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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. สัตวทดลอง 
 
 พอสุกรพันธุดูรอค ที่ผานการทดสอบพันธุ และสมรรถภาพทางการสบืพันธุ อายุ 22 เดือน 

จํานวน 3 ตัว 
 

2. สารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน (BSA)  
 

Bovine Serum Albumin (Fraction V powder; บริษัท Sigma Chemical)  
 

3. สารละลายเจือจางน้ําเชื้อ 
 

  สารละลายมาตรฐาน BTS (Beltsville Thawing Solution) เพื่อเจือจางน้ําเชื้อ และเจือจาง
สารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินใหมีความเขมขนตางๆ ซ่ึงเตรียมจาก น้ําตาลกลูโคส (บริษัท Merck) 
37 กรัม โซเดียมอีดีทีเอ (Na2EDTA) 1.25 กรัม ไตรโซเดียมซิเตรท (Tri-Sodium citrate) 6 กรัม 
โซเดียมไบคาบอเนต (Na2H2CO3) 1.25 กรัม โปแทสเซียมคลอไรด (KCl) 0.75 กรัม เติมน้ําใหครบ 
1,000 มิลลิลิตร 
 
4. อุปกรณท่ีใชตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อ  
 

ประกอบดวย อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) กลองจุลทรรศน กระดาษวัดความเปนกรด-
ดาง (Merk, 5.5-9.0) สไลดนับเม็ดเลือด (hematocytometer) แบบ Neubauer dropper pasture pipette 
และกระจกแผนบางปดสไลด 
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5. สารเคมีท่ีใชในการตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อ  
 

ประกอบดวยสีอีโอซิน (eosin, บริษัทSigma chemical) สีนิโกรซิน (nigrosin, บริษัท BDH 
Chemical) และโซเดียมซิเตรท (sodium citrate, บริษัท Merk) เพื่อตรวจดูอสุจิมีชีวิต และอสุจิที่มี
ความผิดปกติ โดยสียอมมีสวนประกอบ ดังนี้ สีอีโอซิน 1 กรัม  สีนิโกรซิน 5 กรัม และโซเดียม       
ซิเตรท 3 กรัม เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร (ศรีสุวรรณ, 2531) 

 
6. อุปกรณท่ีใชรีดน้ําเชื้อ   

 
ประกอบดวยหุนลอ  ถุงมือยาง บีกเกอรพลาสติก ผากรองน้ําเชื้อ  กระบอกตวง และกระตกิ

น้ําแข็งรักษาอณุหภูม ิ
 

7. อุปกรณท่ีใชปนเหวี่ยงน้ําเชื้อ   
 

ประกอบดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิ และหลอดปนเหวีย่ง 15 มิลลิลิตร 
 
8.  อุปกรณ และสารเคมีในตรวจสอบจําเพาะของ porcine male specific probe 
 
 Nitrocellulose membrane, Hybridization buffer (50%formamide, 20xSSC (3M Nacl, 
0.3M Na-Critrate), 50x Denhardt,s solution, yeast tRNA, 1M Na2HPO4.7H2O, 10%Dextran 
sulfate), 2xSSC, 1xSSC, 0.5xSSC, Tris base solution (TBS), blocking solution (1%skim milk in 
1xTBS), anti-DIG-AP (antibody digoxigenin alkaline phosphatase, บริษัท Roch) และ NBT/BCIP 
(nitrobule tetrazolum 4-bromo-5-chloro-3-indoyl phosphage) 
 
9. สารเคมีในการตรวจสอบชนิดอสุจิ 
 
 9.1 สารเคมีสําหรับเตรียมอสุจิ และdecondensation 
 
       Phosphate buffer saline (PBS), Dithiothreitol (DTT; บริษัท Sigma chemical), fixative 
solution (methanol: acetic acid; 3:1)  
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 9.2 สารเคมีสําหรับเตรียม porcine male specific probe โดยวิธี PCR 
 
        PCR DIG Labeling Mix (บริษัท Roch) และ 1U Tag polymerase (บริษัท Invitrogen) 
   
 
10. สารเคมีสําหรับปฏิกิริยา Nonradioactive in situ hybridization 
  
 Proteinase K (Fermentus), 20%acetic acid, 70%, 90%, 100% Ethanol, Hybridization 
buffer (50%formamide, 20xSSC(3M Nacl, 0.3M Na-Critrate), 50x Denhardt,s solution, yeast 
tRNA, 1M Na2HPO4.7H2O, 10%Dextran sulfate), 2xSSC, 1xSSC, 0.5xSSC, Tris base solution 
(TBS) ,blocking solution (5%skim milk in 3%BSA), anti-DIG-AP (antibody digoxigenin alkaline 
phosphatase, บริษัท Roch) และ NBT/BCIP (nitrobule tetrazolum 4-bromo-5-chloro-3-indoyl 
phosphage) 
   
11. โรงเรือนเลี้ยงพอสุกรทดลอง   
 

ศู น ย ผ ส ม เ ที ย ม สุ ก ร ข อ ง ศู น ย วิ จั ย แ ล ะ ฝ ก อ บ ร ม ก า ร เ ลี้ ย ง สุ ก ร แ ห ง ช า ติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
12. อาหารเลี้ยงสุกรทดลอง  
 

ใชสูตรอาหารเลี้ยงพอสุกรพันธุของศูนยวิจัยและฝกอบรมการเลี้ยงสุกรแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม โดยมีสวนประกอบแสดงใน
ภาคผนวกที่ 1 
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วิธีการ 

 
1. ศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อของสุกร หลังจากผานความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 
 

1.1 การรีดเก็บน้ําเชื้อทําการรีดน้ําเชื้อจากพอสุกร 3 ตัวเพื่อทําการทดลองเปนเวลา 3 
สัปดาห สัปดาหละ 1 คร้ังโดยการรีดเก็บน้ําเชื้อของพอสุกรทุกตัวพรอมๆกัน เร่ิมทําการรีดตั้งแต
เวลา 6.00-07.00 น. โดยกอนเขาสูการทดลองพอสุกรจะไดรับการปรับสภาพความถี่ของการรีด
น้ําเชื้อดวยการรีดน้ําเชื้อทิ้งที่ 4 วันตอคร้ังเปนเวลา 2  สัปดาหใชวิธีรีดเก็บน้ําเชื้อดวยมือสวมถุงยาง 
โดยปฏิบัติตามการศึกษาของศรีสุวรรณ (2542) 

 
1.2 การตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ ทําการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อกอน และหลังผานความเขมขนโบ

วายซีร่ัมอัลบูมิน โดยปฏิบัติตามการศึกษาของศรีสุวรรณ (2542) 
 

    1.2.1 อสุจิมีชีวิต ตรวจสอบการนับจํานวนอสุจิตาย จากน้ําเชื้อที่ผานการยอมสีดวยสี
ยอมนิโกรซิน-อีโอซิน ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 400X ทําการนับจํานวนอสุจิทั้งหมด 200 
ตัว จากนั้นจึงคิดเปนเปอรเซ็นตมีชีวิต 

 
   1.2.2 การเคลื่อนไหวอสุจิหมู (mass movement) ตรวจสอบความแรงของคลื่น การ

เคลื่อนไหวภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 40-100X แลวประเมิณคะแนน แบงเปน 6 ระดับ คือ 
 
 ระดับ 0   ตายอสุจิทั้งหมดตายไมมีการเคลื่อนไหว 
 ระดับ 1 เลว พบอสุจิพลิกตัวกลับไปมาอยูกับที่ และมีแนวโนมจะไม

เคลื่อนไหวเลย อัตราเคลื่อนไหวต่ํากวารอยละ 10 
ระดับ 2 พอใช ไมมีเคลื่อนของการเคลื่อนไหวใหเห็น มีการเคลื่อนไหว

ของอสุจิไปขางหนาเล็กนอย ในระดับนี้อสุจิเคลื่อนไหว
รอยละ 20-40  

ระดับ 3 ดี มองเห็นตัวอสุจิเกาะกันเปนกลุมมากขึ้น แตยังมีอสุจิที่
เคลื่อนที่ไปขางหนามาก  มีการเคลื่อนไหวใหเห็น
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เล็กนอย สามารถสังเกตเห็นการเคลื่อนไหวอสุจิรายตัว
ได ในระดับนี้อสุจิมีการเคลื่อนไหวรอยละ 45-65  

ระดับ 4 ดีมาก มีคล่ืนของการเคลื่อนไหวใหเห็น แตไมรุนแรงเหมือน
ในระดับ 5 และมองเห็นตัวอสุจิที่เกาะกันเปนกลุมๆ (ตัว
อสุจิไม เคลื่ อนไหว )  ไดบ างในระดับนี้ จะมีอ สุจิ
เคลื่อนไหวไดรอยละ 70-85  

ระดับ 5 ดีเลิศ น้ําเชื้อมีความเขมขนสูง มีคล่ืนการเคลื่อนไหวอยาง
รวดเร็วเห็นไดชัด คล่ืนที่มองเห็นคลายกลุมเมฆ การ
เคลื่อนไหวของอสุจิรายตัว ไมสามารถสังเกตเห็นได ใน
ระดับนี้ตัวอสุจิมีการเคลื่อนไหวรอยละ 90  

 
1.2.3 เปอรเซ็นตอสุจิเคลื่อนที่ไปขางหนาเปนการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 400X โดยดูอสุจิแตละตัวหลังจากปดกระจกสไลด คาของการเคลื่อนที่ไป
ขางหนา (progressive movement)  
 

1.2.4 ความเขมขนของน้ําเชื้อพอสุกร ตรวจโดยใชเครื่อง Haematocytometer แบบ
Improved Neubauer (deep 1/10 mm) ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ ใชไมโครไปเปตดูดน้ําเชื้อจํานวน 5 µl ใสใน
หลอด micro tube ขนาด 1 มิลลิลิตรที่มีกรดไฮโดรคลอริก (1 M HCl) จํานวน 1,000 µl ซ่ึงจะได
อัตราเจือจาง 1 ตอ 200 เขยาใหเขากัน แลวหยดลงบนสไลดเม็ดเลือดแดง ปดกระจกสไลดนับ
จํานวนอสุจิผานกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 400X 
 

1.2.5 ลักษณะความผิดปกติของรูปรางอสุจิ ตรวจสอบดวยการนับจํานวนของอสุจิที่มี
ลักษณะรูปรางผิดปกติ จากน้ําเชื้อที่ผานการยอมสีนิโกรซิน-อีโอิซิน ประเมินภายใตกลอง
จุลทรรศน กําลังขยาย 400X โดยนับจํานวนอสุจิทั้งหมด 200 ตัว จากนั้นจึงคิดเปนเปอรเซ็นตของ
อสุจิที่มีลักษณะรูปรางผิดปกติ 
 

1.3 การเตรียมความเขมขนสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน และการปลอยน้ําเชื้อผานความ
เขมขนของสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 
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 การเตรียมความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน โดยผงโบวายซีร่ัมอัลบูมินจะถูกเจือจางดวย
สารละลายน้ําเชื้อ BTS เพื่อใหมีความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินตามความตองการ จากนั้นนํา
สารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่มีความเขมขนเหลานั้น ทําการบรรจุสารละลายลงในหลอดทดลอง
ปริมาตร 6 มิลลิลิตร โดยใชไปเปตคอยๆ ปลอยสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน ตามลําดับความ
เขมขนที่กําหนด (ตารางที่ 1) แบงเปน 5 กลุม ตามจํานวนระดับความเขมขนโบวายซีร่ัมอัลบูมิน 
และกลุมควบคุม คือ 
 

กลุมน้ําเชื้อสุกรเจือจางสารละลาย BTS กอนปลอยลงบนโบวายซีร่ัมอลับูมิน 
 
กลุมที่ 1 .น้ําเชื้อสุกรเจือจางสารละลาย BTS หลังปลอยลงบนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ

ความเขมขนคือ 4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  
 
กลุมที่ 2 .น้ําเชื้อสุกรเจือจางสารละลาย BTS หลังปลอยลงบนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ

ความเขมขนคือ 6 เปอรเซ็นต ปริมาตร 6 มิลลิลิตร 
 
กลุมที่ 3 .น้ําเชื้อสุกรเจือจางสารละลาย BTS หลังปลอยลงบนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ

ความเขมขนคือ 8 เปอรเซ็นต ปริมาตร 6 มิลลิลิตร 
 
กลุมที่ 4 .น้ําเชื้อสุกรเจือจางสารละลาย BTS หลังปลอยลงบนโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ระดับ

ความเขมขนคือ 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  
 
 น้ําเชื้อพอสุกรที่ทําการรีดเก็บมาไดในแตละครั้งของพอสุกรแตละตัว โดยนําน้ําเชื้อสดมา

ที่เจือจางดวยสารละลายน้ําเชื้อ BTS ใหมีความเขมขนของน้ําเชื้อประมาณ 200×106 ตัวตอมิลลิลิตร 
จากนั้นดูดมาปริมาตร 2 มิลลิลิตรแลวมาปลอยผานสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินในระดับความ
เขมขนตางๆ ที่ไดเตรียมไว เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงดูดน้ําเชื้อสวนบนทิ้ง 2 มิลลิลิตรและดูด
สารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินสวนบนใสออกอีก 3 มิลลิลิตรจากนั้นนําสวนที่เหลือ 3 มิลลิลิตร มา
ทําการปนเหวี่ยงที่ 2,000 รอบ/วินาที ที่อุณหภูมิเฉลี่ย 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังปน
เหวี่ยง ดูดสารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินออก จนเหลือแตตะกอนอสุจิที่สวนลางของหลอด แลวเจือ
จางดวยสารละลาย PBS 1 มิลลิลิตร ทําการศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อลักษณะตางๆตามการศึกษาของศรี
สุวรรณ (2542)    
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ตารางที่ 1  ผงโบวายซีร่ัมอัลบูมิน และปริมาตรของสารละลาย BTS ที่ใชละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมิน
เพื่อใหมีความเขมขนตางๆ 

                                                                                                                                                  
ความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมิน(BSA)                   ผงBSA                 สารละลาย     
                  (เปอรเซ็นต)                                                              (กรัม)                      (มล.)                

4      0.24                        6         
6      0.36                        6 
8      0.48                        6 
10      0.60                        6 

                 ปริมาตรรวม(มล.)           -                          24                         
 
2. การวิเคราะหสัดสวนอสุจิ X และอสุจิ Y โดยเทคนิค nonradioactive in situ hybridization  
 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 

ตัวอยางเลือด และน้ําเชื้อถูกนํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี phenol-chloroform extraction 
and ethanol precipitation (ดัดแปลงมาจาก Sambrook and Russell, 2001) โดยมีขั้นตอนโดยสังเขป
ดังนี้ เลือด หรือน้ําเชื้อ 100 µl เติมสารละลาย D-solution (4 M guanididium thiocyanate, 25 mM 
sodium citrate, 0.1M 2- mercaptonethanol, 5% N-laurylsarcosine) 500 µl เขยา 5 นาที แลวปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที และแยกโปรตีนดวย สารละลาย Phenol และ 
Chloroform (150 µl : 150 µl)  เขยา 5 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เก็บ
สารละลายสวนใสดานบน 600 µl เติมสารละลาย Phenol : Chloroform (150 µl : 150 µl) เขยา 5 
นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เก็บสารละลายสวนใสดานบน 400 µl 
นํามาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย Isopropanol 550 µl นํามา incubate ที่ – 20 OC นาน 30 นาที 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทิลแอลกอฮอล 75 
เปอรเซ็นต 2 คร้ัง ปลอยตะกอนดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิหอง และละลายตะกอนดวย TE 20 µl 
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2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

        ไพรเมอรที่ใชในการทดลองครั้งนี้ คือ porcine male specific primers (Kawarasaki et 
al., 1995) ซ่ึงมีความจําเพาะตอสุกรเพศผู (porcine male-specific DNA sequence) ไดมาจากรายงาน
ของ Mc Graw et al .(1988) โดยมีลําดับเบสของคูไพรเมอรดังนี้ 
 

Forward primer: 5 ,-AAGTGGTCAGCGTGTCCATA -3 , 
Reverse primer: 5 ,-TTTCTCCTGTATCCTCCTGC-3 , 

 

      ในกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบดวย DNA Template 2 µl 
และ PCR mixture 18 µl (Distilled water, 1X PCR Buffer, 2.5 mM MgCl2, 2 mM dNTP, 1 pmol 
Forward และ 1 pmol Reverse porcine male specific primers, 1U Tag polymerase บริษัท 
Invitrogen) ปฏิกิริยา PCR เกิดในเครื่อง Thermal cycle (Gene Amp PCR System 2400, Perkin 
Elmer, USA.) ภายใตขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดังนี้ predenaturation 94 OC, 5 นาที; denaturation 
94 OC, 1 นาที; annealing 55 OC, 30 วินาที; extension 72 OC, 30 วินาที ทําปฏิกิริยาใน 3 ขั้นตอนนี้ 
ทั้งสิ้น 35 รอบ และเพิ่มขั้นตอนในรอบสุดทาย final extension 72 OC, 5 นาที ทําการวิเคราะหผล
ของ PCR ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis โดยใช Agarose gel ที่มีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต, 
100 Volt, 30 นาที และยอมเจลดวย Ethidium bromide (1 µl/ml) ภายใตแสงอัลตราไวโอเรต 
 

2.3 Sequencing and Alignments 
 

การโคลนดีเอ็นเอของ porcine male specific gene เร่ิมจากเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่
สังเคราะหไดจากคู porcine male-specific primers โดยวิธี PCR (Kawarasaki et al., 1995) จากนั้น
ทําการสกัดชิ้นดีเอ็นเอจาก gel purification โดยใช GIA guick gel extraction kit (บริษัท GIAGEN®) 
แลวทําการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอ (Ligation) เขากับเวคเตอร Promega, s pGEM®-T easy (บริษัทPromega) 
ดังภาพที่ 1 ซ่ึงจะไดเวคเตอรลูกผสม แลวรทรานสฟอรเมชั่น (Transformation)เขาไปในแบคทีเรีย 
E. Coli สายพันธุ  DH5α นําไปเลี้ยงบนอาหาร LB-broth เพื่อคัดแยก E. Coli ที่มีช้ินดีเอ็นเอโดยใช 
blue-white colonies screening ที่เจริญบน LB-broth ที่มี antibiotic (amplicillin) จากนั้นนําเลือก
เฉพาะ white colonies มาตรวจสอบเพื่อยืนยันวามีช้ินดีเอ็นเอ porcine male specific gene โดยวิธี 
PCR อีกครั้ง แลัวจึงเพิ่มจํานวน positive clone และนํามาสกัด plasmid โดยใช Pure Link Quick 
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Plasmid Miniprep kit (บริษัท Invitrogen) และสงตรวจหาลําดับเบสของดีเอ็นเอในหองปฏิบัติการดี
เ อ็ น เ อ เ ท ค โ น โ ล ยี  ศู น ย วิ จั ย พั น ธุ วิ ศ ว ก ร ร ม แ ล ะ เ ท ค โ น โ ล ยี ชี ว ภ า พ แ ห ง ช า ติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบความคลายคลึงกับยีน pig DNA for 
male-specific repeat-1-gene บนตําแหนงโครโมโซม Y ของสุกรจากฐานขอมูล GenBank โดยใช
โปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 

 
 

 
ภาพที่ 1  โครงสรางของ pGEM®-T easy cricle map 
 

2.4 การผลิต porcine male-specific probe 
 
        การผลิต porcine male-specific probe ที่ติดฉลากดวย digoxigenin โดยวิธี PCR  

 
2.5 ตรวจสอบความจําเพาะของ porcine male-specific probe 
 
       ดัดแปลงมาจาก Keller and Manak (1989) ดังนี้ นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเลือดพอสุกร 

แมสุกร และน้ําเชื้อ ที่ยืนยันผลการบงชี้เพศดวยเทคนิคพีซีอารแนชัดแลว มาตมนาน 5 นาที และ
นําไปวางบนน้ําแข็ง 10 นาที จากนั้นหยดดีเอ็นเอ 3 µl ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรน รอจน
แหง เติมสารละลาย  50 % hybridization buffer ใหทวมเมมเบรน นําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 OC 
นาน 2 ช่ัวโมง จากนั้นเทสารละลาย  50 % hybridization buffer  แลวเติมสารละลายเจือจาง Porcine 
male-specific probe กับสารละลาย  50 % hybridization buffer (Probe : Hybridization buffer ; 1 : 
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200 ) ใหทวมเมมเบรนทิ้งไว 16 ช่ัวโมง ที่ 37 OC  ลางแผนเมมเบรนดวยสารละลาย SSC ที่มีความ
เขมขน 2X SSC (pH=7), 1X SSC(pH=7) และ 0.5X SSC (pH=7) ที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 5 นาที, 5
นาที และ 1 ช่ัวโมงตามลําดับ นําแผนเมมเบรนแชในสารละลาย 1% skim milk in 1xTBS นาน 1 
ช่ัวโมง และลางดวยสารละลาย TBS (pH=8) ที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 5 นาที นําแผนเมมเบรนแชใน
สารละลาย anti-Dig-AP solution (anti-dig Alkaline Phosphatase : 3%Bovine serum albumin; 
1:300) นาน 60นาที ลางดวยสารละลาย TBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที และเติมสารละลายซับสเตรท 
NBT/BCIP ทวมแผนเมมเบรนและ incubate ที่อุณหภูทิหองในที่มืดนาน 1 ช่ัวโมงผลการ
เกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ ตรวจสอบไดจากการเกิดสีมวง บนแผนเมมเบรน 
          

2.6 การเตรียมอสุจิ และ decondensation อสุจิ (ดัดแปลงมาจาก เอื้อมศักดิ์ และคณะ, 2548)  
 

2.6.1 นําตัวอยางน้ําเชื้อ 1 มิลลิลิตรในสารละลาย PBS มาปนเหวี่ยงที่ 2,000 รอบ/
นาที นาน 2 นาที  

2.6.2 ดูดสวนใสทิ้งละลายตะกอนอสุจิดวย 1 มิลลิลิตร PBS contain 6mM EDTA 
ปนเหวี่ยงที่ 2,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที 

2.6.3 ดูดสวนใสทิ้งละลายตะกอนอสุจิดวย 1 มิลลิลิตร PBS contain 2mM DTT 
เขยานาน 45 นาที และปนเหวี่ยงที่ 2,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที 

2.6.4 ดูดสวนใสทิ้งละลายตะกอนดวย 1 มิลลิลิตร PBS และปนเหวี่ยงที่ 2,000 
รอบ/นาที นาน 2 นาที 

2.6.5 ดูดสวนใสทิ้งแลวหยดสารละลาย fixative ที่เย็น (methanol : acetic acid; 
3:1) 1มิลลิลิตร ละลายตะกอนอสุจิทิ้งไวนาน 45 นาที และปนเหวี่ยงที่ 7,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที 

2.6.6 ดูดสวนใสทิ้งแลวหยดสารละลาย fixative 1 มิลลิลิตร ละลายตะกอนอสุจิ 
2.6.7 หยดอสุจิลงบนสไลดที่เคลือบดวย 2%xylene ใหกระจายตัวแลวปลอยแหง 

จัดเก็บที่ตูทําความเย็น -20 OC จนกวาจะนํามาใช 
 
2.7 ปฏิกิริยา nonradioactive in situ hybridization (ดัดแปลงมาจาก เอื้อมศักดิ์ และคณะ, 

2548)  
 

2.7.1 ลางสไลดตัวอยางดวย PBS 5 นาที 
2.7.2 อุนสารละลาย proteinase K (50 µg/ml) ที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 15 นาที 
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2.7.3 หยด proteinase K ลงบนสไลดทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 15 นาที 
2.7.4 ลางสไลดดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
2.7.5 หยดสารละลาย 20% acetic acid ที่เย็น ลงบนสไลด นาน 20 วินาที 
2.7.6 ลางสไลดดวย PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
2.7.7 นําสไลดแช 70%, 90% และ 100%ethanol ตามลําดับ นาน 2 นาที ปลอยแหง  
2.7.8 หยด 50%Hybridization buffer 100 µl บนสไลด ปดดวย cover well นําไป

วางบน hot plate 90 OC นาน 10 นาที แลววางบนน้ําแข็งทันที นาน 10 นาที 
2.7.9 เตรียมสารละลาย porcine male-specific probe ใน Hybridization buffer (1 : 

10) ตมนาน 10 นาที แลววางบนน้ําแข็ง นาน 10 นาที 
2.7.10 หยดสารละลาย porcine male-specific probe 50 µl บนตัวอยาง ปดดวย

กระจกสไลด 
2.7.11 Incubate ที่ 37 OC ในกลองความชื้น (moisture chamber) นาน 16 ช่ัวโมง 
2.7.12 นําสไลดลางดวย 2xSSC (pH=7) ที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที 
2.7.13 นําสไลดลางดวย 2xSSC (pH=7) ที่ 37 OC นาน 5 นาที 
2.7.14 นําสไลดลางดวย 1xSSC (pH=7) ที่ 37 OC นาน 5 นาที 
2.7.15 นําสไลดลางดวย 0.5xSSC (pH=7) ที่ 37 OC นาน 60 นาที 
2.7.16 ลางสไลดดวย TBS (pH=8) ที่ 37 OC นาน 5 นาที   
2.7.17 หยดสารละลาย blocking solution (5%skim milk in 2xSSC) ที่ 37 OC นาน 

45 นาที ในกลองความชื้น 
2.7.18 ลางดวย TBS เขยานาน 5 นาที   
2.7.19 หยด anti-DIG-AP in 3%BSA (1:200) 120 µl บนสไลด และปดดวย

กระจกสไลด บรรจุในกลองความชื้น นาน 60 นาที ในที่มืด   
2.7.20 ลางสไลดดวย TBS 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที   
2.7.21 หยดสับเสรต NBT/BCIP 500 µl บนสไลด นําไปจัดเก็บในที่มืด 20 นาที  
2.7.22 ลางสไลดดวย TBS นาน 5 นาที รอแหง 
2.7.23 หยดสียอม nuclear fast red 100 µl ทิ้งไวนาน 3 นาที 
2.7.24 ลางสีดวยน้ําไหลนาน 30 วินาที ปลอยแหง 
2.7.25 หยด mounting media ปดดวยกระจกปดสไลด รอแหง ตรวจสอบผลดวย

กลองกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1000X จํานวน 1,000 เซลล ตอสไลด  
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3.  แผนการทดลองและการวิเคราะหทางสถิต ิ
  
3.1 แผนการทดลอง 
 
      การทดลองที่ 1  
 
      เพื่อศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อของพอสุกรกอน และหลังปลอยผานความเขมขนโบวายซีร่ัม

อัลบูมิน โดยการศึกษาลักษณะคุณภาพน้ําเชื้อ ดังนี้ คือความเขมขนของน้ําเชื้อ การเคลื่อนไหวหมู
ของอสุจิ  เปอรเซ็นตอสุจิตัวเปน  เปอรเซ็นตอสุจิเคล่ือนที่ไปขางหนา ลักษณะอสุจิที่มีรูปราง
ผิดปกติ โดยใชแผนการทดลอง Spit plot in Randomized Complete block design (RCBD) โดยให
ความแตกตางของพอสุกรแตละตัวเปนบล็อค จํานวน 3 บล็อค ความแตกตางของน้ําเชื้อในแตละ
สัปดาห เปน main plot ใชเวลา 3 สัปดาห โดยมีส่ิงทดลองคือ น้ําเชื้อที่ไมผาน และผานการแยกดวย
สารละลายโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ความเขมขน 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต เปน sub plot  มีหุนจําลอง
ทางสถิติดังนี้ 
 

yijk = µ + βi+Wj+εij +Ck+Wj× Ck+ εijk 

 

yijk : คาสังเกตที่ไดจากพอสุกรตัวที่ i, และสัปดาหที่ j, ความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ k 
µ    : คาเฉลี่ยในการทดลอง 
βi   :  อิทธิพลของบล็อคพอพันธุ โดยที่ i = 1, 2 และ 3  
Wj    :  อิทธิพลของสัปดาหที่ j โดยที่ j = 1, 2, และ 3 
εij    :  ความคลาดเคลื่อนสําหรับทดสอบ main tretment 
Ck    :  อิทธิพลของความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบูมินที่ k โดยที่ k = 0, 4, 6, 8 และ 10 % 
εijk : ความคลาดเคลื่อนของการทดลอง โดย εijk ~ NID (0,σ2). 
 

การทดลองที่ 2 
 
        การวิเคราะหสัดสวนของอสุจิ Y และอสุจิ X ในน้ําเชื้อสุกรกอน และหลังปลอยผาน

ความเขมขนของโบวายซีร่ัมอัลบู 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต และตรวจสอบสัดสวนของอสุจิ Y ดวย
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เทคนิค nonradioactive in situ hybridization โดยใช porcine male-specific probe ที่ติดฉลากดวย 
digoxigenin 

 
3.2 การวิเคราะหขอมูล  
 
การศึกษาที่ 1  

 
ขอมูลจากการทดลองนํามาวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) ตามแผนการ

ทดลองดังกลาว  และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุมโดยวิธี Tukey,s studentized range test 
ตาม Sokal and Rohlf (1973) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS version 6 (SAS, 1998) 

 
การศึกษาที่ 2  
 
การเปรียบเทียบสัดสวนระหวางอสุจิ X และอสุจิ Y กอน และหลังปลอยผานความเขมขน

โบวายซีร่ัมอัลบูมินแลววิเคราะห Chi-square test (จรัญ, 2535) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS 
version 6 

 
4. การบันทึกขอมูล 
 
 4.1 คุณภาพน้ําเชื้อ 
  

   การตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อกอน และหลังปลอยผานความเขมขนของสารละลายโบ
วายซีร่ัม คือ ที่ความเขมขน 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต โดยใชน้ําเชื้อจากพอสุกรพันธุดูรอค จํานวน 
3 ตัว ทําการบันทึกขอมูล ความเขมขนของน้ําเชื้อ การเคลื่อนไหวหมูของอสุจิ เปอรเซ็นตอสุจิตัว
เปน เปอรเซ็นตอสุจิที่เคลื่อนที่ไปขางหนา และลักษณะความผิดปกติของอสุจิ   
  

4.2 สัดสวนทางเพศ (Sex Ratio) 
 
       การตรวจสัดสวนระหวางอสุจิ X และอสุจิ Y ในน้ําเชื้อกอน และหลังปลอยผานความ

เขมขนของสารละลายโบวายซีร่ัม คือ ที่ความเขมขน 4, 6, 8 และ 10 เปอรเซ็นต โดยบันทึกปริมาณ
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อสุจิ Y ในน้ําเชื้อกอน และหลังปลอยผานความเขมขนของสารละลายโบวายซีร่ัม หลังจากวิเคราะห
โดยเทคนิค nonradioactive in situ hybridization ดวย porcine male-specific probe ที่ติดฉลากดวย 
digoxigenin 

 
5. สถานที่ทําการทดลอง 

 
ศูนยวิจัยและฝกอบรมการเลี้ยงสุกรแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต

กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ  หนวยชันสูตรโรคสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
 

6. ระยะเวลาในการทดลอง 
 

ระยะเวลาที่ใชในการทดลอง 9 เดือน (มกราคม 2549 –  ตุลาคม 2549) 
 
7. แหลงงบประมาณ 
 
     ศูนยวิจัย และฝกอบรมการเลี้ยงสุกรแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน 
 


