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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 ่

  
ค าหลกั : สกุร ตรวจเพศอสจิุ แยกเพศอสจิุ โ   
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Abstract 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

Project Code: MRG5580026 

Project Title: Porcine sperm sexing by using polyclonal antibody bind specifically to Y-sperm 

membrane specific antigen 

Investigator: Dr.Tuempong Wongtawan, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University. 

E-mail Address: tuempong.wan@mahidol.edu 

Project Period: 2 years 

 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. 



vi 
 

 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. 

Keywords : Pig Sperm Sexing  
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เน้ือหางานวิจยั  

บทน า 

  การพฒันาเทคโนโลยสี าหรบัแยกเพศตวัอสุจนิัน้มคีวามส าคญัต่ออุตสาหกรรมปศุสตัวม์ากเช่น ในสุกร 

สุกรเพศเมยีมกัมรีาคาสงูกว่าตวัผู ้ ความสามารถในการการควบจ านวนเพศของสุกรเกดิใหมน่ัน้จะช่วยใหก้าร

บรหิารจดัการฟารม์มปีระสทิธภิาพขึน้ในแง่ของเศรษฐศาสตร ์ ปจัจบุนัน้ีเทคโนโลยสี าหรบัแยกเพศตวัอสจุทิี่

ไดผ้ลทีด่ทีีสุ่ดกค็อืการใชเ้ครื่อง high-speed flow cytometry (Johnson et al., 1989) ซึง่สามารถแยกเพศได้

ถูกตอ้งมากกว่า 90% ในสตัวห์ลายๆชนิด (Seidel, 2009) เทคโนโลยนีี้ใชห้ลกัการความแตกต่างของปรมิาณ ดี

เอน็เอ (DNA) ระหว่างอสุจเพศผู ้(Y Sperm) และเพศเมยี (X Sperm) อยา่งไรกด็เีทคโนโลยสี าหรบัแยกเพศตวั

อสุจโิดย high-speed flow cytometry นัน้ยงัมขีอ้จ ากดัหลายอยา่ง เช่น สามารถแยกเพศตวัอสุจไิดค้รัง้ละ 12–

20 ลา้นตวั ต่อ ชม หรอื จะไดต้วัอสุจกิลบัมาทัง้หมดประมาณ 10% หลงัจากเขา้เครือ่ง (Johnson and Welch, 

1999; Rath et al., 2009). ซึง่ตวัอสุจทิีแ่ยกไดเ้ท่าจะน้ีจะเหมาะสมส าหรบัใชใ้นววั (2 ลา้นตวั ต่อการผสมเทยีม

หนึ่งครัง้) แต่ไมเ่หมาะสมส าหรบัในสุกร เพราะปรมิาณตวัอสุจทิีใ่ชใ้นการผสมสุกรครัง้หนึ่งใชม้ากถงึ 50-100 

ลา้นตวั (Vazquez et al., 2009) ถงึแมอ้าจแกป้ญัหาปรมิาณตวัอสุจโิดยใช ้laparoscopy (0.3-1-10x106 sperm) 

แต่มนัเป็นเทคนิคทีไ่มเ่หมาะในการน ามาใชใ้นอุตสาหกรรม (Vazquez et al., 2008) และเมือ่น าตวัอสุจทิีผ่่าน

การแยกเพศน ามาแช่แขง็ (sex-sorted frozen sperm) ก่อนน าไปผสมเทยีมพบว่าท าใหต้วัอสุจอ่ิอนแอกเกนิไป

และไมเ่กดิการตัง้ทอ้งจนครบเวลาคลอด (Bathgate et al. 2008) นอกจากนี้ตวัอ่อนทีไ่ดจ้าก IVF ของ sex-

sorted frozen sperm และน าไปยา้ยฝากกไ็มต่ัง้ทอ้งเช่นกนั (Bathgate et al., 2007) เมือ่พจิารณาแลว้จะเหน็ได้

ว่าการแยกเพศดว้ย high-speed flow cytometry ยงัไมเ่หมาะสมกบัอุตสาหกรรมสุกรในปจัจุบนั และจ าเป็นต้อง

พฒันาเทคนิคอื่นๆมาใช ้

 อกีเทคโนโลยหีนึ่งทีพ่ยายามผลติกนักค็อื การแยกเพศตวัอสุจดิว้ย antibody ทีจ่ าเพาะต่อ male 

surface antigen ที ่sperm membrane ส าหรบั Male specific antigen นัน้อาจเรยีกว่า H-Y antigen ซึง่

เป็นตระกูลของโปรตนีทีพ่บมากในเซลลต์วัผู ้และไมจ่ าเป็นตอ้งเป็นยนีตท์ีอ่ยูใ่น Y chromosome 

เท่านัน้ (Ellis et al., 2011) ในปจัจะบนั male specific antigens ทีพ่บมหีลายตวัไดแ้ก่ male enhanced 

antigens 1 (MEA 1) และ 2 (MEA 2), sex determining region Y (SRY) (Utsumi and Iritani, 1993) 

และ DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked (DBY) (Vogt et al., 2002)  

 ในช่วงแรกๆไดม้คีวามพยายามในการผลติ Monoclonal antibodies ต่อ SRY (Utsumi and 

Iritani, 1993) แต่กไ็มไ่ดน้ าไปใชต่้อ หลงัจากนัน้กม็กีารผลติ polyclonal antibody ต่อ H-Y antigen โดย

ใช ้whole male cells or cell lysates เป็นตวักระตุน้ (Hendriksen et al., 1993; Hendriksen et al., 
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1996; Veerhuis et al., 1994) แต่กไ็มป่ระสบความส าเรจ็ในการแยกเพศ (Horng and Huang, 2003; 

Hendriksen et al., 1993; Hendriksen et al., 1996; Veerhuis et al., 1994).  

 เมือ่ไมก่ีปี่มานี้ Mahammadi et al. (2011) พบยนีตท์ีอ่าจใชใ้นการแยกเพศตวัอสุจไิด ้และได้

ออกแบบ peptide ส าหรบัท า rabbit-based polyclonal antiserum  และ antibody ทีไ่ดด้เูหมอืนจะ

จ าเพาะกบัตวัอสุจเิพศผู ้ขอ้ดขีองการใช ้polyclonal antibody คอืมนัจะถูกกว่า monoclonal antibody 

และจะสามารถผลติไดเ้ยอะหากผลติในสตัวข์นาดใหญ่ แต่ การผลติแต่ละครัง้อาจจะมคีวามแตกต่างกนั

บา้ง   

 ดงันัน้ในการทดลองนี้เรามวีตัถุประสงคท์ีจ่ะพฒันา polyclonal antibody specific for porcine 

Y-spermatozoa ในกระต่ายเพื่อน าไปใชใ้นการแยกเพศตวัอสุจสิุกร โดยผูว้จิยัหวงัว่าการทดลองนี้จะมี

ประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการผลติสุกรในประเทศไทย  

 

ในโครงการวิจยัน้ีมีการทดลอง 3 การทดลอง คือ 

1.การพฒันาเทคนิกการแยกเพศตวัอสุจทิีร่วดเรว็และแมน่ย า 

2.การแยกเพศตวัอสุจหิลงัการแช่แขง็ 

3.การแยกเพศตวัอสุจดิว้ยโพลโีคลนอลแอนตบิอด ี

 

 

  



3 
 

การทดลองท่ี 1 การพฒันาเทคนิกการแยกเพศตวัอสจิุท่ีรวดเรว็และแม่นย า 

1.1 จดุประส่งคก์ารทดลองท่ี 1 

 เพื่อพฒันาเทคนิคการแยกเพศอสุจทิีร่วดเรว็กว่าเทคนิค FISH และ แมน่ย ากว่าเทคนิค whole 

semen PCR 

 

1.2 วิธีการทดลอง 

 1.2.1 สตัวท์ดลอง และตวัอย่าง 

 ในการทดลองนี้ใช ้สุกรอาย ุ1-3 ปี จากฟารม์เกษตกร ในจงัหวดันครปฐม เกบ็ตวัอยา่งเลอืดจาก 

สุกรสายพนัธุผ์สม (Landrace x Large white) ตวัผูแ้ละตวัเมยีอยา่งละ 5 ตวั  

 ใชน้ ้าเชือ้แช่แขง็จากสุกรสายพนัธุ ์Duroc 3 ตวั โดยใช3้ หลอด ต่อ สุกรหนึ่งตวั (รวมทัง้หมด 9 

หลอด) ใชว้ธิแีช่แขง็แบบทีเ่คยตพีมิพม์าแลว้ (Wongtawan et al., 2006, Kaeoket et al., 2012). การ

ทดลองนี้ผ่านการพจิารณารบัรองจากคณะกรรมการสตัวท์ดลองของ คณะสตัวแพทยศาสตร ์

มหาวทิยาลยัมหดิล (FVS-ACUC)  

 1.2.2 การย่อยตวัอย่างเลือด อสจิุ และการท า conventional PCR 

 สกดัดเีอน็เอ จากเลอืดและตวัอสุจ ิ(หลายเซลล)์ โดยใช ้Azupure DNA purification kit 

(BIOTEC, Pathum Thani, Thailand) ใช ้2x Taq Master Mix (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, 

Malaysia) (Cat.no.PLMM01) เพื่อท า Conventional PCR และใชเ้ครือ่ง PTC-200 Thermal cycle (MJ 

Research, Quebec, Canada) เพื่อท า PCR 

 PCR reaction ประกอบดว้ย 25 µL Master Mix, 1 µL forward primer (10 µM), 1 µL (10 

µM) reverse primer, 2 µL ดเีอน็เอของตวัอยา่ง และ 25 µL of DEPC water โปรแกรม PCR ทีใ่ชค้อื 

pre-denaturation ที ่94°C เป็นเวลา 2 นาท,ี denaturation ที ่94°C เป็นเวลา 2 วนิาท,ี annealing ที ่

60°C เป็นเวลา 30 วนิาทsี, extension ที ่72°C เป็นเวลา 15 วนิาท ีโดยท าทัง้หมด cycles และ final 

extension ที ่71°C เป็นเวลา 7 นาท ี 
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 ท าการทดลองซ ้า 3 ครัง้ PCR products ทีไ่ดน้ าไป load ใน 2% agarose gel เพื่อท า 

electrophoresis  หลงัจากนัน้ยอ้มสดีเีอน็เอ ดว้ย Gel Red dye (Biotium, California, USA) และส่องด ู

PCR ดว้ย UV light ทีเ่ครือ่ง Gel Doc Sysem (Bio-Rad, California, USA). 

 1.2.3 PCR Primers 

 สัง่ไพรเมอรม์าจาก Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) โดย primer sequences นัน้เคยถูก

ออกแบบและใชม้าแลว้  .(Rubes et al., 1999, Parrilla et al., 2003, Choi et al., 2009, Mohammadi 

et al., 2011) 

Chromosome 1, product size คอื 244 bp. 

• Forward primer: 5’ GTTGCACTTTCACGGACGCAGC 3’ 

• Reverse primer: 5’ CTAGCCCATTGCTCGCCATAGC 3’ 

 Chromosome Y, product size คอื 377 bp 

• Forward primer: 5’ AATCCACCATACCTCATGGACC 3’ 

• Reverse primer:  5’ TTTCTCCTGTATCCTCCTGC 3’ 

 1.2.4 การเตรียม และย่อย Single cell  

 Single sperm cells และ single white blood cells ถูกเกบ็โดยใช ้mouth pipette แรกเริม่ตอ้ง

เตรยีมโดยละลายตวัอยา่งใหเ้จอืจางใน  0.1% Poly vinyl alcohol (PVA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) ใน Phosphate buffer saline (PBS)(PAA, GE Health Care, Velizy-Villacoublay, France) 

ทีค่วามเขม้ขน้ 1,500 cell/mL หลงัจากนัน้ 5 ml ของสารละลายทีม่เีซลลอ์ยูจ่ะถูกเทลงใน 10 cm petri 

dish (Sterilin, Newport, U.K.) และส่องดว้ยกลอ้ง inverted microscope (Olympus, Tokyo, Japan) ใน

ก าลงัขยาย 400x magnification เพื่อจบัตวัอสุจดิว้ย mouth pipette หลงัจากนัน้น าตวัอสุจทิีจ่บัไดใ้ส่ลง

ไปใน 200 µL PCR (Axygen®, Corning, CA, USA) (ปรมิาตรของของเหลวทีใ่ส่ลงไปจะมปีระมาณ 1 

µL) 

 The single cell จะถูกยอ่ยใน 5 µL of lysis buffer (ประกอบไปดว้ย 200mM KOH (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) และ 50mM DTT (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Malaysia)) และ 

incubated ที ่65 °C เป็นเวลา 10 min หลงัจากนัน้ หยด 5 µL ของ neutralising buffer ลงไปในหลอด
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ทดลอง (ประกอบไปดว้ย 900mM Tris-Cl, pH8.3 (Promega, Madison, WI, USA), 300mM KCl 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), และ 200mM HCl (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)) 

 1.2.5 Single cell SYBR® green real-time PCR 

ใช ้KAPA SYBR®Fast qPCR Master Mix (2x) Universal (KAPA Biosystem, Woburn, MA USA) 

(Cat.no.KK4600) โดย PCR reaction ประกอบไปดว้ย 12.5 µL  Master Mix, 0.4 µL forward primer 

(10 µM) and 0.4 µL (10 µM) reverse primer และน ้า 0.7 µL   

 โปรแกรม Real-time PCR reaction ประกอบไปดว้ย ขัน้ที่ 1, Pre-denaturation (95 °C 1 

นาท)ี; ขัน้ที ่2, cycling, 95 °C 5 วนิาท ี(denaturation), 58 °C 20 วนิาท ี(annealing), ท า 35 cycles; 

ขัน้ที ่3, final extension, 72 °C 3 นาท;ี ขัน้ที ่4, post PCR Melt setting, อุณหภมูจิะสงูขึน้จาก 72 °C 

เป็น 99 °C โดยเพิม่ขึน้ทลีะ 1 °C และจะหยดุทุก 15 วนิาท ีเมือ่อุณหภมูขิึน้ 1 องศา ครัง้แรก หลงัจาก

นัน้หยดุทุก 4 วนิาท ีในทุกๆ 1 องศาทีข่ ึน้ 

 PCR platform ทีใ่ชค้อื  Rotor gene 6000 (Qiagen, Hilden, Germany) วเิคราะหผ์ล PCR 

และ and melt curve analysis โดยใช ้Rotor gene software 6.1 (Qiagen, Hilden, Germany) แต่ละ

ตวัอยา่งท าการตรวจ 3 ครัง้ พรอ้มกนั 

 1.2.6 ความไว (Sensitivity) และ ความจ าเพาะ (Specificity) ของเทคนิค 

 ความไว เป็นความสามารถของเทคนิคทีใ่ชว้่าสามารถตรวจเจอตวัอยา่งที ่positive ไดเ้ท่าไร 

ในขณะที ่ความจ าเพาะ เป็นความสามารถของเทคนิคทีใ่ชว้่าสามารถตรวจเจอตวัอยา่งที่ negative ได้

เท่าไร โดยมสีตูรค านวณดงันี้ 

ความไว = จ านวนตวัอยา่งทีต่รวจเป็น positive / จ านวนตวัอยา่งทีเ่ป็น positive ทัง้หมด 

ความจ าเพาะ = จ านวนตวัอยา่งทีต่รวจเจอว่า negative / จ านวนตวัอยา่งทีเ่ป็น negative ทัง้หมด 

ความลม้เหลวของการตรวจ (Failure of PCR reaction) = จ านวนตวัอยา่งทีต่รวจเจอว่า negative PCR 

/ จ านวนตวัอยา่งทีเ่ป็น positive control ทัง้หมด 

 โดยมเีงือ่นไขว่า 

 Fluorescence signal ของ PCR positive products ของทัง้ chromosome 1 และ 

chromosome Y จะตอ้งขึน้ก่อน 25 cycles  
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 Positive melt peak of chromosome 1 จะตอ้งอยูป่ระมาณ  88-90 °C 

 Positive threshold (–dF/dT unit) ของ melt peak ของ chromosome 1 จะตอ้งสงูกว่า 0.4 

unit 

 Positive melt peak ของ chromosome Y จะอยูร่ะหว่าง 85-87 °C  

 Positive threshold (–dF/dT unit) ของ melt peak ของ chromosome Y จะตอ้งสูงกว่า 1 unit 

  

1.3 ผลการทดลอง 

 1.3.1 Validation ของ primer โดย conventional PCR 

 ใช ้ดเีอน็เอ จากเซลลเ์มด็เลอืดขาว เพื่อท าการ validate PCR primers ผลการทดลองพบว่า 

primer ทีใ่ชม้คีวามจ าเพาะต่อ chromosome 1 (รปูที ่1, แถวที ่1) หรอื chromosome Y (รปูที ่1, แถวที ่

2) product ของ chromosome 1 จะเจอทัง้ตวัอยา่งของตวัผูแ้ละเมยี ในขณะที ่product ของ 

chromosome Y จะเจอแค่ตวัอยา่งของตวัผู ้(รปูที ่1, แถวที ่5-6)  

 นอกจากนี้ยงัใช ้primers ในการตรวจปรมิาณตวัอสุจจิากน ้าเชือ้ (whole semen samples) ซึง่

จะมทีัง้ X และ Y Sperm ผลการตรวจพบ bands ทีจ่ าเพาะต่อ chromosome 1 และ chromosome Y 

(รปูที ่1, แถวที ่3 และ 7) 

 แต่เมือ่ใช ้Conventional PCR เพื่อท าการตรวจ single cell ผลการทดลองกลบัตรวจไมพ่บเลย 

ทางทมีวจิยัเลยลองเปลีย่นวธิกีารตรวจไปใช ้ Taq polymerases ตวัอื่นๆ ซึง่สุดทา้ยกพ็บว่า KAPA 

SYBR®DNA polymerase สามารถตรวจพบ chromosome 1 และ chromosome Y ในระดบั single cell  
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รปูท่ี 1  Conventional PCR เพื่อตรวจ chromosome 1 (Ch1) และ chromosome Y (ChY).  L = DNA 

Ladder, M=male white blood cell samples, F=female white blood cell samples, S=semen 

samples และ B=blank. แถวที ่1-4, chromosome 1 detection. แถวที ่5-8, chromosome Y 

detection. แถวที ่9-12, both chromosome 1 และ Y detection (duplex PCR). 

 

 1.3.2 การตรวจเพศเซลลโ์ดยใช้ เทคนิค  real-time PCR และ melt curve analysis 

 ใช ้ดเีอน็เอ ของเซลลเ์มด็เลอืดขาวจากสุกรตวัผู ้และตวัเมยีในการทดลอง เพื่อหาลกัษณะของ 

fluorescence pattern ของ PCR products จากการท า real-time PCR และ ภายหลงั PCR melt ผล

การทดลองแสดงลกัษณะเฉพาะของ PCR product, nonspecific products (รปูที ่2A) และ post PCR 

melt (รปูที ่2B) 

 ภายหลงัจากการค านวณดว้ยโปรแกรม melt curve analysis ลกัษณะกราฟของ melt peak จะ

แสดงค่าเป็น negative derivative (–dF/dT) (รปูที ่2C) melt peak นัน้คอื melting temperature ของ ดี

เอน็เอ ทีท่ าใหเ้กดิการลดลงของส ี fluorescence ณ จดุนัน้ double stranded DNA จะแยกออกจากกนั

ประมาณ 50% (Ririe et al., 1997) ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่า melt peak ของ chromosome Y 

อยูท่ีอุ่ณหภมูริะหว่าง 85-87 °C ขณะที ่melt peak ของ chromosome 1 อยูร่ะหว่าง 88- 90 °C (รปูที ่

2C) ส าหรบั nonspecific products นัน้ส่วนใหญ่จะเป็น primer dimer, (Brownie et al., 1997) ซึง่จะมี

melt peak ต ่ากว่า 80 °C (รปูที ่2C) ซึง่ท าใหเ้ราสามารถแยกมนัออกจาก PCR product ไดจ้ากลกัษณะ

ของกราฟส ีfluorescence (รปูที ่2A) และ post PCR melt curve (รปูที ่2B) นอกจากนี้ fluorescence 

signal ของ primer dimer มกัขึน้หลงัจากผ่าน 30 PCR cycles ไปแลว้ และ exponential curve มกัจะ

ขึน้ไม่ชนั (รปูที ่2A).  
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รปูท่ี 2 ลกัษณะเฉพาะของ chromosome 1 (Ch1) และ chromosome Y (ChY) ภายหลงัจากการท า 

SYBR® green simplex real-time PCR และ melt curve analysis ตวัอยา่งทีใ่ชค้อืเลอืดของสุกรตวัผู ้

และ no template control (NTC) รปู(A) Fluorescence pattern ของ PCR product ในระหว่างการท า 

PCR รปู(B) Fluorescence pattern ของ PCR product ระหว่างการท า PCR product melt รปู(C) เป็น

กราฟของ melt curve analysis ซึง่จะบอกลกัษณะจ าเพาะของแต่ละกราฟ NS1 และ NS2 หมายถงึ 

nonspecific PCR products หรอื primer dimer จาก NTC โดยที ่NP1 คอื ตวัอยา่งทีม่ ีnonspecific 

products จ านวนมาก ในขณะที ่NP2 คอื ตวัอยา่งทีม่ ีnonspecific products ในปรมิาณน้อย 
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 1.3.3 การท า Duplex PCR 

 ขอ้ดขีองการท า duplex PCR คอื มนัสามารถตรวจ chromosome 1 และ chromosome Y ได้

พรอ้มกนัในหน่ึงตวัอยา่ง ส าหรบัการท า duplex PCR นัน้จะตอ้งเตมิ primer ทัง้ chromosome 1 และ 

chromosome Y ลงพรอ้มกนั  

 ในการทดลองนี้เราใช ้เมด็เลอืดขาวของทัง้ตวัผูแ้ละตวัเมยีเป็นตวัอยา่ง เมือ่ใช ้conventional 

PCR และ electrophoresis ในการตรวจ พบว่า duplex conventional PCR สามารถแยกเพศตวัอยา่งได ้

โดยตวัอยา่งจากตวัผูจ้ะแสดงเป็น 2 DNA band ซึง่เป็น band ของ chromosome 1 และ chromosome 

Y ในขณะที ่ตวัอยา่งทีม่าจากตวัเมยีจะม ีแค่ 1 DNA band ซึง่เป็น chromosome 1 (รปูที ่1, แถวที ่9-

12).  

 เมือ่ท า SYBR® green real-time duplex PCR พบว่า florescence pattern ของ PCR จะมี

ลกัษณะของ chromosome 1 และ chromosome Y ทีแ่ตกต่างในช่วงท า PCR (รปูที ่3A) แต่ไมส่ามารถ

แยกไดว้่าตวัอยา่งนี้เป็นตวัผูห้รอืตวัเมยีหลงัจากท า post PCR melt (รปูที ่3B) นอกจากนี้ melt peaks 

ยงัมลีกัษณะคลา้ยกนัดว้ยคอื อยูท่ี ่88-89°C ซึง่เป็นต าแหน่งของ  chromosome 1 peak (รปูที ่3C) 

ดงันัน้การท า SYBR® green real-time duplex PCR และ melt curve analysis ไม่สามารถแยกตวัอยา่ง

ตวัผูก้บัตวัเมยีออกจากกนัได ้ 
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รปูท่ี 3 ลกัษณะเฉพาะของ Fluorescence ของ PCR product produced โดยการท า SYBR® green 

duplex real-time PCR และ melt curve analysis ตวัอยา่งทีใ่ชค้อืเซลลเ์มด็เลอืดขาวจากสุกรตวัผู ้ตวั

เมยี และno template control (NTC) รปู(A) Fluorescence pattern ของ PCR product ระหว่างการท า 

PCR รปู(B) Fluorescence pattern ของ PCR product ระหว่าง PCR product melt รปู(C) Melt curve 

analysis ของ real-time duplex PCR แสดงใหเ้หน็ว่า melt peak ของตวัอยา่งตวัผูแ้ละตวัเมยีมลีกัษณะ

คลา้ยกนั  
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 1.3.4 Method sensitivity และ specificity ของ single cell PCR 

 ในการทดลองนี้ผูว้จิยัไดท้ าการทดสอบหา sensitivity และ specificity ของเทคนิค เพื่อตรวจหา 

chromosome 1 และ chromosome Y ในระดบั single cell ผลการทดลองถูกแสดงใน รปูที ่4 

(chromosome 1) และ รปูที ่5 (chromosome Y) โดยใชต้วัอยา่งเมด็เลอืดขาวจ านวน 200 เซลล ์

 ผลการทดลองพบว่า ส าหรบั chromosome 1 ในตวัอยา่งที ่positive ตรวจพบ 198 เซลล ์และ

ตรวจไมพ่บ 2 เซลล ์ส่วนตวัอยา่ง negative ตรวจไมพ่บอะไรเลย ดงันัน้ ส าหรบั chromosome 1. 

Sensitivity เท่ากบั 99% และ specificity เท่ากบั 100%.  

 ส าหรบั chromosome Y ตวัอยา่งที ่positive ตรวจเจอ 196 เซลล ์ตรวจไมเ่จอ  4 เซลล ์ส่วน

ตวัอยา่งที ่negative ตรวจไมเ่จอทุกตวัอยา่ง ดงันัน้ sensitivity จงึเท่ากบั 97.5% และ specificity 

เท่ากบั 100%.  
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รปูท่ี 4 Sensitivity และ specificity ของ SYBR® green real-time PCR และ melt curve analysis 

ส าหรบัการตรวจหา chromosome 1 รปู(A-C) Positive samples รปู(D-F) Negative samples รปู(A 

and D) PCR fluorescence pattern ระหว่าง PCR reaction โดย PCR products จะขึน้ก่อน 25 cycles 

ขณะที ่nonspecific product (NP) จะขึน้หลงัจาก 30 cycles รปู(B and E) post PCR melt 

fluorescence pattern รปู(C and F) melt curve analysis โดย melt peak ของ PCR products จะอยู่

ช่วง 88-90 °C และ threshold ของ df/dt unit ของ melt curve เท่ากบั 0.4  ส าหรบั melt peak ของ 

primer dimer อยูต่ ่ากว่า 80 °C  NP1 คอืตวัอยา่งทีม่ ีnonspecific products ในปรมิาณสงู ในขณะที ่

NP2 เป็นตวัอยา่งทีม่ ีnonspecific products น้อย 
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รปูท่ี 5 Sensitivity และ specificity ของ SYBR® green real time PCR ของ การตรวจ chromosome 

Y  รปู(A-C) Positive samples รปู(D-F) Negative samples รปู(A and D) PCR fluorescence pattern 

ระหว่าง PCR reaction โดย PCR product จะขึน้ก่อน 25 cycles ในขณะที ่nonspecific product จะขึน้

หลงัจาก 30 cycles B and E คอื post PCR melt fluorescence pattern C และ F คอื melt curve 

analysis โดย melt peak ของ PCR products จะอยูร่ะหว่าง 85-87 °C และ threshold ของ df/dt unit 

of melt มคี่าเท่ากบั  1 

 



14 
 

 1.3.5 Single sperm real-time PCR เพ่ือตรวจเพศอสจิุ 

 ในทางทฤษฎแีลว้ สดัส่วนของ X และ Y sperm ในน ้าเชือ้จะอยูท่ีป่ระมาณ 50:50 เพื่อเป็นการ

ทดสอบความแมน่ย าเราจงึน า single sperm จ านวน 400 ตวัมาตรวจ โดยที ่200 ตวั ตรวจ 

chromosome 1 และอกี 200 ตวั ตรวจ Y chromosome 

 ผลการทดลองพบ ตวัอสุจ ิ190 ตวั positive ต่อ chromosome 1 ซึง่แสดงว่า sensitivity ของ

เทคนิคนี้คอื 95% (รปูที ่6) ส าหรบั sex ratio นัน้อยูท่ี ่52% ส าหรบั Y sperm (n=104) สว่น ตวัอยา่งที่

เป็น negative กถ็อืว่าเป็น X sperm ซึง่ตรวจเจอ 48% (n=96) ซึง่ค่าทีต่รวจไดน้ัน้มคี่าใกลเ้คยีงกบั

ทฤษฎ ีดงันัน้จงึเป็นไปไดท้ีจ่ะใชเ้ทคนิคนี้ในการตรวจเพศตวัอสุจ ิส าหรบั fluorescence pattern และ 

melt curve analysis ถูกแสดงทีร่ปูที ่6. 
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รปูท่ี 6 Sex identification ของน ้าเชือ้ โดยใช ้semen samples โดยใช ้single sperm SYBR® green 

real-time PCR รปู(A-C) Chromosome Y detection รปู(D-F) Chromosome 1 detection PS คอื 

positive sample (Sperm Y) NS คอื negative samples (Sperm X) NSP คอืnegative sample ทีม่ ี

nonspecific products (Sperm X) NSW คอื negative sample ทีไ่มม่ ีnonspecific products (Sperm 

X). 
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1.4 การวิเคราะหแ์ละสรปุผลการทดลอง 

 จากการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า เทคนิค SYBR® green real-time PCR รว่มกบั melt curve 

analysis เป็นเทคนิคทีร่วดเรว็ และแมน่ย า สามารถใชใ้นการตรวจเพศในระดบั single cell ซึง่สามารถ

ใชไ้ดท้ัง้เมด็เลอืดขาว และตวัอสุจ ิเทคนิคนี้ม ีsensitivity specificity สงู แต่มคี่าการลม้เหลวของการ

ตรวจ (failure percentage) ต ่า ซึง่ประมาณ 3% ต ่ากว่า เทคนิคทีเ่คยมรีายงานมาแลว้ เช่น 

conventional single bovine sperm PCR (10%) (Wang et al, 2011) และใกลเ้คยีงกบัเทคนิค FISH 

(2%) (Parilla et al, 2003).  

 ปญัหาหน่ึงของการท า single sperm PCR ทีผ่่านมาคอื การท า PCR ค่อนขา้งยาก และประสบ

ความส าเรจ็ต ่า ในบางรายงานตอ้งท า PCR หลายรอบ (Li et al., 1990, Lien et al., 2002) แต่เทคนิคที่

เราใชใ้นการทดลองนี้การท า PCR รอบเดยีวกเ็พยีงพอแลว้  

 ส าหรบัการเกบ็ single cell sample นัน้สามารถเกบ็ไดโ้ดยวธิ ีmanual หรอื automated เช่น

การใชเ้ครือ่ง flow cytometer ในบางการทดลองเกบ็ตวัอยา่งจาก โดยการใส่ single sperm เขา้ไปใน 

agarose gel (Lien et al., 2002, Wang et al., 2011) แต่ผูว้จิยัพบว่าการสกดั ดเีอน็เอ จาก ตวัอยา่งที่

สด จะดกีว่าตวัอยา่งทีผ่่าน agarose gel (unpublished observation) มาแลว้ ในการทดลองนี้ผูว้จิยัท า

การเกบ็ตวัอยา่งโดยใช ้mouth pipette ซึง่หากผ่านการฝึกฝนแลว้กส็ามารถท าการเกบ็ตวัอยา่งได ้10-

20 ตวัอยา่ง ต่อนาท ี 

 ส าหรบัขอ้เสยีของการท า SYBR® green PCR นัน้คอืมนัจะสามารถตรวจไดแ้ค่ 1 อยา่ง ในแต่

ละครัง้ ท าใหใ้ชต้วัอยา่งเยอะหากเราตอ้งตรวจหา หลายอยา่ง วธิปีรบัปรงุกค็อื อาจจะใช ้เทคนิค 

fluorescent primer probes เขา้มาช่วย โดยเทคนิค Duplex real-time PCR ซึง่ใชส้ ีfluorescent สองสี

ไดน้ ามาใชแ้ลว้ในการตรวจเพศเนื้อสุกร (Abdulmawjood et al., 2012) อยา่งไรกด็ยีงัไม่มรีายงานการใช้

ว่าจะสามารถใชใ้นการตรวจในระดบั single cell หรอืไม ่นอกจากนี้การใช ้fluorescent primer probes 

จะมรีาคาค่อนขา้งสงูกว่า การใชส้ ีSYBR® green ดว้ย 

 นอกจากนี้ประสทิธภิาพของ PCR reaction ของการทดลองจะยงัสามารถปรบัปรงุเพิม่เตมิโดย

การปรบั PCR condition เช่น ความเขม้ขน้ของ MgCl2 และ primer concentration เอน็ไซม ์Taq DNA 

polymerase กเ็ป็นส่วนส าคญัทีจ่ะท าใหก้ารตรวจประสบความส าเรจ็ โดยผูว้จิยัไดท้ าการทดสอบการท า 

single cell PCR ดว้ย Taq DNA polymerases ทีข่ายกนัอยู ่3 ชนิด พบว่า แค่ KAPA Taq DNA 

polymerase เท่านัน้ทีใ่ชใ้นการตรวจเพศแบบ single cell ได ้(unpublished data) ในการทดลองในครัง้

นี้ ส่วนใหญ่ผูว้จิยัท า PCR เป็นจ านวน for 35 cycles แต่ผูว้จิยัพบว่าสามารถปรบัลด cycle ลงเหลอื 30 
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ได ้และยงัสามารถปรบัค่าต่างๆของ PCR program จนสามารถลดเวลาการท า PCR และ Melt curve 

ลงไดเ้หลอืไมถ่งึ 50 นาท ี 

 การทดลองนี้สรปุว่า นี่เป็นรายงานแรกส าหรบัการใช ้single sperm SYBR® green real-time 

PCR technique รว่มกบั melt curve เพื่อตรวจเพศอสุจ ิโดยเทคนิคนี้ตรวจเพศไดไ้ว มปีระสทิธภิาพสงู 

และมคีวามแม่นย าสงู และควรจะมกีารปรบัปรงุประสทิธภิาพใหส้งูยิง่ขึน้เพื่อสามารถน าไปใชใ้นหลายๆ

ช่องทาง และสตัวห์ลายชนิด เพื่องานวจิยั และการวนิิจฉัย 
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การทดลองท่ี 2.การแยกเพศตวัอสจิุหลงัการแช่แขง็ 

2.1 วตัถปุระสงคข์องการทดลอง 

 เพื่อศกึษาผลของการแช่แขง็ตวัอสุจหิลงัการแช่แขง็ต่อการรอดชวีติของอสุจ ิX และ Y 

 เพื่อศกึษาผลของสตูรน ้ายาทีใ่ชใ้นการแช่แขง็ (cryomedia) ตวัอสุจหิลงัการแช่แขง็ต่อการรอด

ชวีติของอสุจ ิX และ Y 

 เพื่อศกึษาผลของน ้ายาละลายน ้าเชือ้ (thawing extender) ต่อการแช่แขง็ตวัอสุจหิลงัการแช่แขง็

ต่อการรอดชวีติของอสุจ ิX และ Y 

2.2วิธีการทดลอง 

 2.2.1 สตัวท์ดลอง 

 ใชสุ้กรสายพนัธุ ์Duroc (อาย ุ1-3 ปี) ส าหรบัเกบ็น ้าเชือ้ ท าการตรวจน ้าเชือ้ และเลอืกน ้าเชือ้ทีม่ ี

คุณภาพสงู โดยใชห้ลกัการดงันี้ น ้าเชือ้ม ีsperm motility > 70% และ normal morphology ≥ 80% 

จากนัน้น าน ้าเชือ้ทีเ่ลอืกไวไ้ปแช่แขง็ ใชน้ ้าเชือ้ 3 straws จากน ้าเชือ้แช่แขง็หมแูต่ละตวัในการทดลอง 

(รวมทัง้หมดใช ้9 straw) การทดลองนี้ไดผ้่านการพจิารณาเหน็ชอบจากคณะกรรมการสตัวท์ดลองของ 

คณะสตัวแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล (FVS-ACUC)  

 2.2.2 การแช่แขง็ตวัอสุจิ 

 ใชว้ธิกีารแช่แขง็ตวัอสุจโิดยพฒันาจากเทคนิคเดมิของผูว้จิยั (Wongtawan et al., 2006, 

Kaeoket et al., 2012) ในการทดลองนี้จะใช ้cryomedia 3 สตูร ใชช้ื่อว่า CryoA, CryoB and CryoC 

โดยในแต่ละสตูรจะประกอบไปดว้ยส่วนผสมหลกั 3 อยา่ง เรยีกว่า  Ext-1, Ext-2 และ Ext-3 โดย 

cryomedia แต่ละสตูร ใชน้ ้ายา Ext-1 Ext-3 เหมอืนกนั แต่ใช ้Ext-2 ไมเ่หมอืนกนั  ในขัน้ตอนแรกผสม

น ้าเชือ้ 1:1 กบั Ext-1 (Modena extender, Swine Genetics International, Iowa, USA) หลงัจากนัน้น า

น ้าเชือ้ปรมิาณ 50 มล ไปแช่เยน็ที ่15°C เป็นเวลา 120 นาท ีแลว้น าไปป ัน่ดว้ยเครื่อง ท ี800 × g, 15°C 

เป็นเวลา 10 นาท ี(Hettich Rotanta 460R, Andreas Hettich GmbH & Co, Germany) น า 

supernatant ทิง้ และละลาย sperm pellet (2:1) ดว้ย Ext-2 ท าการ incubated ที5่°C เป็นเวลา 90 นาท ี

 น ้ายา Ext-2 ม ี3 ชนิดคอื  
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 Ext-2A มสี่วนประกอบเป็น 2% King™ rice bran oil (Thai Edible Oil Ltd, Bangkok, 

Thailand) ใน LEY medium (80 mL of 11% lactose และ 20 mL egg yolk) ใชใ้น  CryoA 

 Ext-2B มสี่วนประกอบเป็น 1% Biogrow™ rice brand-germ oil (Biogrow Ltd, Bangkok, 

Thailand) ใน LEY medium ถูกใชใ้น CryoB  

 Ext-2C มสี่วนประกอบเป็น LEY medium และใชใ้น CryoC. 

 

หลงัจากนัน้ sperm solutions จะถูกผสม 1:1 ดว้ย Ext-3 ซึง่ประกอบไปดว้ย 89.5% LEY 

extender กบั 9% v/v glycerol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) และ 1.5% v/v Equex-STM® 

(Nova Chemical, Pensylvania, USA) ซึง่ความเขม้ขน้ในทา้ยทีสุ่ดของ sperm จะประมาณ 1.0×109 

sperm/มล. หลงัจากนัน้สารละลายอสุจจิะถูกบรรจลุงใน 0.5 มล PVC straws (Bio-Vet, Z.I. Le. 

Berdoulet, France) และปิดดว้ย plasticine และน าไปแช่แขง็ดว้ยเครือ่ง controlled-rate freezer 

(IceCube 14s, Sy-lab, Neupurkersdorf, Austria) โดยใชโ้ปรแกรมดงันี้คอื 3°C/นาท ีจาก+5 ถงึ -5°C, 

1 นาทขีอง holding time และหลงัจากนัน้ 50°C/นาท ีจาก-5 ถงึ -140°C  หลงัจากนัน้ straws จะถูกแช่

แขง็ลงไปใน liquid nitrogen (-196°C) ทนัท ีเพ ื

 2.2.3 การละลายน ้าเช้ือ (Thawing of frozen sperm)  

 น า Straws ของ frozen sperm ใส่ลงใน water bath ทีต่ ัง้อุณหภมูไิว้ 50°C เป็น 12 วนิาท ี

หลงัจากนัน้ตวัอยา่งไปผสมใน thawing extender ทีเ่ตรยีมมา 30 mL ทีอุ่ณหภมู ิ37 ºC Thawing 

extender ทีใ่ชม้ ี3 ชนิด คอื Modena (Swine Genetics International, Iowa, USA), Beltsville 

Thawing Solution (BTS) (IMV Technology, L’Aigle, France) และ Androstar® Plus (Minitube, 

Tiefenbach, Germany)  

 2.2.4 เทคนิคการท า Sperm swim up 

 หลงัจากละลายน ้าเชือ้แลว้ น าตวัอยา่งไป incubated ที ่37 °C เป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อปล่อยให้

ตวัอสุจทิีแ่ขง็แรง ว่ายขึน้บนผวิของ extender หลงัจากนัน้ดดูตวัอยา่งตวัอสุจทิีผ่วิของ extender 10 มล 

เพื่อน าตวัอสุจไิปนบั และท าการตรวจเพศ  

 2.2.5 Real-time PCR 

 เทคนิค Real-time PCR ทีใ่ชท้ าเหมอืนการทดลองที ่1  
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 2.2.6 การนับจ านวน  X and Y sperm  

 ในขัน้แรก ท าการเปรยีบเทยีบปรมิาณ X และ Y sperm แบบคร่าวๆ เพื่อเปรยีบเทยีบ 

cryomedia 3 ชนิด และเปรยีบเทยีบ thawing extenders 3 ชนิด โดยใช ้เทคนิค comparative 

quantification โดยการวดั ดเีอน็เอ จากตวัอสุจทิัง้หมด และเมือ่ทราบแลว้ว่า cryomedia หรอื thawing 

extender ชนิดไหน สามารถช่วยในการแยกเพศไดด้ ีกเ็ลอืกมาใชร้ว่มกนั แลว้ท าการตรวจเพศแบบ

ละเอยีดโดยใชเ้ทคนิค   single sperm real-time PCR รว่มกบั melt curve analysis  

 2.2.7 Comparative quantification  

 Comparative หรอื relative quantification (Pfaffl 2006) เพื่อวดั Y chromosome จาก ตวัอยา่ง

อสุจทิัง้หมด สามารถใชเ้พื่อการตรวจประเมนิปรมิาณตวัอสุจแิต่ละเพศแบบครา่วๆได ้ว่าตวัอยา่งใดม ีY 

sperm มากกว่ากนั เทคนิคนี้เป็นเทคนิคทีง่่าย รวดเรว็ และราคาไมแ่พง แต่จะไมแ่มน่ย าเหมอืนเทคนิค 

 2.2.8 Single sperm sex identification  

 ตวัอยา่งอสุจจิะน ามายอ่ยดว้ย Azupure DNA purification kit (BIOTEC, Bangkok, Thailand) 

แลว้น า ดเีอน็เอ มาวดัหา chromosome 1 เพื่อท าเป็นตวั normalisation ของตวัอยา่ง และวดั 

chromosome Y เพื่อตรวจเพศ Comparative quantification นัน้สามารถค านวณโดยใชโ้ปรแกรม 

Rotorgene 6.1 software (Qiagen, Hilden, Germany) ทีเ่ชื่อมต่อกบัเครือ่ง Rotor gene PCR 

machine โดยผลทีไ่ดจ้ะออกมาเปรบีเทยีบว่ามปีรมิาณ chromosome ทีว่ดัได ้มากน้อยกว่ากนักีเ่ท่า ใน

การท าวดัตวัอยา่งแต่ละครัง้ จะแบ่งหนึ่งตวัอยา่งเป็น 3 ส่วน เพื่อท า PCR 3 หลอด เพื่อเป็น internal 

replication. 

 2.2.9 Single sperm sex identification 

 การตรวจเพศดว้ยวธิ ีSingle sperm real-time PCR ไดอ้ธบิายแลว้ไดก้ารทดลองที ่1 (หน้า) 

 2.2.10 การค านวณทางสถิติ 

 ค่าของ Comparative quantification ของ Y sperm ถูกแสดงดว้ยค่า Mean+SD และ ความ

แตกต่างทางสถติถิูกค านวณโดยใชเ้ทคนิค ANOVA และ student’s t test ส าหรบัการตรวจเพศดว้ย

เทคนิค single sperm real-time PCR ค่าจะแสดงออกมาเป็น เปอรเ์ซน็ต ์ของจ านวนตวัอสุจ ิY และ X 

และค่าความแตกต่างทางสถติจิะถูกค านวณโดยใชเ้ทคนิค Chi-square technique โปรแกรมสถติทิีใ่ชค้อื 

SPSS 19 ภายใตล้ขิสทิธข์องมหาวทิยาลยัมหดิล  
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2.3 ผลการทดลอง 

 2.3.1 ผลของ cryomedia ต่อการมีชีวิตของตวัอสุจิ X และ Y  

 ในการทดลองนี้ ผูว้จิยัท าการศกึษา cryomedia 3 สตูร ว่ามผีลต่อการรอดชวีติของอสุจแิต่ละ

เพศอยา่งไร  cryomedia ทีใ่ชค้อื CryoA, CryoB และ CryoC  ผูว้จิยัใชเ้ทคนิค sperm swim-up เพื่อ

ตรวจหาตวัอสุจทิีแ่ขง็แรง แลว้น าตวัอสุจทิีว่่ายขึน้ผวิน ้าไปตรวจหาเพศ  

 ผลการทดลองพบว่า CryoB มแีนวโน้มทีจ่ะใหจ้ านวนตวัอสุจทิีว่่ายขึน้ผวิน ้าสงูกว่า cryomedia 

อื่นๆ (ตารางที ่1) ส่วน CryoA มแีนวโน้มทีจ่ะใหจ้ านวนตวัอสุจ ิY ทีแ่ขง็แรงมากกว่า cryomedia ตวัอื่น 

ส่วน CryoC มแีนวโน้มมแีนวโน้มทีจ่ะใหต้วัอสุจ ิY ทีแ่ขง็แรงน้อยกว่า cryomedia ตวัอื่น (ตารางที ่1) 

แต่อยา่งไรกต็ามเมือ่ค านวณทางสถติไิมพ่บความแตกต่างทางสถติ ิ(P>0.05)  

 

ตารางท่ี 1 ผลของ cryomedia ต่อจ านวนของตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาบนพืน้ผวิน ้า และจ านวนของตวัอสุจ ิY 

(relative number) (Mean+SD) 

Cryomedia CryoA CryoB CryoC 

No. of swim-up sperm (x105) 155+69 169+24 151+25 

Comparative Quantification 1.01+0.14 0.89+0.28 0.86+0.38 

ไมพ่บความแตกต่างทางสถติ ิP>0.05.  

 

 2.3.2 ผลของ thawing extenders ต่อการมีชีวิตของ ตวัอสจิุ X และ Y  

 ในการทดลองนี้เราเปรยีบเทยีบ thawing extender สามชนิด คอื Modena, BTS และ 

Androstar® plus ผลการทดลองพบว่า Modena extender มแีนวโน้มทีจ่ะใหป้รมิาณตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มา

ทีผ่วิน ้ามากกว่า extender อื่น (ตารางที ่ 2)  BTS ใหป้รมิาณตวัอสุจทิีร่อดชวีติเป็น Y sperm มากกว่า 

extender อื่น และ Androstar® plus ใหป้รมิาณตวัอสุจทิีร่อดชวีติเป็น Y sperm น้อยกว่า extender อื่น 

(ตารางที ่2) อยา่งไรกต็ามไมพ่บความแตกต่างทางสถติ ิ(P>0.05)  
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ตารางท่ี 2 ผลของ thawing extender ต่อจ านวนของตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาบนพืน้ผวิน ้า และจ านวนของ

ตวัอสุจ ิY (relative number) (Mean+SD) 

Thawing extender Androstar®plus BTS Modena 

No. of swim-up sperm (x105) 174+56 182+49 184+49 

Comparative Quantification 1.00+0.00 1.49+0.77 1.07+0.25 

ไมพ่บความแตกต่างทางสถติ ิP>0.05 

 

 2.3.3 การเลือกคู่ในการใช้ cryomedia และ thawing extender ท่ีเหมาะสมส าหรบัใช้การ

แยกเพศตวัอสุจิ 

 ถงึแมว้่าผูว้จิยัจะไมเ่จอความแตกต่างทางสถติเิมือ่ท าการเปรยีบเทยีบระหว่าง cryomedia สาม

ชนิด และระหว่าง thawing extender สามชนิด แต่กพ็บความเป็นไปไดท้ีจ่ะเลอืกเพศอสุจหิากจบัคู่ 

cryomedia และ thawing extender ทีเ่หมาะสม เช่น หากแช่แขง็ตวัอสุจดิว้ย CryoA และละลายน ้าเชือ้

ดว้ย BTS อาจจะได ้ตวัอสุจทิีแ่ขง็แรงและรอดชวีติเป็นตวัอสุจ ิY มากกว่า X  แต่ถา้หากแช่แขง็ตวัอสุจิ

ดว้ย CryoC และละลายน ้าเชือ้ดว้ย Androstar® plus อาจจะได ้ตวัอสุจทิีแ่ขง็แรงและรอดชวีติเป็นตวั

อสุจ ิX มากกว่า 

 ผลการทดลองพบว่า การจบัคู่ของ CryoA และ BTS ให ้ตวัอสุจ ิY 62% ส่วนตวัอสุจ ิX 38% .

ในขณะทีก่ารจบัคู่ของ CryoC และ Andro star® plus จะใหต้วัอสุจ ิY 32% ตวัอสุจ ิX 68% (ตารางที ่3) 

ซึง่ผลการทดลองนี้ใหค้่าความแตกต่างทางสถติอิยา่งมนียัส าคญั จากกลุ่มควบคุม (P<0.05). 

 

 

 

 

 



23 
 

ตารางท่ี 3 การแยกเพศตวัอสุจโิดยเลอืกใช ้cryomedia และthawing extender  การตรวจเพศอสุจใิช้

เทคนิค single sperm real-time PCR. 

Freeze/Thaw solution      % Sperm (n)  

 

Y X P Value 

CryoA+BTS 62 (124) 38 (76) P = 0.03 

CryoC+Androstar® plus 32 (64) 68 (136) P=0.0002 

Control sperm 51 (102) 49 (98)  

*กลุ่มควบคุม คอื อสุจทิีไ่มไ่ดผ้่านขบวนการ swim-up 

 

2.4 การวิเคราะหแ์ละสรปุผลการทดลอง 

 ในการทดลองนี้ผูว้จิยัพบว่า การแช่แขง็ตวัอสุจมิผีลต่ออตัรส่วนการรอดชวีติของตวัอสุจ ิX และ 

Y โดย ขึน้กบั cryomedia และ thawing extenders  การใช ้CryoA (Cryomedium) รว่มกบั BTS 

(Thawing extender) จะท าใหต้วัอสุจ ิY แขง็แรงและรอดชวีติสงูกว่าตวัอสุจ ิX ในขณะที ่การใช ้CryoC 

รว่มกบั Androstar® plus จะท าใหต้วัอสุจ ิX แขง็แรงและรอดชวีติสงูกว่าตวัอสุจ ิY 

 ส าหรบัเหตุผลว่าท าไม การแช่แขง็จงึมผีลกบัอตัราส่วนการรอดชวีติ อาจอธบิายไดเ้นื่องจาก

ความแตกต่างของชนิดและปรมิาณโปรตนีบนพืน้เยือ่บุผวิเซลล ์(cell membrane) ทีแ่ตกต่างกนัของตวั

อสุจ ิX และ Y ซึง่ไดม้ผีูร้ายงานมาแลว้หลายกลุ่ม (Cumming et al., 2010, Chen et al., 2012, De 

Canio et al., 2013) ผลของ cryomedia และ thawing extender ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการแช่แขง็อาจ

เนื่องมาจากปฏกิรยิาของมนักบั โปรตนี และ ไขมนั ทีผ่นงับุเซลล ์ 

 น ้ายา CryoA นัน้ประกอบไปดว้ยน ้ามนัร าขา้ว (rice bran oil) ซึง่เตม็ไปดว้ย fatty acid, vitamin 

E และ oryzanol (Rukmini and Raghuram 1991) Fatty acid นัน้สามารถintegrate เขา้ไปใน เยือ่บุผวิ

เซลล ์และเปลีย่นแปลงโครงสรา้ง สดัส่วนของไขมนัของเยือ่บุผวิเซลล ์ในขณะที ่oryzanol และ vitamin 

E นัน้มฤีทธิเ์ป็น antioxidant เมือ่เรว็ๆนี้มรีายงานวจิยัว่า น ้ามนัร าขา้ว (Kaeoket et al., 2012) หรอื 

vitamin E (Mendez et al., 2013) นัน้มปีระโยชน์ต่อคุณภาพน ้าเชือ้แช่แขง็ ซึง่อาจจะเกีย่วขอ้งกบัการ

ป้องกนัไมใ่หเ้กดิขบวนการ lipid oxidation และ protein peroxidation (Parrado et al., 2003) 
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 Androstar® plus extender นัน้แตกต่างจาก BTS ตรงทีว่่ามนัมสี่วนประกอบของ bovine 

serum albumin (BSA) และ Hepes (Gadea 2003) Albumin ใน Androstar® plus extender นัน้อาจ

ท าปฏกิรยิากบั เยือ่บุผวิเซลล ์โดยท าหน้าทีเ่ป็น antioxidant และท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของ 

cholesterol (Aitken and Nixon 2013) จากงานวจิยัทีผ่่านมาพบว่า Androstar® plus extender ช่วย

รกัษาคุณภาพน ้าเชือ้ (sperm motility และ acrosomal integrity) ในการเกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ16 ºC ไดถ้งึ 8 

วนั (Kaeoket et al., 2010b).  

 จากการเกบ็ขอ้มลูผูห้ญงิ 203 คน ทีผ่่านการผสมเทยีมดว้ยน ้าเชือ้แช่แขง็ในช่วงปี 1987-1994, 

พบว่า ลกูทีเ่กดิมาเป็นเพศชาย (55%; 101/184) มากกว่าเพศหญงิ (45%; 83/184) แต่ขอ้มลูนี้ไม่มี

ความแตกต่างทางสถติ ิ(Sidhu et al., 1997) นอกจากนี้อกีทมีวจิยัไดท้ าวจิยัผลของการแช่แขง็อสุจคิน

กบัอตัราส่วนของเพศของตวัอสุจเิพศทีส่ามารถปฏสินธไิด ้(ใช ้Hamster oocyte) ผลการทดลองพบว่า 

อตัราส่วนเพศของตวัอสุจก่ิอน และหลงัแช่แขง็ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(Chernos and Martin 

1989, Martin et al., 1991, Pu and Chen 2002) แต่การทดลองในอดตีนัน้ไมไ่ดม้กีารเปรยีบเทยีบ

ระหว่าง cryopreservation medium และ thawing extender.  

 โดยปกตนิ ้าเชือ้แช่แขง็สุกรไมไ่ดเ้ป็นทีน่ิยมนกัในอุตสาหกรรม เพราะว่าใหผ้ลผลติทีต่ ่ากว่า

น ้าเชือ้สด หรอืน ้าเชือ้แช่เยน็ (Wongtawan et al., 2006) แต่นิยมใชใ้นสุกรทีพ่นัธุกรรมสงูเพื่อส่งออกไป

ต่างประเทศ หรอืเกบ็น ้าเชือ้ไวไ้ดน้าน (Didion et al., 2013) และถา้หากการแช่แขง็น ้าเชือ้ท าใหส้ามารถ

เลอืกเพศไดก้จ็ะเป็นการเพิม่คุณค่าของน ้าเชือ้แช่แขง็สุกร  . 

 อยา่งไรกด็กีารทดลองนี้เป็นแค่การทดลองในหอ้งทดลอง ซึง่ไมไ่ดเ้ป็นการรบัประกนัว่า หากน า

วธิทีีใ่ชใ้นการทดลองนี้ไปผสมเทยีมในฟารม์ จะไดผ้ลการทดลองทีเ่หมอืนกบัในหอ้งทดลอง เพราะใน

มดลกูสุกรยงัมปีจัจยัอกีหลายอยา่งทีเ่ราไมส่ามารถควบคุมได ้ดงันัน้ในอนาตจงึมคีวามจ าเป็นทีจ่ะ

ทดลองเพิม่เตมิเพื่อน าเทคนิคนี้ไปทดลองใชใ้นการผสมเทยีมสุกรในฟารม์ต่อไป 

 

  



25 
 

 

การทดลองท่ี 3.การแยกเพศตวัอสจิุด้วยโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) 

3.1 วตัถปุระสงคก์ารทดลอง 

 เพื่อศกึษาและพฒันาการใชโ้พลโีคลนอลแอนตบิอดใีนการแยกเพศตวัอสุจ ิ

 

3.2 วิธีการทดลอง 

 3.2.1 สตัวท์ดลอง 

 ใชก้ระต่ายพนัธุ ์New Zealand White 3 ตวัในการทดลองนี้ โดย ตวัที ่1 เป็นตวัควบคุม (non-

immunised control) ไมถู่กฉีดแอนตเิจน ตวัที ่2 และ 3 ถูกฉีดแอนตเิจน DBY เพื่อกระตุน้เพื่อกระตุ้น

การสรา้งแอนตบิอด ี

 3.2.2 การกระตุ้นภมิูคุ้มกนั 

แผนการฉีดกระตุ้นภูมคิุม้กนั และเจาะเลอืดมดีงันี้ 

 

Day วนัท่ี method 

-1 4  Feb 56  เกบ็เลอืด  (Control) 

0 5 Feb 56  ฉีดแอนติเจนครัง้ท่ี 1 

15 THU  21 Feb 56  เกบ็เลอืด 

22 TUE  26 Feb 56  ฉีดแอนติเจนครัง้ท่ี 2 

28 THU 7 Mar 56  เกบ็เลอืด 

35 THU 14 Mar 56  เกบ็เลอืด 

40 TUE 19 Mar 56  ฉีดแอนติเจนครัง้ท่ี 3 
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49 THU 28 Mar 56  เกบ็เลอืด 

56 THU 4 Apr 56  เกบ็เลอืด 

60-63 
WED 10 Apr 56 

THU 11 Apr 56 
 เจาะเลอืดจากหวัใจ 

 

 3.2.3 การทดสอบผลของซีรมัต่ออสจิุ 

 ใชต้วัอสุจ ิ1 ลา้นตวั ใน extender 0.5 มล. ในการทดสอบ โดยผสมกบัซรีมั 0.5 มล ลงในหลอด 

microcentrifuge 0.5 มล และท าการทดสอบกบัซรีมัในความเขม้ขน้ต่างๆ โดยเริม่จาก 1:1 จนถงึ 

1:100000  ซรีมัจถูกลดความเขม้ขน้โดยการละลายลงไปใน thawing extender  หลงัจากนัน้ incubate 

ตวัอยา่งที ่37 ºC เป็นเวลา 30 นาท ีแลว้ด ูตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาทีผ่วิ (Sperm swim up) เพื่อตรวจสอบตวั

อสุจทิีแ่ขง็แรง 

 3.2.4 การตรวจเพศอสจิุ 

 การตรวจเพศอสุจใิชว้ธิ ีRelative quantification และ single sperm real time PCR plus melt 

curve analysis (อธบิายไวใ้นวธิกีารทดลองในการทดลองที ่2) 

3.3 ผลการทดลอง 

 3.3.1 การสร้างโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระต่าย 

 กระต่ายตวัที ่1 เป็นตวัควบคุมแขง็แรงมสีุขภาพดแีละถูกเกบ็เลอืดครัง้สุดทา้ยจากหวัใจในวนัที ่

60 

 กระต่ายตวัที ่2 ทีถู่กฉีด antigen เกดิการตดิเชือ้และมฝีีเกดิขึน้ ท าใหต้อ้งยตุกิารฉีดกระตุน้ 

antigen ในเขม็สุดทา้ยแลว้ท าการรกัษาจนหายด ีจากนัน้ ถูกเกบ็เลอืดครัง้สุดทา้ยจากหวัใจในวนัที ่60 

 กระต่ายตวัที ่3 แขง็แรงสุขภาพด ีถูกเกบ็เลอืดครัง้สุดทา้ยจากหวัใจในวนัที ่60 

 เมือ่น าซรีมัของกระต่ายทัง้หมดไปตรวจหาความเขม้ขน้ของแอนตบิอดดีว้ยวธิี ELISA ผลการ

ทดลองพบว่ากระต่ายตวัแรกไมพ่บแอนตบิอดต่ีอ DBY กระต่ายทีถู่กฉีด antigen ทัง้ 2 ตวั สรา้ง
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แอนตบิอดขีึน้มาต่อแอนตเิจน DBY  โดยกระต่ายหมายเลข 3 ทีม่สีุขภาพแขง็แรงมปีรมิาณแอนตเิจนสงู

กว่า (ดรูปูที ่7) 

 

 

รปูท่ี 7 กราฟแสดง relative concentration ของ โพลโีคลนอลแอนตบิอด ีในซรีมักระต่าย Negative = 

negative ELISA reaction, Rabbit-1=non-antigen injected rabbit, Rabbit-2=immunised rabbit 

number 2, and Rabbit-3=immunised rabbit number 3. 

 

 หลงัจากนัน้จงึน าซรีมักระต่ายไปสกดัแอนตบิอด ีคณะวจิยัไดท้ าการสกดัแอนตบิอดอีอกมาโดย

ใช ้เครือ่ง Protein purifier (GE, Health care) แต่ไมป่ระสบความส าเรจ็ซึง่อาจมาเนื่องจากคอลมัทีใ่ชใ้น

การสกดัอาจจะเสื่อมสภาพไปจากการใชง้านมานาน จงึไดใ้ชซ้รีมัของกระต่ายซึง่มแีอนตบิอดอียูม่าใชใ้น

การทดลองแทน โดยน าซรีมัในความเขม้ขน้ต่างๆผสมลงใน semen extender ทีม่ตีวัอสุจอิยู ่เพื่อดวู่า

แอนตบิอดมีผีลต่อ %motility (การเคลื่อนไหวของตวัอสุจ)ิ และการ agglutination (การจบักลุ่มของตวั

อสุจ)ิ หลงัจากนัน้จะเกบ็ตวัอสุจทิีส่ามารถ swim up ขึน้มา (ตวัอสุจทิีแ่ขง็แรง) น าตวัอสุจทิีไ่ดม้านบัและ

น าไปตรวจเพศอสุจต่ิอไป 

 3.3.2 ผลของแอนติบอดี DBY ต่อ การเคล่ือนไหวของตวัอสจิุ (Percentage of motility) 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

Negative Rabbit-1 Rabbit-2 Rabbit-3
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 จากการทดลองสรปุไดว้่า ซรีมัมผีลต่อการเคลื่อนไหวและการจบักลุ่มของตวัอสุจ ิซึง่จ าท าให ้% 

motility ลดลงประมาณ 5-20% โดยเฉพาะซรีมัทีม่แีอนตบิอด ีDBY อยู ่โดยพบว่าทีค่วามเขม้ขน้ 1/10 

ของซรีมัทีม่แีอนตบิอด ีDBY อยู ่จะลด Motility ของตวัอสุจลิงไปประมาณ 20-30% (ดตูารางที ่4) 

 ตารางท่ี 4 อตัราการเคลื่อนไหวของตวัอสุจภิายหลงัการใส่ซรีมัและแอนตบิอด ี

    %Mortility of Incubate time at 37°C (min)   

Sample Dilution 15 min 30 min 45 min 60 min 

Sperm-extender 1/1 85.00+7.07 85.00+7.07 80.00+7.07 77.50+3.54 

 
1/1 75.00+7.07 75.00+7.07 75.00+7.07 70.00+7.07 

 
1/10. 80.00+7.07 75.00+7.07 72.50+3.54 70.00+7.07 

Sperm-serum 1/100 80.00+7.07 75.00+7.07 70.00+7.07 70.00+7.07 

 
1/1000 77.50+3.54 75.00+7.07 70.00+7.07 70.00+7.07 

 
1/10000 80.00+7.07 75.00+7.07 72.50+10.61 72.50+10.61 

  1/100000 85.00+7.07 82.50+10.61 80.00+14.14 72.50+17.68 

 
1/1 75.00+0.00 70.00+0.00 67.50+3.54 67.50+3.54 

 
1/10. 72.50+3.54 67.50+3.54 65.00+0.00 60.00+0.00 

Sperm-antibody 1/100 75.00+7.07 75.00+7.07 70.00+7.07 70.00+7.07 

 
1/1000 75.00+7.07 72.50+10.61 72.50+10.61 72.50+10.61 

 
1/10000 80.00+7.07 77.50+10.61 75.00+7.07 72.50+10.61 

  1/100000 82.50+10.61 82.50+10.61 77.50+10.61 77.50+10.61 

 

 3.3.4 ผลของแอนติบอดี DBY ต่อ การว่ายขึ้นมาท่ีผิวน ้าของตวัอสจิุ (Sperm swim up) 

 หลงัจากนัน้เมือ่นบัตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาผวิน ้า ซึง่จะถอืว่าเป็นตวัอสุจทิีแ่ขง็แรง โดยตวัอสุจทิี่

ผูว้จิยัใส่เขา้ไปในหลอดทดลองจะมปีระมาณ 1 ลา้นตวั ใน 1 มล เมือ่น าตวัอสุจบินผวิน ้า (0.5 มล) จะ

พบว่าจ านวนตวัอสุจลิดลงในทุกกลุ่ม โดยในกลุ่มควบคุมทีไ่มไ่ดใ้ดม้กีารใส่ซรีมัหรอืแอนตบิอดลีงไป 

(กลุ่ม Sperm-extender) จะมตีวัอสุจลิดลงประมาณ 15% เมือ่ incubate 15 นาท ีผูว้จิยัพบว่า ยิง่เวลา 

incubate นานขึน้ ตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาบนผวิน ้าจะยิง่ลดลง เช่น เมือ่ incubate 60 นาทจีะลดลงไปถงึ

ประมาณ 70% 

 ในการศกึษานี้พบว่าซรีมัทีม่แีอนตบิอด ีDBY และไมม่แีอนตบิอด ีมผีลต่อการว่ายขึน้มาทีผ่วิน ้า

ของตวัอสุจ ิโดยจะมผีลอยูใ่กลเ้คยีงกนั ผูว้จิยัพบว่าซรีมัจะลดประมาณตวัอสุจใิหว้่ายขึน้มาทีผ่วิน ้าเมือ่ 

incubate 15 นาท ีอยูป่ระมาณ 20-30% และเมือ่ incubate นานขึน้ถงึ 60 นาท ีจะท าใหต้วัอสุจลิดลงไป

ถงึประมาณ 80% 
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ตารางท่ี 5 จ านวนตวัอสุจทิีว่่ายขึน้มาบนผวิน ้าหลงัจากทดสอบดว้ยซรีมั และแอนตบิอด ี

    Spermatozoa (million)    

Sample dilution 15 min 30 min 45 min 60 min 

Sperm-extender 0.84+0.00 0.76+0.03* 0.53+0.02 0.34+0.02 

 
1/1 0.67+0.06 0.52+0.09* 0.52+0.19 0.26+0.41 

 

1/10. 0.81+0.15 0.55+0.02 0.20+0.11 0.21+0.07 

Sperm-serum 1/100 0.74+0.03 0.53+0.02 0.32+0.14 0.18+0.02 

 

1/1000 0.73+0.11 0.55+0.12 0.39+0.21 0.24+0.03 

 

1/10000 0.80+0.06 0.45+0.07 0.39+0.24 0.36+0.07 

  1/100000 0.84+0.11 0.54+0.06 0.47+0.23 0.30+0.08 

 
1/1 0.67+0.15 0.27+0.25* 0.21+0.12 0.21+0.23 

 

1/10. 0.61+0.08 0.40+0.15 0.28+0.03 0.20+0.14 
Sperm-
antibody 

1/100 
0.79+0.12 0.44+0.05 0.36+0.05 0.31+0.02 

 

1/1000 0.72+0.02 0.48+0.19 0.29+0.14 0.26+0.04 

 

1/10000 0.63+0.32 0.59+0.14 0.32+0.08 0.22+0.00 

  1/100000 0.61+0.34 0.49+0.15 0.27+0.16 0.29+0.06 

*Control 1 ประกอบไปดว้ย อสุจ+ิ extender, Control 2 ประกอบไปดว้ย อสุจ+ิextender+serum 

without DBY antibody และ Treatment ประกอบไปดว้ย อสุจ+ิsemen extender+serum with DBY 

antibody 

 

 3.3.5 อตัราส่วนเพศของตวัอสจิุ หลงัจากสมัผสักบัซีรมัและแอนติบอดี 

 จากการทดลองเบือ้งตน้พบว่าแอนตบิอดทีีป่นอยูใ่น extender นัน้อาจจะรบกวน PCR reaction 

ท าใหไ้มส่ามารถแยกเพศไดด้ว้ยวธิ ีsingle sperm PCR ถงึแมว้่าจะลา้งตวัอยา่งหลายครัง้กไ็มไ่ดผ้ล 

ผูว้จิยัจงึเปลีย่นไปใชว้ธิ ีRelative quantification ซึง่เป็นการวดัโดยประมาณแทน โดยกลุ่มควบคุม (ตวั

อสุจทิีร่ดีน ้าเชือ้มาจากสุกร และไมไ่ดผ้่านการ treatment ใดๆทัง้สิน้) ถูกตัง้ค่าโครโมโซม Y ใหเ้ป็น 

50% 

 ผูว้จิยั incubate อสุจปิระมาณ 30 นาท ี(จากสุกร 2 ตวั ผสมกนั) ผลการทดลองพบว่าทัง้ซรีมัที่

มแีละไม่มแีอนตบิอดมีผีลต่ออตัราส่วนของเพศตวัอสุจ ิโดยส่วนใหญ่ดเูหมอืนจะท าใหต้วัอสุจ ิY ทีว่่าย

ขึน้มาบนผวิน ้า มปีระมาณลดลงโดยกลุ่มทีใ่ส่ซรีมัทีไ่มม่แีอนตบิอดใีนอตัราส่วน 1:100 ตวัอสุจ ิY ลดลง

เหลอื 23.13% ส่วนกลุ่มทีม่แีอนตบิอดใีนอตัราส่วน 1:1 ตวัอสุจ ิY ลดลง เหลอื 18.93% 
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รปูท่ี 8 กราฟแสดงเปอรเ์ซน็ตวัอสุจ ิY หลงัจาก incubate 30 นาท ีดว้ย แอนตบิอด ีDBY ทีค่วาม

เขม้ขน้ต่างๆ 

 

วิจารณ์และสรปุผลการทดลอง 

 จากการทดลองนี้ผูว้จิยัสามารถสรา้งโพลโีคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ DBY antigen ได ้และ

แอนตบิอดนีี้สามารถแยกเพศตวัอสุจใินหอ้งทดลองได ้โดยท าใหต้วัอสุจ ิY อ่อนแอลง ท าใหต้วัอสุจทิีเ่กบ็

ไดม้ตีวัอสุจ ิX มากกว่า 

 นอกจากนี้ผูว้จิยัยงัพบว่า ซรีมักระต่ายมผีลท าใหต้วัอสุจ ิY อ่อนแอลงดว้ย ท าใหส้ามารถช่วยใน

การแยกเพศตวัอสุจไิดเ้หมอืนกนั 

 อยา่งไรกด็กีารทดลองในหอ้งทดลองอาจจะไมเ่หมอืนกบัในการใชง้านจรงิในการผสมเทยีม 

ดงันัน้ในอนาคตจะตอ้งมกีารทดลองใชต้วัอสุจ ิรว่มกบัซรีมัหรอืแอนตบิอดใีนการผสมเทยีมสุกร 

นอกจากนี้การแยกเพศตวัอสุจดิว้ยซรีมัหรอืแอนตบิอดีนี้ท าใหไ้ดต้วัอสุจโิดยรวมอ่อนแอลงท าใหห้ากตอ้ง

น าไปใชใ้นการผสมเทยีมจะตอ้งเพิม่ปรมิาณอสุจมิากขึน้ โดยในการศกึษาในอนาคตจะตอ้งศกึษาหา
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ปรมิาตรและความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของน ้าเชือ้และซรีมัหรอืแอนตบิอด ีเพื่อใหใ้ชง้านไดใ้นการปฏบิตัิ

จรงิและเหมาะสมส าหรบัการใชง้าน 
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3.ผลงานทีไ่ดอ้าจจะสามารถท าการจดสทิธบิตัรได ้ก าลงัอยู่ในขัน้ตอนปรกึษากบัผูเ้ชีย่วชาญอยู่ 
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Abstract 

 

 Identification of X or Y chromosome is a very useful technique to verify the sex of boar sperm, but common 
methods used in pig such as Fluorescence In situ Hybridisation (FISH) and whole semen Polymerase Chain Reaction 
(PCR) have some limitations. FISH is highly accurate, but time-consuming (>3 days). Whole semen PCR is faster than 
FISH (3-6 h), but not highly accurate (approximate methods). The objective of this study was to develop a fast and 
highly accurate protocol to identify sex of boar sperm. In the present study, our team developed an alternative sex 
identification protocol using single cell SYBR® green real-time PCR technique together with low resolution melt curve 
analysis. Primers specific for chromosome 1 and chromosome Y, a high performance KAPA SYBR® DNA polymerase 
and Rotor gene PCR platform were used. Male and female single white blood cells were used to calculate sensitivity 
and specificity. Single sperm was picked up under inverted microscope and transferred to 1 µl of lysis buffer, and real-
time PCR was run according to the programmed protocol and analyzed with melt curve analysis. Results showed that 
our method was a fast (<50 min) accurate method with high sensitivity (95-99%) and specificity (100%) with low 
percentage of PCR failure (< 3%). Validation of this method using boar whole semen detected Y sperm at 52% and X 
sperm at 48%, which was comparable to the theory ratio of X and Y sperm (50:50) in semen. It may be concluded that 
the single cell SYBR® green real-time PCR technique together with melt curve analysis is fast and accurate that can be 
used to identify sex of boar sperm. 
 

Keywords:  pig, real-time PCR, sex identification, single cell 

1Laboratory of Cellular Biomedicine and Veterinary Medicine, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, Salaya, 
Puttamonthon, Nakhon Pathom 73170, Thailand 
2Semen Laboratory, Faculty of Veterinary Sciences, Mahidol University, Salaya, Puttamonthon, Nakhon Pathom 73170, 
Thailand 
3Department of Clinical science and Public Health, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, Salaya campus, Salaya, 
Puttamonthon, Nakhon Pathom 73170 Thailand 
4Department of Anatomy, Faculty of Science, Mahidol University, Phayathai, Bangkok 10400, Thailand 
5Institute of Molecular Biosciences, Mahidol University, Salaya, Puttamonthon, Nakhon Pathom, 73170, Thailand 
6Department of Pre-clinic and Applied Animal Science, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, Salaya campus, 
Salaya, Puttamonthon, Nakhon Pathom, 73170, Thailand 
*Correspondence: tuempong.wan@mahidol.edu 

Original Article 



42                                         Korchunjit V. et al. / Thai J Vet Med. 2014. 44(1): 41-48. 

     

Introduction 

 Sex identification in pig is very important for 
research and diagnosis such as sex identification of 
sperm (Parrilla et al., 2003) and embryo sexing (Torner 
et al., 2013) as well as for the control of boar taint in 
meat products (Langen et al., 2010). Separation of X 
and Y sperm (sexing technology) can be used to select 
and control sex of offspring in pig (Vazquez et al., 
2009). Development of sexing technology is very useful 
and important for the pig industry because it provides 
flexible farm management and an increase in product 
value and productivity (Johnson et al., 2005, Vazquez 
et al., 2009). Sex identification technique is used to 
verify the accuracy and purity of sperm sexing 
technology (Parrilla et al., 2003).  
 Polymerase chain reaction (PCR) (Wang et al., 
2011) and fluorescence in situ hybridisation (FISH) 
(Parrilla et al., 2003; Eisenberg et al., 2012) are effective 
techniques to validate sexing sperm. An easier, cheaper 
and faster technique is the whole semen sex ratio PCR 
(Parati et al., 2006; Choi et al., 2009), but this technique 
is less accurate than single cell PCR. 
 Single cell PCR and FISH are the most 
accurate techniques for sperm typing (Harton and 
Tempest, 2012) but FISH is the only method which has 
been used to identify sex of porcine single sperm 
(Parrilla et al., 2003; Mohammadi et al., 2011). 
However, the main disadvantages of FISH are time-
consuming (3-5 days) and labor intensive (Parrilla et 
al., 2003; Mohammadi et al., 2011; Eisenberg et al., 
2012). 
 Use of conventional single sperm PCR has 
been mainly reported in cattle and human (Colley et al., 
2008; Cui 1997; Wang et al., 2011), but not in pigs. All 
of PCR sex identification in pigs has been done in 
samples which have a high number of cells such as 
whole semen (Choi et al., 2009), embryos (Pomp et al., 
1995; Sembon et al., 2008) tissues (Sathasivam et al., 
1995; Ballester et al., 2012) and meat.(Langen et al., 
2010; Abdulmawjood et al., 2012). 
 Therefore, the use of rapid single cell PCR for 
sex identification in pigs will be useful to verify sperm 
sexing technology. The objective of this study was to 
develop a fast and highly accurate technique to identify 
sex of boar sperm. In the present study we developed 
an alternative sex identification technique by using 
single cell SYBR® green real-time PCR together with 
melt curve analysis. This technique is fast and accurate. 
Melt curve analysis is an assessment of the 
dissociation-characteristics of double-stranded DNA 
during slowly increasing temperature and can be used 
to validate PCR product (Mergny and Lacroix 2003; 
Vossen et al., 2009). 

 

Materials and Methods 

Animals and Samples:   
 One to three year old pigs from a commercial 
farm in Nakhon Pathom province were used in the 
experiment. Blood samples were collected from 5 male 
and 5 female domestic pigs (Landrace x Large White). 
Frozen semen samples from 3 boars (Duroc) were used. 
Three frozen-thawed semen straws of each boar were 

used. Semen collection and cryopreservation were 
performed according to previous studies (Wongtawan 
et al., 2006; Kaeoket et al., 2012). This experiment was 
performed under the permission of the Faculty of 
Veterinary Science Animal Care and Use Committee 
(FVS-ACUC) Mahidol University. 

Whole blood, semen lysis and conventional PCR: DNA 
was extracted from whole blood and sperm using 
Azupure DNA purification kit (BIOTEC, Pathum 
Thani, Thailand). Conventional PCR was performed 
using 2xTaq Master Mix (Vivantis, Selangor Darul 
Ehsan, Malaysia) (Cat.no.PLMM01) with PTC-200 
Thermal cycle (MJ Research, Quebec, Canada). The 
PCR reaction included 25 µl of Master Mix, 1 µl of 10 
µM forward primer, 1 µl (10 µM) of reverse primer, 2 µl 
of sample and 25 µl of DEPC water. DNA and.The 
conventional PCR program was as follows: pre-
denaturation at 94°C for 2 min, denaturation at 94°C for 
2 sec, annealing at 60°C for 30 sec, extension at 72°C for 
15 sec. The PCR was performed 30 cycles and final 
extension at 71°C for 7 min. The process was repeated 
three times. 

PCR Primers: Primers were synthesized by Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), and the primer 
sequences were designed and used in previous 
publications (Rubes et al., 1999; Parrilla et al., 2003; 
Choi et al., 2009, Mohammadi et al., 2011). 
 
Chromosome 1, product size is 244 bp. 
Forward primer: 5’TTGCACTTTCACGGACGCAGC3’ 
Reverse primer: 5’CTAGCCCATTGCTCGCCATAGC3’ 

 
Chromosome Y, product size is 377 bp. 
Forward primer: 5’AATCCACCATACCTCATGGACC 3’ 
Reverse primer:   5’ TTTCTCCTGTATCCTCCTGC 3’ 

 
Single cell collection and lysis: Single sperm and single 
white blood cells were collected. The cells were diluted 
in 0.1% Poly vinyl alcohol (PVA) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) in phosphate buffered saline (PBS) 
(PAA, GE Health Care, Velizy-Villacoublay, France) 
approximately 1,500 cell/ml. Five milliliters of 
suspension were poured into a 10 cm Petridish 
(Sterilin, Newport, UK) and observed under an 
inverted microscope (Olympus, Tokyo, Japan) using 
400x magnification, and a single cell was collected 
using mouth pipette. Approximately 1 µl buffer 
contained a single cell and was released into 200 µl PCR 
tube (Axygen®, Corning, CA, USA). 
 The single cell was lysed with 5 µl of lysis 
buffer (200 mM KOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) and 50 mM DTT (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, 
Malaysia)) and incubated at 65 °C for 10 min, then 5 µl 
of neutralising buffer (900mM Tris-Cl, pH 8.3 
(Promega, Madison, WI, USA), 300 mM KCl (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), and 200 mM HCl (Merck 
Millipore, Billerica, MA,USA) were added. 

Single cell SYBR® green real-time PCR: KAPA SYBR® 

Fast qPCR Master Mix (2x) Universal (KAPA 
Biosystem, Woburn, MA, USA) (Cat.no.KK4600) was 
used. The PCR reaction included 10 µl of MasterMix, 
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0.4 µl (10 µM) of forward primer and 0.4 µl (10 µM) of 
reverse primer. Reagents were added into a 200 µl PCR 
tube that already contained the lysed single cell.  
 Real-time PCR reaction program protocol was 
as follows: step 1, pre-denaturation at 95°C for 1 min; 
step 2, cycling, 95°C for 5 sec (denaturation), 58°C for 
20 sec (annealing), performed for 35 cycles; Step 3, Final 
extension at  72 °C for 3 min; step 4, post PCR melt 
setting, temperature was increased from 72°C to 99°C, 
1°C step, waited for 15 sec on first step and 4 sec on 
each step afterwards. 
 PCR platform was Rotor gene 6000 (Qiagen, 
Hilden, Germany). PCR results and melt curve analysis 
were analyzed using Rotor gene software 6.1 (Qiagen, 
Hilden, Germany). The process was repeated three 
times of each sample. 

Sensitivity and Specificity:  Sensitivity is the ability of 
a test to identify positive results, while specificity is the 
ability of test to identify negative results. Sensitivity is 
calculated by dividing number of PCR positive PCR by 
total number of positive control samples. Specificity is 
calculated by dividing number of PCR negative PCR 
by total number of negative control samples. 
Fluorescence signal of PCR positive products of both 
chromosome 1 and chromosome Y should arise before 
25 cycles. Positive melt peak of chromosome 1 should 
be between 88 to 90°C.  Positive threshold (–dF/dT 
unit) of the melt peak of chromosome 1 should be 
higher than 0.4 unit. Positive melt peak of chromosome 
Y should be approximately 85 to 87°C and positive 
threshold (–dF/dT unit) of the melt peak of 
chromosome Y should be higher than 1 unit. Failure of 
PCR reaction was calculated by number of negative 
PCR / total number of positive control samples. 

Results  

Validation of primer by conventional PCR:  DNA 
samples extracted from male and female white blood 
cells were used to validate PCR primers. The results 
revealed that each primer had a specific band for 
chromosome 1 (Fig 1, lane 1) or chromosome Y (Fig 1, 
lane 2). The product of chromosome 1 was found in 
both male and female blood samples while the product 
of chromosome Y was found only in male blood 
samples (Fig 1, lanes 5-6). Both primers were also 
validated with whole semen samples (both X and Y 
sperm) and the results showed specific bands for both 
chromosome 1 and chromosome Y (Fig 1, lanes 3 and 
7). Conventional PCR was also tested for single cell 
level detection, but it could not detect it. We, then, 
tested several Taq polymerases in our lab and found 
that only KAPA SYBR® DNA polymerase could detect 
chromosome 1 and chromosome Y at single cell level. 
 Identification of PCR product and nonspecific 
products by real-time PCR and melt curve analysis 
DNA from male and female white blood cells was used 
to identify the fluorescence pattern of PCR products 
during real-time PCR and post-PCR melt. The results 
showed different fluorescence patterns for each PCR 
product and nonspecific products during PCR (Fig 2A) 
and post-PCR melt (Fig 2B). After calculating with melt 
curve analysis software, the melt peak was observed as 
the negative derivative    (–dF/dT) of the melt curves 

(Fig 2C). The melt peak is the melting temperature of 
the DNA sample that causes the highest rate of 
fluorescence decrease, at this point the double stranded 
DNA is 50% dissociated (Ririe et al., 1997). These 
results showed that the melt peak of chromosome Y 
was approximately 85 to 87°C while the melt peak of 
chromosome 1 was approximately 88 to 90°C (Fig 2C). 
For nonspecific products which are usually a primer 
dimer, (Brownie et al., 1997), the melt peak was 
generally lower than 80°C (Fig 2C) and it could also be 
separated from the PCR product by the PCR 
fluorescence pattern (Fig 2A) and post-PCR melt curve 
(Fig 2B). Notably, the fluorescence signal of primer 
dimer arose after 30 PCR cycles and the exponential 
curve was not sharp (Fig 2A).  
 
Duplex PCR: The advantage of duplex PCR is that it 
can detect chromosome 1 and chromosome Y at the 
same time for a single sample. To perform duplex PCR 
both chromosome 1 and chromosome Y primers were 
added. Male and female white blood cells were tested. 
For conventional PCR and electrophoresis, the duplex 
conventional PCR was successful to identify sex of 
samples. Male samples revealed double specific DNA 
bands which represented chromosome 1 and 
chromosome Y whereas female samples revealed a 
single specific DNA band which represented 
chromosome 1 (Fig 1, lanes 9-12). 
 For the SYBR® green real-time duplex PCR, 
the florescence pattern during PCR was different 
between chromosome 1 and chromosome Y (Fig 3A). 
However, we found that both male and female samples 
gave a similar fluorescence pattern of post PCR melt 
(Fig 3B). The melt peaks were also found at the same 
temperature approximately 88 to 89°C whereabouts of 
chromosome 1 peak (Fig 3C). Therefore, SYBR® green 
real-time duplex PCR and its melt curve analysis could 
not distinguish between male and female samples. 
 
Method sensitivity and specificity of single cell PCR: 
In this experiment, we investigated the sensitivity and 
specificity of this technique to detect chromosome 1 
and chromosome Y in a single cell sample. The 
fluorescence pattern and melt curve analysis are shown 
in Fig 4 for chromosome 1, and Fig 5 for chromosome 
Y. Two hundred single female white blood cells were 
used as positive samples. Results showed that 198 cells 
were positive while 2 cells were negative. In the 
negative samples, no cell was added to 200 PCR tubes, 
and PCR reaction showed that all tubes were negative 
for chromosome 1. Therefore, the sensitivity of this 
technique for chromosome 1 was 99% while specificity 
was 100%.  
 DNA from male single white blood cells was 
used as positive samples and 200 of PCR reaction were 
tested. Results showed that 196 cells were positive for 
chromosome Y whereas 4 cells were negative. DNA 
from female white blood cells was used as a negative 
control.The results revealed that 200 female blood cells 
were negative for chromosome Y. Hence, the 
sensitivity of this method for chromosome Y was 97.5% 
and specificity was 100%. Single sperm real-time PCR 
with chromosome Y primer for whole semen sample. 
 In theory, the ratio of X and Y sperm in semen 
is approximately 50:50. To test the accuracy of this 
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technique, 400 of the single sperm were randomly 
picked and tested by real-time PCR. Two hundred 
sperm were used to identify chromosome 1 and 
another 200 sperm were used to identify the Y 
chromosome.  
 Results showed that 190 sperm were positive 
for chromosome 1, this means that the sensitivity of this 
technique for sperm is about 95% (Fig 6). For the sex 
ratio, 52% of the sperm (n=104) were positive for 
chromosome Y and 48% (n=96) were negative 
(chromosome X). The results are comparable to 
theory’s ratio of X and Y sperm in pig semen. The 
fluorescence pattern and melt curve analysis were 
shown in Fig 6. 
 

Discussion 

The present study showed that using SYBR® 
green real-time PCR together with melt curve analysis 
was fast and accurate to identify the sex of a single cell 
such as sperm and white blood cells. High sensitivity 
and specificity were obtained with very low failure 
percentage using this method. The approximately 3% 
failure is considered lower than previous conventional 
single bovine sperm PCR (approximately 10%) (Wang 
et al., 2011), and comparable to FISH (approximately 
2%) (Parilla et al., 2003).  
 One problem of the single sperm PCR 
technique is a low yield of PCR causing a failure of the 
test. As a result , several studies in human sperm (Li et 
al., 1990, Lien et al., 2002) applied two or more rounds 
of PCR to increase the sensitivity of detection, but 
multiple rounds of PCR were not necessary for our 
method. A single cell sample can be collected by 
manual or automated technique such as flow 
cytometer. Some previous studies collected single 
sperm from agarose gel (Lien et al., 2002, Wang et al., 
2011), but we found that extraction of DNA directly 
from fresh samples produced better DNA yield than 
from agarose gel (unpublished observation). Picking 
up a single cell directly from the dilution buffer with a 
mouth pipette was not difficult and in our hand we 
could collect approximately 10 to 20 cells per minute. 
The disadvantage of the SYBR® green PCR is that it can 
detect only one product at a time. In the identification 
of the sex of a single cell using SYBR® green dye, only 
chromosome X or Y can be detected for one sample. In 
this experiment, in which chromosome Y was used, if 
the sample was negative for chromosome Y, the sample 
was expected to contain chromosome X, with about a 
97% possibility due to the failure of PCR (3%). 
Therefore, further development of this technique is to 
develop a way to identify chromosome 1, X and Y atthe 
same time. Using two to three different fluorescent 
primer probes might be possible. Duplex real-time PCR 
with two colour fluorescent primer probes has been 
used in determination of pig sex in meat and meat 
products (Abdulmawjood et al., 2012). However, the 
sensitivity of the probe for a single cell sample is still 
an unanswered question and the cost is more 
expensive than SYBR® green. 

Moreover, the effectiveness of PCR reaction 
may increase by optimising PCR conditions such as 
MgCl2 and primer concentration. Most of the present 
study performed real-time PCR for 35 cycles, but we  

 

 
Figure 1 Conventional PCR used to detect chromosome 1 

(Ch1) and chromosome Y (ChY).  L=DNA Ladder, 
M=male white blood cell samples, F=female 
white blood cell samples, S=semen samples and 
B=blank. Lanes 1-4, chromosome 1 detection. 
Lanes 5-8, chromosome Y detection. Lanes 9-12, 
both chromosome 1 and Y detection (duplex PCR) 

 
 

 
Figure 2 Identification of chromosome 1 (Ch1) and 

chromosome Y (ChY) using SYBR® green simplex 
real-time PCR and melt curve analysis. Samples 
are male white blood cells (Male), female white 
blood cells (Female) and no template control 
(NTC). (A) Fluorescence pattern of PCR product 
during PCR. (B) Fluorescence pattern of PCR 
product during PCR product melt. (C) Graph of 
melt curve analysis revealing specific peak for 
each PCR product. NS1 and NS2 are non-specific 
PCR products or primer dimer from NTC. NP1 
represents samples with high amount of non-
specific products while NP2 represents samples 
with small amount of nonspecific products
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Figure 3 Fluorescence pattern of PCR product produced by SYBR® 

green duplex real-time PCR and melt curve analysis. 
Samples are male white blood cells (Male), female white 
blood cells (Female) and no template control (NTC). (A) 
Fluorescence pattern of PCR product during PCR. (B) 
Fluorescence pattern of PCR product during PCR product 
melt. (C) Melt curve analysis of real-time duplex PCR 
revealing similar melt peak pattern of male and female 
samples. 

 
Figure 4 Sensitivity and specificity of SYBR® green real-time PCR 

and melt curve analysis for chromosome 1detection. (A-
C) Positive samples. (D-F) Negative samples. (A and D) 
PCR fluorescence pattern during PCR reaction, PCR 
products were raised before 25 cycles whereas non-
specific product (NP) were raised after 30 cycles. (B and 
E) Post PCR melt fluorescence pattern. (C and F) Melt 
curve analysis, the melt peak of PCR products  ranged 
from 88 to 90°C and the threshold for df/dt unit of melt 
curve was 0.4. The melt peak of primer dimer is 80°C. NP1 
represents samples with high amount of nonspecific 
products while NP2 represents samples with small 
amount of nonspecific products 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 Figure 5 Sensitivity and specificity of SYBR® green real time PCR 

for chromosome Y detection. (A-C) Positive samples. (D-
F) Negative samples. (A and D) PCR fluorescence pattern 
during PCR reaction, PCR product was raised before 25 
cycles whereas nonspecific product was raised after 30 
cycles. B and E are post PCR melt fluorescence pattern. C 
and F are melt curve analysis, the melt peak of PCR 
products ranged from 85-87°C. The threshold for df/dt 
unit of melt curve was 1.  
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Figure 6 Sex identification of semen samples using single 

sperm SYBR® green real-time PCR. (A-C) 
Chromosome Y detection. (D-F) Chromosome 1 
detection. PS represents positive sample (Sperm Y). 
NS represents a negative samples (Sperm X). NSP 
represents a negative sample with nonspecific 
products (Sperm X). NSW represents a negative 
sample without nonspecific products (sperm X). 

 
 
found that it was possible to reduce the cycle to 30 
cycles. 

In conclusion, this is the first report using 
single sperm SYBR® green real-time PCR technique 
together with melt curve to identify the sex of sperm. 
This technique is fast, accurate and effective. It can be 
used to identify the sex of a single sperm and other 
cells. Further development of this method might be 
applicable to apply in single sperm typing in other 
genes or chromosomes and other species for research 
and diagnosis. 
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บทคัดย่อ 

 

การตรวจเพศตัวอสุจิในระดับเซลล์เดี่ยวแบบรวดเร็วโดยใช้เทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบ

เรียลทามโดยใช้สีไซบ้ากรีนร่วมกับการวิเคราะห์กราฟของการสลายดีเอ็นเอ 

 
วราภรณ์ กอชื่นจิตร1  กัมพล แก้วเกษ2,3  ยินดี กิติยานันท์4,5  เติมพงศ์ วงศ์ตะวัน1,2,6* 

 การตรวจแยกเพศอสุจิ เป็นเทคนิคท่ีส าคัญท่ีจะใช้ในการหาปริมาณและอัตราส่วนของเพศตัวอสุจิสุกร แต่เทคนิคท่ีใช้กันท่ัวไปใน
การตรวจเพศอสุจิของสุกร เช่น การติดฉลากดีเอ็นเอด้วยสารเรืองแสง (FISH) และ การใช้เทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตรวจตัวอสุจิเป็น
กลุ่มในน้ าเชื้อ (whole semen PCR) ยังมีข้อจ ากัดอยู่หลายอย่าง การติดฉลากดีเอ็นเอด้วยสารเรืองแสงเป็นเทคนิคท่ีแม่นย า แต่ใช้เวลาใน
การตรวจนาน (มากกว่า 3 วัน) ในขณะท่ีการใช้เทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตรวจตัวอสุจิเป็นกลุ่มในน้ าเชื้อเป็นเทคนิคท่ีท าได้เร็วก ว่า 
(ใช้เวลา 3-6 ชม.) แต่มีความแม่นย าน้อยกว่าเพราะเป็นเทคนิคท่ีใช้การประมาณการ จุดประสงค์ของการทดลองนี้คือ เพื่อพัฒนาเทคนิคใหม่ท่ี
เร็วกว่าการติดฉลากดีเอ็นเอด้วยสารเรืองแสง แต่แม่นย ากว่าการใช้เทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตรวจตัวอสุจิเป็นกลุ่มในน้ าเชื้อ ในการ
ทดลองน้ีคณะวิจัยได้พัฒนาเทคนิคท่ีรวดเร็วและแม่นย าในการตรวจเพศอสุจิ โดยใช้เทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์กับเซลล์
เดี่ยวโดยใช้สีไซบ้ากรีน (single cell SYBR® green real-time PCR) ร่วมกับการวิเคราะห์กราฟการสลายดีเอ็นเอ (Melt curve analysis) 
โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อโครโมโซม 1 และโครโมโซมวาย เอ็นไซม์ KAPA SYBR®DNA polymerase และ เครื่อง Rotor gene PCR 
platform ในการท าการท าปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และใช้เซลล์เม็ดเลือดขาวเดี่ยวจากสุกรท้ังเพศผู้และเพศเมียในการวิเคราะห์ความไว
และความจ าเพาะของเทคนิค จากผลการทดลองพบว่า เทคนิคน้ีจะใช้เวลารวดเร็ว (<50 นาที) และแม่นย า โดยความไวของเทคนิคประมาณ
ร้อยละ 95-99 และร้อยละความจ าเพาะ 100 มีโอกาสในการวิเคราะห์ตัวอย่างผิดพลาดประมาณ ร้อยละ 3 เมื่อท าการทดสอบกับน้ าเชื้อสุกร 
พบว่าในน้ าเชื้อมีตัวอสุจิวายร้อยละ 52 และตัวอสุจิเอ็กร้อยละ 48 ซ่ึงตรงกับทฤษฎีว่าอัตราส่วนของตัวอสุจิเอ็กและตัวอสุจิวายในน้ าเชื้อสุกร
จะมีประมาณ 50:50 ผลการทดลองอาจสรุปได้ว่าการตรวจเพศเซลล์อสุจิด้วยเทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลทามกับเซลล์เดี่ยว
โดยใช้สีไซบ้ากรีนน้ันเป็นเทคนิคท่ีรวดเร็วและแม่นย า  
 
ค าส าคัญ: สุกร  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลทาม  การตรวจเพศอสุจิ  เซลล์เด่ียว 

1ห้องปฏิบัติการเซลล์ทางชีวการแพทย์และสัตวแพทย์คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ต.ศาลายา อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 
73170 
2ห้องปฏิบัติการน้้าเชื้อคณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลต.ศาลายา อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 73170 
3ภาควิชาเวชศาสตร์คลินิกและการสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลต.ศาลายา อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 73170 
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Abstract 18 

Boar semen cryopreservation was used for storage and distribution of highly genetic 19 

materials worldwide. It has been considered that plasma membrane X and Y sperm are 20 

different, therefor freezing and thawing process may affect X and Y sperm differently. The 21 
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objective of this study was to investigate the effect of cryopreservation on survival of X and 22 

Y sperm, particularly focus on the differences of cryomedia and thawing extenders. In this 23 

experiment we compared three cryomedia (CryoA, CryoB and CryoC) and three thawing 24 

extenders (BTS, Androstar® plus and Modena). Sperm swim-up technique was used to assess 25 

strongly survived sperm. Real time PCR was used to identify sex of sperm. The ratio of X-Y 26 

sperm in semen usually 50:50, but our results revealed that cryomedia and thawing extender 27 

could affect ratio of survived X and Y sperm, the specific combination of cryomedia and 28 

thawing extenders could significantly alter a survived X-Y sperm ratio. Using CryoC for 29 

semen freezing and BTS as thawing extender gave a higher number of survived swim-up Y 30 

sperm (62%) than control (51%). Conversely, semen freezing with CryoB and thawing with 31 

Androstar® plus gave a lower number of survived swim-up Y sperm (32%) than control 32 

(68%). Both treatment were statistic difference from the control (P<0.05). In conclusion the 33 

present study revealed that using defined combination of cryomedia and thawing extender 34 

affected X-Y sperm ratio in vitro, however; more in vivo study need to test the possibility to 35 

apply in pig industry. 36 

Keyword Boar semen, Cryopreservation, X and Y sperm 37 

 38 

Introduction 39 

Cryopreservation has been used to preserve and store biological samples including semen 40 

worldwide in many species (Barbas and Mascarenhas 2009). Cryopreserved semen can be 41 

used to help infertility patients (Gonzalez et al., 2012), effective management of farm animal 42 

breeding (Kaeoket et al., 2010a), fast distribution of high genetic samples (Buranaamnuay et 43 

al., 2010), and conservation of endangered species (Thongtip et al., 2004). However, semen 44 
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freezing and thawing process can damage sperm plasma membrane and cytoskeleton 45 

resulting in decreasing sperm motility and viability (Sa-Ardrit et al., 2006). 46 

In the last decade many reports (Chen et al., 2012, De Canio et al., 2013) and patents 47 

(Spaudling 1990, Blecher and Detmar 2001, Hudson and Ravelich 2009, Cumming et al., 48 

2010) using modern proteomic technology reveal the differences in protein expression 49 

between X and Y sperm, these proteins include sperm plasma membrane and cytoskeleton 50 

proteins. The variation of these proteins may produce a different physical and biochemical 51 

properties between X and Y sperm. In the present studies we hypothesised that 52 

cryopreservation might affect the survival of X and Y sperm differently. The objective of this 53 

study was to investigate the effects of cryomedia and thawing extenders on survival of 54 

frozen-thawed X and Y boar sperm. 55 

 56 

Material and Methods 57 

Animals 58 

Three Duroc boars (1-3 years old) were used for semen collection by gloved hand technique. 59 

Microscopic sperm motility and morphology test was used to validate semen quality. Semen 60 

that had > 70% sperm motility and ≥ 80% normal morphology was selected for 61 

cryopreservation. Three straws of frozen semen from each boar were randomly selected for 62 

the experiment. The research proposal of this project was approved by the Faculty of 63 

Veterinary Science-Animal Care and Use Committee (FVS-ACUC) of Mahidol University. 64 

 65 

Sperm Cryopreservation 66 
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Sperm cryopreservation was slightly modified from previous reports (Wongtawan et al., 67 

2006, Kaeoket et al., 2012). Three different formulas of cryomedia were used and named 68 

CryoA, CryoB and CryoC. Each cryomedia contained three extenders and were named Ext-1, 69 

Ext-2 and Ext-3. Ext-1 and Ext-3 were used in those three formulas, but different type of Ext-70 

3. Firstly, semen was diluted 1:1 (v/v) with Ext-1 (Modena extender, Swine Genetics 71 

International, Iowa, USA). Then 50 mL diluted semen was cooled at 15°C for 120 min and  72 

centrifuged at 800 × g, 15°C for 10 min (Hettich Rotanta 460R, Andreas Hettich GmbH & 73 

Co, Germany). The supernatant was removed, and sperm pellet was re-suspended (2:1) with 74 

Ext-2, and was incubated at 5°C for 90 min. Three different formulas of Ext-2 were used. 75 

Ext-2A contained 2% King™ rice bran oil (Thai Edible Oil Ltd, Bangkok, Thailand) in LEY 76 

medium (80 mL of 11% lactose and 20 mL egg yolk) and was added to CryoA. Ext-2B 77 

contained 1% Biogrow™ rice brand and germ oil (Biogrow Ltd, Bangkok, Thailand) in LEY 78 

medium and was added to CryoB. Ext-2C was LEY medium and was added to CryoC. 79 

Thereafter sperm solutions were mixed with a half volume of Ext-3 (89.5% LEY extender 80 

with 9% v/v glycerol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1.5% v/v Equex-STM® 81 

(Nova Chemical, Pensylvania, USA)). The sperm concentration finally was 1.0×109 82 

sperm/mL, and it was loaded into 0.5 mL PVC straws (Bio-Vet, Z.I. Le. Berdoulet, France) 83 

and sealed with plasticine. Sperm were frozen in a controlled-rate freezer (IceCube 14s, Sy-84 

lab, Neupurkersdorf, Austria). The cooling/freezing rate was as follows: 3°C/min from +5 to 85 

-5°C, 1 min of holding time and then 50°C/min from −5 to −140°C. After that, the straws 86 

were immediately plunged into liquid nitrogen (−196°C) for long term storage. 87 

Thawing of frozen sperm  88 

Straws of frozen sperm were plunged into water bath at 50°C for 12 sec. After that samples 89 

were gently diluted in 30 mL of 37 ºC pre-warm thawing extender. Three commercial 90 

extenders: Modena (Swine Genetics International, Iowa, USA), Beltsville Thawing Solution 91 
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(BTS) (IMV Technology, L’Aigle, France) and Androstar® Plus (Minitube, Tiefenbach, 92 

Germany) were used as thawing extender.  93 

Sperm swim up 94 

After thawing, 30 mL of sperm in extender were incubated in 37 °C incubator for 15 min to 95 

allow strongly viable sperm to swim up to the surface of solution. Thereafter 10 mL of 96 

surface solution containing swim up sperm were collected for cell counting and quantification 97 

of X and Y sperm. 98 

Real-time PCR 99 

Real-time PCR has been used follow previously description (Korchunjit et al., 2014). KAPA 100 

SYBR®Fast qPCR Master Mix (2x) Universal (KAPA Biosystem, Woburn, MA USA) was 101 

used for PCR reaction. Primers were synthesised by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), 102 

the primer sequences has been designed and used in previous publications.(Rubes et al., 103 

1999, Parrilla et al., 2003, Choi et al., 2009, Mohammadi et al., 2011, Korchunjit et al., 104 

2014). Chromosome 1, (244 bp), forward primer: 5’ GTTGCACTTTCACGGACGCAGC 3’, 105 

and reverse primer: 5’ CTAGCCCATTGCTCGCCATAGC 3’.  Chromosome Y, (377 bp), 106 

forward primer: 5’ AATCCACCATACCTCATGGACC 3’, and reverse primer:  5’ 107 

TTTCTCCTGTATCCTCCTGC 3’. The PCR platform was Rotor gene 6000 (Qiagen, 108 

Hilden, Germany). The fluorescence pattern, melt curve analysis and quantification analysis 109 

were performed using Rotor gene software 6.1 (Qiagen, Hilden, Germany).  110 

Real-time PCR reaction program protocol: Step 1, Pre-denaturation (95 °C for 1 min); Step 2, 111 

cycling, 95 °C for 5 sec (denaturation), 58 °C for 20 sec (annealing), performed 30-35 cycles; 112 

Step 3, final extension, 72 °C for 3 min; Step 4, post PCR Melt setting, temperature was 113 



6 
Manuscript 

increased from 72 °C to 99 °C by rising 1 °C each step, waited for 15 sec on first step and 4 114 

sec on each step afterwards.  115 

Quantification of X and Y sperm  116 

Approximate comparison of three cryomedia and three thawing extenders was performed 117 

using total sperm PCR and comparative quantification of Y sperm. Thereafter the best 118 

combinations of cryomedia and thawing extender were selected based on the preference of 119 

sperm sex. The preference of sperm sex by defined combinations of cryomedia and thawing 120 

extender were validated using single sperm real-time PCR and melt curve analysis. 121 

Comparative quantification  122 

Comparative or relative quantification (Pfaffl 2006) of Y chromosome from whole semen 123 

was used to approximately measure and compare Y sperm between samples. It was cheaper 124 

and quicker, but less accurate than single sperm detection. DNA of total sperm was extracted 125 

by using Azupure DNA purification kit (BIOTEC, Bangkok, Thailand). Quantification of 126 

chromosome 1 was performed and used to normalisation of chromosome Y quantification. 127 

Comparative quantification was performed after finishing real-time PCR by using function 128 

comparative quantification in Rotorgene 6.1 software (Qiagen, Hilden, Germany).  The 129 

results were report fold time difference between samples. Three internal replication of PCR 130 

were used for one sample. 131 

Single sperm sex identification 132 

Single sperm were collected and lysed as a previous report (Korchunjit et al., 2014). Briefly 133 

sperm was diluted in 0.1% Poly vinyl alcohol (PVA)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 134 

Phosphate buffer saline (PBS)(PAA, GE Health Care, Velizy-Villacoublay, France) on 10 cm 135 

petri dish (Sterilin, Newport, U.K.), and observed under inverted microscope (Olympus, 136 
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Tokyo, Japan) using 400x magnification. Single sperm was collected using mouth pipette into 137 

20 µl PCR tube, and lysed with 5 µL of lysis buffer contained 200 mM KOH (Sigma-Aldrich, 138 

St. Louis, MO, USA) and 50 mM DTT (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Malaysia), 139 

incubated at 65 °C for 10 min. Then 5 µL of neutralising buffer contained 900 mM Tris-Cl, 140 

pH8.3 (Promega, Madison, WI, USA), 300 mM KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 141 

and 200 mM HCl (Merck Millipore, Billerica, MA, USA), was added. Fifteen microliter of 142 

KAPA® PCR master mix with primer was added before performing real-time PCR. Analysis 143 

of chromosome Y and chromosome 1 was done based on the fluorescence pattern following 144 

the previous publication (Korchunjit et al., 2014). 145 

Statistical analysis 146 

Comparative quantification of Y sperm was presented as Mean+SD, and statistical difference 147 

was analysed using ANOVA and student’s t test. Sex identification by single sperm real-time 148 

PCR technique was represented as percentage of Y and X sperm, and statistical difference 149 

was calculated using Chi-square technique. SPSS version 19 statistic software was used 150 

under Mahidol University license.  151 

 152 

Results 153 

Effect of cryomedia on survival of X and Y sperm 154 

In this experiment we tested whether cryomedia affect survival of X and Y sperm differently. 155 

Three different cryomedia (CryoA, CryoB and CryoC) were used and sperm swim-up 156 

technique was performed to select strongly survived sperm. Modena thawing extender was 157 

used to dilute sperm. Swim-up sperm was counted and chromosome Y was relatively 158 

quantified. 159 
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The results showed that CryoB tend to give a higher number of swim-up sperm than other 160 

cryomedia (Table 1). CryoA seem to give a relatively highest number of Y sperm whereas 161 

CryoC seem to give relatively lowest number of Y sperm (Table 1). However, no statistical 162 

difference (P>0.05) was found between cryomedia.  163 

 164 

Table 1 Effect of cryomedia on number of swim-up sperm and relative number of Y 165 

spermatozoa (Mean+SD) 166 

Cryomedia CryoA CryoB CryoC 

No. of swim-up sperm (x105) 
155+69 169+24 151+25 

Comparative Quantification 
1.01+0.14 0.89+0.28 0.86+0.38 

No statistical difference between treatments P>0.05.  167 

Effect of thawing extenders on survival of X and Y sperm 168 

In this experiment we tested whether thawing extenders used after thawing frozen semen 169 

could affect survival of X-Y sperm differently. Three different thawing extenders (Modena, 170 

BTS, Androstar® plus) were used and swim up method were used for select strongly survived 171 

sperm. Modena extender tends to give a higher number of swim-up sperm than other 172 

extenders (Table 2). BTS gave give highest number of Y sperm whereas Androstar® plus 173 

gave lowest number of Y sperm (Table 2); however, no statistical difference (P>0.05) was 174 

found between thawing extenders. 175 

 176 

Table 2 Effect of thawing extenders on number of swim-up sperm and relative number of Y 177 

spermatozoa (Mean+SD) 178 
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Thawing extender 

Androstar

®plus BTS Modena 

No. of swim-up sperm (x105) 
174+56 182+49 184+49 

Comparative Quantification 
1.00+0.00 1.49+0.77 1.07+0.25 

 No statistical difference between treatments P>0.05 179 

 180 

Defined combination of cryomedia and thawing extender can separate X and Y sperm 181 

Although no statistical difference was found from initial experiments, our results suggested 182 

that combining specific cryomedia and thawing extenders may use to select X and Y sperm 183 

from frozen-thawed semen. For Y sperm selection, we froze semen with CryoA and diluted 184 

frozen-thawed semen with BTS. For X sperm selection we froze sperm with CryoC and 185 

diluted frozen-thawed semen with Androstar® plus. Identification of X and Y sperm was 186 

performed using single-sperm real-time PCR and the percentage of X and Y sperm was 187 

calculated. The results showed that a combination of CryoA and BTS gave 62% of swim-up 188 

Y sperm and 38% of X sperm. Whereas a combination of CryoC and Andro star® plus gave 189 

32% of swim-up Y sperm and 68% X sperm (Table 3). Both treatments were statistical 190 

difference from the control (P<0.05). 191 

 192 

Table 3 Sperm sexing using specific combination of cryomedium and thawing extender. 193 

Percentage of X-Y spermatozoa was analysed using single sperm real-time PCR. 194 

Freeze/Thaw solution 
     % Sperm (n) 
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Y X P Value 

CryoA+BTS 62 (124) 38 (76) P = 0.03 

CryoC+Androstar® plus 32 (64) 68 (136) P=0.0002 

Control sperm 51 (102) 49 (98)  

*Control sperm was randomly selected from frozen-thawed semen before performing swim-up technique.  195 

 196 

Discussion 197 

In these studies we found the different effect of cryopreservation on survival of X and Y 198 

sperm. The ratio of survived frozen-thawed X and Y sperm in vitro depended on combination 199 

of cryomedia and thawing extenders. Y sperm preferred combination of CryoA 200 

(Cryomedium) and BTS (Thawing extender) whereas CryoC and Androstar® plus favoured X 201 

sperm survival.  202 

The different effect of cryopreservation on X and Y sperm may explain by a different 203 

composition of cell membrane. There are several reports show that X and Y sperm contain 204 

different expression of membrane proteins (Cumming et al., 2010, Chen et al., 2012, De 205 

Canio et al., 2013). The effect of cryomedia and thawing extender on cryopreserved X and Y 206 

sperm may due to the interaction of media component to sperm membrane protein and lipid. 207 

CryoA contains rice bran oil which includes fatty acid, vitamin E and oryzanol (Rukmini and 208 

Raghuram 1991).  Fatty acid may integrate into cell membrane and alter structure of rate into 209 

lipid cell membrane while oryzanol and vitamin E have antioxidant property. Recent reports 210 

reveals that addition of rice bran oil (Kaeoket et al., 2012) or vitamin E (Mendez et al., 2013) 211 

can benefit sperm quality of cryopreserved boar. This mechanism involves the prevention of 212 

lipid oxidation and protein peroxidation (Parrado et al., 2003). Androstar® plus extender 213 

differ from BTS in which it contains bovine serum albumin (BSA) and Hepes (Gadea 2003).  214 
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Albumin in Androstar® plus extender may interact with plasma membrane by provide 215 

antioxidant protection and promote change of cholesterol (Aitken and Nixon 2013). It help to 216 

maintain sperm quality (sperm motility and acrosomal integrity) in 8 day of cold storage 217 

(Kaeoket et al., 2010b).  218 

The record of 203 woman in artificial insemination program from 1987-1994, using standard 219 

cryopreservation of human sperm revealed that more male children are born more than 220 

female (101 vs 83) (Sidhu et al., 1997), but several studies revealed that chromosome and sex 221 

ratios of sperm are not affected by cryopreservation (X=53.5%) (Chernos and Martin 1989, 222 

Martin et al., 1991, Pu and Chen 2002). However, differ from our study the record from 223 

human infertility clinic does not compare directly between cryopreservation medium and 224 

thawing extender.  225 

Normally cryopreserved boar sperm are not popular in pig AI due to lower pregnancy rate 226 

and farrowing number (Wongtawan et al., 2006). It has been used specifically in genetically 227 

valuable breeder (Didion et al., 2013). The ability to select sex of sperm may increase the 228 

value of cryopreserved boar sperm. 229 

Notably, the result of our in vitro study may not directly represent the in vivo result due to 230 

many factors involve during fertilisation and implantation. Therefore, further in vivo 231 

investigation will be essential, especially on practical application and sex ratio of the 232 

offspring. 233 
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