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 โครงการทดลองนี้ประกอบดว้ย 3 การทดลอง โดยมวีตัถุประสงค์โดยรวมคอื เพื่อพฒันาเทคนิค

ใหมใ่นการแยกเพศตวัอสุจสิุกร และมวีตัถุประสงคท์ีเ่ฉพาะคอื 1)เพื่อพฒันาเทคนิกการตรวจเพศตวัอสุจิ

ทีร่วดเรว็และแม่นย า 2)เพื่อศกึษาผลของการแช่แขง็ตวัอสุจต่ิอการรอดชวีติของอสุจ ิX และ Y และ 3)

เพื่อศกึษาและพฒันาการใชโ้พลโีคลนอลแอนตบิอดใีนการแยกเพศตวัอสุจ ิ 

 วธิกีารทดลองจะใช้น ้าเชื้อสดและน ้าเชือ้แช่แขง็สุกร ท าการตรวจเพศอสุจโิดยใชเ้ทคนิค Real-

time PCR แยกตวัอสุจทิีแ่ขง็แรง็โดยใชเ้ทคนิค Sperm swim-up มกีารเปรยีบเทยีบ Cryomedia และ 

Thawing extender และผลติโพลโีคลนอลแอนตบิอดจีากกระต่ายเพื่อใชใ้นการแยกเพศอสุจ ิ

 ผลการทดลอง ผูว้จิยัสามารถพฒันาเทคนิคทีเ่รว็และแม่นย าในการตรวจเพศอสุจโิดยใชเ้ทคนิค 

Single sperm real-time PCR ร่วมกบั Melt curve analysis ซึง่ให ้specificity และ sensitivity ทีสู่ง และ

พบว่า Cryomedia และ Thawing extender มผีลต่อการรอดชวีติของตวัอสุจ ิX และ Y ท าใหส้ามารถใช้

ในการแยกเพศตวัอสุจไิด ้นอกจากนี้ผูว้จิยัยงัสามารถผลติโพลโีคลนอลแอนตบิอดต่ีอ DBY ทีส่ามารถใช้

ในการแยกเพศอสุจไิด ้และยงัพบว่าซรีมักระต่ายสามารถใชใ้นการแยกเพศอสุจไิดเ้ช่นกนั 

 ผลการทดลองนี้สรุปว่าผู้วิจยัสามารถแยกเพศอสุจิในห้องทดลองได้ แต่อย่างไรก็ดีจะต้อง

ท าการศกึษาเพิม่เตมิในอนาคตว่าเทคนิคนี้สามารถปรบัไปใช้และได้ผลในการผสมเทยีมสุกรในฟาร์ม

หรอืไม ่
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 This research project contains 3 main experiments; the overall objective was to develop 

novel technique for separation porcine X and Y sperm. The specific objective were; 1) to 

develop new fast and effective technique to identify sex of sperm 2) to investigate effect of 

cryopreservation to survival of X and Y sperm and 3) to develop technique using polyclonal 

antibody to separate porcine X and Y sperm.  

 Fresh and frozen-thawed semen were used. Real-time PCR technique was used to 

identify sex of sperm. Sperm swim-up technique was performed to select strongly survived 

sperm. Cryomedia and thawing extenders were compared to investigate whether they had 

effect on X and Y sperm. Rabbit polyclonal antibody against DBY antigen was used to 

investigate the ability to separate X and Y sperm. 

 The results revealed that we could develop novel fast and effective technique to identify 

sex of sperm by using single sperm real-time PCR together with melt curve analysis which 

gave high specificity and sensitivity. We found that cryomedia and thawing extender affected 

survival of X and Y sperm and could be used to separate X and Y sperm. We were also able to 

produce rabbit serum contain polyclonal antibody against DBY antigen, and it was able to 

separate X and Y sperm inn vitro. Surprisingly rabbit serum without antibody against DBY 

antigen also could be used to separate X and Y sperm in vitro. 
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 In summary, we could separate porcine X and Y sperm using cryopreservation, 

polyclonal antibody and rabbit serum in vitro. However, these techniques will need to tested 

and optimized to use with in vitro fertilization or conventional artificial insemination, and to 

investigate whether these techniques will work in vivo and field study. 
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