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Abstract: Sperm sex ratio determination using PCR - based technique is widely validated on precise of X - and  
Y - chromosome purity in sex - sorted bovine semen. The aim of this study was to develop a technique  
for estimating sperm sex ratio by using a multiplex polymerase chain reaction (multiplex real - time PCR).  
The X and Y chromosome - specific markers, bovine proteolipid protein (PLP) gene and sex - determining  
region Y (SRY), were simultaneously quantified in a single tube. To quantify DNA products, Taqman probe -
labeled fluorescence was used in the reaction i.e., PLP probe labeled HEX dye, and SRY probe labeled  
FAM dye. The reference DNA of male peripheral white blood cell (WBC) was used as a template for 
constructing the standard curve, which contained an equal ratio between X - chromosome and Y - chromosome. 
The standard curve of both PLP and SRY genes showed two linear equations for calculating the proportion  
of X - and Y - sperm ratio. The WBC standard curve indicated an average straight - line slope as - 3.330, 
representing high - efficiency (99.66 %) of the reaction to synthesize new DNA amplicons. Nine samples of  
bull semen, Y - sorted semen (Y = 90 %), semen samples with Y ratio in 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %,  
20 %, and X - sorted semen (Y = 10 %), were prepared and quantified by using the multiplex real - time  
PCR technique. Two standard techniques (singleplex real - time PCR technique and multiplex droplet  
digital PCR technique (ddPCR)) were amplified X - and Y - chromosome specific genes and compared  
with the developed technique. Each sample was run in triplicate and calculated in percentage of Y  
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ค าน า 

 
อุตสาหกรรมการเลีย้งโคนมหรือธุรกิจฟาร์ม 

โคนมตอ้งการลกูโคเพศเมีย เพื่อเลีย้งเป็นโคสาวทดแทน
ฝูงและเป็นแม่โคส าหรับผลิตน ้านม หากสามารถเพิ่ม
สดัส่วนลกูโคนมเพศเมียใหม้ีจ านวนมากกว่าลกูโคเพศผู้
ได้ ถือเป็นทางเลือกหนึ่งที่ช่วยเพิ่มศักยภาพการผลิต  
และมีโอกาสผลิตน า้นมดิบในฟารม์ไดม้ากขึน้ตามล าดบั 
น ้าเชื ้อจากพ่ อโคเป็ นตัวก าหนดเพศของลูกสัตว ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เนื่องจากมีอสุจิ X (เพศเมีย) และอสจิุ Y (เพศผู)้ รวมกัน 
ในสัดส่วนร้อยละ 50 : 50 ปัจจุบันการผลิตลูกโคเพศ 
เมียสามารถท าได้ด้วยการใช้น ้าเชื ้อคัดแยกเพศผสม 
เทียมในแม่โคนม น ้าเชื ้อที่ผ่านการแยกเพศดังกล่าว
สามารถเพิ่มโอกาสได้ลูกโคเพศเมียมากกว่าร้อยละ  
90 ขณะที่น า้เชือ้ปกติไม่ผ่านการคัดแยกเพศใหส้ดัส่วน 
ลกูโคเพศเมียต่อเพศผูใ้นสดัส่วนเท่ากัน งานวิจัยหลาย
งานที่ผ่านมาศึกษาวิธีการแยกอสุจิ X และอสุจิ Y ออก
จากกัน เช่น การคัดแยกเพศอสุจิโดยใช้ความแตกต่าง 

บทคัดย่อ: การประเมินสัดส่วนเพศของอสุจิด้วยเทคนิคพีซีอาร์เป็นวิธีที่นิยมใช้อย่างกว้างขวางในการประเมิน 
ความบริสทุธ์ิของสดัส่วนอสุจิ X และอสจิุ Y ในน า้เชือ้พ่อโคที่ผ่านกระบวนการคัดแยกเพศ การศึกษานีม้ีวตัถุประสงค์ 
เพื่อพัฒนาวิธีการประมาณอัตราส่วนเพศของอสุจิ โดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสแบบมัลติ เพล็กซ์เรียลไทม ์  
(multiplex real - time PCR) ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายที่สนใจพรอ้มกันในหลอดเดียวด้วยชุดไพรเมอรท์ี่  
จ าเพาะเจาะจงต่อยีน proteolipid protein (PLP) บนโครโมโซม X และไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะเจาะจงต่อยีน sex - determining 
region Y (SRY) บนโครโมโซม Y แสดงการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอผลลัพธ์เส้นใหม่ด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ติดที่ โพรบ  
(Taqman) โดยโพรบของยีน PLP ติดสี HEX และโพรบของยีน SRY ติดสี FAM และใชด้ีเอ็นเออา้งอิงจากเซลลเ์ม็ดเลือด
ขาวโคเพศผู ้ซึ่งมีอตัราส่วนของโครโมโซม X และโครโมโซม Y ที่เท่ากัน สรา้งเป็นกราฟเสน้ตรงมาตรฐาน จากการศึกษา 
ไดก้ราฟเสน้ตรงมาตรฐานของยีน PLP และ ยีน SRY แสดงสมการเชิงเสน้สองสมการส าหรบัค านวณอตัราส่วนอสุจิ X  
และอสุจิ Y โดยมีค่าความชันเฉลี่ยของกราฟเสน้ตรงทั้งสองเท่ากับ - 3.330 แสดงถึงปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพสูงใน 
การสร้างดี เอ็นเอเส้นใหม่  (ร ้อยละ 99.66) ทดสอบความแม่นย าของการประเมินสัดส่วนเพศอสุจิด้วยเทคนิค  
multiplex real - time PCR ในตัวอย่างน ้าเชื ้อพ่อโคนมจ านวน 9 ตัวอย่าง ได้แก่  น ้าเชื ้อคัดเพศผู้มีอสุจิ  Y ร้อยละ  
90 ตวัอย่างน า้เชือ้ที่มีอสจิุ Y สดัส่วนรอ้ยละ 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 และตวัอย่างน า้เชือ้คดัเพศเมียมีอสจิุ Y รอ้ยละ  
10 ตามล าดับ เปรียบเทียบผลการค านวณสดัส่วนอสุจิดว้ยเทคนิคมาตรฐานสองเทคนิคคือ  ซิงเกิลเพล็กซเ์รียลไทม์ 
พีซีอารแ์บบแยกหลอด (singleplex real - time PCR) และเทคนิคมลัติเพล็กซด์รอปเล็ตดิจิทลัพีซีอาร ์(multiplex droplet 
digital PCR) ซึ่งแต่ละตวัอย่างถกูทดสอบจ านวนสามซ า้ แสดงผลการค านวณเป็นรอ้ยละของอสจิุ Y จากการเปรยีบเทียบ
ผลการประมาณอัตราส่วนเพศอสุจิ พบว่า ทัง้สามเทคนิคสามารถค านวณสดัส่วนเพศไดถู้กตอ้งใกลเ้คียงกับตัวอย่าง 
ที่ทราบค่าที่เตรียมไวแ้ละได้ผลการค านวณสัดส่วนของอสุจิ Y ใกลเ้คียงกันทั้งหมด โดยไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
ดังนั้น เทคนิค multiplex real - time PCR ที่ไดพ้ัฒนาขึน้ในการศึกษานีจ้ึงคุม้ค่า ประหยัดเวลา และใหผ้ลการประเมิน
สดัสว่นเพศที่แม่นย า 
 
ค าส าคัญ:  น า้เชือ้โคนม  สดัสว่นเพศอสจิุ  การคดัแยกเพศอสจิุ  มลัติเพลก็ซเ์รยีลไทมพ์ีซีอาร ์

sperm ratio. Results obtained from those three assays were not significantly different. Therefore, the multiplex 
real - time PCR assay in this study was cost - effective, reduce time - consuming, and providing an accurate 
estimation method. 
 
Keywords:  Dairy bull semen, sperm sex ratio, sex - sorted sperm, multiplex real - time PCR 
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ของแอนติ เจนบนผิวเซลล์เพศผู้  (H - Y antigen) ใช ้
การท างานของปฏิกิริยาไซโตทอกซิก (cytotoxic reaction) 
ท าลายเซลล์อสุจิ Y (Goldberg et al., 1971) การเกาะ
กลุ่มกันตกตะกอนของเซลลอ์สุจิ โดยอาศัยแอนติบอดี 
ที่ จ  าเพาะต่อแอนติ เจนบนผิวเซลล์ (agglutination) 
(Blecher et al.,1999) การใช้สารละลายโปรตีนอัลบูมิน 
(Ericsson et al., 1973) และสาร percoll ที่ ระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ (Iwasaki et al., 1988) การแยกเพศอสุจิ 
โดยอาศัยความแตกต่างของน ้าหนักอสุจิทั้งสอง ซึ่ง 
อสุจิ X มีน า้หนักของดีเอ็นเอมากกว่ารอ้ยละ 3.8 ท าให ้
มี การเคลื่ อนที่ แตกต่างกัน สามารถแยกชั้นอสุ จิที่  
เคลื่อนที่ ได้เร็วกว่าออกมาได้ (swim - up technique) 
(Claassens et al., 1 9 95 ; Machado et al., 2 0 09 ; 
Madrid-Bury et al., 2003)  ร ว ม ถึ ง ก า ร ใ ช้ เท ค นิ ค 
โฟลไซโต-เมทรี (flow cytometry) เป็นเทคนิคการแยก 
อสุจิดว้ยปริมาณดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน ไดค้วามบริสทุธ์ิ
ของเพศอสุ จิสูงถึ งร้อยละ 90 (Garner et al., 1983; 
Johnson et al., 1989; Maxwell et al., 2004)  

อย่างไรก็ตาม น า้เชือ้พ่อโคที่ผ่านกระบวนการ
คัดเพศ มักถูกน ามาประเมินสัดส่วนเพศอสุจิที่เปลี่ยน 
ไป  การประเมิ นสัดส่วน เพศเป็นขั้นตอนที่ ส  าคัญ  
สามารถช่วยยืนยันความส าเร็จของการคัดแยกเพศ 
ก่อนน าน า้เชือ้ไปผสมเทียมในภาคสนาม โดยการศึกษา 
ที่ผ่านมาได้พัฒนาวิ ธีการประเมิ นสัดส่วนเพศอสุจิ 
ในน ้าเชื ้อคัดเพศด้วยวิ ธีการต่าง ๆ เช่น การย้อมสี 
โครโมโซมเพศด้วยสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ หรือ 
fluorescence in situ hybridization (FISH) เป็ นวิ ธีการ
ตรวจวัดที่มีความแม่นย าสูงส าหรับการระบุเพศของ 
ตวัอสุจิตัวเดี่ยว (single spermatozoa) โดยอสจิุถูกยอ้ม
ด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ และน าไปตรวจสอบสัญญาณสี
ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (Habermann et 
al., 2005; Piume et al., 2001; Yan et al., 2006) ซึ่ งมี
ความถกูตอ้งแมน่ย าในการระบเุพศสงูมากกว่ารอ้ยละ 99 
เมื่อใชจ้ านวนอสจิุหลายหมื่นตวัในการทดสอบ อย่างไรก็
ตามวิธีการนีใ้ช้เวลาทดสอบนาน สิน้เปลืองสารเคมีและ
แรงงาน จึงเป็นขอ้จ ากัดหากมีตัวอย่างในการวิเคราะห์
เป็นจ านวนมาก  

การประเมินสัดส่วนเพศด้วยเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซ่ โพลี เมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 
เป็นเทคนิคการตรวจดี เอ็นเอบนโครโมโซมเพศของ 
อสจิุ โดยแยกอสจิุเป็นตวัเดี่ยวเพียง 1 ตวั (single sperm) 
น าอสุจิแต่ละตัวมาสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นเพิ่มปริมาณ 
ดี เอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่ จ  าเพาะต่อยีนเพศเมียที่ อยู่ 
บนโครโมโซม X และยีนที่ จ  าเพาะต่อเพศผู้ที่ อยู่บน
โครโมโซม Y (Colley et al., 2008, Welch et al., 1995) 
อย่างไรก็ตาม การประเมินสัดส่วนเพศด้วยวิ ธีการ 
ดังกล่าวต้องแยกอสุจิ เดี่ยวเป็นจ านวนมากเพื่อเพิ่ม 
ความแม่นย า และวิธีการนี ้ใช้เวลาทดสอบนาน 3 - 5 
ชั่วโมง จึงทราบผล ท าให้เป็นขอ้จ ากัดของเทคนิค PCR 
หากมีตวัอย่างทดสอบจ านวนมาก  

เทคนิ คป ฏิ กิ ริ ย าลู ก โซ่ โพลี เมอ เรสแบบ 
เรยีลไทม ์(real - time PCR) เป็นเทคนิคที่ใชข้ยายปรมิาณ 
ดีเอ็นเอต้นแบบและอ่านผลในเวลาเดียวกัน ใช้ทดสอบ
ตวัอย่างในเชิงปริมาณ การวัดปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึน้ 
ในแต่ละรอบจะใช้สญัญาณสีฟลูออเรสเซนต์ในการส่ง
สัญญาณออกมา ตัวส่งสัญญาณสีที่นิยมใช้มี 2 แบบ 
คือ (1) สีเรืองแสงที่ ไม่เฉพาะเจาะจง เช่น สีเขียวของ 
สาร SYBR green ที่จบักบัดีเอ็นเอเกลียวคู่ และ (2) โพรบ
ติดสีที่จ  าเพาะต่อล าดับดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยโพรบ 
ถูกกระตุ้นท าให้เกิดการเรืองแสงและส่งสัญญาณแสง 
ไปยงัเครื่องรบัสญัญาณที่สามารถจับสญัญาณดงักล่าว
ในแต่ละรอบได้ Joerg et al. (2004) ศึกษาการประเมิน
สัดส่วนเพศน ้าเชือ้โดยใช้ไพรเมอรแ์ละโพรบที่จ าเพาะ 
ต่ อ ยี น  sex - determining region Y (SRY) ใน เพ ศ ผู ้ 
และยีนควบคุมปฏิกิริยา (MSHR) และการศึกษาของ  
Parati et al. (2006) ใช้ไพรเมอรแ์ละโพรบที่จ าเพาะต่อ
เพศเมีย ซึ่งอยู่บนโปรตีน proteolipid (PLP) และยีนที่
จ  าเพาะต่อเพศผู้คือ ยีน SRY ในการศึกษาทั้งสองแบ่ง 
ดีเอ็นเอตน้แบบที่ไดจ้ากการสกัดอสุจิออกเป็นสองส่วน 
เพื่อตรวจหาดีเอ็นเอที่จ  าเพาะต่อเพศผู้ 1 หลอด และ 
เพื่อตรวจหาดีเอ็นเอควบคุมเพื่อระบุความส าเร็จของ
ปฏิกิริยา (หรือยีนที่จ  าเพาะต่อเพศเมีย) อีก 1 หลอด 
(singleplex real - time PCR) และใช้ โพรบติ ดสี ชนิ ด
เดียวกันในการตรวจจับสญัญาณแสง ค่าที่ได้ถูกน ามา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ซึ่งใช้พลาสมิดเป็น 
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ค่าอ้างอิงมาตรฐาน ผลการทดสอบจากเทคนิค real -  
time PCR ไม่แตกต่างจากการตรวจนับด้วยเครื่อง flow 
cytometry วิ ธี การประเมิ นสัดส่ วน เพศด้ วยวิ ธี นี ้มี 
ความแม่นย าและใหผ้ลน่าเช่ือถือ และง่ายต่อการปฏิบัติ 
อย่างไรก็ตามการประเมินสัดส่วนเพศอสุจิด้วยวิ ธี 
ดังกล่าวยังมีความเสี่ยงจากข้อผิดพลาดได้ เนื่องจาก
ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจ้ากอสจิุมีปริมาณนอ้ย และตัว
ควบคุมไม่ได้อยู่ในปฏิกิริยาที่สนใจในหลอดเดียวกัน 
ดังนั้น เพื่ อลดความผิดพลาด ลดความซับซ้อนของ 
การทดสอบและลดค่าใชจ้่ายของสารเคมี ในการศึกษานี ้
มีวตัถปุระสงคเ์พื่อพฒันาวิธีการประเมินสดัสว่นเพศอสจิุ
ในน ้าเชือ้พ่อโคนมที่ผ่านกระบวนการคัดแยกเพศ โดย 
ใช้เทคนิคมัลติเพล็กซเ์รียลไทม์พีซีอาร ์(multiplex real - 
time PCR) รวมไพรเมอรแ์ละโพรบของยีน PLP และยีน 
SRY อยู่ในหลอดเดียวกนั รวมถึงการใชด้ีเอ็นเอจากเซลล์
เม็ดเลือดขาวโคเพศผูส้รา้งเป็นกราฟมาตรฐานทดแทน
การใชพ้ลาสมิด  

 
อุปกรณแ์ละวิธีการ 

 
การสกัดดีเอ็นเอจากเซลลเ์ม็ดเลือดขาวโคเพศผู้ 

เซลล์เม็ ด เลื อดขาวโคเพศผู้  50 มิ ลลิกรัม  
ถูกล้างด้วยสารละลาย 1xPBS ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
และป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที  จากนั้น 
เทส่วนใสด้านบนทิ ้ง น าเซลล์เม็ดเลือดขาวมาสกัด 
ดี เอ็ น เอตามวิ ธี การของชุ ดสกัด  wizard® genomic  
DNA purification kit (Promega, USA) โดยเติม 5 % (w / v) 
Chelex® 100 (Biorad, USA) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร, 
protenase K ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, USA) 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ dithiothreitol (DTT) (Sigma 
- Aldrich, Inc., USA) ความเขม้ขน้ 1 โมล่าร ์ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  
56 °C เป็ นเวลา 14 -16 ชั่ วโมง จากนั้น เติ ม  protein 
precipitation solution จากชุดสกัดดี เอ็ น เอปริมาตร  
200 ไมโครลิตร  น าหลอดตัวอย่างแช่ในน า้แข็ง 5 นาที 
และน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน ใชปิ้เปตดูดเก็บเฉพาะ

สารละลายส่วนใสด้านบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
เติมสารละลาย isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมาเบา ๆ จนเริ่มเห็นตะกอนดีเอ็นเอเป็น 
สายสีขาวคล้ายวุ้น น าหลอดตัวอย่างไปป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใส
ด้านบนทิ ้ง น าตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ล้างด้วยเอทานอล  
(70 %) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าหลอดตัวอย่างไป 
ป่ันเหวี่ยงที่ ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที  
เทส่วนที่เป็นเอทานอลทิง้ น าตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ไปผึ่ง 
ให้แห้ง แล้วเติมสารละลาย TE buffer (pH 8.0, Sigma  
- Aldrich, Inc., USA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และแช่ 
เก็บรกัษาตวัอย่างดีเอ็นเอไวท้ี่อุณหภูมิ - 20 °C  
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค multiplex real - 
time PCR 

การทดลองนี ้ใช้ไพรเมอร์ที่ จ  าเพาะต่อยีน  
PLP บนโครโมโซม X และไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะเจาะจงต่อ 
ยีน SRY บนโครโมโซม Y ในโคนม (Parati et al., 2006) 
โดยล าดับเบสนิ วคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และโพรบ 
แสดงใน Table 1 สารเคมี ในการท าปฏิ กิริยา (PCR 
mixture) ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1) 
SensiFASTTM Probe (Bioline, UK) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
, 2) ไพรเมอรจ์ าเจาะต่อเพศเมีย (PLP - forward, PLP -
reverse) อย่างละ 400 นาโนโมล่าร์ และ โพรบ (PLP -
probe) 200 นาโนโมล่าร์ ติดสีฟลูออเรสเซนต์ชนิดส ี 
HEX, 3) ไพรเมอรจ์ าเจาะต่อเพศผู ้(SRY-forward, SRY -
reverse) อย่างละ 400 นาโนโมล่าร ์และ โพรบ (SRY -
probe) 200 นาโนโมล่าร์ ติดสีฟลูออเรสเซนต์ชนิดส ี 
FAM ( Integrated DNA Technologies, Inc. , USA) , 4)  
ดี เอ็น เอ 2 ไมโครลิตร และ 5) น ้าเปล่าเติมให้ครบ 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
real - time PCR (MJ PTC-200 Chromo4, Bio - Rad, USA) 
ใช้โปรแกรม opticon monitor 3 ควบคุมอุณหภูมิของ
ปฏิกิริยา โดยมีรายละเอียดการท าปฏิกิริยาดงันี:้ ขัน้ท่ี 1 
denaturation: 95 °C 5 นาที ขัน้ท่ี 2 denaturation: 95 °C 
15 วินาที annealing: 60 °C 45 วินาที extension: 72 °C 
30 วินาที วนซ า้จ านวน 40 รอบ โดยตัง้ค่าใหอ้่านผลจาก
สัญญาณแสงทุกรอบ ขั้นที่  3 final extension: 72 °C  
5 นาที  
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การสร้างกราฟมาตรฐานจากดีเอ็นเอของเซลลเ์ม็ด
เลือดขาวโคนมเพศผู้ 

ดีเอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือดขาวโคเพศผู้ที่ ได้ 
จากการสกัดดีเอ็นเอในการทดลองขา้งตน้ ถูกวัดความ
เข้มข้นด้วยเครื่อง NanoDrop1000 spectrophotometer 
ที่ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, USA) 
เตรียมดี เอ็นเอเซลล์เม็ดเลือดขาวให้มีความเข้มข้น  
1,000, 200, 40, 8, 1.6 และ 0.32 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร 
ตามล าดับ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอย่างทั้ง 6 ตัวอย่าง 
ด้วยเทคนิค multiplex real - time PCR รวมไพรเมอร ์
และโพรบที่จ าเพาะต่อยีน PLP และยีน SRY ในหลอด
เดียว การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอผลลพัธ์เสน้ใหม่ในแต่ละ
รอบปฏิกิริยาจะแสดงผลด้วยการวัดค่าจากสญัญาณส ี
HEX และ FAM เมื่อลากเสน้ตรง threshold line ตัดกราฟ
สัญญาณสีฟลูออเรสเซนต์ ได้ค่าคงที่ของรอบการเกิด 
ปฏิกิริยา (cycle threshold; CT) ต่อค่าความเขม้ขน้ของ 
ดีเอ็นเอซึ่งเปลี่ยนเป็นค่าลอการิทึมฐาน 10 (log C) น า 
ค่าคู่อันดับของ CT และ log C มาก าหนดจุดได้ 6 จุด 
เรียงกันอยู่แนวเสน้ตรง สรา้งเป็นสมการเชิงเสน้สองตัว
แปรคื อ Y =  a +  bX (เมื่ อ  Y คื อค่ า cycle threshold;  
CT, a คือค่าคงที่ของสมการเส้นตรง, b คือค่าความชัน
ของกราฟเสน้ตรง (slope), และ X คือค่าความเขม้ขน้ของ
ดี เอ็นเอแสดงเป็นค่าลอการิทึมฐาน 10; log C) โดย
สมการที่ ได้จากยีน PLP ใช้ส  าหรับค านวณสัดส่วน 
อสุจิ X และสมการที่ไดจ้ากยีน SRY ใช้ค  านวณสัดส่วน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
อสุจิ Y ในตัวอย่างน า้เชือ้ที่ยังไม่ทราบค่าในการทดลอง
ตอ่ไป 
การประเมินสัดส่วนเพศอสุจิในน ้าเชื้อโคนมด้วย
เทคนิค multiplex real - time PCR 

ตัวอย่างน ้าเชื ้อที่น  ามาทดสอบในการศึกษา 
นี ้เป็นน ้าเชื ้อพ่อโคนมที่ผ่านกระบวนการคัดแยกเพศ 
อสุจิดว้ยเทคนิค flow cytometry (Accelerated Genetics,  
Inc., WI, USA) โดยบริษัทผู้ผลิตระบุน ้าเชื ้อคัดเพศเมีย  
(X - sorted semen) มีสดัสว่นของอสจิุ X มากกว่ารอ้ยละ 
90 และน ้าเชื ้อคัดเพศผู้ (Y - sorted semen) มีสัดส่วน 
ของอสุจิ  Y มากกว่าร้อยละ 90 ท าการสกัดดี เอ็นเอ 
จากน า้เชือ้คัดเพศเมียและน ้าเชือ้คัดเพศผู้ โดยละลาย
น ้าเชื ้อใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วน 
ใสทิง้เก็บเฉพาะส่วนที่เป็นตะกอนเซลลอ์สุจิ นับจ านวน
อสุจิของน ้าเชื ้อคัดเพศเมีย และน ้าเชื ้อคัดเพศผู้ให้ 
มีจ านวนอสุจิ 250,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น ามาสกัด 
ดีเอ็นเอโดยเติม 5 % (w / v) Chelex® 100 (Biorad, USA) 
ปริมาตร 100 มิ ลลิลิตร, protenase K ความเข้มข้น  
10 มิ ลลิกรัมต่อมิ ลลิลิตร (Thermo Fisher Scientific,  
Inc., Wilmington, DE, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิ ตร  
แ ล ะ  dithiothreitol (DTT; Sigma - Aldrich, Inc., USA) 
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ  56 °C เป็นเวลา 14 -16 ชั่ วโมง จากนั้นน า 
หลอดตัวอย่างไปต้มในน า้เดือดนานประมาณ 10 นาที 
และป่ันเหวี่ยง 5 วินาที ดูดดีเอ็นเอส่วนใสดา้นบนมาวัด

Table 1. Primer and probe sequences used in this experiment 

Primer / Probe Sequence (5’  3’) Product size (bp) 
X chromosome - specific  96 
PLP - forward GTTGTGTTAGTTTCTGCTGTACAATAAAGTG  
PLP - reverse GATGGCAGGTGAGGGTAGGA  
PLP - probe HEX - TGTATACACATAGCCCCTCCCTCTTGGA CC  
Y chromosome - specific  66 
SRY - forward CCACGTCAAGCGACCCAT  
SRY - reverse AGAGCCACCTTTCGTCTTCG  
SRY - probe FAM - AACGCCTTCATTGTGTGGTCTCGTGA  
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ความเข้มข้นและปรับความเข้มข้นเป็น 10 นาโนกรัม 
ต่อไมโครลิตร และเตรียมให้มีสัดส่วน Y เท่ากับรอ้ยละ  
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 และ 10 ตามล าดบั  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ เตรียมไว้ด้วยเทคนิค 
multiplex real - time PCR โดยแต่ละตัวอย่างถูกน ามา
ทดสอบจ านวน 3 ซ ้า ค่า CT ที่ได้จากรอบสัญญาณสี
ฟลูออเรสเซนต์ของยีน PLP และยีน SRY  น ามาแทน 
ค่า Y ในสมการที่สรา้งจากกราฟมาตรฐาน ได้ค่าความ 
เขม้ขน้ log C ของอสุจิ X จากยีน PLP และความเขม้ขน้
อสุจิ Y จากยีน SRY  ซึ่งเป็นค่าลอการิทึมฐาน 10 เมื่อ
ค านวณถอดค่ าลอการิทึมฐาน 10 ได้ค่ าคงที่ ของ 
ความเข้มข้นยีน PLP (X) ค่าความเข้มข้นยีน SRY (Y) 
และผลรวมความเข้มข้นของทั้งสองยีน (X + Y) โดยใน
การศึกษานีแ้สดงผลการค านวณเป็นสดัส่วนวาย (% Y) 
จากสมการ                              เมื่อ % X + % Y = 100 %  
ทั้งนี  ้ดี เอ็นเอจาก 9 ตัวอย่างข้างต้นถูกน ามาทดสอบ 
ด้วยเทคนิคที่ได้มีการศึกษามาก่อนหน้านี ้ คือเทคนิค 
singleplex real - time PCR (ทดลอง 3 ซ ้า) ตามวิธีการ
ของ Parati et al. (2006) โดยการสรา้งกราฟมาตรฐาน
จากพลาสมิด และเทคนิค multiplex droplet digital PCR 
(multiplex ddPCR) (ทดลอง 3 ซ า้) ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Cray et al. (2020) เป็นวิ ธีการตรวจนับปริมาณ 
ดีเอ็นเอเป้าหมายโดยตรงของแต่ละยีนโดยไม่ใช้กราฟ 
มาตรฐาน จากนั้นน าผลที่ค  านวณได้จาก 3 เทคนิค มา
เปรียบเทียบความแม่นย าของสดัส่วนวาย (%  Y) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การวิเคราะหท์างสถติิ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนจากวิธีการประเมิน

สัดส่วนเพศทั้ง 3 วิ ธีการ ตามแผนการทดลองสุ่ม 
สมบูรณ์ (Complete Randomized Design; Gomez and 
Gomez, 1984) แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ ยงเบน
มาตรฐาน  และค่ าสัมป ระสิ ท ธ์ิ ความแป รป รวน 
เปรียบเทียบความน่าเช่ือถือของแต่ละวิธีการที่ระดับ 
ความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95  

 
ผลการทดลองและวิจารณ ์

 
การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับการประเมินสัดส่วน
เพศอสุจิ 

กราฟมาตรฐานหรือค่าอ้างอิงมาตรฐานใน
เทคนิค real - time PCR เป็นเครื่องมือส าคัญส าหรับ 
ใช้เปรียบเทียบและค านวณค่าการแสดงออกของ 
ยีนเป้าหมายที่สนใจในตัวอย่างที่น  ามาทดสอบ ใน
การศึกษานี ้สร้างกราฟมาตรฐานจากดี เอ็นเอเซลล์ 
เม็ดเลือดขาวโคเพศผู้ ซึ่งมียีน PLP และยีน SRY รวม 
กันอยู่ในสดัส่วนที่เท่ากันคือ 1 : 1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
ด้ วย เทคนิ ค  multiplex real - time PCR (Figure 1A)  
และกราฟเสน้ตรงมาตรฐานจากพลาสมิด เพิ่มปริมาณ 
ดี เอ็ น เอ ด้ ว ย เท ค นิ ค  singleplex real - time PCR  
(Figure 1B) ตามการศึกษาของ Parati et al. (2006)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Standard curves and linear equations of SRY gene () and PLP gene () obtained from the multiplex 
real - time polymerase chain reaction assay (A) and the singleplex real - time polymerase chain 
reaction assay (B) showing relationship between cycle threshold (CT) and DNA copy number (log C) 
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Figure 1A เป็นกราฟมาตรฐานเส้นตรง สรา้ง
จากดี เอ็นเอของเซลล์เม็ดเลือดขาวโคนมเพศผู้ โดย 
ใช้ความเขม้ขน้ตัง้ตน้ที่เตรียมไวท้ัง้หมด 6 ความเขม้ขน้ 
คื อ  1,000, 200, 40, 8, 1.6 และ  0.32 น าโนก รัม ต่ อ
ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี multiplex real - 
time PCR ได้ค่า CT และค่าความเข้มข้น log C สร้าง
กราฟเส้นตรงได้จ านวน 2 เส้น คือกราฟเส้นตรงของ  
ยีน SRY ในเพศผู้ (  ) และ ยีน PLP ในเพศเมีย (  ) 
จากการทดลองนี ้  พบว่า  ดี เอ็น เอมาตรฐานความ 
เข้มข้นสูงสุดคือ 1,000 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และ 
ลดความเข้มข้นลง 5 เท่ าไปถึ งความเข้มข้น  0.32  
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เป็นความเข้มข้นที่ครอบคลุม 
ช่วงการเกิดปฏิกิริยาของตัวอย่างดี เอ็นเอน ้าเชื ้อคัด 
เพศที่น ามาทดสอบ (เกิดปฏิกิรยิาช่วง CT = 15 - 30 รอบ) 
กราฟ เส้นตรงของยี น  SRY มี ค่ าความชัน  เท่ ากับ  
- 3.32 และกราฟเส้นตรงของยีน PLP มีค่าความชัน 
เท่ากับ - 3.34 (ได้ค่าความชันเฉลี่ยเท่ากับ - 3.33) และ
เส้นตรงทั้ งสองมี ค่ าสัมประสิท ธ์ิ สหสัมพันธ์  (R2)  
ระหวา่งคา่ CT และ log C คือ R2 > 0.99  

Figure 1B เป็ นกราฟ เส้นตรงที่ ส ร้างจาก 
พลาสมิ ด  โดยผสมพลาสมิ ดที่ มี ยี น  PLP และยี น  
SRY แทรกอยู่ในอัตราส่วน 1 : 1 ใช้ความเข้มข้นของ 
พลาสมิดจาก 1,000 ถึง 0.32 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค singleplex real - time 
PCR ในการศึกษานี ้พบว่าเส้นตรงของยีน SRY มีค่า 
ความชันเท่ ากับ  - 3.35 ยีน  PLP มี ความชันเท่ ากับ  
- 3.30 ได้ค่าความชันเฉลี่ยทั้งสองเส้นเท่ากับ - 3.325  
และเสน้ตรงทัง้สองมีค่า R2 > 0.99 

ค่ าความลาดชันเฉลี่ ยของกราฟ เส้นตรง 
จากเทคนิค multiplex real - time PCR มีค่าใกล้เคียง 
กับเทคนิค singleplex real - time PCR ซึ่งทั้ง 2 เทคนิค 
นี ้มีค่ าความชันใกล้เคียงกับค่าอุดมคติคื อ - 3.320  
เป็ นค่ าบ่ งชี ้ถึ งประสิท ธิภาพของการเพิ่ มดี เอ็น เอ 
ผลลัพธ์เส้นใหม่  2 เส้นในแต่ละรอบปฏิกิริยา หรือมี
ประสิทธิภาพเท่ากับรอ้ยละ 100 สามารถค านวณไดจ้าก
สมการ                                            (Svec et al., 2015) 
เมื่อค านวณดว้ยสมการดงักล่าว พบว่า ค่าประสิทธิภาพ 
เฉลี่ยของกราฟมาตรฐานจากเทคนิค multiplex real - 

time PCR และ singleplex real - time PCR เท่ากับรอ้ยละ 
99.66 และ 99.87 ตามล าดับ ค่าประสิทธิภาพของ
ปฏิกิริยาดังกล่าวเป็นค่าที่บ่งชี ้ว่ากราฟมาตรฐานจาก 
ดีเอ็นเอเซลล์เม็ดเลือดขาวโคเพศผู้ที่ ได้พัฒนาขึน้มา 
ใหม่นี ้ มีความน่าเช่ือถือ สามารถใช้สมการจากกราฟ
เส้นตรงดังกล่าวค านวณหาสัดส่วนเพศอสุจิได้อย่าง
แมน่ย า  

การประเมินสัดส่วนเพศอสุจิจากตัวอย่างน ้า 
เชือ้พ่อโคที่ตอ้งการทราบค่าดว้ยเทคนิค real - time PCR 
เป็นเทคนิคการเพิ่มดี เอ็นเอเป้าหมายไปพรอ้ม ๆ กับ 
การอ่านผลการเกิดปฏิกิริยาจากแสงฟลูออเรสเซนต ์
ที่ส่งสัญญาณออกมาทุกรอบปฏิกิริยา ใช้ตรวจสอบ
ตัวอย่างในเชิงปริมาณ การศึกษาก่อนหน้านี ้ประเมิน
สัดส่วนเพศน ้าเชือ้โคขาวล าพูน ด้วยเทคนิค multiplex 
real - time PCR ใช้ไพรเมอรจ์ าเพาะต่อยีน SRY ส  าหรบั
ระบุเพศผู ้และไพรเมอรต์่อยีน GAPDH เป็นยีนควบคุม
ระบุความส าเร็จของปฏิกิริยา ค านวณหาปริมาณของ 
ยีนเป้าหมายโดยน าค่า CT ของตัวอย่างที่ทดสอบลบ 
ออกดว้ยค่า CT ของยีนควบคมุหรือยีนมาตรฐาน (delta -
delta CT method; 2 – ΔΔCT) ไม่ใชก้ารค านวณเปรยีบเทียบ
กับกราฟเส้นตรงมาตรฐาน ผลที่ ได้แสดงสัดส่วนเพศ 
ของอสุจิ Y เป็นจ านวนเท่าที่เพิ่มขึน้หรือค่าที่ลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับน ้าเชื ้อปกติ  ไม่สามารถระบุแยกเป็น
สัดส่วนร้อยละของอสุจิ  X และอสุจิ  Y ในตัวอย่างที่
ตอ้งการทดสอบได ้(Dumrongsri et al., 2016)  

ดังนั้น เพื่อให้การประมาณสัดส่วนเพศอสุจิ 
มีความละเอียดชัดเจน แยกเป็นรอ้ยละของของอสุจิ X 
และอสุ จิ  Y ได้  การศึ กษ าของ Parati et al. (2006) 
ประเมินสัดส่วนเพศของอสุ จิ  X และอสุจิ  Y โดยใช ้
กราฟมาตรฐานจากพลาสมิดที่มียีนเป้าหมาย PLP  
และยีน SRY แทรกอยู่ ผสมรวมกันในอัตรา 1 : 1 และใช้
โพรบที่ติดสี FAM ชนิดเดียวกัน เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป้ า ห ม ายด้ ว ย เท ค นิ ค  singleplex real - time PCR 
(ส าหรับยีน PLP 1 หลอด และยีน SRY 1 หลอด) ได้
สมการเสน้ตรงส าหรบัค านวณหาสัดส่วนเพศของอสุจิ 
อย่างไรก็ตาม อาจเกิดความผิดพลาดได้ง่ายหากผสม 
พลาสมิดในสัดส่วนที่ ไม่เท่ากัน ท าให้กราฟเส้นตรง 
ไม่ ได้มาตรฐานและไม่ เหมาะสมส าหรับใช้ประ เมิน 



 

 82 

วารสารเกษตร 37(1): 75 - 87 (2564) 

สัดส่วนเพศ และการศึกษาของ Amadesi et al. (2015) 
ประเมิ นสัดส่วนเพศอสุ จิ  X และอสุ จิ  Y ในน ้าเชื ้อ 
พ่อโค ดว้ยเทคนิค singleplex real - time PCR แบบแยก
หลอดโดยใช้ดี เอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือดขาวโคเพศ 
ผู้ทดแทนการใช้พลาสมิด ทั้งนี ้ วิธีการประเมินจากทั้ง 
สองการศึกษาข้างต้นอาจเกิดความเสี่ยงจากข้อผิด 
พลาด เนื่องจากท าปฏิกิริยาแบบแยกหลอด และตัว
ควบคุมไม่ได้อยู่ในปฏิกิริยาที่สนใจในหลอดเดียวกัน  
หากสูญเสียดีเอ็นเอตั้งต้นหรือการท าปฏิกิริยาลม้เหลว 
ในหลอดใดหลอดหนึ่ง อาจท าใหก้ารประเมินสดัส่วน
เพศผิดพลาดได ้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การประเมินสัดส่วนเพศอสุจิด้วยเทคนิค multiplex 
real - time PCR  

การศึกษานีไ้ด้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย
ด้วยเทคนิค multiplex real - time PCR ซึ่งประกอบด้วย
ไพรเมอรแ์ละโพรบที่จ าเพาะเจาะจงต่อยีน PLP และยีน 
SRY รวมถึงตัวอย่างที่ต้องการทดสอบรวมอยู่ภายใน
หลอดเดียว เทคนิคนี ้ช่วยลดขั้นตอนการเตรียมน ้ายา 
ท าปฏิกิริยา ประหยัดสารเคมี  ลดความผิดพลาดใน
ขั้นตอนการดูดจ่ายสารเคมีและไม่ต้องแบ่งดี เอ็นเอ 
ตัง้ตน้ซึ่งมีปริมาณนอ้ยเพื่อแยกท าปฏิกิริยาหลายหลอด  
โดยใน Figure 2 แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

D E F 

G H I 

Figure 2. Log curve plot for both SRY and PLP genes expression in sex-sorted bovine semen samples 
quantified by multiplex real-time PCR technique. Taqman probe labeled FAM fluorophore ( — ) 
represent for SRY - specific gene in Y sperm and HEX fluorophore (- - -) represent for PLP-specific 
gene in X sperm. A; Y = 90 %, B; Y = 80 %, C; Y = 70 %, D; Y = 60 %, E; Y = 50 %, F; Y = 40 %, G; 
Y = 30 %, H; Y = 20 %, and I; Y = 10 %, respectively. 
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น ้าเชื ้อพ่อโคที่ผ่านการคัดแยกเพศ มีสัดส่วนของอสุจิ  
Y ตั้งแต่รอ้ยละ 90 ลดลงถึงรอ้ยละ 10 (A = รอ้ยละ 90,  
B = ร้อยละ 80, C = ร้อยละ 70, D = ร้อยละ 60, E =  
รอ้ยละ 50, F = รอ้ยละ 40, G = รอ้ยละ 30, H = รอ้ยละ 
20, และ I = รอ้ยละ 10) แต่ละตวัอย่างแสดงรอบการเกิด 
ปฏิกิริยาจากสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ติดกับ 
โพรบ โดยสัญญาณสี FAM (เส้นทึบ) แสดงการเพิ่ม
ปริมาณยีน SRY ในเพศผู้ (มีค่าการดูดกลืนแดง 494  
นาโนเมตร) และสัญญาณสี HEX (เสน้ประ) แสดงการ 
เพิ่มปริมาณยีน PLP ในเพศเมีย (ค่าการดูดกลืนแสง  
535 นาโนเมตร) และเสน้ตรงมาตรฐาน (threshold line)  
ที่ลากขนานกับแกน X ตัดกับเสน้สัญญาณสีทั้งสองใน 
ช่วงชัน (linear) ของกราฟ ท่ีระดับ - 1.5 ถึง - 1.7 ได้ค่า 
คงที่ CT ของแต่ละยีนเพื่อน าไปแทนค่าในสมการ โดย 
ช่วงสัญญาณแสงจากตัวอย่างที่น  ามาทดสอบ เริ่ม 
แสดงสัญญาณสีในรอบที่  15 - 30 ซึ่งเป็นช่วงที่กราฟ
มาตรฐานครอบคลมุการเกิดปฏิกิริยาทัง้หมด 

สัญญาณแสงใน Figure 2 แสดงผลการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างน ้าเชื ้อที่มีความเข้มข้น 
อสจิุ Y รอ้ยละ 90 - 60 (Figure 2; A - D) มีสดัสว่นของยีน 
SRY มากกว่ายีน PLP จึงเกิดเสน้สญัญาณสี FAM (เสน้
ทึบ) แสดงขึ ้นมาก่อนเส้นสัญญาณสี HEX และเมื่ อ
สดัส่วนอสุจิ Y น้อยลงหรือลดลง เสน้สัญญาณสี FAM  
เพิ่มจ านวนรอบมากขึน้ตามความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
ตัง้ตน้ที่นอ้ยลง ขณะที่ตวัอย่างน า้เชือ้ที่มีสดัส่วนอสจิุ X 
และอสจิุ Y มีปริมาณเท่ากนัรอ้ยละ 50 (Figure 2; E) เสน้
สัญญาณของทั้งสองสีแสดงสัญญาณสีขึ ้นพร้อม ๆ  
กัน ในทางตรงกันข้ามส าหรบัตัวอย่างที่มีสัดส่วนอสุจิ  
Y รอ้ยละ 40 - 10 (Figure 2; F - I) แสดงเสน้สัญญาณส ี
HEX ขึน้มาก่อนสี FAM เนื่องจากมีดีเอ็นเอของอสุจิ X 
มากกวา่อสจิุ Y  

การเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอในระบบ multiplex  
ซึ่งมียีนเป้าหมาย 2 ชนิดในหลอดเดียว ใช้โพรบติด 
สีฟลูออเรสเซนต์ต่างชนิด สามารถช่วยระบุยีนที่สนใจ 
และท าปฏิกิริยาไปพรอ้ม ๆ กับการแสดงสญัญาณสี น า
ค่า CT เปรียบกับกราฟมาตรฐานจากพลาสมิด เป็น
เทคนิคที่ช่วยเพิ่มความถูกต้องแม่นย าในขั้นตอนเดียว 
(Khamlor et al., 2014) แตกต่างจากการศึกษาก่อนหนา้

นี ้ของ Husna et al. (2017) และ Maleki et al. (2013) 
ศึกษาวิธีการประเมินสัดส่วนเพศของอสุจิในโคและ 
กระบือ ใช้ไพรเมอรท์ี่จ  าเจาะต่อเพศผู้และเพศเมียท า
ปฏิกิริยาแบบ singleplex real - time PCR และใช้สาร 
เรืองแสงชนิด SYBR green ส  าหรับแสดงสัญญาณ 
การเพิ่ มดี เอ็นเอผลลัพธ์เส้นใหม่  การใช้สาร SYBR  
green อาจเกิดความผิดพลาดได ้หากสารเรืองแสงเขา้ไป
จับกับดีเอ็นเอเกลียวคู่ชนิดอื่นที่ไม่ใช่ดีเอ็นเอเป้าหมาย 
(non - specific gene) จึงอาจเป็นข้อจ ากัดของการใช้ 
สารดังกล่าว ทัง้นีก้ารศึกษาของ Parati et al. (2006) ได้
ปรับปรุงการใช้โพรบติดสีฟลูออเรสเซนต์ เพื่ อเพิ่ ม 
ความแมน่ย าในการระบยุีนเปา้หมาย ลดความคลาดเคลือ่น
ของผลวิเคราะหไ์ด ้ 

ผลการประมาณอตัราส่วนรอ้ยละอสจิุ Y (% Y) 
ใน Table 2 จากเทคนิค  multiplex real - time PCR ใช ้
การค านวณเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานจากเซลลเ์ม็ด
ขาวเพศผู ้และเทคนิค singleplex real - time PCR ประเมิน
สัดส่วนอสุจิ Y ด้วยการน าค่า CT ไปแทนค่าในสมการ 
ของกราฟมาตรฐานจากพลาสมิด ได้ค่าความเข้มข้น 
ของยีนที่สนใจ ค านวณเป็นสัดส่วน % Y ส่วนเทคนิค 
multiplex ddPCR เป็ น เทคนิ ค การนั บ จ าน วนของ 
ดีเอ็นเอผลลัพธ์เส้นใหม่ที่ เกิดขึน้ในปฏิกิริยาโดยตรง  
ไมใ่ชก้ราฟมาตรฐานหรอืคา่อา้งอิงมาตรฐาน (Cray et al., 
2020, Roti Roti et al., 2017) ซึ่งใน Table 2 แสดงผลการ
วิเคราะหเ์ป็นค่าเฉลี่ย (% Y) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ค่านัยส าคัญทางสถิติ (P - value) และค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวน CV (%) จากการประเมินสดัส่วนรอ้ยละ
อสุจิ Y จากทั้ง 3 วิธีการ พบว่า ผลการวิเคราะห์สดัส่วน
เพศไม่มีความแตกต่างกัน (P > 0.05) มีค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวนต ่ากว่าร้อยละ 10 มีสัดส่วนเพศอสุจิ 
ที่ค  านวณได้ใกล้เคียงกับตัวอย่างที่เตรียมไว้ (รอ้ยละ  
90 - 10) ซึ่งผลจากเทคนิค multiplex real - time PCR ที ่
ได้พัฒนาขึน้ใหม่นี ้ใหค้่าประมาณในช่วงรอ้ยละ 93.55  
- 10.28 มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานท่ีนอ้ยกว่า 3 เมื่อคิดเป็น
ช่วงความเช่ือมั่นของข้อมูล เป็นค่าประมาณร้อยละ  
95 confidence interval (95  % CI) ค่ าที่ ค  านวณได้มี
ความเบี่ ยงเบนจากค่ าก าหนดไม่ เกินร้อยละ 5 ซึ่ ง 
เป็นช่วงที่ยอมรบัได ้ทัง้นี ้ตัวอย่างน า้เชือ้ที่ทราบค่าหรือ
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ค่า estimates (% Y) ใน Table 2 อาจมีความคลาดเคลื่อน
ได้ เนื่องจากตัวอย่างน ้าเชือ้ X - sorted semen และ Y - 
sorted semen จากบริษัททางการค้าผ่านกระบวนการ
ผลิตคดัแยกเพศดว้ยวิธี flow cytometry ระบุสดัส่วนอสจิุ 
X หรือ อสจิุ Y มีค่ามากกว่ารอ้ยละ 90 ซึ่งหมายถึงอาจมี
รอ้ยละของอสจิุ X หรือ Y ในช่วงประมาณรอ้ยละ 90 - 99 
ฉะนัน้ ตัวอย่างดีเอ็นเอจากน า้เชือ้ที่เตรียมไวใ้นสดัส่วน
ต่าง ๆ ทัง้หมดอาจจะมีความเบี่ยงเบนจากค่าประมาณ 
แต่อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะหจ์ากทัง้ 3 เทคนิค พบว่า 
ใหค้า่การค านวณที่ใกลเ้คียงกนั มีประสิทธิภาพการวดัค่า
หรอืการประมาณสดัสว่นเพศอสจิุเทียบเทา่กนั 
 

สรุป 
 

งานวิจัยนี ้ได้น าเสนอวิธีการประมาณอัตรา 
ส่วนเพศอสจิุแบบ multiplex real - time PCR ซึ่งสามารถ
ท าได้สะดวก ประหยัดสารเคมี  และรวมสิ่งที่ต้องการ
ตรวจสอบอยู่ในหลอดเดียว โดยมีไพรเมอร์ที่จ  าเพาะ 
ต่อยีน PLP บนโครโมโซม X (โพรบติดสี  HEX) และ 
ไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อยีน SRY บนโครโมโซม Y (โพรบติด 
สี FAM) ค านวณสัดส่วนอสุจิจากกราฟมาตรฐานเซลล์
เม็ดเลือดขาวโคเพศผู้ ที่มีโครโมโซม X และโครโมโซม  
Y ในสัดส่วน 1 : 1 ทดแทนการใช้พลาสมิดได้ อย่างไร 
ก็ตามการสรา้งสมการด้วยดีเอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือด 
ขาวจากโคเพศผู้ ควรเตรียมตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 
และความบริสุทธ์ิสูง เพ่ือลดความผิดพลาดในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอผลลพัธ์ รวมถึงการประเมินสดัส่วนเพศ
อสุจิแบบแยกหลอดเดี่ยว singleplex real - time PCR 
ใหผ้ลการค านวณที่แม่นย า ใชโ้พรบติดสีฟลูออเรสเซนต์
เพียงชนิดเดียว ช่วยลดตน้ทนุการท าปฏิกิรยิา และเทคนิค
multiplex droplet digital PCR เป็ น เทคนิ คที่ มี ค วาม
แม่นย าสูง ใช้สารเคมีและอุปกรณ์เครื่องมือที่มี ราคา 
แพง เทคนิคต่าง ๆ ดังกล่าวทั้งหมดนี ้ ผู้ปฏิบัติ งาน
สามารถพิจารณาเลือกใชใ้หเ้หมาะสมกบั งาน เวลา และ
งบประมาณ สามารถประยกุตใ์ชเ้ป็นวิธีมาตรฐานส าหรบั
การประมาณอัตราส่วนเพศอสุจิในน ้าเชื ้อพ่อโคที่ผ่าน
กระบวนการคัดเพศในห้องปฏิบัติการ ก่อนน าน ้าเชื ้อ 
คดัเพศไปผสมเทียมกับแม่โคนมในภาคสนามได้ 
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