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ในปจจุบันเทคนิค In situ hybridization สามารถนํามาใชในการตรวจสอบโครโมโซมเพศ
จากเซลลอสุจิได โดยการผลิตดีเอ็นเอติดตามที่มีความจําเพาะตอโครโมโซม X หรือโครโมโซม Y 
โดยการติดฉลากดวยสารปลอดรังสี  มีความแมนยํา และรวดเร็วในการตรวจสอบผลของชนิดอสุจิ 
(wang et al., 1994) จากผลการตรวจสอบสัดสวนของอสุจิ Y ดวยเทคนิค nonradioactive in situ 
hybridization ในการทดลองครั้งนี้ พบวาน้ําเชื้อกอนผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมินมีคาเฉลี่ย
สัดสวนของอสุจิ Y ตออสุจิ X ของพอสุกรทั้ง 3 ตัวรวมกัน เทากับ 49.85 : 50.15 ซ่ึงแตกตางอยาง
ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับคาสัดสวนเพศในทางทฤษฏี (X : Y; 50 : 50) และภายหลังนํา
น้ําเชื้อของพอสุกรทั้ง 3 ตัวมาปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ10 เปอรเซ็นต 
พบวามีคาเฉลี่ยสัดสวนอสุจิ Y โดยรวม เทากับ 50.23, 50.48, 50.40 และ 50.49 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ ซ่ึงเมื่อนําผลรวมของคาเฉลี่ยอสุจิ Y ของน้ําเชื้อพอสุกรทั้ง 3 ตัว ทั้งกอนและหลังปลอย
ผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ10 เปอรเซ็นต มาวิเคราะหไค-สแควรเปรียบเทียบ
ผลรวมสัดสวนของอสุจิ Y พบวามีคาเฉลี่ยอสุจิ Y โดยรวมไมแตกตางทางสถิติ (P>0.05) และเมื่อ
นําน้ําเชื้อของพอสุกรแตละตัวมาแยกวิเคราะหสัดสวนอสุจิ Y ทั้งกอนและหลังปลอยผานความ
เขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ10 เปอรเซ็นต พบวาพอสุกรตัวที่ 1 มีสัดสวนอสุจิ Y เทากับ 
49.85, 51.41, 51.18 และ 51.02 เปอรเซ็นตตามลําดับ พอสุกรตัวที่ 2 มีสัดสวนอสุจิ Y เทากับ 50, 
49.41, 50.44, 49.43 และ 51.07 เปอรเซ็นตตามลําดับ และพอสุกรตัวที่ 3 มีสัดสวนอสุจิ Y เทากับ 
50.33, 49.89, 50.31, 50.54 และ 50.35 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงจากผลการวิเคราะหไค-สแควร
เปรียบเทียบสัดสวนอสุจิ Y ในน้ําเชื้อของพอสุกรแตละตัวหลังผานความเขมขนของโบวายซีร่ัม
อัลบูมิน  กับน้ําเชื้อของพอสุกรแตละตัวกอนปลอยผาน  มีคาเฉลี่ยไมแตกตางกัน  (P>0.05)              
ดังตารางที่ 9 
                     

จากรายงานความแตกของลักษณะการวายของอสุจิ X และอสุจิ Y (Goodall and Robert, 
1976)  และขนาดของอสุจิ X มีขนาดที่ใหญกวาอสุจิ Y (Cui and Matthew, 1993) จึงมีผลตอ
น้ําหนัก ความเร็วในการเคลื่อนที่ และพื้นที่ผิวสัมผัสของอสุจิ ทําใหอสุจิ X ตองวายผานสารละลาย
ตัวกลางที่มีความหนืดมากกวาอสุจิ Y ซ่ึงอาจเปนเหตุผลใหอสุจิ Y เคลื่อนที่ลงสวนลางของหลอด
ไดเร็วกวาอสุจิ X เมื่อใชความเขมขนของสารละลายโบวายซีอัลบูมินที่สูงขึ้น (Ericsson et al., 1973; 
Beernink et al., 1993) ซ่ึงการทดลองคัดแยกชนิดอสุจิกอนหนานี้ไดรายงานผลการคัดแยกอสุจิจาก
การปลอยน้ําเชื้อผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับตางๆกัน พบวาสามารถเพิ่ม
จํานวนอสุจิ Y มากกวาอสุจิ X ที่สวนลางของหลอด ทั้งในน้ําเชื้อคน (Ericsson et al., 1973; 
Dmowski et al., 1979; Quinlivan et al., 1982; Pyrzak and Garrison., 1990; Glover et al., 1990; 
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Beernink et al., 1993) โค (Ericsson, 1980) และแกะ (White and Mendoza, 1984) โดย Ericsson et 
al. (1973) รายงานวาภายหลังปลอยน้ําเชื้อผานสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ความเขมขน 3 ถึง 
10 เปอรเซ็นตสามารถแยกอสุจิ Y ได โดยพบวาอสุจิ Y สามารถแสดงลักษณะของ F-body ถึง 85 
เปอรเซ็นต และอสุจิจะมีอัตราการเคลื่อนไหวสูง สวนอสุจิ X ยังคงคางอยูที่ผิวหนาของสารละลาย 
สอดคลองกับรายงานการทดลองนําอสุจิหลังผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินมาผสมเทียม
ในผูหญิง พบวามีโอกาศไดลูกเพศชายถึง 75-79 เปอรเซ็นต (Dmowski et al., 1979; Beernink et al., 
1993) และจากการตรวจสอบชนิดของอสุจิดวยเทคนิค fluorescent in situ hybridization หลังจากนํา
น้ําเชื้อมาผานการแยกชนิดอสุจิดวยสารละลายชนิดนี้ พบวาแยกอสุจิ Y ไดถึง 55-70 เปอรเซ็นต 
(Pyrzak and Garrison, 1990; Glover et al., 1990; Pyrzak, 1994) ขณะที่ในสัตว พบวาหลังจากนํา
อสุจิแกะผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 6 เปอรเซ็นต มาผสมเทียมใหกับแมแกะ พบวาเปน
ลูกเพศผู 75 เปอรเซ็นต และเพศเมีย 25 เปอรเซ็นต (White and Mendoza., 1984)  

                                                                                                                       
แตจากผลการทดลองตรวจสอบความจําเพาะของอสุจิ Y ดวยเทคนิค nonradioactive in situ 

hybridization ในครั้งนี้ พบวาน้ําเชื้อจากพอสุกร 3 ตัวที่เก็บไดในสวนลางของสารละลายโบวาย
ซีร่ัมอัลบูมินแตละหลอด มีคาเฉลี่ยสัดสวนของอสุจิ Y โดยรวมของน้ําเชื้อทั้งกอนและหลังปลอย
ผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ซ่ึงอาจเปน
เพราะความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ใชในครั้งนี้คือ 4, 6, 8 และ10 เปอรเซ็นต ไมมีอิทธิพล
ตอการคัดแยกอสุจิ Y ออกจากอสุจิ X ได เหตุผลประการแรกอาจเปนเพราะลักษณะของการวาย 
หรือพื้นที่ผิวสัมผัสของอสุจิ X และอสุจิ Y ในสัตวแตละชนิดมีความแตกตางกัน จึงทําใหความ
เขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินไมมีความสัมพันธกับการคัดแยกชนิดของเซลลอสุจิ หรือเหตุผล
ประการที่สอง  ความแตกตางของความเร็วในการวายของอสุจิสุกรทั้งอสุจิ Y และอสุจิ X มีคานอย
มากจนไมสามารถแยกไดโดยความเขมขนของสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน ซ่ึงจากผลการทดลอง
คร้ังนี้สอดคลองกับรายงานตางๆของ Vadal et al.(1993); Wang et al. (1994); Classsens et al. 
(1995); Aribarg et al. (1996); Chen et al. (1997); Flaherty et al. (1997) หลังนําอสุจิที่ผานความ
เขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินมาตรวจสอบความจําเพาะของอสุจิ Y ดวย fluorescent in situ 
hybridization หรือนําอสุจิที่คัดแยกไดมาปฏิสนธิกับไขของหนูแฮมเตอร แลวตรวจสอบจาก
โครโมโซมเพศของตัวออนดวย karyotype analysis (Brandiff et al., 1986) หรือตรวจสอบชนิดของ
อสุจิจากความแตกตางกันของปริมาณ DNA ดวยเครื่องคัดแยกเซลล flow cytometer ( ฺBeal et al., 
1984; Pinkel et al., 1985) พบวาจากการตรวจสอบในหองปฏิบัติการทั้ง 3 วิธี ใหผลการตรวจสอบ
สัดสวนของอสุจิ Y หลังผานความเขมขนสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน แตกตางอยางไมมี
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นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเทียบกับน้ําเชื้อกอนปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน อีก
ทั้งพบวาเมื่อนําเชื้อสุกรหลังปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4 ระดับความเขมขน (0 ถึง 
15 เปอรเซ็นต) และน้ําเชื้อโคหลังปลอยผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ 6 
เปอรเซ็นต มาผสมเทียมใหกับสัตวเพศเมีย พบวามีสัดสวนของลูกเพศผู ตอเพศเมียแตกตางอยางไม
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (รพีพรรณ และคณะ., 2539; Dixon et al., 1980) จึงทําใหสัดสวนของ
อสุจิ Y และสัดสวนของอสุจิ X ทั้งกอน และหลังปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน มีคาไม
แตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 ผลการทดลองเพื่อศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อ และสัดสวนอสุจิ โดยการตรวจสอบอสุจิ Y โดย
เทคนิค Nonradioactive In situ hybridization ดวย digoxigenin-labeled porcine male-specific probe 
ในน้ําเชื้อกอน และหลังปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต ผล
การทดลองสรุปดังนี้ 
 

1. ลักษณะคุณภาพน้ําเชื้อ 
 

คุณภาพน้ําเชื้อภายหลังปลอยน้ําเชื้อผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน พบวา 
 
1.1 ความเขมขนของน้ําเชื้อ  
 

ความเขมขนของน้ําเชื้อลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.001) โดยมีคาเฉลี่ย
ความเขมขนของน้ําเชื้อกอน และหลังผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ 4, 6, 8 และ10 
เปอรเซ็นต มีคาเฉลี่ยเทากับ 213.15, 55, 47.22, 34.44 และ 25 (×106 เซลลตอมิลลิลิตร) ตามลําดับ 

 
1.2 การเคลื่อนไหวหมูของอสุจิ  

 
การเคลื่อนไหวหมูของอสุจิลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) โดยคะแนน

การเคลื่อนไหวหมูของอสุจิที่ปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับความเขมขน 4, 6, 8 
และ10 เปอรเซ็นต มีคาเฉลี่ยเทากับ 2.66, 2.33, 1.94 และ 1.55 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับน้ําเชื้อกอน
ปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 4.05 

 
1.3 เปอรเซ็นตอสุจิเคลื่อนที่ไปขางหนา  
 

เปอรเซ็นตอสุจิเคลื่อนที่ไปขางหนา เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01) โดย
เปอรเซ็นตอสุจิเคลื่อนที่ไปขางหนาหลังการปลอยน้ําเชื้อผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่
ระดับความเขมขน 4, 6, 8 และ10 เปอรเซ็นต มีคาเฉลี่ยเทากับ 73.88, 76.11, 80 และ 83.33 
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ตามลําดับ เมื่อเทียบกับน้ําเชื้อกอนปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 
69.44 

 
1.4 เปอรเซ็นตอสุจิตัวเปน  

 
เปอรเซ็นตอสุจิตัวเปน เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) โดยเปอรเซ็นต

อสุจิตัวเปนหลังการปลอยน้ําเชื้อผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับความเขมขน 4, 6, 8 
และ10 เปอรเซ็นต มีคาเฉลี่ยเทากับ 80.77, 80.44, 85.69 และ 89.94 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเทียบ
กับน้ําเชื้อกอนปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 69.44 เปอรเซ็นต 
 

1.5  ลักษณะอสุจิที่รูปรางผิดปกติ 
 

เปอรเซ็นตลักษณะอสุจิรูปรางผิดปกติโดยรวมลักษณะ head, midpiece, tails และ 
cytoplasmic droplet ของน้ําเชื้อภายหลังปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ 10 
เปอรเซ็นต มีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความผิดปกติรวมเทากับ 16.12, 14.56, 11.54 และ 7.23 ตามลําดับ 
โดยลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเทียบกับคาเฉล่ียเปอรเซ็นตความผิดปกติรวม
ของน้ําเชื้อกอนปลอยผานสารละลายซึ่งมีเทากับ 27.46 
 

2. สัดสวนอสุจิ Y หลังจากตรวจสอบโดย Nonradioactive In Situ Hybridization 
      
การเตรียม Porcine male-specific probe ดวยปฏิกิริยา พีซีอาร จากคู porcine male-

specific primer ขนาด 236 คูเบส โดยพบวา Porcine male-specific probe มีความจําเพาะตอ
โครโมโซมวายของสุกรถึง 100 เปอรเซ็นตหลังการเกิดการไฮบริไดเซชั่นกับตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัด
จากเลือดสุกรเพศผู และน้ําเชื้อสุกร ซ่ึงสัดสวนอสุจิ Y ในน้ําเชื้อกอน และหลังปลอยผานความ
เขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต  พบวาสัดสวนอสุจิ Y ในทุกกลุมความ
เขมขนของของโบวายซีร่ัมอัลบูมินแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับคาสัดสวนเพศ
ในทางทฤษฏี (X : Y; 50 : 50)  
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ขอเสนอแนะ 
        

1. คุณภาพน้ําเชื้อภายหลังผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินมีคุณภาพดีขึ้น แต
เนื่องจากความเขมขนของน้ําเชื้อคอนขางต่ํา หากตองการนําไปใชประโยชนเพื่อการผสมเทียม 
เชนในกรณีตองการใชพอพันธุที่ใหลักษณะทางพันธุกรรมดี แตมีปญหาเรื่องคุณภาพน้ําเชื้อ จึง
ควรใชวิธี intrauterine insemination (IUI) หรือกรณีที่ตองเตรียมอสุจิสําหรับใชรวมกับ In vitro 
Fertilization หรือ Intracytroplasmic sperm injection (ICSI)  

 
2. หากมีการศึกษาครั้งตอไปควรศึกษา sensitivity หาสัดสวนที่เหมาะสมของ DNA probe 

กับ เซลลอสุจิตัวอยาง เพื่อใหมี DNA probe เพียงพอที่จะเขาไปเกิดปฏิกิริยาไฮบริไดซเซชั่นใน
เซลลอสุจิ  

 
    3. การตรวจสัดสวนอสุจิดวยเทคนิค In Situ Hybridization ควรเพิ่ม DNA probe ที่มี
ความจําเพาะกับโครโมโซม X หรือโครโมโซมรางกาย เพื่อการตรวจสอบสัดสวนเพศอสุจิมีความ
ถูกตอง และแมนยํามากขึ้น   
 

4. จากผลการทดลองคัดแยกอสุจิ Y ควรมีศึกษาการใชความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบู
มินมากกวา 1 ช้ันความเขมขน โดยแตละชั้นมีความเขมขนที่แตกตางกัน อาจทําใหสามารถพบอสุจิ 
Y ที่สวนลางของหลอดไดมากขึ้น 

 
5. การศึกษาสัดสวนอสุจิสุกรดูรอค ถือเปนการทดลองเริ่มตนที่มีการยืนยันผลการคัดแยก

ชนิดอสุจิสุกรหลังผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินโดยนําเทคนิค Nonradioactive In Situ 
Hybridization มาใชในการตรวจสอบโครโมโซมเพศจากเซลลอสุจิ ซ่ึงหากมีการคิดคนและพัฒนา
เทคนิคดังกลาวตอไปใหใชระยะเวลาในการตรวจสอบที่ส้ันลง จะสามารถนํามาประยุกตใชในงาน
ภาคสนามไดในอนาคต 
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ตารางผนวกที่ 1 สูตรอาหารสุกรพอพันธุ ที่ใชในการทดลอง 
 
 วัตถุดิบ      ปริมาณ(Kg) 
 
ขาวโพด                                                                                                      48.25 
รําละเอียด                                                                                                    25.00 
กากถั่วเหลือง                                                                                              17.00 
ปลาปน(58%)โปรตีน                                                                                   5.00 
ไขมันสัตว                                                                                                     1.00 
ไดแคลเซียมฟอสเฟต                                                                                    3.00 
เกลือ                                                                                                             0.50 
ฟรีมิกซ 
รวม                                                                                                                100 
 
 ปริมาณโภชนะโดยการคํานวณ 
โปรตีน(เปอรเซ็นต)                                                                                    17.00 
พลังงานใชประโยชนได(กิโลแคลอรี)                                                    3013.11 
ไขมัน(เปอรเซ็นต)                                                                                        6.47 
เยื้อใย(เปอรเซ็นต)                                                                                         5.45 
แคลเซียม(เปอรเซ็นต)                                                                                   1.12 
ฟอสเฟตใชประโยชนได(เปอรเซ็นต)                                                           0.86 
ไลซีน (เปอรเซ็นต )                                                                                      0.92 
 
 



     
   

       70 

 
 
 
ภาพผนวกที่ 1  การปลอยน้ําเชื้อผานสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินในระดับความเขมขนที่แตกตาง        

กัน 
 
 
 


