเลือกเฉพาะอสุจิที�แขง็แรง โดยจะการคดัเลือกดว้ย

วิธี swim up ในอาหาร Tyrode albumin lactate pyruvate (TALP medium) ในการฉีดหนูขาวในครั� งแรก 

(first injection) และการฉีดกระตุน้ครั� งแรก (first boost) นั�น จะใช้ความเขม้ขน้ของอสุจิ 2.5 x 105 เซลล์

อสุจิ/มิลลิลิตร และการฉีดกระตุน้ครั� งสุดทา้ยดว้ยความเขม้ขน้ 2.5 x 106 เซลล์อสุจิ/มิลลิลิตร 

 

1.2 การกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดี (In vivo immunization) 

ใชห้นูขาวสายพนัธุ์ BALB/c เพศเมียอาย ุ 8 สัปดาห์ โดยการฉีดครั� งแรกจะใชค้วามเขม้ขน้ของ

อสุจิ 2.5 x 105 เซลลอ์สุจิ/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบัคอมพลีทฟรอยแอดจูแวนต ์

(Complete Freund’s Adjuvant, CFA) ดว้ยอตัราส่วน 1:1 แลว้ทาํการฉีดเขา้ที�ช่องทอ้ง (intraperitoneal, 

ip) ส่วนการฉีดกระตุน้อีกสองครั� งจะใชค้วามเขม้ขน้ของอสุจิ 2.5 x 105 เซลลอ์สุจิ/มิลลิลิตร สําหรับการ

ฉีดกระตุน้ครั� งที�หนึ� ง และความเขม้ขน้ของอสุจิ 2.5 x 106 เซลล์อสุจิ/มิลลิลิตร สาํหรับการฉีดกระตุน้

ครั� งต่อมา โดยฉีดประมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมกบัอินคอมพลีทฟรอยแอดจูแวนต ์ (Incomplete 

Freund’s Adjuvant, IFA) ดว้ยอตัราส่วน 1:1 ฉีดกระตุน้ที�เส้นเลือดดาํที�โคนหาง (intravenous, iv) และ

ใตก้ลา้มเนื�อ (subcutaneous) โดยจะฉีดห่างกนัทุก ๆ 2 สัปดาห์ 

 

1.3 การรวมเซลล์ (cell fusion) 

เมื�อครบระยะเวลาจะทาํการฆ่าหนูดว้ยวิธีสงบ แลว้ทาํการแยกมา้มออกมาดว้ยเทคนิคที�ปลอด

เชื�อ แลว้นาํใส่เพลทที�นึ� งฆ่าเชื�อแลว้ที�มี 70% เอทานอลอยู ่แลว้นาํกลบัไปที�ห้องทดลอง เพื�อทาํการแยก

เซลลม์า้ม ทาํการตดัมา้มเพื�อแยกเอาเซลลม์า้มดว้ยการใช้เข็มรีดเซลล์มา้มออกจากเยื�อหุ้มมา้ม ทาํการปั�น

ลา้ง 3 รอบ ในอาหาร (Roswell Park Memorial Institute-1640, RPMI) แลว้ทาํการนบัเซลลม์า้ม 

หลงัจากนั�นนาํไปผสมกบัพลาสมาเซลล์ที�เป็นมะเร็ง (X63-Ag 8.653 myeloma cell line) ในอตัราส่วน
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เซลลม์ะเร็งต่อเซลล์มา้มเท่ากบั 1:6.4 ทาํการปั�นลา้งดว้ย RPMI อีกรอบ ทาํการเท RPMI ทิ�งแลว้เติมพอ-

ลีเอทิลีนไกคลั (polyethylene glycol-4000, PEG-4000) ลงไป แลว้นาํไปปั�นดว้ยความเร็ว 300 x g เป็น

เวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิ 37oC หลงัจากนั�นเทของเหลวทิ�งแลว้เติมอาหารแฮท (HAT medium) ลงไปผสม

เบา ๆ แลว้ปรับความเขม้ขน้เซลลใ์ห้ได ้ 2-4.5 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร แลว้นาํเซลล์ไปเลี�ยงให้เพลท 24 

หลุม หลุมละ 1 มิลลิลิตร จากนั�นนาํเพลทไปบ่มเลี� ยงในตูบ่้มที�อุณหภูมิ 37oC ภายใตส้ภาวะที�มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลงัจากเลี�ยงเซลล ์ 4-5 วนั ทาํการตรวจสอบการปนเปื� อน และหากพบการ

ปนเปื� อนให้เติมสารละลายจุนสี (CuSO4) ความเขม้ขน้ 20%  

 

1.4 การตรวจสอบความจําเพาะ (screening assay) 

ในวนัที� 7-10 ใหดู้ดอาหารเลี�ยงเซลล์ออกมาตรวจสอบความจาํเพาะ โดยจะใชอ้สุจิเพศผู ้อสุจิเพศ

เมีย ไข่แดง (egg yolk) และอสุจิที�ไม่ไดแ้ยกเพศเป็นแอนติเจน โดยการตรวจสอบความจาํเพาะดว้ย

เทคนิคอีไลซา (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) เมื�อไดห้ลุมที�สร้างแอนติบอดีที�จาํเพาะต่อ

อสุจิโคนมเพศผูแ้ลว้ ดาํเนินการทาํเทคนิค limiting dilution เพื�อให้ไดเ้ซลลเ์ดียว และทาํการตรวจหาเซลล์

เดี�ยวที�จาํเพาะต่ออสุจิโคเพศผูอ้ีกครั� ง 

 

1.5 การตรวจสอบการจับที�ผิวของอสุจิ 

เพื�อเป็นการยืนยนัความจาํเพาะของโมโนโคลนลัแอนติบอดีที�สร้างขึ�น โมโนโคลนัลแอนติบอดี

ที�มีความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผู ้ จะถูกตรวจสอบการจบัที�ผิวของอสุจิเพศผู ้ เปรียบเทียบกบัการจบัผวิของ

อสุจิเพศเมีย โดยการใช ้ anti-mouse IgG ที�เชื�อมจบักบัสารเรืองแสง (fluorescein isothiocyanate, FITC) 

แลว้ส่องดูการจบัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์

 

1.6 การเพิ�มปริมาณแอนติบอด ีและการแช่แข็ง 

เมื�อไดเ้ซลลลู์กผสมเซลล์เดี�ยวที�สร้างแอนติบอดีที�จาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคนมแลว้ ทาํการ

ขยายหลุมในการเลี�ยง เพื�อที�จะให้ไดป้ริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�เพียงพอต่อการทดลอง โดยทาํการ

ดูดเกบ็อาหารเลี�ยงเซลล์ไว ้ และยา้ยเซลลด์ว้ยการใชไ้ปเปตดูดขึ�นลงเบา ๆ แลว้ดูดเซลลไ์ปใส่เพลท 24 

หลุม ที�มีอาหารเลี�ยง และบ่มเลี�ยงไวที้�อุณหภูมิ 37oC หลกัการเกบ็อาหารเลี�ยงเซลลเ์พื�อจะนาํไป

ตกตะกอนโมโนโคลนัลแอนติบอดีนั�น ให้เกบ็อาหารเลี�ยงเชื�อเมื�ออาหารเปลี�ยนเป็นสีเหลือง โดยนาํ

อาหาร (ที�มีโมโนโคลนลัแอนติบอดีอยู)่ ไปทดสอบต่อไป นาํเซลลที์�อยูใ่นเพลทออกไปผสมกบั 20% 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

DMSO-RPMI ในอตัราส่วน 1:1 โดย 20% DMSO-RPMI จะตอ้งทาํการแช่ที� -20oC ก่อนการนาํมาใช ้เมื�อ

ผสมเขา้กนัแลว้ใหน้าํไปแช่ที� -80oC เป็นเวลาหนึ� งวนัก่อนที�จะนาํไปเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว อาหาร

เลี�ยงเซลลที์�ไดจ้ะนาํไปตกตะกอนแอนติบอดี โดยใชแ้อมโมเนีมซัลเฟตอิ�มตวัในอตัราส่วน 1:1 แลว้เกบ็

โมโนโคลนลัแอนติบอดีที�ไดไ้วท้ี� -20oC จนกวา่จะใชง้านครั� งต่อไป 

 

2. การแยกเพศอสุจิโคนม และการปฏิสนธิในหลอดแก้ว (sperm sexing and in vitro fertilization) 

นาํอสุจิโคนมที�ตอ้งการแยกเพศไปทาํการปั�นลา้ง แลว้นาํอสุจิที�ปั�นลา้งไดไ้ปใส่ให้หลอดที�มี 

TALP ผสมกบัโมโนโคลนัลแอนติบอดีในอตัราส่วนต่าง ๆ แลว้นาํไปบ่มไวท้ี�ตูบ่้ม 38.5oC ภายใตส้ภาวะ

ที�มีคาร์บอนไดออกไชค ์ 5% เป็นเวลา 20 นาที แลว้ทาํการเติมคอมพลีเมนทห์นูตะเภา (guinea pig 

complement) ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 2% ทาํการกวนเบา ๆ ดว้ยปลายทิปพลาสติก แลว้นาํไปบ่มต่อ

เป็นเวลา 45 นาที หลงัจากนั�นดูดส่วนบนซึ�งเป็นส่วนที�มีอสุจิที�มีชีวิตอยู ่(อสุจิเพศเมียที�ไม่โดนทาํลายจาก

กระบวนการ) ไปปั�นลา้ง แลว้ปรับให้ไดค้วามเขม้ขน้ 4 x 106 เซลล์อสุจิ/มิลลิลิตร แลว้นาํอสุจิที�ผา่นการ

แยกเพศไปทาํการปฏิสนธิในห้องปฏิบติัการเพื�อให้ไดต้วัอ่อน 

 

3. การตรวจสอบเพศของตัวอ่อน 

เพื�อเป็นการตรวจสอบความถูกตอ้ง และความแม่นยาํของการแยกเพศอสุจิ ดว้ยโมโนโคลนัล-

แอนติบอดีที�ผลิตขึ�น เพศของตวัอ่อนที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในห้องทดลอง จะเป็นตวัแทนของเพศอสุจิที�

ผ่านการคดัแยกแลว้ดว้ยโมโนโคลนัลแอนติบอดี การตรวจสอบจะเก็บตวัอ่อนที�หยุดการเจริญในทุก

ระยะจนกระทั�งถึงระยะแฮช (hatched blastocyst) แลว้ตรวจสอบเพศของตวัอ่อนตามวิธีการของ 

Rattanasuk และคณะ (2011) 
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บทที� 3 

ผลการทดลอง 

 

1. การผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี 

ในวนัที� 7-10 หลงัจากการหลอมรวมเซลล์ จะพบกลุ่มเซลล์ลูกผสมเจริญอยูท่ี�กน้เพลท ดงัรูปที� 

2 จากการทดลองพบกลุ่มเซลลลู์กผสมมากกว่า 2,000 กลุ่ม 

 

 
 

รูปที� 2 กลุ่มเซลลล์ูกผสมที�เจริญในอาหาร HAT ในวนัที� 7-10 หลงัการหลอมรวมเซลล ์

 

โดยอาหารเลี�ยงเซลล์ลูกผสมในแต่ละหลุมจะถูกนาํไปทดสอบความจาํเพาะต่ออสุจิโค และไข่

แดง (egg yolk) พบว่ามี 17 หลุม ที�สร้างแอนติบอดีที�จบัเฉพาะอสุจิโคแต่ไม่จบักบัไข่แดง และอีก 16 

หลุม ที�จบัทั�งอสุจิโค และไข่แดง ซึ� งทั�ง 33 หลุมนี� ถูกยา้ยไปเลี�ยงเพื�อเพิ�มจาํนวนเซลลก่์อนการทดสอบ

ความจาํเพาะอีกครั� ง และพบว่าหลงัจากยา้ยไปเลี�ยงในหลุมใหม่มีเพียง 12 หลุมที�ไม่มีการปนเปื� อน จึง

เลือกมา 5 หลุม นาํไปทาํ limiting dilution เพื�อให้ไดเ้ซลล์เดี�ยว โดย 5 หลุม ที�เลือกนี� เป็นหลุมที�ให้ผล

การตรวจสอบครั� งแรกว่าสร้างแอนติบอดีที�จบัเฉพาะอสุจิเท่านั�น จากการทาํ limiting dilution ของแต่

ละหลุมลงในเพลทที�มี 96 หลุม พบว่า 288 หลุม จาก 480 หลุม สร้างแอนติบอดีที�จับเฉพาะอสุจิโคแต่

ไม่จบัไข่แดง แลว้นาํทั�ง 288 หลุม ยา้ยไปเลี�ยงในเพลท 24 หลุม แลว้บ่มเลี�ยงไวเ้ป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อน

การทดสอบความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผู ้ และอสุจิโค ผลการทดสอบพบว่าเพลทที� G16 สามารถสร้าง

แอนติบอดีที�จบักบัอสุจิเพศผู ้ และให้ค่า OD สูงกว่าการจบักบัอสุจิโค จึงเลือกมา 10 หลุม จากทั�งหมด 
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96 หลุม เพื�อทาํการทดสอบกบัอสุจิเพศผู ้และอสุจิเพศเมีย ผลการทดสอบพบว่ามี 3 หลุม คือ G16G14, 

G16E7 และ G16E8 ที�สร้างแอนติบอดีที�จาํเพาะต่ออสุจิโคเพศผู ้และเพื�อยืนยนัความจาํเพาะของโมโน-

โคลนัลแอนติบอดีที�สร้างขึ�น โมโนโคลนัลแอนติบอดีที�ไดจ้าก 3 หลุม นี�ถูกนาํไปตรวจสอบการจบักบั

ผิวอสุจิ ผลการจบัแสดงในรูปที� 3 

 

 
 

รูปที� 3 รูปแสดงการจบัของโมโนโคลนัลแอนติบอดีกบัผิวอสุจิเพศผู ้ A, C และ E เป็นรูปที�เห็นภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์แสงปกติ B, D และ F เป็นรูปที�เห็นภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซน 

 

2. การแยกเพศอสุจิและการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

ในขั�นตอนของการแยกเพศอสุจินั�น ใชโ้มโนโคลนลัแอนติบอดี G16G14, G16E7 และ G16E8 

ที�ผ่านการทาํให้บริสุทธิ�  (purified monoclonal antibody) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงใน TALP 2 

มิลลิลิตร และเติมอสุจิที�ตอ้งการจะแยกเพศลงไปปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลงัจากบ่มตามเวลาที�

กาํหนดแลว้ อสุจิเพศผูที้�มีโมโนโคลนัลแอนติบอดีไปจบั จะถูกทาํลายผา่นกลไลการทาํให้เซลลเ์ป็นพิษ 

(cytotoxicity) โดยการเติมคอมพลีเมนทล์งไปในหลอดให้ได้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 2% แลว้กวน

เบา ๆ ก่อนที�จะนาํไปบ่มต่อเป็นเวลา 45 นาที หลงัจากนั�นทาํการปั�นลา้งอสุจิแลว้นาํอสุจิที�ผา่นการแยก

เพศแลว้ไปปฏิสนธิในหลอดทดลอง โดยใชอ้ตัราส่วนอสุจิที�ผ่านการแยกเพศแลว้ 4 x 106 เซลล์อสุจิ/

มิลลิลิตร ต่อโอโอไซตว์วั 20 โอโอไซต์ ในงานวิจัยครั� งนี� โมโนโคลนัลแอนติบอดีทั�ง 3 ที�ผลิตไดถู้กใช้
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ในการทาํการทดลอง 4 ซํ� า โดยใชไ้ข่ววัซํ� าละ 50 ใบ เพื�อเป็นการยืนยนัผลการทดลอง ซึ� งผลของการ

เจริญของตวัอ่อนที�ไดจ้ากอสุจิแยกเพศ และเพศของตวัอ่อนไดแ้สดงอยู่ในตารางดงัต่อไปนี�  

 

 

ตารางที� 1 การพฒันาเป็นของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ดว้ยอสุจิที�ผ่านการแยกเพศ

ดว้ย G16G14 

No. of oocyte 

cultured 

No. (%) embryos developed at d 2 No. (%) embryos developed to 

Cleaved >4 Cells Morula Blastocyst 

50 35 (70) 17 (34) 5 (10) 2 (4) 

50 29 (58) 15 (30) 5 (10) 1 (2) 

50 31 (62) 14 (28) 4 (8) 4 (8) 

50 30 (60) 19 (38) 2 (4) 6 (12) 

 

 

ตารางที� 2 การพฒันาเป็นของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ดว้ยอสุจิที�ผ่านการแยกเพศ

ดว้ย G16E7 

No. of oocyte 

cultured 

No. (%) embryos developed at d 2 No. (%) embryos developed to 

Cleaved >4 Cells Morula Blastocyst 

50 21 (42) 14 (28) 3 (6) 1 (2) 

50 11 (22) 7 (14) 4 (8) 1 (2) 

50 21 (42) 14 (28) 2 (4) 5 (10) 

50 19 (38) 13 (26) 3 (6) 5 (10) 
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ตารางที� 3 การพฒันาเป็นของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ดว้ยอสุจิที�ผ่านการแยกเพศ

ดว้ย G16E8 

No. of oocyte 

cultured 

No. (%) embryos developed at d 2 No. (%) embryos developed to 

Cleaved >4 Cells Morula Blastocyst 

50 16 (32) 10 (20) 1 (2) 3 (6) 

50 16 (32) 14 (28) 0 4 (8) 

50 22 (44) 12 (24) 1 (2) 3 (6) 

50 30 (60) 19 (38) 6 (12) 3 (6) 

 

 

ตารางที� 4 การพฒันาเป็นของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ดว้ยอสุจิที�ไม่ผา่นการแยก

เพศ 

No. of oocyte 

cultured 

No. (%) embryos developed at d 2 No. (%) embryos developed to 

Cleaved >4 Cells Morula Blastocyst 
 

50 
 

31 (62) 
 

17 (34) 
 

3 (6) 
 

3 (6) 

 

 

ตารางที� 5 ตารางสรุปการพฒันาเป็นของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ดว้ยอสุจิที�ผ่าน 

และไม่ผ่านการแยกเพศ 
 

Treatments 
No. of oocytes 

cultured 

No. (%) embryos developed at d 2 No. (%) embryos developed to 

Cleaved (%) > 4 cells (%) Morula (%) Blastocyst (%) 

G16G14 200 125 (62.5)a 65 (32.5) 16 (8) 13 (6.5) 

G16E7 200 75 (37.5)b 48 (24) 12 (6) 12 (6.0) 

G16E8 200 84 (42)b 55 (27.5) 8 (4) 13 (6.5) 

Control 50 31 (62)a 17 (34) 3 (6) 3 (6.0) 

ที�ค่าความเชื�อมั�น P<0.05 
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จากตารางจะเห็นไดว้่าอตัราการเจริญของตวัอ่อนที�ไดจ้ากอสุจิที�ผ่านการแยกเพศ ดว้ยโมโน-

โคลนัลแอนติบอดี ไม่มีความแตกต่างในดา้นการเจริญของตวัอ่อนอยา่งมีนัยสาํคญัเมื�อเปรียบเทียบกบั

ตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ดว้ยอสุจิที�ไม่ผ่านการแยกเพศ 

 

3. การตรวจสอบเพศตัวอ่อนโค 

ในการตรวจสอบเพศตวัอ่อนที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดทดลอง พบว่าค่าเฉลี�ยของตวัอ่อน 2 

เซลล ์ ที�ไดจ้ากการปฏิสนธิกบัอสุจิที�ผา่นการแยกเพศดว้ยโมโนโคลนลัแอนติบอดีที�ผลิตได ้ มีค่าสูงกว่า

ร้อยละ 50 

 

 
รูปที� 4  

 

 จากการทดลองในรูปที� 4 เป็นตวัอยา่งของการแยกเพศตวัอ่อนที�ไดจ้ากการทาํ IVF โดยอสุจิที�

ผ่านการแยกเพศดว้ยโมโนโคลนลัแอนติบอดี G16E8 โดยใชว้ิธี multiplex PCR ตามวิธีการของ 

Rattanasuk และคณะ 2011 การทดลองนี�แสดงให้เห็นว่า มีอตัราส่วนของตวัอ่อนเพศเมียสูงกว่าเพศผู ้

มาก เมื�อใชต้วัอ่อนกว่า 600 ตวัอ่อน นาํมาแยกเพศ ในขณะที�ตวัอ่อนแบ่งตวัเป็น 2 เซลล ์พบว่าโดยเฉลี�ย

แลว้อสุจิที�ผ่านการแยกเพศดว้ยโมโนโคลนัลแอนติบอดี G16G14, G16E7 และ G16E8 มีค่าเท่ากบั 

78.4+3.9, 74.4+1.5 และ 76.0+8.9 ตามลาํดบั 
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บทที� 4 

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

ในงานวิจยันี� ไดใ้ชห้นูขาว BALB/c เพศเมียอาย ุ 8 สัปดาห์ 2 ตวั เป็นแหล่งในการผลิต

แอนติบอดี โดยในการฉีดครั� งที� 1 จะใชอ้สุจิเพศผูข้องโคที�ผสมกบัคอมพลีทฟลอยแอดจูแวน และการ

ฉีดกระตุน้อีกสองครั� งจะใชอ้สุจิเพศผูข้องโคที�ผสมกบัอินคอมพลีทฟลอยแอดจูแวน พบว่าหลงัจากที�ทาํ

การตรวจความจาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคมีเซลล์ลูกผสม G16G14, G16E7 และ G16E8 เป็นเซลล์

ลูกผสมที�ผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�จาํเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโคเพียงอยา่งเดียว และจากการนาํโม-

โนโคลนัลแอนติบอดีไปใชใ้นการแยกเพศอสุจิ แลว้นําอสุจิที�ผา่นการแยกเพศแลว้ไปทาํการปฏิสนธิใน

หลอดทดลอง พบว่าตวัอ่อนที�เจริญมีอตัราเพศมีสูงขึ�น คือ 78.4%, 74.4% และ 76.0% ตามลาํดบั ซึ� งการ

ทดลองพบว่าโมโนโคลนัลแอนติบอดีที�ไดจ้ากเซลล์ลูกผสม G16E7 เป็นกลุ่มเซลลที์�มีความจาํเพาะ 

และสามารถใชใ้นการแยกเพศอสุจิแลว้ไดค่้าความแปรปรวนตํ�าสุด เมื�อเปรียบเทียบกบัอีกโมโนโคล-

นลัแอนติบอดีที�ไดจ้าก G16G14 และ G16E8  
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อาหารเลี�ยงเชื�อ และสารเคม ี

 
 

1. RPMI-1640 (Gibco®) size 1 bag/1 L 

-RPMI    1   ถุง 

-NaHCO3   2   กรัม 

-Water for injection  1   ลิตร 
 

ละลายผง RPMI-1640 และเติม NaHCO3 2 กรัม ในนํ� าที�สาํหรับฉีดเขา้เส้นปริมาตร 900 

ไมโครลิตร กวนโดยใชแ้ท่งแม่เหลก็ แลว้ปรับค่า pH ให้ไดค้่าเท่ากบั 7.0 ดว้ย 10 N HCl แลว้ปรับ

ปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร ทาํการกรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร แลว้เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ 

ตรวจสอบการปนเปื� อนของอาหารโดยแบ่งใส่เพลทเลื�ยงเซลล ์2 มิลลิลิตร 

 

2. Fetal bovine serum (HyClone FetalClone I, U.S. Origin) 

ให้ความร้อนเพื�อ inactivate ที�อุณหภูมิ 56oC นาน 30 นาที และแบ่งใส่หลอด หลอดละ 50 

มิลลิลิตร และเกบ็ไวที้�อุณหภูมิ 4oC 

 

3. Complete RPMI-1640 (cRPMI) 

-RPMI     400   มิลลิลิตร 

-100x L-glutamine   5   มิลลิลิตร 

-1000x penicillin + streptomycin  0.5   มิลลิลิตร 

-fetal bovine serum   100   มิลลิลิตร 
 

ผสมให้เขา้กนัแลว้เกบ็ที�อุณหภูมิ 4oC 

 

4. Polyethylene glycol (PEG-4000) 

อุ่น PEG-4000 ที�อุณหภูมิ 65oC จนกระทั�งละลายหมด เติม 15% DMSO ใน PBS ดว้ยอตัราส่วน 

PEG-4000 ต่อ 15% DMSO เป็น 5 กรัม ต่อ 25 มิลลิลิตร แลว้เกบ็ที�อุณหภูมิ 4oC 
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5. 100x Aminopterin (A) stock (Sigma®) 

-Aminopterin   1.76   กรัม 

-Water for injection  100   มิลลิลิตร 
 

ละลาย aminopterin 1.76 กรัมในนํ�าสาํหรับฉีดเขา้เส้นปริมาตร 90 มิลลิลิตร โดยเติม 1 N NaOH 

ลงไปเล็กน้อยเพื�อช่วยในการละลาย แลว้ปรับค่า pH ให้ไดค่้าเท่ากบั 7.2 ดว้ย HCl แลว้ปรับปริมาตรให้

ครบ 100 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดหลอดละ 10 มิลลิลิตร หุ้มดว้ยแผ่นอะลูมิเนียมฟอยล ์ แลว้เกบ็ไวที้�

อุณหภูม ิ-20oC 

 

6. 100x Hypoxanthine and thymidine (HT) stock (Sigma®) 

-Hypoxanthine    136.1   mg 

-Thymidine   38.75   mg 

-Water for injection  100   มิลลิลิตร 
 

ละลาย hypoxanthine และ thymidine ในนํ� าสาํหรับฉีดเขา้เส้นปริมาตร 90 มิลลิลิตร โดยเติม 1 N 

NaOH ลงไปเล็กน้อยเพื�อช่วยในการละลาย แลว้ปรับค่า pH ให้ไดค่้าเท่ากบั 8.1-8.5 ดว้ย HCl แลว้ปรับ

ปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร ทาํการกรองแลว้แบ่งใส่หลอดหลอดละ 10 มิลลิลิตร หุ้มดว้ยแผน่

อะลูมิเนียมฟอยล ์แลว้เกบ็ไวที้�อุณหภมิู -20oC 

 

7. HAT working media 

-cRPMI    100   มิลลิลิตร 

-100x HT stock   1   มิลลิลิตร 

-100x A stock   1   มิลลิลิตร 
 

ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั เกบ็ที�อุณหภูมิ 4oC ให้เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กครั� ง 
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8. HT working media 

-cRPMI    100   มิลลิลิตร 

-100x HT st k   1   มิลลิลิตร 
 

ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั เกบ็ที�อุณหภูมิ 4oC ให้เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กครั� ง 

 

9. Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.2 

-NaCl     8.50   g 

-Na2HPO4    1.07   g 

-NaH2PO4    0.30   g 

-Deionized H2O to   1000   มิลลิลิตร 
 

ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั ปรับ pH เท่ากบั 7.2 แลว้กรองใส่ขวดเกบ็ที�อุณหภูมิห้อง 
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5. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Molecular Biology & Genetic Engineering (Plant & Animal) 

 Recombinant Protein Production 

 Gene Expression in cloned animals and stem cells 
 
6.  ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพในการทําการวิจัยวาเปน

ผูอํานวยการแผนงานวิจัย  หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละขอเสนอโครงการวิจัย เปนตน 
6.1 ผูอํานวยการแผนงานวิจัย  :โครงการการผลิตกรดซัคซินิคโดยใชเชื้อแบคทีเรียในกระบวนการหมักแบบกะ  สงรายงาน  
6.2 ผูประสานงานชุดโครงการ  การวิจัยโปรตีนแหง  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี สงรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ  
6.3 หัวหนาโครงการวิจัย  : มีชื่อโครงการวิจัย ดังตอไปนี้ 
 การหาเครื่องหมายโมเลกุลบงชี้ทางพันธุกรรมที่สัมพันธกับความตานทานโรคแคงเกอรในมะนาวสายพนัธุพิจิตร (M33) 

สงรางรายงานการวิจัยฉบับสมบรูณ 2556 

 โมโนโคลนัลแอนตบิอดตีออสุจิ Y ของวัว    รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ ฉบบันี ้
 การโคลนและผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2555 

 การพัฒนาเครื่องหมายการตรวจสอบยอนกลับปลานิลจากมทส  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2553 
 การคนหาและการแสดงออกของกลุมยีน Glycosyl Hydrolases ในจีโนมของขาวหอมมะล ิ

สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2554 

 การโคลนและผลิตเอ็นไซมเอนเทอโรไคเนสสายสั้น     สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2551 
 การผลิตรีคอมบิแนนททรานสกลูตามิเสนจากปลานิล   สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2550 
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 การผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซม Thermostable DNA polymerase จาก Pyrococcus furiosusในแบคทีเรีย   Escherichia coli 
         สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2550 

 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนในถังหมัก  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2549 

 การแสดงออกและการผลิตเบตากลูโคสิเดส โดย Pichia pastoris  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2548 
 การจําแนกลักษณะทางพันธุกรรม สรีระวิทยา และพฤติกรรมของไกพื้นเมืองไทย  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2547 

 การหาแผนที่ทางพันธุกรรมของไผตง     สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2546 
 การพัฒนาวิธีการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานลิ   สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2543 

 การผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซม Taq DNA polymerase   สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2541 
 
ผูรวมวิจัยในโครงการวิจัย  ดังตอไปนี ้

 การโคลนนิ่งตัวออนโค กระบือ แมว และสัตวปาใกลสูญพันธ โดยใชเซลลรางกายเปนเซลลตนแบบ 
 Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions. 

(National Science and Technology Development Agency National Center for Genetic Engineering and Biotechnology) 
  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2550 

 Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses  สงรายงานการวจิัยฉบับสมบูรณ 2545 

 Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)  แลวเสร็จ 2537 
6.4 งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว :  

ดูหัวขัอ 7.3 
6.5 งานวิจัยที่กําลังทํา : 

 การผลิต Pichia pastoris ที่มีโอเมกา 3 สูง สําหรับใชเปนอาหารปลา 
สถานภาพในการทําวิจยั : เริ่มโครงการในปงบประมาณ 2556 และไดดําเนินการไปแลว 30% 

 การพัฒนาเทคนิคเพื่อตรวจเชื้อกอโรคปนเปอนในเนื้อไกสด 
สถานภาพในการทําวิจยั : เริ่มโครงการในปงบประมาณ 2555 และไดดําเนินการไปแลว 75% 
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9. งานวิจัยที�ประสบความสําเร็จแล้ว 

1. ประสบผลสาํเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนม ไดลู้กแฝดเพศเมียเกิดมาเมื�อวนัที� 8 กนัยายน 2529   นบัเป็น

รายแรกของประเทศไทย 

2. ประสบผลสําเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนแพะ ไดลู้กแพะเกิดมาเมื�อปี  2532  นบัเป็นรายแรกของประเทศไทย 

3. ประสบผลสาํเร็จการโคลนนิ�งโค โดยใชเ้ซลลร่์างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนนิ�งเกิดมา

เมื�อวนัที� 6 มีนาคม 2543 นบัเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย ์และรายที� 6 ของโลก 

4.  ประสบความสาํเร็จการโคลนนิ�งตวัอ่อนกระบือปลกัโดยใชเ้ซลลร่์างกายลูกอ่อนโคและเซลลแ์กรนูโลซา

เป็นเซลลต์น้แบบ นบัเป็นรายแรกของโลกที�ทาํและตีพิมพผ์ลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 371-384. 

5. ประสบผลสาํเร็จการโคลนนิ�งโคบราห์มนัเพศผูชื้�อ “ตูมตาม” โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ 

ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนนิ�งจากเซลลต์น้แบบตวัเดียวกนั 7 ตวัเกิดมา ดงันี�  

1. “ตูมตาม2” เกิดมาเมื�อวนัที� 25 ตุลาคม 2546  

 2. “ตูมตาม3” เกิดมาเมื�อวนัที� 25 พฤศจิกายน 2546   

3. “ตูมตาม4” เกิดมาเมื�อวนัที� 30 พฤศจิกายน 2546  

4. “ตูมตาม5” เกิดมาเมื�อวนัที� 24 ธนัวาคม 2546  

5. “ตูมตาม6” เกิดมาเมื�อวนัที� 28 ธนัวาคม 2546 

6. “ตูมตาม7” เกิดมาเมื�อวนัที� 5 มกราคม 2547 

7. “ตูมตาม8” เกิดมาเมื�อวนัที� 7 มกราคม 2547 

ลูกโคทุกตวัผา่นการตรวจสอบดีเอ็นเอแลว้พบวา่มีดีเอน็เอเหมือน“ตูมตาม”เจา้ของเซลลต์น้แบบทุกประการ 

และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 

6. ประสบความสําเร็จในการโคลนนิ�งแมวบา้น โดยใชเ้ซลลร่์างกายส่วนใบหูเป็นเซลลต์น้แบบ ไดลู้กแมว

คลอดออกมามีชีวิต 2 ตวั ในวนัที� 25 ธนัวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วนั หลงัคลอด  

7. ประสบผลสําเร็จการโคลนนิ�งโคพนัธ์ุขาวลาํพนูเพศผูชื้�อ “อินทนนท”์ โดยใชเ้ซลลร่์างกายส่วนใบหูเป็น

เซลล์ ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนนิ�งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื�อวนัที� 21 มีนาคม 2550  ไดรั้บการตั�งชื�อวา่ “ขาว

มงคล” และตวัที�สอง “เศวต” เกิดเมื�อวนัที� 1 กุมภาพนัธ์ 2555 

8. ประสบผลสาํเร็จการโคลนนิ�งแพะพนัธ์ุบอร์เพศผู ้ โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล ์ ตน้แบบ ไดลู้ก

แพะโคลนนิ�งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื�อวนัที� 27 พ.ค. 2550 1 ตวั และ วนัที� 4 ก.ค. 2550 1 ตวั 

9. ประสบผลสาํเร็จการโคลนนิ�งกระทิงเพศผู ้ โดยใชเ้ซลลร่์างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ตน้แบบ ไดลู้กกระทิง

โคลนนิ�งเกิดมารายที� 2 ของโลก เมื�อวนัที� 4 มี.ค. 2551 จาํนวน 1 ตวั แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต �� ชั�วโมง หลงัคลอด 
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ประวัติสวนตัว 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นาย สุรชัย  รัตนสุข 
ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Surachai Rattanasuk 

เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3309900122714 

ตําแหนงปจจุบัน อาจารย 

หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก  

สาขาวิชาชีววิทยา ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  

คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฏรอยเอ็ด 

113 ม. 12 ต.เกาะแกว อ.เสลภูมิ จ.รอยเอ็ด 45120 

โทรศัพท 043-556001-8 

  โทรสาร  043-556009 

  E-mail: surachai_med@hotmail.com 

ประวัติการศึกษา 

ปที่จบ 2545 ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ (เกียรตินิยม) 
  มหาวิทยาลัยมหาสารคาม   
ปที่จบ 2554 ปริญญาวิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี     
 

สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ(แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Molecular biology, Genetic Engineering, recombinant protein 

ประสบการณวิจัย 

- Genetic Engineering 
- Protein Expression  
- Molecular Biology 
- Microbiology 
- ผลของการพาสเจอรไรสตอปริมาณไอโอดีนในน้ํานม 
- การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
- จลศาสตรการทํางานของเอนไซมแมนนาเนส 
- การแยกเพศตัวออนวัวดวยเทคนิค PCR  
- การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในสัตวตระกูลแมวจากลําดับเบสของ 

cytochrome b  
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- การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในสัตวตระกูลกระทิง วัว และเลียงผาจากลําดับ
เบสของ cytochrome b  

- Poly/Monoclonal Antibody Production 
- Bovine embryo sex determination 
- Bovine sperm sex selection using monoclonal antibody 
-  
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University, Thailand (poster).        

3. Rattanasuk, S. and Ketudat-Cairns, M. Comparison of primers used for bovine sex 
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17th October 2008, Faculty of Technology, Mahasarakham University, Thailand 
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4. Rattanasuk, S. and Yamabhai, M., Isolation of β-mannanase-producing Bacteria. The 
11th Biological Sciences Graduate Congress “Explorations Towards the Improved 
Quality of Life, Sustainable Development, and Secured Future” December 15-17, 
2006 Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand (oral).  

5. Buranabanyat, B., Rattanasuk, S., Emrat, S. and Yamabhai, M., Cloning and Expression 
of β -mannanase from Bacillus subtilis. The 11th Biological Sciences Graduate 
Congress “Explorations Towards the Improved Quality of Life, Sustainable 
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Development, and Secured Future” December 15-17, 2006 Chulalongkorn University, 
Bangkok, Thailand (oral).  

6. Yamabhai, M., Sukasem, S., Pesatcha, P., Jaruseranee, N., Jankangram, W., Rattanasuk, S., 
and Emrat, S. (2003). Secretion of bacillus hydrolytic enzymes in Escherichia coli 
expression system.  In The 10th International Symposium on the Genetics of 
Industrial Microorganisms. 24-28 June 2006, Prague, Czech Republic. (poster)         

7. สุรชัย รัตนสุข, รังสรรค พาลพาย และ มารินา เกตุทัต-คารนส. 2551. การแยกเพศตัวออนโค. 
วารสารเกษตรสุรนารี’51 หนา 84-90. 

8. สุรชัย รัตนสุข, รังสรรค พาลพาย และ มารินา เกตุทัต-คารนส. 2552. อยากไดลูกสาว หรือลูกชาย 
การแยกเพศอสุจิวัว. วารสารเกษตรสุรนารี’52 หนา 85-90. 

9. สุรชัย รัตนสุข.2556. โยเกิรตเปนทั้งอาหารและยาไดจริงหรือ. RERU Life. 1(1):p7. 
 

Sequence submitted to NCBI  

 1. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome b complete cds. Catopuma temminckii cytochrome b (cytb) gene, complete 
cds; ACCESSION FJ594957. 

 2. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome b complete cds. Prionailurusplanicepscytochrome b (cytb) gene, complete cds; 
ACCESSION FJ594958. 

 3. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome b complete cds. Prionailurusviverrinus cytochrome b (cytb) gene, complete cds; 
ACCESSION FJ594959. 

 4. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome c oxidase subunit I complete cds. Catopuma temminckii cytochrome c oxidase 
subunit I (COX1) gene, complete cds; ACCESSION GQ458255. 

 5. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome c oxidase subunit II complete cds. Catopumatemminckii cytochrome c oxidase 
subunit II (COX2) gene, complete cds; ACCESSION GQ458256. 

 6. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome c oxidase subunit I complete cds. Prionailurusviverrinus cytochrome c oxidase 
subunit I (COX1) gene, complete cds; ACCESSION GQ458257. 
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cytochrome c oxidase subunit II complete cds. Prionailurusviverrinus cytochrome c oxidase 
subunit II (COX2) gene, complete cds; ACCESSION GQ458258. 
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 8. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome c oxidase subunit I complete cds. Prionailurusplanicepscytochrome c oxidase 
subunit I (COX1) gene, complete cds; ACCESSION GQ458259. 

 9. Rattanasuk,S. and Ketudat-Cairns,M. (2009). Sequence analysis of felid species' 
cytochrome c oxidase subunit II complete cds. Prionailurusplanicepscytochrome c oxidase 
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การจดสิทธิบัตร 

จดสิทธิบัตร เลขที่คําขอ:1201004011 
 ชื่อเรื่อง:กระบวนการแยกเพศอสุจิโคดวยโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตออสุจิเพศผูของ
โค และการใชอสุจิที่ผานกระบวนการดังกลาวในการปฏิสนธิในหลอดทดลอง 
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ตนกําเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ณ หองประชุม 1 อาคารวิชาการ วันที่ 8-10 ธันวาคม 2550 

2. ไดรับเชิญใหเปน Reviewer ของวารสาร Agriculture Science Research Journal (6 มิ.ย. 2555) 

3. ไดรับเชิญใหเปน Reviewer ของวารสาร International Journal of Biology and Biological 
Sciences (29 ต.ค. 2555) 

4. ไดรับเชิญใหเปน Reviewer ของวารสาร British Microbiology Research Journalจํานวน 3 เรื่อง 
(13 เม.ย. 2556) 

5. ไดรับเชิญใหเปนกรรมการตรวจผลการนําเสนอผลงานในรูปแบบโพสเตอร จัดขึ้นโดย สํานักงาน
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