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4
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มความแม่นย�ำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อโดยการเสริม ethidium bromide 
(EB) หรือ CuSO

4 
(CS) ในปฏิกิริยา LAMP ท�ำการเก็บรังไข่โคเนื้อจากโรงฆ่าสัตว์ น�ำมาเจาะดูดโอโอไซต์จากฟอลลิเคิล 

ประเมินอัตราการเก็บโอโอไซต์และลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพาะเลี้ยงใน TCM-199 ที่ 38.5 ºซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
กระทั่งได้โอโอไซต์ที่เจริญพร้อมปฏิสนธิ ท�ำการปฏิสนธิและเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38.5 ºซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ประเมิน
อัตราการปฏิสนธิ จากนั้นเพาะเลี้ยงตัวอ่อนต่อไปอีกจนถึงระยะมอรูล่า ท�ำการแช่แข็งตัวอ่อน และเก็บตัวอ่อนที่อุณหภูมิ 
-196 ºซ เพื่อรอการคัดเพศ สุ่มตัวอย่างตัวอ่อนโคเนื้อจ�ำนวน 35 ตัวอย่าง เพื่อสกัด DNA และเพิ่มจ�ำนวนโดยวิธี PCR เก็บ
ตัวอย่าง DNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20 ºซ แล้วน�ำมาคัดเพศโดยวิธี LAMP แบ่งเป็น 3 ทรีทเมนต์ ได้แก่ กลุ่มควบคุม กลุ่ม LAMP 
เสริมด้วย 1 mM EB และ กลุ่ม LAMP เสริมด้วย 1 M CS ผลการศึกษาพบว่า เปอร์เซ็นต์การคัดเพศในโคเนื้อโดยการเสริม 
EB ให้ผลดีกว่าการเสริมด้วย CS และกลุ่มควบคุม (P<0.01) (100.0, 74.3 และ 57.2% ตามล�ำดับ) ความแม่นย�ำในโค
เนื้อโดยการเสริม EB สูงที่สุด รองลงมา คือ การเสริม CS และกลุ่มควบคุม (P>0.05) (42.5, 35.0 และ 22.5% ตามล�ำดับ) 
ดังนั้นสรุปได้ว่า การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม EB ที่ความเข้มข้น 1 mM สามารถเพิ่มความแม่นย�ำในการ
คัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพ และการเสริม CS ที่ความเข้มข้น 1 M ไม่สามารถเพิ่มความแม่นย�ำในการ
คัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้
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บทน�ำ

	 การเลีย้งสตัว์ในประเทศไทยได้มกีารน�ำเทคโนโลยี

ต่างๆ มาประยกุต์ใช้ เช่น การผสมเทยีม การย้ายฝากตวั

อ่อน การผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกาย เป็นต้น ซึ่ง

เทคโนโลยีเหล่านี้ช่วยในการปรับปรุงพันธุกรรม และ

เป็นการกระจายพนัธกุรรมทีม่ลีกัษณะทีต้่องการได้อย่าง

รวดเรว็ (มงคล, 2543) ในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์ การ

ควบคมุอตัราส่วนของเพศเป็นส่วนหนึง่ของการจดัการ

ฟาร์มในการผลิตลูกสัตว์ให้ได้เพศตามต้องการเพื่อใช้

ทดแทนฝูงสัตว์ และส่งผลก�ำไรต่อผู้ผลิต ซึ่งการเลี้ยง

โคเนือ้มคีวามต้องการเพศผูม้ากกว่าเพศเมยี เนือ่งจาก

เพศผูม้อีตัราการเจรญิเตบิโตสงู หรอืใช้เป็นพ่อพนัธุ ์ทัง้นี้

การผลติตวัอ่อนภายนอกร่างกายท�ำให้มคีวามก้าวหน้า

ในเรือ่งการคดัเพศมากขึน้ เทคนคิทีใ่ช้ในการคดัเพศมี

หลายวธิ ีซึง่วธิทีีน่ยิมคอื polymerase chain reaction 

(PCR) แต่วธิกีารนีต้้องใช้อปุกรณ์ทีม่คีวามซบัซ้อน ไม่

เหมาะสมกบัการปฏบิตังิานในภาคสนาม และใช้เวลา

นาน ในปัจจุบันนี้ได้มีการพัฒนาเทคนิค LAMP ซึ่ง

สามารถท�ำได้ในภาคสนามและใช้เวลาสัน้กว่า

	 LAMP และ PCR มหีลกัการการท�ำงานทีค่ล้ายคลงึ

กนัคอื การเพิม่จ�ำนวน DNA แต่อย่างไรกต็ามมคีวาม

แตกต่างระหว่าง LAMP และ PCR กล่าวคือ LAMP 

สามารถตรวจสอบด้วยตาเปล่า และหากมีการเสริม 

EB และ CS ท�ำให้มลีกัษณะปรากฏทีช่ดัเจนขึน้ แต่วธิี 

PCR ต้องตรวจจากแถบ DNA (Zoheir and Ahmed, 

2010) ดงันัน้วตัถปุระสงค์ของการศกึษาครัง้นีเ้พือ่เพิม่

ความแม่นย�ำในการคดัเพศตวัอ่อนโคเนือ้โดยการเสรมิ 

EB หรอื CS ในปฏกิริยิา LAMP 

วิธีการศึกษา

	 การศึกษานี้แบ่งเป็น 3 ทรีทเมนต์ ดังนี้ ทรีทเมนต์

ที่ 1 กลุ่มควบคุม ทรีทเมนต์ที่ 2 กลุ่ม LAMP เสริมด้วย 

EB ทีค่วามเข้มข้น 1 มลิลโิมล และ ทรทีเมนต์ที ่3 กลุม่ 

LAMP เสริมด้วย CS ที่ความเข้มข้น 1 โมล

การเก็บตัวอย่างรังไข่และเตรียมโอโอไซต์เพื่อ

พร้อมปฏิสนธินอกร่างกาย

	 เก็บรังไข่โคเนื้อจากโรงฆ่าสัตว์ แช่ในน�ำ้เกลือที่มี

ความเข้มข้น 0.9% รกัษาอณุหภมูไิว้ที ่37 ºซ (Gordon, 

2005) ท�ำการเก็บโอโอไซต์ แล้วน�ำโอโอไซต์มาเพาะ

เลีย้งด้วยน�ำ้ยา TCM-199 ปิดทบัด้วย mineral oil เพาะ

เลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 38.5 ºซ ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

(Hochi et al., 1998)

การเตรียมอสุจิและการปฏิสนธินอกร่างกาย

	 ปฏสินธโิดยน�ำโอโอไซต์ใส่ในจานทีม่ ี IVF-SAGE 

mediaTM จากนัน้เตรยีมน�ำ้เชือ้ 1 หลอด ละลายในน�ำ้ที่

อณุหภมู ิ37 ºซ เป็นเวลา 30 วนิาท ีเตมิน�ำ้ยา fertiliza-

tion medium 1000 ไมโครลติร ท�ำการป่ันเหวีย่ง 700 

รอบ เป็นเวลา 8 นาที น�ำส่วนที่เป็นตะกอนมาบ่มกับ 

ABSTRACT: The study was conducted to determine effect of EB or CS supplements in LAMP reaction on greater 
accuracy of sexing cattle embryos.  Bovine ovaries were collected from the slaughterhouse, oocytes were aspirated 
from follicles then were evaluated morphology. Oocytes were cultured in TCM-199 at 38.5 ºC 24 h.  For in vitro 
fertilization (IVF), oocytes were co-incubated with spermatozoa at 38.5 ºC 24 h.  Fertilization rate was evaluated and 
then the embryos were in vitro cultured until morula stage.  Then, embryo samples were frozen and stored at -196 
ºC.  Frozen embryos (n=35) were randomly extracted for total cellular DNA and amplified by PCR method.  DNA 
samples were stored at -20 ºC.  Sexing was determined by modification of LAMP method with either 1mM EB or 
1M CS supplementation.  The result found that percentages of sex detection in bovine was greater (P<0.01) in EB 
supplemented than CS and control groups (100.0, 74.3 and 57.2%, respectively).  Percentages of accuracy of sexing 
bovine embryo supplemented with EB was the greatest, followed by the LAMP+CS and the control (42.5, 35.0 and 
22.5%, respectively).  Based on this study, conclusions were as follows. The LAMP reaction application by using 1 
mM EB effectively increased the accuracy of sexing bovine embryos and supplemented with 1 M CS did not increase 
accuracy of sexing bovine embryos.
Keywords: LAMP reaction, sexing embryo, bovine
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fertilization medium ทีตู่ท้ีอ่ณุหภมู ิ38.5 ºซ เป็นเวลา 

20 นาที ดูดของเหลวที่อยู่ข้างบนออกมา (swim-up) 

แล้วย้ายเข้าไปใส่ใน microdrops เพาะเลีย้งทีอ่ณุหภมูิ 

38.5 ºซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (Rizos et al., 2003)

การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนภายนอกร่างกายและการ

แช่เข็งตัวอ่อน

	 ท�ำการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนที่ปฏิสนธิได้ โดยเปลี่ยน

น�้ำยาเพาะเลี้ยง (IVC-SAGE mediaTM) เพาะเลี้ยงใน

ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 38.5 ºซ (Gandhi et al., 2000) เมื่อได้

ตัวอ่อนระยะมอรูล่า น�ำมาแช่ในสารละลายแช่แข็งซึ่ง

ประกอบไปด้วย TCM-199 เสริมด้วยกลีเซอรอล 20% 

เป็นเวลา 1 นาท ีแล้วบรรจลุงในหลอดขนาด 0.25 มล. 

เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เพื่อรอการคัดเพศ (Yang 

et al., 1992)

การสกัด DNA

	 ท�ำละลายโดยการน�ำหลอดบรรจุตัวอ่อนสัมผัส

อากาศ 10 วินาที น�ำมาจุ่มในน�้ำอุ่น 36 ºซ 3 นาที จาก

นัน้จงึน�ำตวัอ่อนออกจากหลอด และล้างในสารละลาย 

TCM-199 จ�ำนวน 3 ครั้งๆ ละ 2 นาที (Van et al., 

1995) สกัด DNA โดยใช้ชุดสกัดส�ำเร็จรูป TriPure 

reagentÒ เมื่อได้ DNA จากการสกัดน�ำไปเก็บรักษา

ไว้ที่อุณหภูมิ -20 ºซ 

การเพิ่มจ�ำนวน DNA โดยวิธี PCR วิธี LAMP

	 โดยเตรียม PCR mix ปริมาตร 9 ไมโครลิตร โดย

เติม DNA ที่สกัดได้ 1 ไมโครลิตร vortex อย่างเบาๆ 

น�ำ PCR reaction tube มาเข้าเครื่อง PCR เมื่อสิ้น

สุดโปรแกรม น�ำมาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 ºซ เพื่อ

รอการคัดเพศ จากนั้นเตรียม LAMP reaction จ�ำนวน 

25 ไมโครลิตร ในหลอด male-specific primer และ 

male–female common primers และ DNA ที่ได้จาก

วธิ ีPCR 5 ไมโครลติร จากนัน้บ่มทีอ่ณุหภมู ิ95 ºซ เป็น

เวลา 5 นาท ีจากนัน้น�ำออกมาแช่น�้ำแขง็ แล้วเตมิ Bst 

polymerase (8.0 U) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 65 ºซ เป็น

เวลา 60 นาที และจะหยุดปฏิกิริยาที่ 80 ºซ เป็นเวลา 

10 นาที (Notomi et al., 2000) 

การตรวจสอบผล

	 ลกัษณะปรากฏของการคดัเพศโดยวธิ ีLAMP โดย

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทั้ง 2 หลอด หลัง LAMP 

reaction หากทัง้สอง reaction ให้ผล positive หรอืขุน่

ทัง้สอง จะเป็นเพศผู ้หากเกดิ positive เฉพาะ male–

female common primers จะเป็นเพศเมีย หลังจาก

นัน้แบ่งเตมิ EB และ CS การเตมิ EB จะท�ำให้เกดิการ

เปลีย่นสโีดยเพศผูจ้ะเป็นสชีมพอูมส้ม หากเป็นเพศเมยี

จะเป็นสส้ีม และ การเตมิ CS จะท�ำให้มลีกัษณะใสใน

เพศผู ้หากเป็นเพศเมยีจะมลีกัษณะขุน่ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
	 เปรยีบเทยีบความแม่นย�ำในการคดัเพศ โดยใช้เม

ทริกซ์จัตุรัส ซึ่งจะเปรียบเทียบคู่เหมือนของแต่ละทรีท

เมนต์ เปรยีบเทยีบความแตกต่างกลุม่ทีไ่ด้รบัทรทีเมนต์

เทยีบกบักลุม่ควบคมุโดยการทดสอบ Chi-square test 

(Steel et al., 1997)

ผลการศึกษา

	 ผลของการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ (n=35) พบ

ว่าในกลุ่ม LAMP+EB มีเปอร์เซ็นต์การคัดเพศดีกว่า 

LAMP+CS และกลุม่ควบคมุ โดยมคีวามแตกต่างทาง

สถิติอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่ง (P<0.01) (100.0, 74.3 และ 

57.2% ตามล�ำดับ) ดังแสดงใน Table 1 
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Figure 1 The natural light observation of the reaction tube using digital camera.  left shows the positive 
reaction (turbidity) (+,+; male) and right shows the negative reaction (transparency) (-,+; female).  Color 
change after addition of EB – left shows the positive reaction (salmon pink; male) and right shows the 
negative reaction (orange; female).  Precipitate formation after addition of CS – left shows the positive reaction 
(transparency; male) and right shows the negative reaction (turbidity; female). 

ผลของความแมนยําในการคัดเพศในโคเนื้อ พบวาในกลุม LAMP+EB สูงที่สุด รองลงมาคือ กลุม LAMP+CS และ
กลุมควบคุม แตไมมีความแตกตางทางสถิติ (P>0.05) (42.5, 35.0 และ 22.5% ตามลําดับ) ดังแสดงใน Table 2 
 
Table 2 Percentage of sex accuracy in bovine embryos 

Treatment LAMP LAMP+EB LAMP+CS Total % Accuracy 

LAMP - 6 3 9 22.5NS 

LAMP+EB 6 - 11 17 42.5NS 

LAMP+CS 3 11 - 14 35.0NS 
NS: non significant (P>0.05) 

 
วิจารณ 

จากการศึกษาพบวาการคัดเพศตัวออนโคดวยเทคนิค LAMP สามารถคัดเพศได 57.2% ภายหลังที่มีการเสริม   
1 mM EB สามารถคัดเพศได 100% และ 1 M CS คัดเพศได 74.3% แตการศึกษาของ Zoheir and Ahmed (2010) 
พบวา 1 mM EB และ CS ที่ความเขมขน 6 ระดับ (0.5 M, 1 M, 1.5 M, 2 M, 3 M และ 5 M) สามารถคัดเพศได 100% 
สวนการศึกษาของ Hirayama et al. (2004) ไดศึกษาการคัดเพศโดยใชจํานวนเซลล พบวามีเปอรเซ็นตการคัดเพศ 100% 
เม่ือใชจํานวนเซลลของบลาสโตเมียร 4-5 เซลล และจากการรายงานของ Zhang et al. (2009) ไดทําการเปรียบเทียบการ
คัดเพศโดยใชวิธี LAMP กับ วิธี PCR และศึกษาอิทธิพลของตัวออนที่มีจํานวนเซลลต้ังแต 1, 3 และ 5 เซลล พบวาเม่ือใช
จํานวนเซลลตัวออน 1 เซลล การคัดเพศโดยวิธี LAMP มีเปอรเซ็นตความแมนยํา 78.0% สวนวิธี PCR มีเปอรเซ็นตความ
แมนยํา 74.0% แตเม่ือใชจํานวนเซลลตัวออน 5 เซลล ทั้งสองวิธีมีความแมนยํา 100% และเม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาใน
การคัดเพศวิธี LAMP ใชเวลาเพียง 1 ช่ัวโมง สวนวิธี PCR ใชเวลา 3.5 ช่ัวโมง การคัดเพศโดยใชเทคนิค LAMP เปนวิธีที่มี
ความเหมาะสมในการประยุกตใชในภาคสนาม ซ่ึงการศึกษาของ Hirayama et al. (2004) ไดคัดเพศโดยวิธี LAMP โดยใช
ตัวออนโค จํานวน 61 ตัวอยาง เปนเพศผู 23 ตัวอยาง และเพศเมีย 38 ตัวอยาง โดยมีการต้ังทอง 42.6% เม่ือโคออกลูกได
เพศผู 12 ตัว และเพศเมีย 21 ตัว ตรงกับการคัดเพศ 

 
สรุป 

 
การประยุกตใชปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม EB ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมล สามารถเพิ่มความแมนยําในการคัด

เพศตัวออนโคเนื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ และการเสริม CS ที่ความเขมขน 1 โมล ไมสามารถเพิ่มความแมนยําในการคัด
เพศตัวออนโคเนื้อได 
 

	 ลกัษณะปรากฏของการคดัเพศโดยวธิ ีLAMP โดย

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทั้ง 2 หลอด หลัง LAMP 

reaction การคัดเพศยืนยันจาก male-specific prim-

ers และ male–female common primers ดังแสดง

ใน Figure 1

	 ผลของความแม่นย�ำในการคัดเพศในโคเนื้อ พบ

ว่าในกลุ่ม LAMP+EB สูงที่สุด รองลงมาคือ กลุ่ม 

LAMP+CS และกลุ่มควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติ (P>0.05) (42.5, 35.0 และ 22.5% ตาม

ล�ำดับ) ดังแสดงใน Table 2

4 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ 
 เปรียบเทียบความแมนยําในการคัดเพศ โดยใชเมทริกซจัตุรัส ซ่ึงจะเปรียบเทียบคูเหมือนของแตละทรีทเมนต 
เปรียบเทียบความแตกตางกลุมที่ไดรับทรีทเมนตเทียบกับกลุมควบคุมโดยการทดสอบ Chi-square test (Steel et al., 1997) 
 

 
ผลการศึกษา 

ผลของการคัดเพศตัวออนโคเนื้อ (n=35) พบวาในกลุม LAMP+EB มีเปอรเซ็นตการคัดเพศดีกวา LAMP+CS 
และกลุมควบคุม โดยมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง (P<0.01) (100.0, 74.3 และ 57.2% ตามลําดับ) ดัง
แสดงใน Table 1  
 
Table 1 Percentage of sex detection in bovine embryos 
Treatment No. of embryos Detection % Detection 
LAMP 35 20 57.2b 
LAMP+EB 35 35  100.0a 
LAMP+CS 35 26 74.3ab 
a, b Different superscripts in the same column indicate significant difference among treatment groups (P< 0.05). 
 

ลักษณะปรากฏของการคัดเพศโดยวิธี LAMP โดยตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทั้ง 2 หลอด หลัง LAMP reaction 
การคัดเพศยืนยันจาก male-specific primers และ male–female common primers ดังแสดงใน Figure 1 

 
 Figure 1 	 The natural light observation of the reaction tube using digital camera.  Left shows the positive reac-

tion (turbidity) (+,+; male), and right shows the negative reaction (transparency) (-,+; female).  Color 
change after addition of EB – left shows the positive reaction (salmon pink; male), and right shows 
the negative reaction (orange; female).  Precipitate formation after addition of CS – left shows the 
positive reaction (transparency; male), and right shows the negative reaction (turbidity; female).
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วิจารณ์

	 จากการศึกษาพบว่าการคัดเพศตัวอ่อนโคด้วย

เทคนิค LAMP สามารถคัดเพศได้ 57.2% ภายหลัง

ที่มีการเสริม   1 mM EB สามารถคัดเพศได้ 100% 

และ 1 M CS คัดเพศได้ 74.3% แต่การศึกษาของ 

Zoheir and Ahmed (2010) พบว่า 1 mM EB และ 

CS ที่ความเข้มข้น 6 ระดับ (0.5 M, 1 M, 1.5 M, 2 

M, 3 M และ 5 M) สามารถคัดเพศได้ 100% ส่วน

การศึกษาของ Hirayama et al. (2004) ได้ศึกษาการ

คัดเพศโดยใช้จ�ำนวนเซลล์ พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การคัด

เพศ 100% เมื่อใช้จ�ำนวนเซลล์ของบลาสโตเมียร์ 4-5 

เซลล์ และจากการรายงานของ Zhang et al. (2009) 

ได้ท�ำการเปรียบเทียบการคัดเพศโดยใช้วิธี LAMP กับ 

วธิ ีPCR และศกึษาอทิธพิลของตวัอ่อนทีม่จี�ำนวนเซลล์

ตั้งแต่ 1, 3 และ 5 เซลล์ พบว่าเมื่อใช้จ�ำนวนเซลล์ตัว

อ่อน 1 เซลล์ การคัดเพศโดยวิธี LAMP มีเปอร์เซ็นต์

ความแม่นย�ำ 78.0% ส่วนวิธี PCR มีเปอร์เซ็นต์ความ

แม่นย�ำ 74.0% แต่เมื่อใช้จ�ำนวนเซลล์ตัวอ่อน 5 เซลล์ 

ทั้งสองวิธีมีความแม่นย�ำ 100% และเมื่อเปรียบเทียบ

ระยะเวลาในการคัดเพศวิธี LAMP ใช้เวลาเพียง 1 

ชั่วโมง ส่วนวิธี PCR ใช้เวลา 3.5 ชั่วโมง การคัดเพศ

โดยใช้เทคนคิ LAMP เป็นวธิทีีม่คีวามเหมาะสมในการ

ประยุกต์ใช้ในภาคสนาม ซึ่งการศึกษาของ Hirayama 

et al. (2004) ได้คดัเพศโดยวธิ ีLAMP โดยใช้ตวัอ่อนโค 

จ�ำนวน 61 ตวัอย่าง เป็นเพศผู ้23 ตวัอย่าง และเพศเมยี 

38 ตวัอย่าง โดยมกีารตัง้ท้อง 42.6% เมือ่โคออกลกูได้

เพศผู้ 12 ตัว และเพศเมีย 21 ตัว ตรงกับการคัดเพศ

สรุป

	 การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม EB 

ทีค่วามเข้มข้น 1 มลิลโิมล สามารถเพิม่ความแม่นย�ำใน

การคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ

การเสริม CS ที่ความเข้มข้น 1 โมล ไม่สามารถเพิ่ม

ความแม่นย�ำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้

ค�ำขอบคุณ
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Figure 1 The natural light observation of the reaction tube using digital camera.  left shows the positive 
reaction (turbidity) (+,+; male) and right shows the negative reaction (transparency) (-,+; female).  Color 
change after addition of EB – left shows the positive reaction (salmon pink; male) and right shows the 
negative reaction (orange; female).  Precipitate formation after addition of CS – left shows the positive reaction 
(transparency; male) and right shows the negative reaction (turbidity; female). 

ผลของความแมนยําในการคัดเพศในโคเนื้อ พบวาในกลุม LAMP+EB สูงที่สุด รองลงมาคือ กลุม LAMP+CS และ
กลุมควบคุม แตไมมีความแตกตางทางสถิติ (P>0.05) (42.5, 35.0 และ 22.5% ตามลําดับ) ดังแสดงใน Table 2 
 
Table 2 Percentage of sex accuracy in bovine embryos 

Treatment LAMP LAMP+EB LAMP+CS Total % Accuracy 

LAMP - 6 3 9 22.5NS 

LAMP+EB 6 - 11 17 42.5NS 

LAMP+CS 3 11 - 14 35.0NS 
NS: non significant (P>0.05) 

 
วิจารณ 

จากการศึกษาพบวาการคัดเพศตัวออนโคดวยเทคนิค LAMP สามารถคัดเพศได 57.2% ภายหลังที่มีการเสริม   
1 mM EB สามารถคัดเพศได 100% และ 1 M CS คัดเพศได 74.3% แตการศึกษาของ Zoheir and Ahmed (2010) 
พบวา 1 mM EB และ CS ที่ความเขมขน 6 ระดับ (0.5 M, 1 M, 1.5 M, 2 M, 3 M และ 5 M) สามารถคัดเพศได 100% 
สวนการศึกษาของ Hirayama et al. (2004) ไดศึกษาการคัดเพศโดยใชจํานวนเซลล พบวามีเปอรเซ็นตการคัดเพศ 100% 
เม่ือใชจํานวนเซลลของบลาสโตเมียร 4-5 เซลล และจากการรายงานของ Zhang et al. (2009) ไดทําการเปรียบเทียบการ
คัดเพศโดยใชวิธี LAMP กับ วิธี PCR และศึกษาอิทธิพลของตัวออนที่มีจํานวนเซลลต้ังแต 1, 3 และ 5 เซลล พบวาเม่ือใช
จํานวนเซลลตัวออน 1 เซลล การคัดเพศโดยวิธี LAMP มีเปอรเซ็นตความแมนยํา 78.0% สวนวิธี PCR มีเปอรเซ็นตความ
แมนยํา 74.0% แตเม่ือใชจํานวนเซลลตัวออน 5 เซลล ทั้งสองวิธีมีความแมนยํา 100% และเม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาใน
การคัดเพศวิธี LAMP ใชเวลาเพียง 1 ช่ัวโมง สวนวิธี PCR ใชเวลา 3.5 ช่ัวโมง การคัดเพศโดยใชเทคนิค LAMP เปนวิธีที่มี
ความเหมาะสมในการประยุกตใชในภาคสนาม ซ่ึงการศึกษาของ Hirayama et al. (2004) ไดคัดเพศโดยวิธี LAMP โดยใช
ตัวออนโค จํานวน 61 ตัวอยาง เปนเพศผู 23 ตัวอยาง และเพศเมีย 38 ตัวอยาง โดยมีการต้ังทอง 42.6% เม่ือโคออกลูกได
เพศผู 12 ตัว และเพศเมีย 21 ตัว ตรงกับการคัดเพศ 

 
สรุป 

 
การประยุกตใชปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม EB ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมล สามารถเพิ่มความแมนยําในการคัด

เพศตัวออนโคเนื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ และการเสริม CS ที่ความเขมขน 1 โมล ไมสามารถเพิ่มความแมนยําในการคัด
เพศตัวออนโคเนื้อได 
 

4 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ 
 เปรียบเทียบความแมนยําในการคัดเพศ โดยใชเมทริกซจัตุรัส ซ่ึงจะเปรียบเทียบคูเหมือนของแตละทรีทเมนต 
เปรียบเทียบความแตกตางกลุมที่ไดรับทรีทเมนตเทียบกับกลุมควบคุมโดยการทดสอบ Chi-square test (Steel et al., 1997) 
 

 
ผลการศึกษา 

ผลของการคัดเพศตัวออนโคเนื้อ (n=35) พบวาในกลุม LAMP+EB มีเปอรเซ็นตการคัดเพศดีกวา LAMP+CS 
และกลุมควบคุม โดยมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง (P<0.01) (100.0, 74.3 และ 57.2% ตามลําดับ) ดัง
แสดงใน Table 1  
 
Table 1 Percentage of sex detection in bovine embryos 
Treatment No. of embryos Detection % Detection 
LAMP 35 20 57.2b 
LAMP+EB 35 35  100.0a 
LAMP+CS 35 26 74.3ab 
a, b Different superscripts in the same column indicate significant difference among treatment groups (P< 0.05). 
 

ลักษณะปรากฏของการคัดเพศโดยวิธี LAMP โดยตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทั้ง 2 หลอด หลัง LAMP reaction 
การคัดเพศยืนยันจาก male-specific primers และ male–female common primers ดังแสดงใน Figure 1 
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