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Azadirachtin from Neem seed has adverse effects on insects, fish and mammals.     Aim of this
study was to observe the subchronic effects of  Thai Neem (Azadirachta indica var.siamensis) seed
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The result showed that there  was  increment of the percentage relative liver weight (p< 0.05)
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dependent subchronic toxicity effects, on liver and blood of Tiger frogs.    
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บทที่ 1

บทนํา

ในปจจุบันมลภาวะที่เกิดกับส่ิงแวดลอมเปนปญหาระดับโลกที่หลายฝายเรงดําเนินการ
แกไขอยางเรงดวน เปนที่ทราบกันดีวาสารเคมีสังเคราะหที่ใชในการกําจัดศัตรูพืชกอใหเกิด
มลภาวะเปนอยางยิ่ง สําหรับประเทศไทยมีการใชสารเคมีปองกันและกําจัดศัตรูพืชในปริมาณมาก
สารกําจัดแมลงเปนสารกลุมหนึ่งในสารปองกันและกําจัดศัตรูพืชที่ตองนําเขาจากตางประเทศ       
ในป พ.ศ. 2538 มีการนําเขาของสารฆาแมลงปริมาณ 10,560 ตัน ซึ่งมีปริมาณสูงกวาป 2537 ถึง
37% (ขอมูลจากกรมวิชาการเกษตร) และมีแนวโนมที่สูงขึ้นเรื่อยๆ สารฆาแมลงที่ใชกันอยาง
แพรหลายมีมากกวา 1,000 ชนิด สารเหลานี้มิไดมีอันตรายตอแมลงเทานั้น แตยังมีผลทั้งทางตรง
และทางออมตอมนุษย สัตวและสิ่งแวดลอม นอกจากนี้การใชสารเคมีฆาแมลงตอเนื่องเปนเวลา
นาน ประสิทธิภาพในการทําลายแมลงศัตรูพืชกลับลดลง เพราะแมลงสามารถพัฒนาสรางความ
ตานทานขึ้นมาได ทําใหเกษตรกรตองเปลี่ยนชนิดของสารเคมีที่ใชฆาแมลงหรือเพิ่มความเขมขน
ใหสูงขึ้น หรือใชบอยครั้งขึ้น ซึ่งมีผลใหเกิดอันตรายตอผูใช ผูบริโภคและสิ่งแวดลอม รวมทั้งเพิ่ม
ตนทุนการผลิต (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541) แนวทางหนึ่งที่จะลดการใชสารเคมี
ทางการเกษตร คือ ใชพืชที่มีคุณสมบัติในการกําจัดศัตรูพืช ซึ่งจากการตรวจสอบเอกสารทางวิชา
การพบวาประเทศไทยมีพรรณพืชหลายชนิดที่มีสมบัติดังกลาว และสะเดาไทยก็เปนหนึ่งในพืชที่มี
สารกําจัดแมลง

สะเดาไทย Azadirachta indica var.siamensis Valeton  จัดอยูในวงศ Meliaceae เปน
พืชสมุนไพรที่มีความสําคัญทางการแพทย และมีสมบัติในการปองกันกําจัดแมลง เปนพืชที่ข้ึน
ทั่วไปในประเทศไทย สามารถนําสวนตางๆมาใชประโยชนได สารอินทรียที่สกัดไดจากสวนตางๆ
ของสะเดา ไดแก ใบ เปลือก ลําตน เนื้อผล และเมล็ด มีมากกวา 60 ชนดิ พบวาสวนของเมล็ด
สะเดามีสารอินทรียอยูมากที่สุด ใบและเมล็ดสะเดาเปนสวนที่ไดรับความสนใจมากในการนําไปใช
เปนยาฆาแมลง ตอมาพบวาสวนของเมล็ดจะออกฤทธิ์ดีที่สุด (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ,
2541) โดยในเมล็ดพบสาร azadirachtin A, azadirachtin B และ 1– tigloyl-3-acetyl
azadirachtol นอกจากนี้ยังพบสาร tertratriterpenoids ตัวอื่น คือ salannin, nimbin และกรด
ไขมันอีกหลายชนิด (อารมณ แสงวนิชย, 2541)
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สารออกฤทธิ์ที่มีผลในการกําจัดศัตรูพืชที่สําคัญ คือ azadirachtin A อยูในเนื้อเมล็ด
(seed kernal) ในสะเดา 3 สายพันธุ พบวา สะเดาอินเดียใหปริมาณสาร azadirachtin A สูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ  (4.7-7.8 มก./กรัม เนื้อในเมล็ด)  สะเดาไทยใหสาร azadirachtin A  0.5-4.6 มก./
กรัม เนื้อในเมล็ด Azadirachtin แยกไดคร้ังแรกจากเมล็ดสะเดาไทยโดย Morgan ในป ค.ศ.1967
ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางโครมาโตกราฟและการตกผลึก ไดเปนผลึกสีขาว มีสูตรโมเลกุล C35H34O16

สาร Azadirachtin มีผลตอแมลงในทุกระยะของแมลง แตระยะตัวหนอนหรือตัวออนจะ
ออนแอที่สุด สาร Azadirachtin มีสูตรโครงสรางคลาย molting hormone (ecdysone) ซึ่งมีผล
ยับยั้งการสรางและการทํางานของฮอรโมน ทําใหหนอนหรือตัวออนไมสามารถลอกคราบได        
สารสกัดสะเดาไมทําใหแมลงตายทันทีเหมือนกับสารฆาแมลงสังเคราะห แตจะเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมหรือขบวนการดํารงชีวิตของแมลง ทําใหแมลงหยุดกินอาหารหรือลดการขยายพันธุ

การใชสารสกัดสะเดาในการปองกันและกําจัดแมลงเริ่มมีการศึกษาอยางจริงจังครั้งแรกใน
ประเทศอินเดียเมื่อปพ.ศ. 2503 และตอมาในป พ.ศ. 2513 ในเยอรมัน และ พ.ศ. 2518 ในสหรัฐ
อเมริกา (Schmutterer, 1980) สารสกัดสะเดามีประสิทธิภาพสูงในการปองกันและกําจัดแมลง
หลายชนิด โดยมีรายงานจาก Schmutterer (1980), Sombatsiri และ Tigavattanont (1984) วา
สารสกัดสะเดาสามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ Coleoptera ได 20 ชนิด แมลงอันดับ
Lepidoptera 25 ชนิด และอันดับ Orthoptera 5 ชนิด นอกจากนั้นยังสามารถปองกันและกําจัด
แมลงในอันดับ Homoptera,Hemiptera และDipteraไดอีกดวย (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนท
และคณะ, 2541)

ถึงแมจะมีการสนับสนนุใหใชสารสกัดสะเดาในการกําจัดศัตรูพืช โดยอางเหตุผลวาความ
ปลอดภัยมากกวาสารเคมีสังเคราะห ในแงที่ความเปนพิษนอยกวา ไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนและสิ่งแวดลอม แตก็มีรายงานถึงพิษและผลกระทบตอส่ิงแวดลอมของสารสะเดาดังตอไปนี้

พิษตอสัตวน้ํามีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบพิษของสารสกัดสะเดาเครื่องหมายการคา 
Margan-O ถึงคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ในปลา rainbow trout เทากับ 8.8 มิลลิลิตร/ลิตร และ
การทดลองในหองปฏิบัติการกับสารสกัดสะเดา AZT-VR-K® พบวาปลาน้ําจืดขนาดเล็กชื่อ
guppies (Lebistes reticulatus) สามารถทนทานความเขมขนไดถึง 1,000 ppm. ในฟลิปปนสมี
รายงานวาน้ํามันสะเดา (neem oil) ไมมีอันตรายตอปลา Misgurus anguillicaudatus สวนการ
ทดสอบพิษในลูกปลานิลOrechromis niloticus ความยาวไมเกิน 4 นิ้ว ดวยสารสะเดา NSKE®,
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น้ํามันสะเดา 50%EC และ Endosulfan 40 และ 80% พบวาปลานิลตาย 100%ใน Endosulfan
ในขณะที่ตาย 20% ใน NSKE® และในปลาคารฟ Cyprinus carpio และปลานิลไดคาความ
เปนพิษของน้ํามันสะเดาที่ 24 ชั่วโมงมีคา LC50 1,124.6 และ  302.7 ppm. ตามลําดับ
(Jacobson, 1995) แตทั้ง น้ํามันสะเดา 50%EC และ NSKE®10% ในระดับความเขมขนต่ํากวา
0.1% กลับไมมีผลตอสัตวที่เปนผูลาอยางคางคก Bufo sp. แตในสหรัฐอเมริกามีรายงานการ
ทดลองใชสารสกัดสะเดา เครื่องหมายการคา Neem Away® กับการเจริญของลูกกบ African
Clawed Frog ที่ความเขมขน 2, 4, 7 ppm. พบวามีการเกิดรูปรางผิดปกติ (malformation) ข้ึน
ในกลุมทดลอง (McCormick, 1999)

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดีย
ตอเลือดของปลานิลOrechromis niloticus โดยใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขนต่ํา
25.07 มิลลิกรัม/ลิตรเปนเวลานาน 7 เดือน พบวาปลากลุมทดลองมีความผิดปกติของเลือด โดยที่
ปริมาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลง บงบอกถึงภาวะของโรคโลหิตจาง
และเกิดความผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเซลลเม็ดเลือดแดง สวนผลทางชวีเคมีของเลือดแสดง
ใหเห็นถึงความผิดปกติของตับและจากรายงานการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับปลา
นิลที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขน 10.41 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 5 เดือน
พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียกอใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อตับ โดยที่ความรุนแรงจะเพิ่ม
มากขึ้นตามระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดา (Janart และ Wattanasirmkit, 1997)และยังมี
รายงานถึงผลตอระบบสืบพันธุของปลานิลโดย Srijunngam และ Wattanasirmkit (1998) เมื่อใช
สารทดสอบชนิดและความเขมขนเดียวกับ Tangtong และ Wattanasirmkit (1998)   พบวาทําให
เกิดความเสียหายตอระบบสืบพันธุของปลานิล โดยไปรบกวนการเจริญของรังไขและทําใหปริมาณ
การวางไขลดลง

Schmutterer (1995) ใหขอสรุปเกี่ยวกับการใชสารสกัดสะเดาวาสารนี้ในปริมาณความ
เขมขนสูงเปนอันตรายตอลูกปลาและปลาขนาดเล็กและยังมีผลลดประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
ของ Blue green algae จึงควรหลีกเลี่ยงการใชสารสกัดสะเดาใกลแหลงน้ํา

นอกจากนี้ยังมีรายงานความเปนพิษของสะเดาในสัตวปก คือไก Brown hisex อายุ 7-35
วันกินอาหารผสมใบสะเดา 2% และ 5% นาน 2 สัปดาห มีผลทําใหไกกินอาหารไดนอยลง น้ําหนัก
ลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอตับและไต มีอาการของโลหิตจาง ระดับโปรตีนในซีร่ัมลดลง ในขณะที่
ระดับเอนไซม SGOT, Alkaline phosphatase และ Lactic dehydrogenase เพิ่มสูงขึ้น       
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(Larson, 1989)  Sadagopan และคณะ (1981) สรุปวาสะเดาไมเหมาะที่จะใชเปนอาหารไก
เนื่องจากมีผลตออวัยวะภายใน ถึงแมจะใหกินในระดับความเขมขนต่ําเพียง 2.5% ก็ยังทําใหเกิด
ความผิดปกติตอตับ ไต มาม ลําไส และในบางกรณียังมีผลตอหัวใจดวย

สําหรับความเปนพิษตอสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม Jacobson (1995) กลาววาสะเดามีพิษ
ตอสัตวมีกระดูกสันหลังบางชนิด รวมทั้งหนูและคน โดยเฉพาะในเด็ก การที่กินผลสุกของสะเดา
หรือการกินใบออนของสะเดาในอาฟริกา การนําใบสะเดามาชงดื่มแบบใบชาในอินเดีย มีรายงาน
วาถาไดรับในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีอาการคลื่นไส อาเจียน ทองเสีย เด็กออนในมาเลเซียที่
กินน้ํามันสะเดา 5 มิลลิลิตร เกิดอาการอาเจียน มีภาวะโลหิตเปนกรด และยังพบวาน้ํามันสะเดามี
ผลชักนําใหเกิดอาการ Reye’s syndrome นอกจากนี้ยังตรวจพบสาร Aflatoxin B และ G ซึ่งอาจ
มีผลทําใหเกิดมะเร็งตับอีกดวย และมีรายงานวาสารสกัดเมล็ดสะเดาทําใหเกิดการผาเหลาใน
แบคทีเรีย strains TA 98 และ TA 100 Salmonella typhimurium

Akah และ Onuogu (1991) ศึกษาพิษของสารสกัดใบสะเดาที่มีตอตับกระตาย พบวาใน
กระตายที่กินใบสะเดา 2,328 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนเวลา 4 สัปดาห มีอาการผิดปกติ
ที่ตับโดยที่ระดับเอนไซม SGPT SGOT และ ALP เพิ่มสูงขึ้น สอดคลองกับผลทางจุลพยาธิวิทยาที่
พบการตายของเซลลตับ และมีจํานวนทอน้ําดีเพิ่มข้ึน

ถึงแมจะมีรายงานวาสาร Azadirachtin ในสะเดาไมมีผลตอส่ิงแวดลอม ไมมีความเปน
พิษตอแมงมุม ไสเดือนดิน รวมทั้งแมลงที่ชวยผสมเกสร เชน ผ้ึง ผีเสื้อ และ แมงมุม แตจากรายงาน
ของนักวิจัยหลายกลุมช้ีใหเห็นวาสาร Azadirachtin ในสะเดาก็ยังมีพิษหลายอยางตอสัตวน้ําและ
สัตวเลือดอุน โดยเฉพาะการใชสารนี้ใกลแหลงน้ํายอมมีอันตรายตอสัตวน้ํา และในขณะนี้ใน
ประเทศไทยมีการใชสารสกัดสะเดากําจัดศัตรูพืชอยางแพรหลาย และสารสะเดาก็มีโอกาสที่จะลง
ไปในแหลงน้ําธรรมชาติหรือบอเลี้ยงปลา บอเลี้ยงกบ บอเลี้ยงกุง ซึ่งมักอยูในบริเวณเดียวกันใน
แหลงเกษตรกรรม ทําใหเกิดพิษตอสัตวน้ําเหลานี้ทั้งที่อยูในสภาพธรรมชาติและในบอของ
เกษตรกรเอง โดยเฉพาะกบซึ่งเปนสัตวที่คนนิยมบริโภคมาชานาน เปนอาหารโปรตีนที่ในอดีต
สามารถหาไดไมยากเนื่องจากอาหารของกบมีอยูอยางเพียงพอและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของกบ แตในปจจุบันสภาพแวดลอมเปลี่ยนแปลงไปมาก สงผล
ใหปริมาณกบในธรรมชาติลดลง ในขณะที่ความตองการบริโภคกบมีเพิ่มข้ึน ทําใหกบกลายเปน
อาหารที่มีราคาแพง (พงษพันธ อินทราวัฒน, 2539) เนื่องจากกบเปนสัตวที่ผิวหนังบอบบาง มีไขที่
ไมมีเครื่องปองกันอันตราย และกบยังอาศัยอยูทั่วไปทั้งบนบกและในน้ํา ทําใหกบสามารถรับ
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สารพิษไดงาย จึงเปนเสมือนตัวชี้คุณภาพของสิ่งแวดลอม (Netting, 2000) เพราะฉะนั้นกบนาใน
แหลงเกษตรกรรมจึงมีโอกาสไดรับสาร Azadirachtin ในผลิตภัณฑสะเดาที่เกษตรกรนิยมใชใน
ปจจุบัน จึงเกิดความสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย หรือสะเดาไทย111
ซึ่งเปนผลิตภัณฑสะเดาชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมมากที่สุดในประเทศไทยขณะนี้

วัตถุประสงค

1. เพื่อหาคามัธยฐานความเปนพิษอยางเฉียบพลันที่ 96 ชั่วโมงของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มี
ตอกบนา

2. เพื่อศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีตอตับและเลือดของกบนา

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

1. ทราบคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในกบนา เพื่อใชในการ
ศึกษาพิษตกคางที่มีผลตอส่ิงมีชีวิตในแหลงน้ํา

2. ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับและเลือดของกบนาที่ไดรับสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทยความเขมขนต่ํา เปนระยะเวลา 18 สัปดาห เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนใน
การพัฒนาการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมสงผลกระทบ
ตอสัตวน้ําในบริเวณที่ทําการเกษตรแบบผสมผสาน



บทที่ 2

บทสอบสวนเอกสาร

สะเดาไทย

สะเดาไทยเปนพืชยืนตนตระกูลเดียวกับมะฮอกกานี Brummit และคณะ (1993) และ
Lymann(1959) ไดจัดสะเดาไทยอยูใน

Family : Meliaceae
            Genus : Azadirachta

Species : Azadirachta indica  A. Juss
Variety : Azadirachta indica  var. siamensis Valeton

ชื่อสามัญ: Thai neem
ชื่อไทย :  สะเดาไทย สะเลี่ยม (ภาคเหนือ) และ กะเดา (ภาคใต) (Sombatsiri, 1995)

จากรายงานพันธุไมสกุลสะเดาในประเทศไทย พบวามีชื่อสกุลเดียวกันอยู 3 ชนิด ไดแก
- สะเดาอินเดีย (Azadirachta indica A. Juss)
- สะเดาชางหรือสะเดาเทียม (Azadirachta excelsa Jack)
- สะเดาไทย (Azadirachta indica  var. siamensis Valeton)

เมื่อกลาวถึงสะเดา นักวิทยาศาสตรชาวตางชาติจะหมายถึงสะเดาอินเดีย ชื่อสกุล Azadirachta    
มาจากภาษาเปอรเซียวา Azal-darakht-I-hindi แปลวา ตนไมที่ไมมีแมลงทําลายของอินเดีย
(พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)

ลักษณะทางชีววิทยา

สะเดาไทยเปนไมยืนตนผลัดใบขนาดกลาง ความสูง 15-20 เมตร แตกกิ่งกานที่เรือนยอด
ลําตนตรง เปลือกไมหนาสีเทาและเมื่ออายุมากจะแตกเปนรองตามยาว ใบสีเขียวเขมความยาว
มากที่สุดที่วัดได 45 เซนติเมตร ขอบใบหยักเล็กนอย กานใบสั้น ดอกสีขาวนวล มีกล่ินหอมออนๆ
ออกดอกใน ชวงเดือนธันวาคม- มกราคม ผลของสะดาไทยสุกประมาณเดือนเมษายน-พฤษภาคม
ใบออนและชอดอกของสะเดาไทยสามารถนํามารับประทานเปนผักได (Sombatsiri และคณะ,
1995)
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ตารางที่ 2.1 แสดงการเปรียบเทียบพืชสกุลสะเดาในประเทศไทย

    ขอเปรียบเทียบ    สะเดาไทย สะเดาอินเดีย      สะเดาเทียม
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
1. การเจริญเติบโต ปานกลางและทน โตชาและทนความ โตเร็วและตองการ
    และสภาพภูมิอากาศ ความแหงแลง แหงแลง ชุมชื้น
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
2. แหลงปลูกที่สําคัญ พบทั่วทุกภาคของไทย พบบางจังหวัด เชน พบมากทางภาคใต

(ยกเวนภาคใต) ตั้งแต ชลบุรี สกลนคร ตั้งแตชุมพรลงไป
สุราษฎรธานีลงไป มีการ
ปลูกนอย

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
3. ฤดูออกดอกติดผล ชวงกลางเดือนธันวาคม หมุนเวียนตลอดป ชวงเดือนธันวาคมถึง
    และผลสุก ถึงเมษายนของปถัดไป เมษายนของปถัดไป
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
4. ขนาดเมล็ดและ เมล็ดขนาดปานกลาง เมล็ดขนาดเล็ก เมล็ดโตแตติดผล
    ปริมาณติดผล ผลดก ผลดก ปานกลาง นอย
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
5. สวนที่นํามาใช เมล็ด ใบ เมล็ด ใบ เมล็ด ใบ
    ปองกันกําจัดศัตรูพืช
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
6. ปริมาณสาร ปานกลาง มาก นอย
    Azadirachtin 2-6 มก./ กรัม 3-7 มก./กรัม
    ในเมล็ด เนื้อในเมล็ด เนื้อในเมล็ด
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
7. ลักษณะใบ หยักเปนฟนเลื่อย หยักเปนฟนเลื่อย เรียบไมหยัก

                                                                                (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)
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รูปที่ 2.1 ลักษณะของสะเดาไทย (Azadirachta indica  var. siamensis Valeton)
A. แสดงภาพลําตนสะเดาไทย
B. แสดงเมล็ดสะเดาไทย

สะเดาไทยขึ้นทั่วไปทุกภาคของประเทศไทยทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออก
เฉียงเหนือ และยังพบในประเทศเพื่อนบาน เชน ลาว พมา และทางดานตะวันตกของประเทศ
กัมพูชา ในป 1993 มีการนําสะเดาไทยไปปลูกในออสเตรเลียและฟลอริดาในสหรัฐอเมริกา สะเดา
ไทยสามารถปลูกไดในสภาพอากาศและดินหลากหลาย ข้ึนไดดีในเขตที่ฝนตกตั้งแต 1-1,300
มิลลิเมตร และในสภาพดินที่มีคา pH ตั้งแต 6.2-6.5 แตไมพบในเขตที่ฝนตกชุกหรือที่ระดับความ
สูงตั้งแต 200 เมตร จากระดับน้ําทะเล (Sombatsiri และคณะ, 1995)

A.

B.
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สารออกฤทธิ์ในสะเดาไทย

สารอินทรียที่สกัดไดจากสวนตางๆของสะเดา ไดแก ใบ เปลือก ลําตน เนื้อผล และเมล็ด
มีมากกวา 60 ชนิด พบวาสวนของเมล็ดสะเดามีสารอินทรียอยูมากที่สุด ใบและเมล็ดสะเดาเปน
สวนที่ไดรับความสนใจมากในการนําไปใชเปนยาฆาแมลง ตอมาพบวาสวนของเมล็ดจะออกฤทธิ์
ดีที่สุด สําหรับใบเปนเพียงสารไลแมลงเทานั้น (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)
 โดยในเมล็ดพบสาร azadirachtin A, azadirachtin B และ 1– tigloyl-3-acetyl azadirachtol
นอกจากนี้ยังพบสาร tertratriterpenoids ตัวอื่น คือ salannin, nimbin และกรดไขมันอีกหลาย
ชนิด (อารมณ แสงวนิชย , 2541) สารออกฤทธิ์ตางๆ ถาเปนผลดิบจะพบ salannin มากในเมล็ด

สารออกฤทธิ์ที่มีผลในการกําจัดศัตรูพืชที่สําคัญ คือ azadirachtin A อยูในเนื้อเมล็ด
(seed kernal) ในสะเดา 3 สายพันธุ พบวา สะเดาอินเดียใหปริมาณสาร azadirachtin A สูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ (4.7-7.8 มก./กรัม เนื้อในเมล็ด) สะเดาไทยใหสาร azadirachtin A 0.5-4.6 มก./
กรัม เนื้อในเมล็ด Azadirachtin แยกไดคร้ังแรกจากเมล็ดสะเดาไทยโดย Morgan ในป ค.ศ.1967
ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางโครมาโตการฟและการตกผลึก ไดเปนผลึกสีขาว มีสูตรโมเลกุล C35H34O16

สูตรโครงสรางเเสดงในรูป 2-2 (Kraus, 1995)
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รูปที่ 2.2 แสดงสูตรโครงสรางเคมีของ Azadirachtin
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องคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันสะเดา พบวาสะเดาไทยมีกรดปาลมมิติกสูงสุด
32.8%เปนกรดไขมันอิ่มตัว สวนสะเดาอินเดียและสะเดาชางพบกรดโอลิอิกซึ่งเปนกรดไขมันไม
อ่ิมตัว พบสูงสุด 42.3% และ 43.6% กรดไขมันตัวอื่นพบปริมาณนอยมาก คือ กรดสเตียริก
กรดลิโนลิอิก กรดลิโนลินิก และกรดอแรชิโดนิก (อารมณ แสงวนิชย, 2541)

Azadirachtin เปนสารที่ไมเสถียร สลายตัวไดดวยภาวะตางๆดังนี้
1. ไดรับความรอนเกิน 60 องศาเซียลเซียส
2. แสง
3. กรด
4. ดาง

การอบและเก็บรักษาเมล็ดสะเดาไทย เนื่องจากเมล็ดสะเดาไทยเก็บเกี่ยวไดปละครั้ง โดยทั่วไป
เกษตรกรมักจะนําผลสะเดาไทยมาตากแดดแลวเก็บใสกระสอบไวใชตลอดป ซึ่งทําใหเมล็ดสะเดา
ไทยที่เก็บโดยวิธีดังกลาวมีคุณภาพต่ํา เนื่องจากสาร Azadirachtin สลายตัวอยางรวดเร็วในเมล็ด
ที่มีความชื้นสูงและเก็บในที่อุณหภูมิสูง จากการทดลองของสํานักวิจัยและพัฒนาการผลิตสาร
ธรรมชาติกรมวิชาการเกษตร พบวาวิธีการเก็บรักษาเมล็ดสะเดาไทยที่เหมาะสมที่สุด คือนําเมล็ด
มาอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อทําใหความชื้นในเมล็ดลดลง
เหลือ 11% และมีปริมาณสารออกฤทธิ์ Azadirachtin ในเนื้อเมล็ดมากกวา 2 มิลลิกรัม/น้ําหนัก
แหงของเนื้อในเมล็ด 1 กรัม และเมื่อนําเมล็ดที่เก็บโดยวิธีดังกลาวมาเก็บไวในหองปรับอากาศเปน
เวลา 1 ป พบวาความชื้นในเมล็ดไมเปลี่ยนแปลงและปริมาณสาร Azadirachtin ลดลงเพียง 27%
จากปริมาณเริ่มตน (อารมณ แสงวนิชย, 2541)

กรรมวิธีการสกัดสารออกฤทธิ์ที่ดีที่สุดคือ วิธี Liquid-Liquid extraction แลวนํามาตรวจ
วิเคราะหดวย HPLC (reverse phase) เปน isocractic method ใชคอลัมนชนิด ODS-11 ขนาด
250 x 40mm., 5 µm. มี mobile phase เปนน้ํา: อะซิโตไนไตล (H2O: CH3CN)= 40:60 มี UV
เปน detector ทําการตรวจวัดที่ความถี่คลื่นแสง 214 nm. และสําหรับการผลิตสะเดาชนิดน้ําจาก
เมล็ดสะเดาไทยของโรงงานตนแบบ กรมวิชาการเกษตร เร่ิมจากการนําเมล็ดสะเดาไทยที่อบแหง
มากระเทาะเปลือก แลวนําเนื้อในเมล็ดมาบดละเอียด นําผงสะเดาที่ไดไปสกัดดวยเฮกเซนเพื่อ
สกัดน้ํามันสะเดาออก จะเหลือสวนที่เปนกาก นํากากไปสกัดหาสารออกฤทธิ์ โดยใชเมธานอล
ละลายสารAzadirachtin ออกมา แลวแยกกากสะเดาออกเปนครั้งที่ 2 นําสารสกัดดวยเมธานอล
ไปลดปริมาตรจะไดสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่มีสารออกฤทธิ์ Azadirachtin 0.1-0.8% ขึ้น
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อยูกับคุณภาพของเมล็ดสะเดาไทย หลังจากนั้นนําสารสกัดหยาบไปผสมสารปรุงแตงเพื่อใชในการ
ปองกันและกําจัดศัตรูพืช

เมล็ดในสะเดาบดละเอียด

สกัดดวยเฮกเซน(3 คร้ัง)

กากผงสะเดา สารสกัดสะเดาที่เปนของเหลว
      (น้ํามัน+เฮกเซน)

สกัดดวยเมธานอล 3 คร้ัง นําไประเหยเฮกเซนออก (น้ํามันสะเดา)

สารสกัดที่เปนของเหลว              กากสะเดา

  ระเหยเมธานอลออก

สารสกัดเขมขน ผลิตปุย
           (crude extract)

รูปที่  2.3 แผนภูมิการสกัดสารออกฤทธิ์กําจัดแมลงจากเมล็ดสะเดา

สาร Azadirachtin มีผลตอแมลงในทุกระยะของแมลง แตระยะตัวหนอนหรือตัวออนจะ
ออนแอที่สุด สาร Azadirachtin มีสูตรโครงสรางคลาย molting hormone (ecdysone) ซึ่งมีผล
ยับยั้งการสรางและการทํางานของฮอรโมน ทําใหหนอนหรือตัวออนไมสามารถลอกคราบได สาร
สกัดสะเดาไมทําใหแมลงตายทันทีเหมือนกับสารฆาแมลงสังเคราะห แตจะเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม
หรือขบวนการดํารงชีวิตของแมลง ทําใหแมลงหยุดกินอาหารหรือลดการขยายพันธุ  ผลของสาร
Azadirachtin ที่มีตอแมลงสรุปไดดังนี้ (รัตนาภรณ พรหมศรัทธา, 2543)
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1. ยับยั้งการลอกคราบของหนอนและแมลง โดยไปขัดขวางและยับยั้งการสรางฮอรโมนที่
ใชในการลอกคราบ

2. ยับยั้งการกินอาหาร โดยทําใหการเคลื่อนที่ของระบบกระเพาะอาหารแมลงนอยลงจน
ไมทํางานในที่สุด

3. ยับยั้งการเจริญเติบโตของไข หนอน และดักแด
4. เปนสารไลหนอนและแมลง
5. ยับยั้งการวางไขของตัวเต็มวัย
6. ลดปริมาณไขของแมลง

การใชสารสกัดสะเดาในการปองกันและกําจัดแมลงเริ่มมีการศึกษาอยางจริงจังครั้งแรกใน
ประเทศอินเดียเมื่อปพ.ศ. 2503 และตอมาในป พ.ศ. 2513 ในเยอรมัน และ พ.ศ. 2518 ในสหรฐั
อเมริกา (Schmutterer, 1980) สารสกัดสะเดามีประสิทธิภาพสูงในการปองกันและกําจัดแมลง
หลายชนิด โดยมีรายงานจาก Schmutterer (1980) และ Sombatsiri (1984)  วาสารสกัดสะเดา
สามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ Coleoptera ได 20 ชนิด แมลงอันดับ Lepidoptera 25
ชนิด และอันดับ Orthoptera 5 ชนิด นอกจากนั้นยังสามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ
Homoptera, Hemiptera และ Diptera ไดอีกดวย (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนทและคณะ,
2541)

ในประเทศไทยมีการทดสอบใหหนอนกินอาหารที่มีสารสกัดสะเดาความเขมขนตางๆ มีผล
ทําใหหนอนไมสามารถเจริญเติบโตและลอกคราบได สาร Azadirachtin ประมาณ 0.3 ppm.
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอนเจาะกระทูผัก หนอนใยผัก หนอนเจาะสมอฝายได และ
การใชสารสกัดสะเดาฉีดพนบนแปลงผักคะนาและกะหล่ําปลีสัปดาหละครั้ง สามารถปองกันและ
กําจัดหนอนใยผักและหนอน Crociclolomia pavanana  ไดผลดีเทากับการพนสารฆาแมลง
สังเคราะหที่ใชกันทั่วไป โดยมีการทดลองในหลายประเทศ เชน โตโก ฟลิปปนส แคนาดา อินเดีย
และพมา ก็ใหผลเชนเดียวกัน (ขวัญชัย สมบัติศิริ, 2540)

Thapa และ Wongsiri (1997) รายงานถึงความเปนพิษของสะเดาในผึ้งโพรงไทย (Apis
cerana) วาสาร Azadirachtin a (Neemix ® 50 cc./ 20 l) ฉีดพนในอัตราสวน 200 ml/l ตอนาที
ในชวงที่ผึ้งออกหาอาหาร ไมมีผลทําใหผึ้งโพรงตาย แตทําใหพฤติกรรมการหาอาหารของผึ้งลดลง
ประมาณ 2 ชั่วโมง และผึ้งหยุดบินนาน 3-5 ชั่วโมง
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การใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาความเขมขน 5% (W/V) ฉีดพนแปลงถั่วเขียวสัปดาหละ
2 คร้ัง จํานวน 6 คร้ัง ตั้งแตถั่วเขียวเริ่มออกดอก สามารถลดความเสียหายที่เกิดจากการทําลาย
ของหนอนเจาะฝกมารูกา (Maruca testulalis) อยางไดผลจากแปลงทดลอง 4 แปลง พบวาแปลง
ที่พนสารสกัดเมล็ดสะเดามีฝกเสียที่เกิดจากการเจาะทําลายของหนอนเจาะมารูกา 0.7% ในขณะ
ที่แปลงที่ไมไดพนสารสกัดเมล็ดสะเดามีฝกเสียหาย 33.8% ที่ศูนยวิจัยพืชสวนพิจิตร กรมวิชาการ
เกษตร มีการทดลองใชสารสกัดเมล็ดสะเดาบดละเอียดโดยใชน้ําเปนตวัทําละลาย อัตราสวน 1
กิโลกรัม/น้ํา 20 ลิตร เปรียบเทียบกับการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาที่เตรียมในหองปฏิบัติการของกอง
วัตถุมีพิษทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร อัตรา 280 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร ใหผลดีใกลเคียงกัน
ในการปองกันและกําจัดหนอนเจาะสมอฝาย เพลี้ยจักจั่นฝาย และเพลี้ยออนที่ลงทําลายกระเจี๊ยบ
เขียว และไมมีความแตกตางกับการใชสารฆาแมลงสังเคราะหแอมบุชเปอรเซนต EC อัตราสวน 40
มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตรและสารฆาแมลงทามารอน 600 SL อัตรา 40 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร นอกจาก
นี้สารสกัดเมล็ดสะเดายังไมทําลายแมงมุมที่ถือวาเปนตัวห้ําที่คอยทําลายแมลงศัตรูกระเจี๊ยบเขียว
เมื่อเปรียบเทียบกับสารฆาแมลงสังเคราะห ไดมีผูทําการศึกษาการใชสารสกัดสะเดาอัตรา 50
ppm. รวมกับเชื้อ ไวรัสของหนอนเจาะสมอฝาย อัตรา 30 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร และสารไวรัส
Germstar 0.64% อัตรา 10 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร พบวามีประสิทธิภาพดีในการปองกันและกําจัด
หนอนเจาะสมอฝายซึ่งเปนปญหาตอการปลูกกุหลาบในแหลงปลูกขนาดใหญที่จังหวัดนตรปฐม

และยังมีรายงานการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันสะเดาเพื่อปองกันและกําจัดดวงงวง
ขาวโพดในโรงเก็บ โดยการคลุกเมล็ดขาวโพดกับน้ํามันสะเดา อัตรา 10, 15 และ 20 ppm. ตอ
เมล็ดขาวโพด 1 กิโลกรัม พบวาน้ํามันสะเดาทั้ง 3 อัตราสวนสามารถปองกันการเขาทําลายของ
ดวงงวงขาวโพดในโรงเก็บไดนานประมาณ 3 เดือน (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนทและคณะ,
2541)

ปจจุบันมีการสงเสริมใหนําเมล็ดสะเดาไปใชผลิตเปนสารกําจัดศัตรูพืช โดยไมกอใหเกิด
สารพิษตกคางในสิ่งแวดลอมและผูบริโภค (มัณฑนา มิลน, 2543)b ในปพ.ศ. 2535 รัฐบาลไดออก
พระราชบัญญัติวัตถุอันตรายมาใชแทนฉบับเดิม พ.ศ. 2510 ซึ่งตามพ.ร.บ.ฉบับนี้ ไดแบงวัตถุมีพิษ
ทางการเกษตรออกเปน 3 ชนิด
คือ - สารเคมีสังเคราะห

- สารสกัดจากพืช
- สารชีวอินทรีย
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และตามพ.ร.บ.ฉบับนี้ สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย จัดอยูในวัตถุอันตรายประเภทที่ 2 ซึ่งผูนําเขาหรือ
ผูผลิตจะตองระบุสารออกฤทธิ์ที่สําคัญในการปองกันควบคุมศัตรูพืช และตองจดทะเบียนผลิต
ภัณฑกอนวางขายในทองตลาด การจดทะเบียนไดแบงเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้

1. สงตัวอยางสารเพื่อทําการทดลองหาประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดศัตรูพืชใน
สภาพของทองถิ่นรวมทั้งขอมูลทางพิษวิทยา เฉพาะความเปนพิษเฉียบพลันของสาร
ตัวอยาง

2. ยื่นขอมูลพิษกึ่งเรื้อรังและพิษเรื้อรัง ซึ่งไดจากการทดลองใหสัตวกินสารนั้นติดตอกันเปน
เวลา 2 ป รวมทั้งขอมูลพิษตกคาง และผลกระทบตอส่ิงแวดลอม เชน นก ปลา
non-target plant, non-target insect การสลายตัวในดิน น้ํา การดูดซึมและผลตอ
ส่ิงมีชีวิตในดิน

3. การตัดสินอนุญาตใหใชผลิตภัณฑในประเทศไทย โดยการประเมินความเสี่ยง พิจารณา
จากอันตราย อัตราการใช  วิธีการใช จํานวนครั้งที่ใช ผลของสารตกคางในผลผลิตที่
เก็บเกี่ยว รวมทั้งพิจารณาจากขอมูลความเปนพิษ และปริมาณสารที่รางกายไดรับ

แตเนื่องจากประเทศไทยยังไมมีกฎหมายหรือมาตรฐานการขึ้นทะเบียนสารชีวภาพ 
การขึ้นทะเบียนคงใชแนวทางของ FAO ที่ใชขึ้นทะเบียนวัตถุมีพิษอ่ืนๆ จากขอมูลที่ไดจากการ
ทดลองไดแสดงวา ผลิตภัณฑที่สกัดจากเมล็ดสะเดาไทยที่ใชชื่อการคา “สะเดาไทย 111” ไดขึ้น
ทะเบียนเปนผลิตภัณฑที่ใชปองกันกําจัดศัตรูพืชหลายชนิด มีสารออกฤทธิ์ คือ Azadirachtin a ใน
ปริมาณความเขมขน 0.1% ขอมูลทางพิษวิทยาไดชี้ใหเห็นวาไมมีพิษตอสัตวเลือดอุนหรือมนุษยทั้ง
เฉียบพลันและเรื้อรัง ดังนั้นผลิตภัณฑสะเดาไทย 111 จึงเปนผลิตภัณฑสารสกัดจากพืชชนิดแรก
ในประเทศไทยที่ไดขึ้นทะเบียนครบ (มัณฑนา มิลน, 2543)a

จากการสํารวจของกองวัตถุมีพิษ กรมวิชาการเกษตร ในชวงเดือนสิงหาคม 2542-2543
พบวาผลิตภัณฑที่ระบุวาเปนสารสกัดสะเดา จํานวน 10 ชื่อการคา ตรวจพบสารสําคัญ
Azadirachtin เพียง 4 ชื่อการคา ซึ่งสวนใหญมีคาต่ํากวา 0.1% (พรรณีกา อัตตานนท, 2543)

พิษของสะเดา

ถึงแมจะมีการสนับสนุนใหใชสารสกัดสะเดาในการกําจัดศัตรูพืช โดยอางเหตุผลวาความ
ปลอดภัยมากกวาสารเคมีสังเคราะห ในแงที่ความเปนพิษนอยกวา ไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนและสิ่งแวดลอม แตก็มีรายงานถึงพิษและผลกระทบตอส่ิงแวดลอมของสารสะเดาดังตอไปนี้
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สาร Azadirachtin ดูดซึมทางรากพืชภายใน 3 ชั่วโมง แลวเคลื่อนยายไปยังลําตนและใบ
ภายใน 3 วัน สามารถตรวจพบสารนี้ตกคางในพืชในเวลา 10 วัน หลังจากพนสาร โดยตรวจพบใน
ราก ลําตน ใบ ในอัตราสวน 8.1, 1.0 และ 2.3 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักสดของพืช และเมื่อทิ้งระยะ
เวลาหลังพนสาร 50 วัน จะตรวจพบในราก ลําตน ใบ ในอัตราสวน 2.7, 1.0 และ 1.2 ไมโครกรัม/
กรัม ตามลําดับ และตรวจพบสาร Azadirachtin ตกคางในดินประมาณ 25%ของความเขมขนเริ่ม
ตน สาร Azadirachtin หลังจากฉีดพนแลวจะตกคางบนตนพืชไดนาน 7-10 วัน ขึ้นกับชนิดของพืช
และอัตราการใช Azadirachtin ในสูตรผสมที่ใช (อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543)

สวนพิษตอสัตวน้ํามีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบพิษของสารสกัดสะเดาเครื่องหมายการ
คา Margansan-O ถึงคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ในปลา rainbow trout = 8.8 มิลลิลิตร/ลิตร และการ
ทดลองในหองปฏิบัติการกับสารสกัดสะเดา AZT-VR-K® พบวาปลาน้ําจืดขนาดเล็กชื่อ guppies
(Lebistes reticulatus) สามารถทนทานความเขมขนไดถึง 1,000 ppm. ในฟลิปปนสมีรายงานวา
น้ํามันสะเดา ไมมีอันตรายตอปลา Misgurus anguillicaudatus สวนการทดสอบพิษในลูกปลานิล
Orechromis niloticus ความยาวไมเกิน 4 นิ้ว ดวยสารสะเดา NSKE®, น้ํามันสะเดา 50%EC
และ Endosulfan 40% และ 80%W/W พบวาปลานิลตาย 100%ใน Endosulfan ในขณะที่ตาย
20% ใน NSKE® และในปลาคารฟ Cyprinus carpio และปลานิลไดคาความเปนพิษของน้ํามัน
สะเดาที่ 24 ชั่วโมงมีคา LC50 1,124.6 และ  302.7 ppm. ตามลําดับ (Jacobson, 1995) แตทั้งน้ํา
มันสะเดา 50%EC และ NSKE®10% ในระดับความเขมขนต่ํากวา 0.1% กลับไมมีผลตอสัตวที่
เปนผูลาอยางคางคก Bufo sp. แตในสหรัฐอเมริกามีรายงานการทดลองใชสารสกัดสะเดา
เครื่องหมายการคา Neem Away® กับการเจริญของลูกกบ African Clawed Frog ที่ความเขมขน
2, 4, 7 ppm. พบวามีการเกิดรูปรางผิดปกติ (malformation) ข้ึนในกลุมทดลอง (McCormick,
1999)

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดีย
ตอเลือดของปลานิลOrechromis niloticus ศึกษาผลของโดยใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาอินเดีย
ความเขมขนต่ํา 25.07 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 7 เดือน พบวาปลากลุมทดลองมีความ
ผิดปกติของเลือด โดยที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลง บงบอกถึง
ภาวะของโรคโลหิตจาง และเกิดความผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเซลลเมด็เลือดแดง สวนผล
ทางชีวเคมีของเลือดแสดงใหเห็นถึงความผิดปกติของตับจากระดับเอนไซม SGPT ในการทดลอง
เดือนที่ 7 มีคา 1,235.78+167.01IU/I ซึ่งสูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน และ
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จากรายงานการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับปลานิลที่ไดรับสารสกัดเมล็สะเดาอินเดีย
ความเขมขน 10.41 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 5 เดือน พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียกอให
เกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อตับ โดยที่ความรุนแรงจะเพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาที่ไดรับสารสกัด
เมล็ดสะเดา (Janart และ Wattanasirmkit, 1997) และยังมีรายงานถึงผลตอระบบสืบพันธุของ
ปลานิลโดย Srijanngam และ Wattanasirmkit (1998) เมื่อใชสารทดสอบชนิดและความเขมขน
เดยีวกับ Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) พบวาทําใหเกิดความเสียหายตอระบบสืบพันธุ
ของปลานิล โดยไป รบกวนการเจริญของรังไขและทําใหปริมาณการวางไขลดลง

Schmutterer (1995) ใหขอสรุปเกี่ยวกับการใชสารสกัดสะเดาวาสารนี้ในปริมาณความ
เขมขนสูงเปนอันตรายตอลูกปลาและปลาขนาดเล็ก และยังมีผลลดประสิทธิภาพการตรึง
ไนโตรเจนของ Blue green algae จึงควรหลีกเลี่ยงการใชสารสกัดสะเดาใกลแหลงน้ํา

สําหรับผลในสัตวปก Larson (1989) รายงานถึงผลการทดสอบผลิตภัณฑสารสกัดสะเดา
Morgansan-O ที่มีปริมาณสาร Azadirachtin 3,000 ppm. ซึ่งผลิตโดยบริษัท W.R. Grace Co.
สหรัฐอเมริกา วาการใชสารนี้ผสมในอาหารใหนกกระทากินในระดับความเขมขน 1,000-7,000
ppm. ติดตอกันเปนระยะเวลา 5 วัน และใหเปด Mullard Duck กินอาหารผสม Marganson-O
1-16 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม เปนเวลา 14 วัน ปรากฏวาสัตวทดลองยังมีสภาพปกติ ใน
ขณะที่ Ibrahim และคณะ (1992) รายงานวาการที่ใหไก Brown hisex อายุ 7-35 วันกินอาหาร
ผสมใบสะเดา 2% และ 5% นาน 2 สัปดาห มีผลทําใหไกกินอาหารไดนอยลง น้ําหนักลดลง นอก
จากนี้ยังมีผลตอตับและไต มีอาการของโลหิตจาง ระดับโปรตีนในซีร่ัมลดลง ในขณะที่ระดับ
เอนไซม SGOT, Alkaline phosphatase และ Lactic dehydrogenase เพิ่มสูงขึ้น และยังมีอีก
หลายการทดลองที่สนับสนุนถึงพิษของสะเดาตอสัตวปก เชน Sadagopan และคณะ (1981) สรุป
วาสะเดาไมเหมาะที่จะใชเปนอาหารไก เนื่องจากมีผลตออวัยวะภายใน ถึงแมจะใหกินในระดับ
ความเขมขนต่ําเพียง 2.5% ก็ยังทําใหเกิดความผิดปกติตอตับ ไต มาม ลําไส และในบางกรณียังมี
ผลตอหัวใจดวย

สําหรับความเปนพิษตอสัตวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม Jacobson (1995) กลาววาสะเดามีพิษ
ตอสัตวมีกระดูกสันหลังบางชนิด รวมทั้งหนูและคน โดยเฉพาะในเด็ก การที่กินผลสุกของสะเดา
หรือการกินใบออนของสะเดาในอาฟริกา การนําใบสะเดามาชงดื่มแบบใบชาในอินเดีย มีรายงาน
วาถาไดรับในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีอาการคลื่นไส อาเจียน ทองเสีย เด็กออนในมาเลเซียที่
กินน้ํามันสะเดา 5 มิลลิลิตร เกิดอาการอาเจียน มีภาวะโลหิตเปนกรด และยังพบวาน้ํามันสะเดามี



18

ผลชักนําใหเกิดอาการ Reye’s syndrome นอกจากนี้ยังตรวจพบสาร Aflatoxin B และ G ซึ่งอาจ
มีผลทําใหเกิดมะเร็งตับอีกดวย และมีรายงานวาสารสกัดเมล็ดสะเดาทําใหเกิดการผาเหลาใน
แบคทีเรีย strains TA 98 และ TA 100 Salmonella typhimurium

Akah และ Onupgu (1991) ศึกษาพิษของสารสกัดใบสะเดาที่มีตอตับกระตาย พบวาใน
กระตายที่กินใบสะเดา 2,328 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนเวลา 4 สัปดาห มีอาการผิดปกติ
ที่ตับโดยที่ระดับเอนไซม SGPT SGOT และ ALP เพิ่มสูงขึ้น สอดคลองกับผลทางจลุพยาธิวิทยาที่
พบการตายของเซลลตับ และมีจํานวนทอน้ําดีเพิ่มข้ึน

ถึงแมจะมีรายงานวาสาร Azadirachtin ในสะเดาไมมีผลตอส่ิงแวดลอม ไมมีความเปน
พิษตอแมงมุม ไสเดือนดิน รวมทั้งแมลงที่ชวยผสมเกสร เชน ผ้ึง ผีเสื้อ และ แมงมุม แตจากรายงาน
ของนักวิจัยหลายกลุมช้ีใหเห็นวาสาร Azadirachtin ในสะเดาก็ยังมีพิษหลายอยางตอสัตวน้ําและ
สัตวเลือดอุน โดยเฉพาะการใชสารนี้ใกลแหลงน้ํายอมมีอันตรายตอสัตวน้ํา และในขณะนี้ใน
ประเทศไทยมีการใชสารสกัดสะเดากําจัดศัตรูพืชอยางแพรหลาย และสารสะเดาก็มีโอกาสที่จะลง
ไปในแหลงน้ําธรรมชาติหรือบอเลี้ยงปลา บอเลี้ยงกบ บอเลี้ยงกุง ซึ่งมักอยูในบริเวณเดียวกันใน
แหลงเกษตรกรรม ทําใหเกิดพิษตอสัตวน้ําเหลานี้ทั้งที่อยูในสภาพธรรมชาติและในบอของ
เกษตรกรเอง โดยเฉพาะกบซึ่งเปนสัตวที่คนนิยมบริโภคมาชานาน เปนอาหารโปรตีนที่ในอดีต
สามารถหาไดไมยากเนื่องจากอาหารของกบมีอยูอยางเพียงพอและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของกบ แตในปจจุบันสภาพแวดลอมเปลี่ยนแปลงไปมาก สงผล
ใหปริมาณกบในธรรมชาติลดลง ในขณะที่ความตองการบริโภคกบมีเพิ่มข้ึน ทําใหกบกลายเปน
อาหารที่มีราคาแพง (พงษพันธ อินทราวัฒน, 2539) เนื่องจากกบเปนสัตวที่ผิวหนังบอบบาง มีไขที่
ไมมีเครื่องปองกันอันตราย และกบยังอาศัยอยูทั่วไปทั้งบนบกและในน้ํา ทําใหกบสามารถรับสาร
พิษไดงาย จึงเปนเสมือนตัวชี้คุณภาพของสิ่งแวดลอม (Netting, 2000) เพราะฉะนั้นกบนาใน
แหลงเกษตรกรรมจึงมโีอกาสไดรับสาร Azadirachtin ในผลิตภัณฑสะเดาที่เกษตรกรนิยมใชใน
ปจจุบัน จึงเกิดความสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย หรือสะเดาไทย111
ซึ่งเปนผลิตภัณฑสะเดาชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมมากที่สุดในประเทศไทยขณะนี้
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กบนา

อนุกรมวิธานของกบนา

Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Class : Amphibia
Family : Ranidae
Genus : Hoplobatrachus  Peter, 1863
Species : Hoplobatrachus rugulosus Weighmann, 1835

กบนา Hoplobatrachus rugulosus เปลี่ยนจาก Rana rugulosa มาใชชื่อนี้ตาม
Authority: Dubois, 1992 (Duellman, 1993)

กบนาเปนกบที่พบทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย (Taylor, 1962) เปนกบขนาดกลาง
ผิวดานหลังสีเขียวเขมถึงน้ําตาล มีจุดสีดําอยูทั่วไป ผิวดานทองเรียบสีขาวหรือขาวอมเหลือง ใน
บางตัวมีจุดสีดําหรือเสนสีดําใตคาง ความยาวลําตัววัดจากริมฝปากถึงกน ประมาณ 90–180
มิลลิเมตร นํ้าหนักเมื่อโตเต็มที่ประมาณ 100-350 กรัม หัวสั้นเปนรูปทรงสามเหลี่ยมที่มีสวนสูง
เกือบเทาฐานขาหลังใหญและยาวเปน 1.5 เทาของความยาวลําตัวและยาวเปน 2 เทาของขาหนา
ลูกตากลมคอนขางโตและมีขนาดใหญกวาวงหู (tympanum) เล็กนอย (Isarangkura และคณะ,
1989) การแยกเพศกบที่โตเต็มวัย กบตัวผูจะมีขนาดเล็กกวากบตัวเมียและมีถุงเสียง (vocal sac)
สีดําคล้ําอยูใตคางทั้งสองขางและในชวงฤดูผสมพันธุจะพบแถบสีน้ําตาลหนาทางดานในของนิ้ว
หัวแมมือทั้งสองขางของตัวผูที่ใชยึดตัวเมยีขณะผสมพันธุ สวนตัวเมียมีขนาดใหญกวาตัวผูถึง 2
เทา บริเวณเอวพองโตโดยเฉพาะเวลามีไขแกอยูเต็มทอง และผิวหนังใตคางจะเรียบตลอดไมมี
ถุงเสียง
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รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะภายนอกของกบ (Mattison, 1998)

วงจรชีวิตของกบนา ไขกบที่ไดรับการผสมแลวจะเจริญฟกออกเปนตัวภายในเวลา
ประมาณ 18-28 ชั่วโมง ในสภาพแวดลอมที่เหมาะสม อุณหภูมิ 36-38 องศาเซลเซียส pH 6-6.5
ลูกออดกบที่เพิ่งฟกออกเปนตัวใหมๆมีลําตัวแบน ยาวประมาณ 3-4 มิลลิเมตร การเปลี่ยนแปลง
รูปราง (metamorphosis) จะเริ่มต้ังแตลูกออดกบอายุได 20 วัน จนกลายเปนตัวสําเร็จภายในชวง
อายุ 28-36 วัน กบโตเต็มวัยและเริ่มผสมพันธุเมื่อตัวผูอายุประมาณ 6 เดือน และตัวเมียอายุ
ประมาณ 18 เดือน (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2530) สวนอัตราการเจริญเติบโต เมื่อกบอายุ
ประมาณ 4-5 เดือนจะมีขนาดตามที่ตลาดตองการ คือตัวเมียหนักประมาณ 200-400 กรัม ตัวผู
หนักประมาณ 100-200 กรัม อัตราการเจริญเติบโตของกบจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆจนถึงเดือน
พฤศจิกายนโดยประมาณ เพราะหลังจากนั้นเมื่อเขาสูฤดูหนาวกบจะลดการกินอาหารทําให
น้ําหนักลดลง (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2527) สําหรับโครโมโซมของกบนาเปน 2n=36
(วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล และคณะ, 2540)
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รูปที่ 2.5 แสดงวงจรชีวิตของกบนา (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2530)
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จํานวนประชากรของกบสามารถใชเปนตัววัดคุณภาพของสิ่งแวดลอมได โดยมีผูกลาววา
กบเปรียบเสมือนมาตรวัดสุขภาพของโลกตามลักษณะตอไปนี้ คือกบเปนสัตวที่สัมผัสกับส่ิงแวด
ลอมอยางใกลชิด เพราะขณะเปนตัวออนอาศัยอยูทั้งในน้ํานิ่งและน้ําไหล กินพวกสาหราย สัตวน้ํา
ขนาดเล็ก เมื่อโตเต็มวัยกินแมลงและสัตวขนาดเล็กเปนอาหาร มีผิวหนังที่บอบบาง เนื่องจากตอง
ใชผิวหนังในการหายใจ ไขกบไมมีเปลือกแข็งและเครื่องปองกันอันตราย จึงสัมผัสกับส่ิงแวดลอม
ไดโดยตรง (Wake, 1991; Blaustein and Wake, 1995; Miloradov และคณะ, 1996 ; Netting,
2000)         ดังนั้นในการศึกษาพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในครั้งนี้จึงเลือกกบเปนสัตว
ทดลอง โดยที่เร่ิมทดลองในลูกออดกบอายุ 2 สัปดาห และศึกษาผลกึ่งเรื้อรังเปนเวลานาน 18
สัปดาห อวัยวะที่ศึกษาผลกึ่งเรื้อรังที่เกิดจากสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเลือกใชตับและเลือดเปน
เปาหมายของการเกิดพยาธิสภาพเพราะจากการศึกษาของนักวิจัยสวนใหญที่ศึกษาพิษวิทยาจะ
มุงศึกษาความผิดปกติที่เกิดกับตับและเลือดเนื่องจากตับมีหนาที่สําคัญในการกําจัดและเปลี่ยน
แปลงโครงสรางของสารพิษที่ดูดซึมเขามาในทางเดินอาหาร กอนที่จะผานไปสูกระแสเลือดและ
กระจายไปยังสวนตางๆของรางกาย ทําใหตับกบเปนอวัยวะที่จะสะสมสารพิษที่เขาไปในรางกาย
กบไดในปริมาณสูง เพราะสารพิษหลายชนิดสามารถสะสมในไขมันในเซลลตับกบ (Miloradov
และคณะ, 1996) Pesonen (1997) กลาววาเซลลตับของสัตวน้ําหลายชนิดเหมาะที่จะใชเปนตัว
อยางในการศึกษาพิษวิทยาและ xenobiotic metabolism ซึ่งมีความจําเปนเกี่ยวกับมลพิษทางน้ํา
ในปจจุบัน

โดยทั่วไปในรางกายสัตวจะมีขบวนการเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับเขาไป (xenobiotics)       
ใหเปนสารที่เปนอันตรายตอรางกายนอยลง ตลอดจนเปลี่ยนใหอยูในรูปที่ขับถายออกจากรางกาย
ไดรวดเร็วขึ้น ถาสารถูกเปลี่ยนไปเปนสารที่มีพิษนอยลงหรือมีอันตรายนอยลง เรียกขบวนการที่
เกิดวา Detoxification แตถาถูกเปลี่ยนไปเปนสารที่มีพิษมากขึ้นหรือมีอันตรายตอรางกายมากขึ้น
เรียกขบวนการที่เกิดวา Lethal synthesis ปฏิกิริยาในขบวนการเปลี่ยนแปลงสารพิษสวนใหญเกิด
ขึ้นที่ตับ(อาจเกิดเล็กนอยที่สมอง ไต ผนังลําไสเล็ก และในเลือด) (มาลินี ลิ้มโภคา, 2523) หลังจาก
ที่สารพิษเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตับแลว สารที่เกิดขึ้นจะมีการขับถายออกจากรางกายโดยผานทาง
น้ําดี หรือขับถายทางปสสาวะโดยตรง (มาลินี ล้ิมโภคา, 2527)
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รูปที่ 2.6 แผนภาพแสดงขบวนการดูดซึม การกระจายตัวและการขับถายสารพิษออกจากรางกาย
                                                         (มาลินี ลิ้มโภคา, 2527 ; Klaassen และคณะ, 1991)

เขาทางปาก สูดดม

ปอด

ตับ

น้ําดี

ฉีด เขาทางผิวหนัง

ไต ปอด

หลอดลม

ตอม

ลมหายใจ ของเสีย

กระเพาะปสสาวะ

ปสสาวะ

น้ําหลอเล้ียง ไขมัน

อวัยวะ

เนื้อเยื่อ

เลือดและน้ําเหลือง

ทางเดินอาหาร

อุจจาระ
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ตับ (Liver)

ตับเปนอวัยวะที่สําคัญอยางหนึ่งในรางกาย ตับทําหนาที่สําคัญหลายอยาง เชน เปนตอม
มีทอ (exocrine gland) สรางน้ําดี ซึ่งจะหลั่งตามทอสูลําไสเล็ก ตับมีหนาที่เกี่ยวกับการสะสม
อาหารพวกคารโบไฮเดรท เพื่อสลายสูกระแสเลือดในยามที่รางกายตองการ และยังสะสมอาหาร
อ่ืนไมวาจะเปนไขมัน โปรตีน รวมทั้งวิตามินไวในเซลลตับอีกดวย นอกจากนี้ตับยังเปนแหลงสลาย
และกําจัดสารพิษออกจากเลือดโดยไมมีเซลลพิเศษทําหนาที่เฉพาะเหมือนตับออน (Copenhaver
และ Johanson, 1958)

ตับกบอยูดานหนาสุดในชองทอง อยูติดกับผนังกั้นระหวางชองอกกับชองทอง
(transverse septum) ตับกบมีลักษณะเปนพูสีเหลืองอมน้ําตาล ตอนทายของพูขางซายแยกออก
เปน 2 สวน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ถานับจํานวนพูของตับกบจะได 3 พูหรือมากกวา (Ecker,
1889) ตับรับเลือดจาก 2 แหลง คือ hepatic artery และ hepatic portal vein ซึ่งนําเลือดจาก
กระเพาะอาหาร ลําไส ตับออน และมาม โดยเลือดจะถูกลําเลียงจาก interlobular branches ของ
hepatic artery และ hepatic artery เขามาในชองไซนูซอยดของตับที่แตกแขนงเปน capillary
network (Andrew และ Hickmann, 1974) ดังนั้นสิ่งที่ถูกสงมากับเลือดที่มีทั้งสารอาหารและ
สิ่งปนเปอน รวมทั้งสารพิษที่กบไดรับจากสิ่งแวดลอม จะแพรผานเยื่อหุมเซลลผนังหลอดเลือด
ชองไซนูซอยดเขาสูเซลลตับตอไป

เซลลตับ (liver cell หรือ hepatocyte) ของกบมีขนาดใหญ รูปรางหลายเหลี่ยม มี
นิวเคลียสรูปรางกลมซึ่งปกติมี 1 อัน แตบางกรณีอาจพบ 2 นิวเคลียส โดยที่นิวเคลียสจะถูกไขมัน
สะสมภายในเซลลดันใหไปอยูบริเวณขอบเซลล การจัดเรียงตัวของเซลลตับกบไมเห็นเปนแนวรัศมี
ที่เปนระเบียบเหมือนในคนหรือสัตวชั้นสูงอื่น สวนสีภายในเซลลตับกบจะแตกตางกันออกไปตาม
จํานวนเม็ดสี (pigment) ภายในเซลลตับซึ่งขึ้นอยูกับชวงอายุและสุขภาพของกบ (Ecker, 1889;
Andrew และ Hickmann, 1974) เซลลตับกบเรียงตัวเปน 2 ชั้น ไมมี lobular อยางแทจริงซึ่งคลาย
กับตับปลาดุกดานและตับปลาชอน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ระหวางเซลลตบัจะพบชองวาง
ระหวางเซลล เรียกวา ชองไซนูซอยด (sinusoid) กระจายอยางไมเปนระเบียบ ที่ขั้วตับมีเสนเลือด
hepatic vein ออกจากตับสวนหนาทะลุผาน transverse septum ไปยังหัวใจบริเวณ sinus
venosus ในกบนาไมวาจะเปนระยะลูกออดหรือตัวเต็มวัยไมพบ exocrine pancreas ที่อยูรอบ
hepatic portal vein ในตับ  (สุภาพร อารีกิจ, 2540) เหมือนกับตับของปลา channel catfish
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(Grizzle และ Roger, 1976) ปลา striped bass (Groman, 1982)และปลาอีกหลายชนิดที่ศึกษา
โดย Hibiya (1982)

พยาธิสภาพของตับที่ไดรับอันตราย

ลักษณะของตับที่ผิดปกติเมื่อดูจากภายนอกขนาดของตับจะใหญกวาปกติ ซึ่งพิจารณาได
จากคา %Relative liver weight (%อัตราสวนระหวางน้ําหนักตับ/น้ําหนักตัว) ยกเวนกรณีที่ตับเปน
โรคเรื้อรังขนาดของตับจะเล็กลง นอกจากนี้รูปรางขอบตับที่ปกติปลายแหลมจะกลายเปนปลาย
มน (Schmidt และ Hubbard, 1987) สวนผิวดานนอกจะมีการสรางตุม (nodules) จํานวนเซลล
ตับปกติจะลดลง มีการสะสมของไขมันที่ผิดปกติคืออาจมากขึ้นหรือลดนอยลง มีการสราง fibrous
connective tissue แทรกภายในเนื้อเยื่อตับ (Hill, 1989)  Braunbeck (1993) สนับสนุนการ
ศึกษาเรื่องสารพิษดวยการพิจารณาจากองคประกอบภายใน cytoplasm ของเซลลตับ โดยใชตับ
ปลา rainbow troutในการศึกษา สวนการตายของเซลลตับมีลักษณะตางๆดังนี้ การตายเปนหยอม
เล็กๆ (focal necrosis) หรือมีการตายของเซลลตับเปนกลุมใหญ (confluent necrosis) ซึ่งการ
ตายมักเกิดรอบๆเสนเลือดภายในตับ (periportal area) (สนั่น รังรักษศิรวร และคณะ, 2528)

มีผูรายงานลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลลตับสัตวชนิดตางๆไวดังนี้ Kasai และคณะ
(1990) ทดลองในหนูที่มีความผิดปกติทางพนัธุกรรม mutant rat strain LEC ที่มียีนของอาการตับ
อักเสบ มาศึกษาพบวาเมื่อหนูเหลานี้อายุ 20 สัปดาหจะเริ่มมีอาการของตับอักเสบ โดยที่ระดับ
เอนไซม SGPT และ SGPT สูงขึ้นรวมกับอาการผิดปกติของตับ คือเซลลตับมีขนาดใหญข้ึน
นิวเคลียสขนาดใหญและมีรูปรางผิดปกติ การจัดเรียงตัวของเซลลตับใน hepatic lobules ผิดปกติ
จํานวน kupffer cells เพิ่มข้ึนและมีการตายของเซลลตับเปนหยอมๆ (spotty necrosis) Honrubia
และคณะ (1993) ศึกษาผลเรื้อรังของยาฆาแมลงพวกคารบาเมต ชื่อการคา ZZ-Aphox® ในลูก
ออดกบ Rana perezi โดยใชความเขมขน 0.02 และ 0.14%เปนเวลานาน 9 สัปดาห พบวาการ
สะสมไขมันภายในเซลลตับลดลงเนื่องจากการลดระดับของ NADH จึงมีผลให cytoplasm ภายใน
เซลลวางและยอมติดสีนอยลง ชองไซนูซอยดขยายตัวและการจัดเรียงตัวของเซลลตับผิดปกติ
Helge และคณะ (1995) รายงานถึงผลการศึกษา Ultrastructure และปฏิกริยาชีวเคมีที่เกิดกับ
เซลลตับปลาrainbow trout ตัวผูที่ไดรับ endosulfan และ disulfoton ซึ่งมีคา LC50 = 50 mg/l
ของ endosulfan และ 20 µm/l ของ disulfoton และทําใหภายในเซลลตับเกิดการบวมพองของ
RER ลดการสะสมของไกลโคเจน และมีการเพิ่มจํานวนของไมโตคอนเดรียและไลโซโซม
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สวนผลทางชีวเคมีพบวาเกิดความผิดปกติของระดับเอนไซมหลายชนิด และจากรายงานของ
Sakulku  และ Wattanasirmkit (1998) เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับ
ปลานิลที่ไดรับสารสกัดจากใบถอบแถบน้ําเปนระยะเวลานาน 5 เดือน พบวาทําใหตับเกิด
hydropic swelling, vacuolation, เกิด fatty acid degenerate ของเซลลตับ มีการแทรกตัวของ
มาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ พบการตายของเซลลตับ และมี fibrosis นอกจากนี้การศึกษาจากกลอง
จุลทรรศน    อิเลคตรอน ยังพบการขยายตัวและการหดตัวของไมโตคอนเดรีย การหักของทอเอน
โดพลาสมิก การเปลี่ยนสภาพของทอเอนโดพลาสมิกจาก RER เปน SER และการเพิ่มจํานวนของ
2๐lysosome ซึ่งรายงานดังกลาวสอดคลองกับรายงานการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับปลานิลที่ได
รับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียที่ศึกษาโดย Janart และ Wattanasirmkit (1997)

การศึกษาพิษของคลอโรฟอรม (CHCl3) และคารบอนเตตระคลอไรด (CCl4) ที่มีตอ
primary culture  ของเซลลตับปลา rainbow trout พบวา CCl4  มีผลทําลายเซลลตับไดรุนแรงกวา
CHCl3  ถึง5 เทา ซึ่งเชื่อวาเกิดจากการที่ CCl4 สรางอนุมูลอิสระ (free radical) ออกมาทําลายเซลล
ตับ (Rabergh และคณะ, 1997)  Faverney และคณะ (2001) รายงานวา แคดเมียมมีผลทําให
เกิด apoptosis และ genotoxicity ในตับปลา rainbow trout

เลือดกบ

ระบบหมุนเวียนเลือดกบเปนระบบปด (closed circulatory system) เชนเดียวกับคน
ประกอบดวย หัวใจ เลือด เสนเลือด และระบบน้ําเหลือง

เลือดกบประกอบดวย
1. น้ําเลือด (plasma) เปนของเหลวสีเหลืองใส มีสภาพเปนเบสออนๆ (Ecker, 1889)
2. เม็ดเลือด (corpuscle หรือ blood cell) ประกอบดวย

2.1 เม็ดเลือดแดง (erythrocyte หรือ red blood cell) รูปรางกลมรี ขนาดประมาณ 22 x 15
ไมครอน มีนิวเคลียสรูปไขขนาด 20 x 10 ไมครอน อยูกลางเซลล องคประกอบภายใน
นิวเคลียสจะรวมกันอยูแนนเห็นเปนสีน้ําเงินเขม สวนไซโตพลาสซึมติดสีชมพูออน เมื่อ
ยอมดวยสี Wright & Giemsa (สุภาพร อารีกิจ, 2540)

เม็ดเลือดแดงชวงตัวออนสรางจากมามแตในชวงตัวเต็มวัยสรางจากไขกระดูก
(Duellman และ Trueb, 1994) โดยเม็ดเลือดแดงมีอายุประมาณ 100 วัน ปจจัยตางๆ
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เชน อุณหภูมิ เพศและสุขภาพ ลวนมีผลตอจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงของกบ กบตัวผูจะ
มีจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวากบตัวเมีย (Noble, 1931) เหมือนในปลาคารฟ
อินเดีย (Labeo rahita) ที่ศึกษาโดย Siddigui และ Naseem (1979) ภายในเซลล
เม็ดเลือดเเดงมีฮีโมโกลบินซึ่งทําหนาที่ลําเลียงออกซิเจนไปยังเนื้อเยื่อตางๆทั่วรางกาย

2.2 เม็ดเลือดขาว (leucocyte หรือ white blood cell) ทําหนาที่ทําลายเชื้อโรคและสิ่งแปลก
ปลอม เม็ดเลือดขาวมีจํานวนนอยกวาเม็ดเลือดแดง จํานวนเม็ดเลือดขาว:เม็ดเลือดแดง
ในกบ = 1:20 – 70  (Duellman และ Trueb, 1994)  เม็ดเลือดขาวมีหลายชนิด แตละ
ชนิดมีรูปรางและลักษณะแตกตางกันไป ลักษณะของเม็ดเลือดขาวกบเมื่อยอมดวยสี
Giemsa เปนดังนี้ (รูปที่ 4.27)
- lymphocyte เปนเม็ดเลือดขาวชนิดที่ไมมีแกรนูลในไซโตพลาสซึม (agranulocyte)

พบทั้งขนาดเล็กตั้งแต 6 ไมครอน และขนาดใหญ 11 ไมครอน มีนิวเคลียสเกือบเต็ม
เซลลติดสีมวงอมน้ําเงิน ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินออน สามารถสราง
pseudopodium มาจับส่ิงแปลกปลอม

-  monocyte เปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญที่สุด ขนาดประมาณ 12 ไมครอน รูปราง
คอนขางกลม นิวเคลียสติดสีมวงและมักอยูคอนไปดานใดดานหนึ่งของเซลล
ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินจาง ภายในมี vacuole เห็นไดชัดเจน ทําหนาที่ทําลาย
สิ่งแปลกปลอมโดยวิธี phagocytosis เมื่อ monocyte เคลื่อนที่ออกจากเสนเลือด
มายังเนื้อเยื่อ จะเรียกวา macrophage

- neutrophil เปนเม็ดเลือดขาวชนิดที่มีแกรนูลละเอียดภายในไซโตพลาสซึม
(granulocyte)  มีลักษณะเหมือน neutrophil ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม พบเม็ด
เลือดขาวชนิดนี้มากเปนอันดับ 2 รองจาก lymphocyte สําหรับ neutrophil ที่เจริญ
เต็มที่มีขนาดประมาณ 9 – 13 ไมครอน ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินหรือชมพูจาง ภาย
ในเห็นเม็ดแกรนูลละเอียด นิวเคลียสมีรูปรางหลายพูติดสีน้ําเงินแดง ทําหนาที่
เกี่ยวกับการอักเสบ แตไมพบลักษณะการทํางานแบบ phagocytosis ที่แนนอน
(Ellis, 1977)

- eosinophil เปนเม็ดเลือดขาวรูปรางกลม ขนาด 6–10 ไมครอน มีแกรนูลหยาบ
ลักษณะกลมขนาดเทาๆกันติดสีสมอยูภายในไซโตพลาสซึม มีนิวเคลียสเปน 2 พู ติด
สีน้ําเงินเขม ทําหนาที่กําจัดพิษของโปรตีนแปลกปลอม (foreign protein) ทําลาย
antigen-antibody complex ละลายกอนเลือดที่แข็งตัวและทําลาย parasite ที่เขา
มาในรางกาย (Leake, 1975)
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- basophil เปนเม็ดเลือดขาวที่มีรูปรางกลม ขนาด 8 – 12 ไมครอน มีนิวเคลียสเปนพู
ติดสีน้ําเงินเขม ที่มักถูกบังโดยแกรนูลในไซโตพลาสซึมซึ่งมีลักษณะหยาบและขนาด
ไมเทากันติดสีมวงเขมหรือสีน้ําเงินเขม ทําหนาที่เกี่ยวกับอาการแพตางๆ (Leake,
1975)

เม็ดเลือดขาวพวกที่มีแกรนูลสรางจากตับและไต และมีบางชนิดสรางจากมาม (Duellman และ
Trueb, 1994) สวน lymphocyte นอกจากจะสรางจากมาม ไต และไขกระดูกแลว ยังเชื่อวา
ตอมไทมสัเปนแหลงสราง lymphocyte ทั้งชนิด T และ  B cell (Ellis, 1977)

3. เกร็ดเลือด หรือ แผนเลือด (thrombocyte) มีรูปรางคลายกระสวย ไมมีสี มีนิวเคลียสมีรูปไขหรือ
คอนขางกลมติดสีน้ําเงินเขม ไซโตพลาสซึมติดสีชมพูจางๆ ขนาดประมาณ 7x5 – 11x5
ไมครอน มีหนาที่เกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด

เนื่องจากกบเปนสัตวเลือดเย็นอุณหภูมิภายในรางกายต่ํากวาสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม จึง
สามารถนําออกซิเจนไดดีกวาสัตวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม เนื่องจากออกซิเจนสามารถละลายไดดีที่
อุณหภูมิต่ํา (Noble, 1931) และยังพบวาประสิทธิภาพการนําออกซิเจนในลูกออดสูงกวากบตัว
เต็มวัยเมื่อศึกษาในสภาพแวดลอมที่เปนน้ําและมีปริมาณออกซิเจนต่ํา (Duellman และ Trueb,
1994) เนื่องจากเม็ดเลือดแดงของลูกออดกับกบเต็มวัยมีความแตกตางกัน จากรายงานของ
Kalashikova (1992) ซึ่งศึกษา Kupffer cell ในกบที่เก็บรวบรวมในชวง metamorphosis ในภาวะ
ที่เม็ดเลือดแดงระยะตัวออนถูกแทนที่ดวยเม็ดเลือดแดงระยะตัวเต็มวัย พบวาชวงดังกลาว kupffer
cell มีขนาดใหญภายในเต็มไปดวย เม็ดเลอืดแดงที่เสื่อมสภาพ นอกจากนี้ยังพบแกรนูลของ
melanin ใน kupffer cell ซึ่งเชื่อวา pigment เหลานี้สรางมาจากสวนที่ถูกทําลายของเม็ดเลือด
แดง

ความผิดปกติเกี่ยวกับเลือด

โดยทั่วไปการศึกษาทางโลหิตวิทยา จะพิจารณาเกี่ยวกับคา hemoglobin hematocrit
จํานวนเม็ดเลือดแดง จํานวนเม็ดเลือดขาว และการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (Blaxhall และ
Daisley, 1973 ; Christensen และคณะ, 1978) ทางพยาธิวิทยากําหนดวาจํานวนเม็ดเลือดขาวที่
เพิ่มมากกวาระดับปกติ แสดงถึงอาการผิดปกติหรือเกิดโรคขึ้น (พรเทพ เทียนสิวากุล, 2544) แตก็
มีบางกรณีที่พบเปนสวนนอยที่จํานวนเม็ดเลือดขาวลดลง (Copenhaver, 1958)
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รายงานเกี่ยวกับความผิดปกติที่ศึกษาทางโลหิตวิทยามีหลายกรณี เชน รายงานการศึกษา
sublethal level ของแคดเมียมที่มีผลตอการสรางเม็ดเลือดขาวในปลาทอง (Carassius auratus)
ที่ไดรับแคดเมียมในปริมาณ 90, 270 และ 445 ไมโครกรัม/ลิตร เปนเวลา 9 สัปดาห พบวามีการ
ลดลงของปริมาณเม็ดเลือดขาวทั้งหมด โดยจํานวน lymphocyte และ thrombocyte ลดลง ใน
ขณะที่จํานวน neutrophil eosinophil และ basophil เพิ่มข้ึน (Murad และ Houston, 1988)

สวนรายงานจากคณะของ Cyriac และคณะ (1989) ที่ศึกษาผลระยะสั้นของทองแดงและ
ปรอท ที่มีตอhemoglobin และ hematocrit ของปลา Oreochromis mossambicus (Peter) พบ
วาหลังจากที่ปลาไดรับสาร 2 ชนิดนี้ จะทําใหปลามีการสรางเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึนเพื่อชวยในการ
ลําเลียงออกซิเจน โดยพิจารณจากคา hematocrit และ hemoglobin ที่เพิ่มข้ึน และยังมีรายงาน
จากคณะของ Dutta และคณะ (1992) จากอินเดียที่ศึกษาผลของยาฆาแมลงพวก Malathion ที่มี
ตอสภาวะทางโลหิตวิทยาของปลาดุกอินเดีย Herteropneustes fossilis (Bloch) พบวาในปลาดุก
ที่ไดรับ Malathion ความเขมขน 11.676 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลาตั้งแต 24–72 ชั่วโมง มีจํานวน
เม็ดเลือดแดง และhemoglobin ลดลง ในขณะที่จํานวนเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงความผิดปกติของเลือดปลานิล
Oreochromis niloticus ที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขน 25.07 มิลลิกรัม/ลิตร
เปนเวลา 7 เดือน พบวาเกิดความผิดปกติทางสัณฐานของเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดแดงในกระแส
เลือดมีการแบงตัว สวนเม็ดเลือดขาวโมโนไซตมีนิวเคลียสขนาดขยายใหญ

ตัวชี้บอกความเสียหายของตับ (Marker of hepatocyte necrosis)

เอนไซม SGOT และเอนไซม SGPT

อาการผิดปกติของตับยังสามารถวัดไดจาก activity ของเอนไซม aminotransferase
2 ชนิด คือ aspartate aminotransferase (AST) หรือ glutamic oxaloacetic transminase
(SGOT) และ alanine aminotransferase (ALT) หรือ glutamic pyruvic transminase (SGPT)
ซึ่งเปนสิ่งที่ใชมากที่สุดในการวินิจฉัยโรคตับ นอกจากนี้ยังเปนคาที่บอกถึงประสิทธิภาพการทํางาน
ของตับ รวมทั้งการคืนสูสภาพปกติของตับดวย
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เอนไซม SGOT และ SGPT เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับ intracellular metabolism ของตับ
โดยทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกริยาการเปลี่ยน α-keto group ของ aspartate และ alanine ไปเปน
α-keto group ของ ketoglutaric acid ซึ่งผลที่ไดคือ oxaloacetate และ pyruvate (ตามลําดับ)
และตอจากนั้น oxaloacetate และ pyruvate จะเกิด oxidation โดย NADH กลายเปน malate
และ lactate ดังสมการ

1. Aspartate + 2-oxoglutarate  ⇌  oxaloacetate+ glutamate
        Oxaloacetate + NADH+ H+ ⇌ malate + NAD+

2. Alanine + 2-oxoglutarate  ⇌  pyruvate + glutamate
                Pyruvate + NDNH + H+  ⇌   acetate + NAD+

จึงสามารถตรวจสอบไดโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ของ malate และ
lactate ที่เกิดขึ้น (Price และ Stevens, 1999)

เอนไซม SGOT และ SGPT จะสรางมากจากเซลลตับเวลาที่เซลลตับถูกทําลายหรือเกิด
necrosis แลวปลอยออกสูกระแสเลือด ดังนั้นการวัด activity ของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ในเลือดจึง
เปนการชี้ใหเห็นถึงสภาพตับที่ถูกทําลาย โดยที่อัตราสวนของเอนไซมทั้ง 2 จะแตกตางกันตาม
สภาพการถูกทําลายของตับ และการลดระดับลงของ เอนไซม SGOT และ SGPTในเลือดก็เปนตัว
ชี้ใหเห็นถงึการกลับคืนสูสภาพปกติของตับ (Zakim และ Boyer, 1982)



รูปที่ 2.7   แสดงการทํางานของเอนไซม  transminase
A. เอนไซม aspartate aminotransferase (AST) หรือ glutamic oxaloacetic

transminase (SGOT)
B. เอนไซม และ alanine aminotransferase (ALT) หรือ glutamic pyruvic

transminase (SGPT)
                                                        (Zakim และ Boyer, 1982)



32

เตตระคลอไรด พบวาระดับเอนไซม SGPT เพิ่มสูงขึ้น ซึ่งเกิดรวมกับการที่ตับถูกทําลายอยางเฉียบ
พลันทั้งที่เปนสวนของเซลลตับ ชองไซนูซอยด พรอมกับมีการสรางไฟบรินขึ้นภายในตับ สวน
Chakraborty และ Benerjee (1989) ศึกษาเอนไซมในเลือดของปลาดุก air-breathing catfish
(Heteropneustus fossilis) ที่ไดรับสารพิษจากพืช Saponific plant toxicant ซึ่งมีผลทําลายเม็ด
เลือดแดง และทําใหระดับเอนไซม SGOT และ SGPT เพิ่มข้ึน ในขณะที่ไกลโคเจนในตับและ
โปรตีนในกลามเนื้อลดลง

Rahmann และคณะ (1990) ศึกษาความผิดปกติของเลือดและตบัในไกเล็กฮอรนขาว ที่
ไดรับ isocarp ซึ่งใชเปนยาฆาแมลง พบวาทั้งไกตัวผูและตัวเมียที่กินสาร isocarp ความเขมขน 75
, 112.5 และ 150 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ทุกวันเปนเวลา 21 วัน จะมีระดับ hemoglobin
hematocrit และระดับโปรตีนในเลือดลดลง รวมทั้งคาเอนไซม SGPT ลดลง ในขณะที่ระดับกลูโคส
คาเอนไซมSGOT และ SAP (serum acid phosphatase) เพิ่มข้ึน และจาก Raje และคณะ
(1990) ที่ศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของ Lavastatin กับ acetaminophen ในหนู mice โดยใหกิน
Lavastatin ผสมกับน้ํามันขาวโพด 30 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม วันละ 3 มื้อเปนเวลา 13
สัปดาหและให acetaminophen 0.75%W/V       ในน้ําดื่มเปนเวลา 13 สัปดาห ผลปรากฎวา
ระดับเอนไซม SGPT (ALT) สูงขึ้นทั้งในหนูตัวผูและตัวเมีย สวนผลการตรวจเนื้อเยื่อตับพบวาเซลล
ตับบวม  นอกจากนี้การศึกษาถึงผลของยารักษาวัณโรคคือ isoniazid และ rifampicin ในคนไขที่
ไดรับยานานตั้งแต 3-6 เดือน  พบวาคนไขสวนใหญจะมีระดับเอนไซมในตับ คือ SGOT และ
SGPT เพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงพิษของยาที่มีตอตับ (Krishnawamy และคณะ, 1991)

Skrzypinska-Gawrysiak และคณะ (1991) ทําการทดลองฉีดคลอโรฟอรม 1/8 ถึง 1 สวน
ของ lethal dose เขาชองทองของหนู (mice) พบวาระดับเอนไซม SGPTสูงขึ้น แสดงใหเห็นถึง
ความเสียหายของตับที่เกิดจากการทําลายของอนุมูลอิสระ (free radical) ที่มาจากคลอโรฟอรม
สวน El-Massry และคณะ(1991) ศึกษาผลของ Vanillin ที่มีตอขบวนการ     เมตาบอลิซึมในสัตว
ทดลองโดยใชหนูขาว (albino rat)  พบวาหลังจากหนูไดรับสารนาน 9 สัปดาห มีการลดลงของ
ระดับไขมันทั้งไตรกลีเซอไรดและคลอเลสเตอรอล ในขณะที่การทํางานของตับและไตเพิ่มข้ึน โดย
พิจารณาจากผลของระดับ SGOT, SGPT และ acid phosphatase ที่เพิ่มข้ึน



บทที่ 3

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง

3.1 วัสดุอุปกรณ

3.1.1 สัตวทดลอง

ใชพันธุกบนา Hoplobatrachus rugulosus Weighmann จากฟารมกบของคุณ
มนตรี คุณสมพร คําพร อําเภอวังนอย จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

นําลูกออดกบอายุ 1 สัปดาหมาอนุบาลในบอขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.30 เมตร
ความจุ 500 ลิตรเลี้ยงเพื่อใหปรับตัวเปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นทําการคัดกบที่มีความ
สมบูรณแข็งแรงและมีขนาดใกลเคียงกัน สุมตัวอยางนําไปเลี้ยงเพื่อทําการทดลองตอไป
ลูกออดกบที่เร่ิมตนการทดลองมีอาย ุ 2 สัปดาห ความยาวเฉลี่ย 3 เซนติเมตร

รูปที่ 3.1  ลูกออดกบนาอายุ 2 สัปดาห



3.1.2 อาหารสัตวทดลอง

ใชอาหารกบชนิดเม็ดสําเร็จรูปเครื่องหมายการคา ไฮเกร็ด ซึ่งมีโปรตีนไมต่ํากวา
40% และไขมันไมเกิน 20%

3.1.3 สารทดลอง

ใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย Azadirachta indica var.siamensis Valenton  ที่มี
ชื่อทางการคาวา “สะเดาไทย111” จากบริษัท ผลิตภัณฑสะเดาไทย จํากัด ซึ่งอยูในรูปสาร
ละลายเขมขนและระบุสารสําคัญคือ Azadirachtin 0.1%

รูปที่ 3.2  สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือสะเดาไทย111 ชนิดน้ําเขมขน

3.1.4 อุปกรณตางๆ อยูในภาคผนวก ก.
3.1.5 สารเคมีตางๆ  อยูในภาคผนวก ข.
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3.2 วิธีดําเนินการทดลอง

3.2.1 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
หรือสะเดาไทย111

เพื่อกําหนดคามัธยฐานความเปนพิษอยางเฉียบพลันหรือ LC 50ที่ 96 ชั่วโมง
(50% lethal concentration at 96 hours) โดยใชวิธี Static acute toxicity test และ
วิเคราะหหาคา LC 50 ดวยโปรแกรมโปรบิต (Probit analysis)(Finney,1971)

เตรียมสารละลายสะเดาไทย 111 ความเขมขนตางๆที่ตองการ คือ 1,000, 500,
100, 10, 1, 1.0 และ 0.01 ppm. โดยนําผลิตภัณฑสะเดาไทย 111 จากขวดที่อยูในรูป
สารละลายเขมขน มาผสมน้ํากลั่นแลวเจือจางดวยสัดสวนตางๆ จนไดความเขมขนที่
ตองการ

ทดลองในโหลแกวกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว สูง 14 นิ้ว ความจุ 12
ลิตร โดยเติมน้ําหรือสารละลายสะเดาไทย 111ปริมาตร 10 ลิตร จากนั้นนําลูกออดกบ
อายุ 2 สัปดาหที่เตรียมไวมาแบงออกเปน 2 กลุมคือ กลุมควบคุมและกลุมทดลอง แลว
ดําเนินการทดลองหา Range-finding test และ Definite test ดังนี้

Range-finding test

ทําการทดลองหาชวงความเขมขนของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีผลทําใหกบ
ตายมากและนอยกวา 50% โดยกําหนดความเขมขนของสารสกัดเปน 7 ระดับ คือ
0.01,0.1 ,1, 10, 100, 500 และ1,000 ppm. ตามลําดับ ทําการทดลอง 3 ซ้ําของแตละ
ความเขมขน และใชสัตวทดลองซ้ําละ 10 ตัว เพื่อนับจํานวนกบที่ตายภายในเวลา 24, 48,
72 และ 96 ชั่วโมง

Definitive test

นําผลการทดลองจากการทดสอบขอ 1 คอืชวงระดับความเขมขน 100 และ 500
ppm.      มาทําการทดสอบตอโดยกําหนดคาความเขมขนใหละเอียดขึ้นจํานวน 7 ระดับ
คือ 150, 200, 250, 300, 350, 400 และ 500 ppm. ตามลําดับ ทําการทดลอง 3 ซ้ําๆละ
10 ตัว นับจํานวนกบที่ตายในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงตามลําดับ จากนั้นนํา
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ขอมูลที่ไดมาวิเคราะหหาคา LC 50 ที่ 96 ชั่วโมงโดยใช โปรแกรมโปรบิต (Probit analysis)
(Finney,1971)

3.2.2 การหาคา Application factor (AF) นําคา LC 50 ที่ไดมาคํานวณ
หาคา Application factor (AF) เพื่อกําหนดความเขมขนในการทดลองหาคาความเปน
พิษที่ระดับความเขมขนต่ําเปนเวลานาน  18 สัปดาห (long-term level toxicity test) ใน
ขั้นตอนตอไป โดยการคํานวณจากสูตรดังนี้

AF = MATC/ LC 50 96 hours

MATC = คาความเปนพิษสูงสุดของสารพิษที่ยอมรับได
คา MATC ไดจากการประมาณโดยมีชวงอยูระหวางความเขมขน 2 ระดับ คือ
NOEC = คาความเขมขนสูงสุดที่ไมมีผลตอการตายของสัตวทดลอง กับ
LOEC = คาความเขมขนสูงสุดที่มีผลตอการตายของสัตวทดลองนอยที่สุด

3.2.3 การทดลองเพื่อศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดสะเดา
ไทยที่มีผลตอเลือดและตับกบนาภายหลังไดรับสารในระดับความเขมขนต่ําเปน
ระยะเวลา 18 สัปดาห

ขั้นตอนการดําเนินการ
ทําการทดลองโดยใชกบอายุ 2 สัปดาห แบงออกเปนกลุมทดลองและ

กลุมควบคุม โดยทดลองกลุมละ 3 ซ้ําๆละ 200 ตัว กลุมทดลองเลี้ยงในน้ําที่มีสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทยความเขมขน  46.66 ppm.

การเลี้ยงกบในชวงอายุ 2 สัปดาหถึง 1 เดือน เลี้ยงในบอพลาสติกความจุ
500 ลิตร ใสน้ําปริมาตร 30 ลิตร ทําการเปลี่ยนถายน้ําทุกวัน สวนการเลี้ยงกบตั้งแตชวง
อายุ 1 เดือนขึ้นไป เลี้ยงในบอปูนขนาด 40x 70x70 ลูกบาศกเซนติเมตร ใสน้ํา 4 ลิตร ทํา
การเปลี่ยนถายน้ําทุกวันจนกบอายุครบ 5 เดือน
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สุมเก็บตัวอยางกบทุกกลุมๆละ 10 ตัว ในระยะเวลาทุก4 สัปดาห เร่ิมต้ัง
แตใหสารจนครบ 6 สัปดาห นํามาชั่งน้ําหนักตัวและน้ําหนักตับ ดูลักษณะภายนอกของ
ตับ ศึกษา% Relative liver weight เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติโดยใช t-test

3.3 วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อตับเพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน

   วิธีการเตรียมสไลดเนื้อเยื่อตับโดยวิธีพาราฟน และยอมสี H&E
1. นําชิ้นเนื้อตับขนาด 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร มาดองในน้ํายา

10%    buffer formalin เปนเวลา 24 ชั่วโมง
2. แชชิ้นเนื้อตับใน ethyl alcohol เปอรเซนตตางๆเพื่อดึงน้ําออก

โดยแชใน 70% ethyl alcohol นาน 1 ชั่วโมง  90% ethyl
alcohol นาน 6 ชั่วโมง 95% ethyl alcoholนาน 6 ชั่วโมง 2 คร้ัง
และ 100% n-butanol 1 ชั่วโมง ตามลําดับ

3. แชชิ้นเนื้อใน xylene 1 ชั่วโมง
4. นํามาแชในสารละลาย xylene + wax ที่ละลายในอัตราสวน 1:1

เปนเวลา 30 นาที ภายในตูอบอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง

5. ฝงชิ้นเนื้อลงใน paraplast
6. นําชิ้นเนื้อที่ฝงใน paraplast มาตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบ

rotary microtome ตัดหนา 5 ไมโครเมตร และติดบนแผนสไลด

วิธีการยอมสี Haematoxylin และ Eosin

1. นําสไลดที่มีเนื้อเยื่อแชใน xylene 2 คร้ังๆละ 5 นาที
2. แชในแอลกอฮอลเปอรเซนตตางๆ จาก 100% n-butanol, 95% ,

90% และ 70% ethanol ตามลําดับ เปนเวลา 3 นาที ทุกขั้นตอน
3. นําสไลดที่มีเนื้อเยื่อมายอมดวยสี haematoxylin นาน 12 นาที

แลวจึง differeniate ในสารละลายที่ประกอบดวย 70% ethyl
alcohol + 2-3 หยด HCl (conc.) นาน 1 วินาที

4. ลางดวยน้ําประปา 10 นาที จนเห็นนิวเคลียสติดสีน้ําเงินเขม



38

5. นํามาทําการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวย 70% , 90% ethyl
alcohol ข้ันตอนละ 3 นาที

6. ยอมดวยสี eosin นาน 2 วินาที แลวลางสีสวนที่เกินออกดวย
95% ethyl alcohol นาน 2 วินาที

7. ดึงน้ําออกโดยแชใน  n-butanol
8. แชสไลดใน xylene 2 คร้ังๆละ 8 นาที แลว mount ดวย canada

balsum

3.4 การเก็บตัวอยางเลือด

เมื่อใหสารครบ 10 สัปดาห เร่ิมเก็บตัวอยางเลือด โดยสุมตัวอยางกบทุก                 
4 สัปดาห โดยเก็บตัวอยางกลุมละ 8-10 ตัวทุกกลุม การเก็บตัวอยางเลือดทําโดยวิธีเจาะ
เลือดจากหัวใจ (cardiac puncture) เลือดจากแตละตัวอยางจะแบงออกเปน 2 สวน

สวนที่ 1 ผสมกับ EDTA ปองกันการแข็งตัวของเลือด แลวนําไปตรวจหาคาเม็ด
เลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) หาจํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน นับจํานวนเม็ด
เลือดขาว และแยกชนิดเม็ดเลือดขาว

สวนที่ 2 ปลอยใหเลือดแข็งตัว เพื่อแยกสวนซีร่ัมไปตรวจวิเคราะหทางชีวเคมีหา
ระดับเอนไซม 2 ชนิด คือ SGOT และ SGPT

วิธีการตรวจทางโลหิตวิทยา

การวัดคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(Packed cell volume or Hematocrit)

โดยวิธี microhematocrit (Benjamin, 1981)(อางโดย อัจฉริยา ไศลสูต, 2536)ใช
capillary  tubes (75มม.x 1.0 มม.) บรรจุเลือดประมาณ ¾ ของหลอด แลวกดปลาย
หลอดดานที่มีเลือดลงไปในดินน้ํามัน นําไปปนในเครื่องปนพิเศษ 10,000-13,000 รอบ/
นาที  เปนเวลา 5 นาที แลวนํามาอานคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน นําคาที่ไดมาคํานวณหาสิ่ง
ตอไปนี้ ไดแก

จํานวนเม็ดเลือดแดง = คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน / 6   x 10 6    เซลล/มม.3

คาฮีโมโกลบิน           = คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน / 3               กรัมเปอรเซนต
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การวัดจํานวนเม็ดเลือดขาว

โดยใชน้ํายาสูตร Herrick’s solution (Campbell,1992) ดูดเลือดจากตัวอยางที่
เก็บมาเขา leucocyte-diluting pipette ใหถึงขีด 0.1 เช็ดเลือดที่ติดดานนอก pipette
ออกใหหมด แลวดูดน้ํายาขึ้นมาจนถึงขีด 11 เขยา pipette ประมาณ 2-4 นาที แลวหยด
น้ํายา 2-3 หยดแรกทิ้งไปเพื่อขจัดสวนที่ไมมีเม็ดเลือดออกใหหมด  แลวนําน้ําเจือจางเลือด
จาก pipette ใสใน counting chamber  เพื่อนํามานับจํานวนเม็ดเลือดขาวดวยกลอง
จุลทรรศน  แลวนําคาที่ไดมาคํานวณ

จํานวนเม็ดเลือดขาว = จํานวนเม็ดเลือดขาวที่นับได  x 110 เซลล/ มม.3

การนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาว

โดยการสเมียรเลือด และแชใน methanol 1-2 นาที ทิ้งไวใหแหง แลวยอมดวยสี
Giemsa ที่เจือจางในฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 นาน 10 นาที ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร
ตามดวยน้ํา แลวทิ้งไวใหแหงตามวิธีของ Humason (1979) แลวจึงนํามาศึกษาดวย
กลองจุลทรรศนเพื่อแยกชนิดเม็ดเลือดขาวและศึกษาลักษณะของเม็ดเลือด

การตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGOT และ SGPT

วิธีการตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGOT
1. ดูดสารละลาย SGOT substrate 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองแลวอุนที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
2. เติมซีร่ัม 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน อุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 1  ชั่วโมง
3. เติม phenylhydrazine 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ

หอง 20 นาที
4. เติม 0.4 N NaOH 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5

นาที
5. นําไปอานคาการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  โดยใชน้ํา

เปน blank แลวตั้งคาเปน 0
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6. พิจารณาคา SGOT activity จาก Calibration curve

วิธีการตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGPT
1.   ดูดสารละลาย SGPT substrate 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองแลวอุนที่

อุณหภูมิ 37     องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
2. เติมซีร่ัม 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน อุนที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30

นาที
3. เติม phenylhydrazine 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ

หอง 20 นาที
4. เติม 0.4N NaOH 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5

นาที
5. นําไปอานคาการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยใชน้ําเปน

blank แลวตั้งคาเปน 0
6. พิจารณาคา SGPT activity จาก Calibration curve

3.5 การวิเคราะหผล

1. วิเคราะหขอมูลคาความเปนพิษเฉียบพลันที่ 96 ชั่วโมง โดยใชโปรแกรม
Probit analysis (Finney,1971)

2. วิเคราะหและเปรียบเทียบคาทางสถิติของ% Relative liver weight ระหวาง
กลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยใช T-test

3. วิเคราะหผลการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับกบที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ด สะเดาไทย ตั้งแตสัปดาหที่ 6 ถึง สัปดาหที่ 18 ภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบใชแสงพรอมกับบันทึกผลและถายภาพ

4. วิเคราะหและเปรียบเทียบคาทางสถิติของเลือด (Blood parameter) ไดแก
คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน จํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน จํานวนและ
ชนิดเม็ดเลือดขาว คาเอนไซม SGOT  SGPTในเลือดระหวางกลุมทดลองกับ
กลุมควบคุมโดยใช T-test



บทที่ 4

ผลการทดลอง

ผลการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน Acute toxicity test

ผลจากการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยตอกบอายุ
2 สัปดาหในเวลา 96 ชั่วโมง และวิเคราะหจากโปรแกรม Probit analysis ปรากฎวาไดคา LC 50   ที่
24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง เทากับ 353.73, 329.08, 315.87 และ 298.26 ppm. ตามลําดับ
ดังแสดงในตารางที่ 4.1และรูปที่ 4.1 สวนเปอรเซนตการอยูรอดของกบนาเมื่อไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทยความเขมขนตางๆ ในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง แสดงในรูปที่ 4.2 และจาก
การสังเกตอาการของกบที่ไดรับพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย พบวามีอาการทุรน
ทุราย ขึ้นมาหายใจถี่บริเวณผิวน้ํา เสียการทรงตัวและตายในที่สุด

ตารางที่ 4.1 แสดงคาความเปนพิษเฉียบพลัน LC50 ของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ที่มีผลตอการตายของกบนา

คาพิสัยของ LC50เวลา
(ชั่วโมง)

LC50

(ppm.) ตํ่าสุด (ppm.) สูงสุด (ppm.)
R2

24 353.73 336.66 372.48 3.83
48 329.08 297.88 363.89 13.63
72 315.87 288.76 344.81 11.09
96 298.26 281.31 315.50 5.18
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%ความเขมขน

รูปที่ 4.1 กราฟแสดงคาความเปนพิษเฉียบพลัน LC 50 ของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
           หรือสะเดาไทย 111 ตอกบนา

probit analysis
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงเปอรเซนตการอยูรอดของกบนากับคาความเขมขน (ppm.) ของสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทย ในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง
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ผลการคํานวณหาคา Application factor (AF)

เมื่อนําคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ซึ่งมีคาเทากับ 298.26 ppm. มาคํานวณหาคา Application
factor (AF) เพื่อกําหนดคาความเขมขนที่จะนําไปใชทดลองความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดา
ไทยเปนระยะเวลานาน 18 สัปดาห จากกสูตร

AF = MATC/ LC50

คา MATC หมายถึงคาความเขมขนสูงสุดของสารพิษที่ยอมรับได มีคาอยูระหวางความ
เขมขน 2 ระดับ คือ NOEC และ LOEC จากผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม Probit analysis
( ตารางที่ ค-4 ในภาคผนวก ค) พบวา LOEC เปนคาความเขมขนสูงสุดที่สังเกตพบการตายของ
กบนอยที่สุด คือคา LC1 มีคาเทากับ 121.12 ppm.

หมายเหตุ: LC 1 หมายถึง ความเขมขนที่ทําใหสิ่งมีชีวิตตาย 1% หรือ ตาย 1 ตัวจากทั้ง
หมด 100 ตัว
ดังนั้น  MATC= LOEC = LC 1 = 121.12 ppm.

AF = MATC / LC 50

     =  LC1 /  LC 50

     =  121.12 / 298.26
     =  0.41

จะไดคาความเขมขนที่จะนําไปใชในการทดสอบพิษแบบกึ่งเรื้อรัง
     =  AF x  LC 1
     =  0.41 x  121.12
     =  49.66 ppm.
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ผลการศึกษาตับกบหลังจากไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยแบบกึ่งเรื้อรัง

จากผลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm.
แบบกึ่งเรื้อรัง เปนระยะเวลานาน 18 สัปดาห ปรากฎวากบในแตละชวงเวลาที่เก็บตัวอยางทุก
4 สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของตับและเอนไซมSGOT และ SGPT ที่เปนตัวบงชี้คุณภาพตับ เมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุมดังนี้

ลักษณะภายนอกของตับ

ตับกบปกติมีขนาดใหญอยูดานหนาสุดของชองทอง แยกเปนพูมีสีตั้งแตน้ําตาลอมเหลือง
ถึงน้ําตาลแดง ตอนทายของพูจะแยกเปน 2 สวน ทําใหเห็นตับมีจํานวนพูตั้งแต 3 หรือ 4 พู ผิวดาน
นอกเรียบเปนมัน สวนตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66
ppm. พบวาในตับกบบางตัวจะมีสีซีดขาวหรือดําคล้ําดางเปนหยอมๆ รวมทั้งมีตุมที่ผิวดานนอก
ของตับ ซึ่งลักษณะดังกลาวพบในกบกลุมทดลองบางตัวที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา
ตั้งแต10 ถึง 18สัปดาห

ผลของคา%ความสัมพันธระหวางน้ําหนักตับกับน้ําหนักตัว (% Relative liver weight
หรือ % R)

คา % R ของกบกลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 6, 14,10 และ 18 สัปดาห มีคา
เฉลี่ย  3.72 + 0.26, 4.43 +  0.30, 5.74+ 0.32 และ 8.0 + 0.61 ตามลําดับ สวนกบในกลุม
ทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.มีคาเฉลี่ย %R 3.90+0.21,
6.11+0.18, 6.97+0.31 และ 6.69+0.31 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.2)  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคา
เฉลี่ย%R ระหวางกบในกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใชสถิติ T-test ปรากฎ
วามีความแตกตางโดยกบในกลุมทดลองเปนเวลา 10 สัปดาห และ 14 สัปดาห มีคา %R สูงกวา
กลุมควบคุม สวนกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 18 สัปดาห มีคา %Rต่ํา
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p <0.05) (รูปที่ 4.3 )(ตาราง
ที่ ง-1 ในภาคผนวก ง)
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ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ในเลือด

ระดับเอนไซม SGOT (IU/l) ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10, 14 และ18
สัปดาห มีคาเฉลี่ย  1530+18.9, 319.20+86.12 และ 551.0+142.69 ตามลําดับ สวนในกบกลุม
ทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.มีคาเฉลี่ยของระดับเอนไซม
SGOT(IU/l) 1213.33+109.13,1809.27+174.82 และ 1258.75+196.30 ตามลําดับ และระดับ
เอนไซม SGPT (IU/l)  ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10,14 และ18 สัปดาห มีคา
เฉลี่ย  280.5+2.08, 157.6+12.27 และ 127.90+21.52 ตามลําดับ สวนในกบกลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.ในชวงเวลาเดียวกันมีคาเฉลี่ยของระดับ
เอนไซม SGPTในเลือด 468.54+41.78, 571.93+109.14 และ 258.08+41.09 ตามลําดับ (ตาราง
4.3) จากการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ยโดยใช T-test พบวาระดับเอนไซม
SGOT ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาหมีคาสูงกวาในกบนากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน และมีคาเอนไซม SGPTของกลุมทดลองเปนเวลา10 ถึง 18 สัปดาหมีคาสูง
กวากบนากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน  โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (p <0.05) (รูปที่ 4.4 - 4.5)

ผลของเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย

จากการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm. เปน
เวลานาน 18 สัปดาห ปรากฏวามีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับเลือดกบนาในดานตางๆดังนี้

จํานวนเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit)

ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10, 14 และ 18 สัปดาหมีคาเฉลี่ยจํานวน
เม็ดเลือดแดง (x 10 6 cell/mm 3) 3.8+0.27, 4.24+0.29 และ 6.2+0.49 ตามลําดับ สวนในกบ
นากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.ในชวงเวลาเดียวกันมีคา
เฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดง 4.9+0.23, 6.15+0.23 และ 6.42+0.28 ตามลําดับ

คาฮีโมโกลบิน(กรัม%)ในกบนากลุมควบคุมมีคาเฉลี่ย 7.51+0.51, 8.38+0.65 และ
11.79+0.98 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองมีคาเฉลี่ยคาฮีโมโกลบิน 9.47+0.46,
11.56+0.42 และ 12.34+0.55
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คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(%)ในกบนากลุมควบคุมมีคา 23.5+1.67, 24.3+2.02 และ
34.1+2.75 ตามลําดับ  สวนคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(%)ในกบนากลุมทดลองมีคาเปน 27.67
+1.37,33.67+1.09 และ 35.88+1.60 ตามลําดับ (ตาราง 4.4) เมื่อนําคาเฉลี่ยเหลานี้มาเปรียบ
เทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใช T-
test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความ
เขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 10 สัปดาห และ 14 สัปดาห มีจํานวนเม็ดเลือดแดง และฮีโมโกลบิน
สูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน สวนคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกลุมทดลองมีคาสูงกวา
กลุมควบคุมในสัปดาหที่ 14 โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p < 0.05) สวนกบที่
ทําการทดลองเปนเวลา 18 สัปดาหคาเหลานี้ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(รูปที่ 4.6 – 4.8)

จํานวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด

จํานวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด(x 102 cell/mm3)ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปน
เวลา10, 14 และ18 สัปดาห มีคาเฉลี่ย 72.26+5.21, 148.37+38.0 และ 81.0+34.24 ตามลําดับ
สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. ในชวงเวลา
เดียวกันมีคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาว 148.57+10.87, 158.14+8.93 และ 195.80+18.64
ตามลําดับ (ตาราง 4.4) ซึ่งเมื่อใช T-test เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุม
กับกลุมทดลอง จะพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในกลุมทดลองเปนเวลา
10 และ 18 สัปดาห มีจํานวนเม็ดเลือดขาวสูงกวากลุมควบคุม (รูปที่ 4.9และรูปที่ 4.26)

เปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิด

เปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิดไดแก %lymphocyte, monocyte, neutrophil,
basophil และ eosinophil  ในกบนากลุมควบคุมกับกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคาตางๆตามตาราง 4.5 ดังนี้

% lymphocyteในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา10 , 14 และ 18 สัปดาหมี
คา  79.6+0.48, 38.8+11.08 และ 54.7+7.85 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสาร
สกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคา
56.42+2.47,35.9+1.56 และ 28.08+4.31 ตามลําดับ
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% monocyte ในกบนานากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาหมีคา
3.4+0.52, 6.7+1.54 และ 10.8+2.22 ตามลําดับสวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา 14.75+1.43, 15.03+1.01 และ 11+1.28

% neutrophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาหมีคา
8.0+0.49, 41+10.83 และ 13.0+4.14 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา 23.0+2.48, 15.9+2.99 และ 50.75+5.2

% basophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคา
4.4+0.58, 4.0+0.94 และ 7.9+1.52 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลา10 , 14 และ 18 สัปดาห  มีคา  1.25+0.43,
18.07+1.79 และ 2.5+0.35

% eosinophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคาเฉลี่ย
4.6+1.27, 8.7+3.27 และ 13.6+2.99 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา  4.58+1.05, 15.17+1.3 และ 7.67+1.42

เมื่อนําคาเหลานี้มาเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุม
ทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใช T-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวามีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติในกรณีตอไปนี้ ไดแก %lymphocyteในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา  10
และ 18 สัปดาหมีคาต่ํากวาของกลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน

%monocyte ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 14 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน

%neutrophil ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 18 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน แตมีคาต่ํากวากลุมควบคุมในการทดลองเปนเวลา 14 สัปดาห

%basophil ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 18 สัปดาหมีคาต่ํากวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน  แตสูงกวากลุมควบคุมในการทดลองเปนเวลา 14 สัปดาห (p<0.05)

%eosinophil ของทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในการทดลอง
เปนเวลา 10 สัปดาห แตในกลุมทดลองเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาหมีความแตกตางโดยที่ในกลุม
ทดลองเปนเวลา 14 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบคุม และพบวาในกลุมทดลองเปนเวลา 18
สัปดาหมีคาต่ํากวากลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)
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ผลการศึกษาเนื้อเยื่อตับภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย 
ความเขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 6, 10 , 14 และ 18 สัปดาห  ประเมินโดยใชหลักการของการ
เกิด cell injury ซึ่งจาก Nowak และ Hanford (1994) ไดสรุปไวดังนี้

การเกิด cell injury มาจาก 3 สาเหตุใหญๆไดแก การที่เซลลขาดสารที่จําเปน การไดรับ
สารพิษ และ การที่เซลลถูกทําอันตราย ซึ่งการทดลองครั้งนี้ความเสียหายของเซลลตับกบมีสาเหตุ
มาจากการไดรับสารพิษ (intoxication) ในระดับที่สามารถทําอันตรายตอเซลลโดยตรง มีผลทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงดังนี้

ผลที่เกิดจากการตอบสนองของเซลลตับที่ไดรับอันตรายและนํามาใชพิจารณาการเปลี่ยน
แปลงในการศึกษาครั้งนี้ไดแก

Hydropic change เกิดจากการที่มีน้ําเขามาในเซลลมากผิดปกติ จนทําใหเซลลบวม และ
ถาการสะสมน้ําเกิดในออรกาแนลตางๆ จะมีผลทําให เกิดcloudy swelling

มีการรวมกลุมของโครโมโซมรอบๆเยื่อหุมนิวเคลียส เรียก Perinuclear chromatin
clumping

Fatty change การเสียสภาพของตับทําใหเกิดความผิดปกติ ซึ่งอาจมีการสะสมไขมันมาก
ผิดปกติ หรือไมมีการสะสมไขมันในเซลลตับ

เมื่อเซลลไดรับอันตรายรุนแรงจนทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ไมสามารถกลับคืนสูสภาพ
ปกติ (irreversible change) และนําไปสูการตายของเซลล ที่เรียกวา necrosis ซึ่งจะมีการเปลี่ยน
แปลงของนิวเคลียสในลักษณะตางๆดังตอไปนี้

karyolysis เปนการที่นิวเคลียสจางลงและสลายไป
pyknosis นิวเคลียสจะหดตัวเล็กลง
karyorrhexis นิวเคลียสแตกเปนเสี่ยงๆ
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ผลที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับกบที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
แบบกึ่งเรื้อรัง เปนเวลานาน 18 สัปดาห

ลักษณะเนื้อเยื่อตับกบปกติ

จากการศึกษาเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 6, 10, 14 และ 18
สัปดาห (รูปที่ 4.10, 4.14, 4.19 และ 4.22) พบวาตับกบมีลักษณะเปนเนื้อเยื่อปกติ ประกอบดวย
เซลลตับรูปรางหลายเหลี่ยมมีนิวเคลียสกลมอยูคอนไปดานใดดานหนึ่งของเซลล  เนื่องจากถูก
ไขมันสะสมดันไป มีนิวคลีโอลัส 1-2 อัน เมื่อยอมดวยสี H&Eนิวเคลียสติดสีมวงเขมของ
hematoxylinเห็นนิวคลีโอลัสชัดเจน ไซโตพลาสซึมติดสีชมพูของ eosin และมีบริเวณที่เปนชองวาง
เนื่องจากไขมันสะสมที่ถูกชะลางในขั้นตอนของการยอมสี ปริมาณไขมันสะสมแตกตางกันไปตาม
อายุและภาวะโภชนาการของกบ การจัดเรียงตัวของเซลลตับไมเปนระเบียบ ไมเห็นเปนแนวรัศมี
จะเห็นเซลลตับเรียงตัวเปน 2 แถวและกั้นดวยชองไซนูซอยด ซึ่งเปนทางติดตอกับเสนเลือด
central vein มีเสนเลือด และทอน้ําดีกระจายภายในเนื้อเยื่อตับ (รูปที่ 4.10) เนื้อเยื่อตับถูกหุมดวย
เยื่อหุมตับ เปนเซลลแบนบางชนิด simple squamous epithelium

ลักษณะตับกบกลุมทดลอง ที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm.
เปนเวลา 6, 10, 14 และ 18 สัปดาห เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง มีลักษณะการ
เปลี่ยนแปลงดังตอไปนี้

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 6 สัปดาห เยื่อหุมตับมีความหนาผิดปกติและมีการแทรกตัว
ของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ ชองไซนูซอยดขยายและมีเม็ดเลือดแดงคั่งภายใน กบบางตัวมี
เลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(hemorrhagic area) (รูปที่ 4.11) มีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมา
โครฟาจในระหวางเซลลตับ (รูปที่ 4.11 A ) นอกจากนี้ยังพบการตายของเซลลตับทั้งแบบเปนกลุม
และแบบแพรกระจาย (รูปที่ 4.12 B) สวนความผิดปกติของนิวเคลียส พบทั้งแบบ perinuclear
chromatin clumping nucleus และ การสลายตัวของนิวเคลียส (รูปที่ 4.13)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 สัปดาห สภาพความเสียหายของตับเเละการเปลี่ยน
แปลงที่เห็นไดชัดคือ เยื่อหุมตับผิดปกติ โดยความหนาเพิ่มข้ึนและมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว
ใตเยื่อหุมตับ (รูปที่ 4.15) มีการขยายตัวของชองไซนูซอยด พบเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวคั่ง
ภายในชองไซนูซอยด (รูปที่ 4.17 A) การตายของเซลลตับพบนอยกวาในการทดลองสัปดาหที่ 6
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(รูปที่ 4.17 – 4.18 ) สวนความผิดปกติของนิวเคลียสยังคงพบเชนเดียวกับในสัปดาหที่ 6 (รูปที่
4.16 ) และในกบบางตัวมีการสะสมของไขมันผิดปกติ (รูปที่ 4.17 B)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 สัปดาห สภาพความเสียหายของตับใกลเคียงกับในการ
ทดลองสัปดาหที่ 10 ยังคงพบเยื่อหุมตับที่หนาและมีการอักเสบ ภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(รูป
ที่ 4.20) มีการขยายตัวของชองไซนูซอยดและมีการคั่งของเม็ดเลือดภายใน พบการตายของเซลล
ตับทั้งแบบกระจายและแบบเปนกลุม (รูปที่ 4.20) ยังคงมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโคร
ฟาจระหวางเซลลตับ (รูปที่ 4.21) ในกบบางตัวมีการสะสมไขมันผิดปกติ (รูปที่ 4.21 B) และมี
ความผิดปกติของนิวเคลียสแบบตางๆรวมทั้งการสลายตัวของนิวเคลียส (รูปที่ 4.21)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 18 สัปดาห การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับในชวงนี้มีความ
รุนแรงนอยกวาของการทดลองชวง 14 สัปดาหที่ผานมา คือภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับลดลง
การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจระหวางเซลลตับพบนอยลงเมื่อเทียบกับสัปดาหที่ 14
สวนการเปลี่ยนแปลงที่ยังคงพบโดยทั่วไป ไดแก ความผิดปกติของเยื่อหุมตับ (รูปที่ 4.23) การ
ขยายตัวของชองไซนูซอยด การตายของเซลลตับ (รูปที่ 4.24 ) รวมทั้งความผิดปกติของนิวเคลียส
แบบตางๆ (รูปที่ 4.25)

การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับกบในลักษณะตางๆภายหลังจากที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 ถึง 18 สัปดาห แสดงในตาราง 4.6
และ 4.7 โดยเยื่อหุมตับกบกลุมทดลองมีความหนาผิดปกติ และหนามากในกลุมทดลองที่ไดรับ
สารนาน 14 และ 18 สัปดาห สวนการขยายตัวของชองไซนูซอยดและการคั่งของเลือดในชองไซนู
ซอยดเร่ิมพบตั้งแตการทดลองในสัปดาหที่ 6 และพบมากขึ้นเมื่อระยะเวลาที่ไดรับสารเพิ่มข้ึน การ
แทรกตัวของเลือดในเนื้อเยื่อตับ การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจพบมากที่สุดในกลุม
ทดลองที่ไดรับสารนาน 14 สัปดาห สวนความผิดปกติของนิวเคลียสพบในกลุมทดลองตั้งแตไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย 6 – 18 สัปดาห และการตายของเซลลตับพบมากที่สุดในชวง 6 สัปดาห
แรกของการทดลอง ในสัปดาหที่ 10 – 18 พบการตายของเซลลตับนอยกวาในสัปดาหที่ 6
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ตารางที่ 4.2  แสดงคาของน้ําหนักตัว น้ําหนักตับ และ % Relative liver weight (%R) ของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
เปนระยะเวลาตั้งแต 6-18 สัปดาห (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลา

น้ําหนักตัว (กรัม) น้ําหนักตับ (กรัม) %R น้ําหนักตัว (กรัม) น้ําหนักตับ (กรัม) %R

9.62 + 0.87 0.37 + 0.005 3.72 + 0.26 3.55 + 0.54* 0.15 + 0.002* 3.90 + 0.21
6 สัปดาห

(n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=30) (n=30)
40.30 + 1.70 1.78 + 0.10 4.43 + 0.30 97.0 + 5.70* 6.00 + 0.40* 6.11 + 0.18*

10 สัปดาห
(n=10) (n=10) (n=10) (n=24) (n=24) (n=24)

156.20 + 6.00 8.90 + 0.54 5.74 + 0.32 121.5 + 5.30* 8.16 + 0.40 6.97 + 0.31*
14 สัปดาห (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=30) (n=30)

163.70 + 18.00 13.58 + 2.00 8.00 + 0.61 124.8 + 5.40* 8.54 + 0.63* 6.69 + 0.31*
18 สัปดาห (n=10) (n=10) (n=10) (n=24) (n=24) (n=24)
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ตารางที่ 4.3  แสดงระดับเอนไซม SGOT และ SGPT(IU/l)ในเลือดกบนาที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                       
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลาที่ไดรับสาร

SGOT SGPT SGOT SGPT
1530 + 18.9 280.5 + 2.08 1213.33 + 109.13 468.54 + 41.78*

10 สัปดาห
(n=8) (n=8) (n=24) (n=24)

319.20 +  86.12 157.60 + 12.27 1809.27 +174.82* 571.93 +109.14*
14 สัปดาห

(n=10) (n=10) (n=30) (n=30)
551.0 + 142.69 127.90 + 21.52 1258.75 +196.30* 258.08 + 41.09*

18 สัปดาห
(n=10) (n=10) (n=24) (n=24)
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ตารางที่ 4.4 แสดงสวนประกอบของเลือด (Haematological parameter) กบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
 * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลา เม็ดเลือดขาว

(x102 cell/mm3)
เม็ดเลือดแดง

(x106 cell/mm3)
คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (%)

ฮีโมโกลบิน
กรัม %

เม็ดเลือดขาว
(x102 cell/mm3)

เม็ดเลือดแดง
(x106 cell/mm3)

คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (%)

ฮีโมโกลบิน
กรัม %

10 สัปดาห
72.16 + 5.21

(n=10)
3.8 + 0.27

(n=10)
23.50 + 1.67

(n=10)
7.51 + 0.51

(n=10)
148.57 + 10.87*

(n=24)   
4.9 + 0.23*

(n=24)    
27.67 + 1.37

(n=24)
9.47 + 0.46*

(n=24)

14 สัปดาห
148.37 + 38.00

(n=10)
4.24 + 0.29

(n=10)
24.30 + 2.02

(n=10)
8.38 + 0.65

(n=10)
158.14+ 8.93

(n=30)
6.15 + 0.23*

(n=30)
33.67 + 1.09*

(n=30)
11.56 + 0.42*

(n=30)  

18 สัปดาห
81.0 + 34.24

(n=10)
6.2 + 0.49

(n=10)
34.10 + 2.75

(n=10)
11.79 + 0.98

(n=10)
195.80 + 18.64*

(n=24)   
6.42 + 0.28

(n=24)
35.88 + 1.60

(n=24)
12.34 + 0.55

(n=24)
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ตารางที่ 4.5 แสดงเปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิดในกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.                                     
เปนระยะเวลา 10 - 18 สัปดาห  (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

  ระยะเวลา   กลุมควบคุม     กลุมทดลอง   
  %Lymphocyte %Monocyte %Neutrophil %Basophil %Eosinophil %Lymphocyte %Monocyte %Neutrophil %Basophil %Eosinophil

             10 สัปดาห 79.6+0.48 3.4+0.52 8.0+0.49 4.4+0.58 4.6+1.27 56.42+2.47* 14.75+1.43* 23.0+2.48* 1.25+0.43* 4.58+1.05
  (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
              14 สัปดาห 38.8+11.08 6.7+1.54 41+10.83 4.0+0.94 8.7+3.27 35.9+1.56 15.03+1.01* 15.9+2.99* 18.07+1.79* 15.17+1.3*
  (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
              18 สัปดาห 54.7+7.85 10.8+2.22 13.0+4.14 7.9+1.52 13.6+2.99 28.08+4.31* 11+1.28 50.75+5.2* 2.5+0.35* 7.67+1.42*
  (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24)

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)
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รูปที่ 4.3 แผนภูมิแสดง %Relative liver weight (%R) ของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 -18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
* *
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รูปที่ 4.4 แผนภูมิแสดงระดับเอนไซม SGOT ในเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                        
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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รูปที่ 4.5 แผนภูมิแสดงระดับเอนไซม SGPT ในเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห         
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

**
*
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รูปที่ 4.6  แผนภูมิแสดงปริมาณเม็ดเลือดแดงของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห                                                 
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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รูปที่ 4.7 แผนภูมิแสดงคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                    
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
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รูปที่ 4.8 แผนภูมิแสดงปริมาณฮีโมโกลบินของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                       
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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รูปที่ 4.9  แผนภูมิแสดงปริมาณเม็ดเลือดขาวของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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ตารางที่ 4.6 แสดงจํานวนกบนาที่มีการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับในลักษณะตางๆ ภายหลังที่ไดรับสารสกัดจากเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 ถึง18 สัปดาห

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
สัปดาหที่ 6 10 14 18 6 10 14 18

จํานวนสัตวทดลอง (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=24) (n=30) (n=24)
เยื่อหุมตับ
เยื่อหุมตับปกติ 10 10 10 10 4 5 0 1
เยื่อหุมตับหนา 0 0 0 0 12 15 21 7
เยื่อหุมตับหนามาก 0 0 0 0 14 4 9 16
พบเม็ดเลือดขาวคั่งอยูในเยื่อหุมตับ 0 0 0 0 2 9 11 3
การขยายตัวของชองไซนูซอยด

ไมพบการขยายตัวของชองไซนูซอยด 10 10 10 10 2 0 0 0
มีการขยายตัวนอย 0 0 0 0 12 11 5 5
มีการขยายตัวปานกลาง 0 0 0 0 13 13 21 12
มีการขยายตัวมาก 0 0 0 0 3 0 4 7

การคั่งของเลือดในไซนูซอยด และเนื้อเยื่อตับ
ไมพบการคั่งของเลือด 10 10 10 10 2 0 1 3
มีการคั่งของเลือดในไซนูซอยด 0 0 0 0 28 24 29 21
มีการแทรกของเลือดในเนื้อเยื่อตับ 0 0 0 0 5 4 14 4
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ตาราง 4.6 (ตอ)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
สัปดาหที่ 6 10 14 18 6 10 14 18

จํานวนสัตวทดลอง (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=24) (n=30) (n=24)
การแทรกตัวของเม็ดโลหิตขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ

ไมพบ 10 10 10 10 3 1 0 3
พบนอย 0 0 0 0 13 5 8 11
พบมาก 0 0 0 0 14 18 22 10

ความผิดปกติของนิวเคลียส
ไมพบความผิดปกติของนิวเคลียส 10 10 10 10 0 0 0 0
Perinuclear chromatin clumping 0 0 0 0 27 20 29 23
นิวเคลียสผิดปกติแบบ pyknotiic 0 0 0 0 8 21 20 22
นิวเคลียสเปนฝามัวและเริ่มสลาย 0 0 0 0 27 22 19 4
นิวเคลียสสลาย 0 0 0 0 20 20 27 24

การตายของเซลลตับ
  ไมพบการตายของเซลลตับ 10 10 10 10 2 9 14 10
  มีการตายเปนกลุมๆ และแบบเเพรกระจาย 0 0 0 0 28 15 16 14
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ตารางที่ 4.7  แสดงผลเฉลี่ยของความรุนแรงในการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับของกบที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.เปนระยะเวลา 6 - 18 สัปดาห

หมายเหตุ
-           ไมพบการเปลี่ยนแปลง
+          พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงนอย คิดเปน 1/4หรือ 25 % ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
++       พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงปานกลาง คิดเปน 1/2 หรือ 50% ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
+++     พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงมาก คิดเปน 3/4  หรือ 75%  ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
++++   พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงมาก คิดเปน100% หรือ  ของจาํนวนสัตวทดลองทั้งหมด

กลุมควบคุม กลุมทดลอง

สัปดาห 6 10 14 18 6 10 14 18

เยื่อหุมตับมีความผิดปกติ - - - - +++ +++ ++++ ++++

มีการคั่งของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ - - - - + + ++ +

มีการขยายตัวของไซนูซอยด - - - - +++ ++++ ++++ ++++

มีการคั่งของเลือดในไซนูซอยด - - - - +++ ++++ ++++ +++

มีการแทรกของเลือดในเนื้อเยื่อตับ - - - - + + ++ +

มีการตายของเซลลตับ - - - - +++ ++ ++ ++
การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและ
มาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ - - - - +++ +++ ++++ +++

ความผิดปกติของนิวเคลียส - - - - ++++ ++++ ++++ ++++
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รูปที่ 4.11 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีความหนาผิดปกติและมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุม

ตับ(ลูกศร) พบการแทรกตัวของมาโครฟาจ (M) และมีการสะสมไขมันผิดปกติ (*)
B.  แสดงการเกิด Hydropic swelling (*)การขยายตัวของชองไซนูซอยด(S)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.12 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงการเกิดเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(*) การเกิด Hydropic swelling(ลูกศร)
B. แสดงการตายเปนกลุมๆของเซลลตับ (*)

H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.13  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงการตายของเซลลตับ(ลูกศร) การสลายตัวของนิวเคลียส (*)
B. แสดงความผิดปกติของนิวเคลียส แบบperinuclear chromatin clumping(ลูกศร)

การตายของเซลลตับ(*)
H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.14 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 10 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด(S)
B. แสดงเซลลตับ (H) และชองไซนูซอยด(S)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.15  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห

A. แสดงเยื่อหุมตับผิดปกติ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวหนาหลายชั้นและมีการแทรก
ของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ(ลูกศร)

B. แสดงการสะสมของเหลวใตเยื่อหุมตับ(ลูกศร)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.16 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่หนาผิดปกติ (ลูกศร)
B. แสดงการตายของเซลลตับ(*) ลักษณะผิดปกติของนิวเคลียสแบบ pyknotic nucleus

(ลูกศร) และการสลายของนิวเคลียส(หัวลูกศร)
 H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.17 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห

A. แสดงชองไซนูซอยดที่มีการขยายตัวมีการคั่งของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว
ภายใน(S) การตายของเซลลตับ(*)

B. แสดงการสะสมของไขมันที่ผิดปกติ(*)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.18 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห
แสดงการตายของเซลลตับเปนกลุมๆ (*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.19  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 14 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด (S)
B. แสดงทอภายในเนื้อเยื่อตับ(ลูกศร)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.20 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 14 สัปดาห

A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีความหนาผิดปกติและมีการแทรกของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ
      (ลูกศร) การแทรกตัวของเลือดในเนื้อเยื่อตับ(*)
B. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยด(S) และการตายของเซลลตับแบบกระจาย(*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.21 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 14 สัปดาห
A. แสดงการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว(ลูกศร)และเลือด(*) ภายในเนื้อเยื่อตับ
B. แสดงการสะสมของไขมันที่ผิดปกติ(*) การสลายตัวของนิวเคลียส(D) และการเกิด

Hydropic swelling (ลูกศร)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.22 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

เสนเลือดภายตับ(V)
B. แสดง Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด (S)

H&E    bar scale = 25 µm



79

รูปที่ 4.23 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีเซลลคลุมผิวหนาผิดปกติ(ลูกศร) การตายของเซลลตับ(*)
B. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยดที่มีเลือดคั่งภายใน(S) การตายของเซลลตับ(*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.24 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยดที่มีเลือดคั่งภายใน(S) และพบการตายของ

เซลลตับ(*)
B. แสดงการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวภายในเนื้อเยื่อตับ(ลูกศร)

การตายของเซลลตับ(*)     H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.25 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงความผิดปกติของนิวเคลียสแบบ perinuclear chromatin clumping(ลูกศร)

pyknotic nucleus(หัวลูกศร) การสลายตัวของนิวเคลียส(*)
B. แสดงการตายของเซลลตับ(*) ความผิดปกติของนิวเคลียสแบบ perinuclear      

chromatin clumping (ลูกศร)            H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.26 ภาพแสดงเม็ดเลือดกบ ประกอบดวยเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว
          (ลูกศร) เปรียบเทียบความหนาแนนเม็ดเลือดขาวที่พบใน

A. กลุมควบคุม
B. กลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย แบบกึ่งเรื้อรัง

  Giemsa stain bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.27 ภาพแสดงเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆและ thrombocyte ของกบนา

A. แสดงลักษณะของ monocyte B. แสดงลักษณะของ lymphocyte

C. แสดงลักษณะของ neutrophil D. แสดงลักษณะของ basophil

E. แสดงลักษณะของ eosinophil F. แสดงลักษณะของ thrombocyte

Giemsa stain bar scale = 10 µm



บทที่ 5

อภิปรายผลการทดลอง

ความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยตอกบนา

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือ 
สะเดาไทย111 ที่ละลายในน้ําตอกบนา  มีคาสูงกวาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ด
สะเดาอินเดียตอปลานิลที่รายงานโดย Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) ; Janart และ
Wattanasirmkit (1997) นอกจากนี้ยังมีคาแตกตางจากคาความเปนพิษเฉียบพลันของผลิตภัณฑ
สะเดาชนิดตางๆ ตอลูกปลานิล ไดแก Margosan-O, Burmese Neem, Thai Neem
(โรงงาน       ตนแบบ), Thai Neem (โรงงานเอกชน), Indica Neem และ Neemazal                
(อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543) และคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดสะเดา
Margosan-O ในปลา rainbow trout ก็มีความแตกตางจากในปลานิล (Jacobson, 1995) ซึ่งเห็น
ไดวาความเปนพิษของสาร azadirachtin จากสะเดาที่มีตอส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันมีคาแตกตางกัน
ไปตามสัดสวนของปริมาณสารนี้ในผลิตภัณฑ รวมทั้งชนิด carrier solvent หรือตัวทําละลายที่ใช
ซึ่งทําใหความเปนพิษของสาร azadirachtinในผลิตภัณฑสะเดาใหคา LC 50 ไมเทากัน
(อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543) นอกจากนี้ความเปนพิษยังแตกตางกันไปตามชนิดของสัตว
ทดลอง

ความเสียหายที่เกิดกับตับของกบนา

กบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลาตั้งแต 10-14 สัปดาห มี
คา%Relative liver weight เพิ่มข้ึน แสดงวาตับมีการอักเสบและบวมน้ํา สวนกบนากลุมทดลองที่
ไดรับสารนี้เปนเวลา 18 สัปดาหมีคา %Relative liver weight ลดลง แสดงถึงการที่เซลลตับมีการ
ตายและตับมีขนาดเล็กลง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน  ซึ่งแสดงใหเห็นถึง
ความผิดปกติที่เกิดกับตับกบกลุมทดลอง ตามที่ Schmidt (1987) สรุปไววา ลักษณะของตับที่
ผิดปกติจะมีขนาดใหญกวาปกติ เมื่อดูจากภายนอก โดยการพิจารณาจากคา %R ที่เพิ่มข้ึนยกเวน
ในกรณีที่เปนโรคเรื้อรัง ขนาดของตับจะลดลง นอกจากนี้ในกบกลุมทดลองบางตัวยังพบตับที่มี
ลักษณะภายนอกผิดปกติ คือ มีรอยดางคล้ําซึ่งเปนบริเวณที่มีเลือดแทรกหรือซีดขาวเปนหยอมๆซึ่ง
เปนบริเวณที่เซลลตับตายแลวมีfiberมาแทรก และมีตุมที่ผิวดานนอกซึ่งแสดงถึงความผิดปกติของ
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เยื่อหุมตับและเซลล ซึ่งตรงกับลักษณะตับผิดปกติที่ สนั่น รังรักษศิรวร และคณะ (2528) ไดสรุปไว
ผลความผิดปกติดังกลาวสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อตับที่ศึกษาภายใต
กลองจุลทรรศนแบบใชแสง

ความผิดปกติของระดับเอนไซม SGOT และ SGPT

ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ใชวินิจฉัยการทํางานของตับ โดยระดับเอนไซม SGOT
และ SGPTที่เพิ่มข้ึน แสดงถึงความเสยีหายที่เกิดกับเซลลตับ และหลังจากนั้นเมื่อมีการลดลงของ
ระดับเอนไซม SGOT และ SGPTในเลือดก็เปนตัวชี้ใหเห็นถึงการกลับสูสภาพปกติของตับ (Zakim
และ Boyer, 1982)

ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาห มี
ระดับเอนไซม SGOT เพิ่มสูงขึ้น และในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปน
เวลา 10, 14 และ 18 สัปดาห มีระดับเอนไซม SGPTสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมในชวง
เวลาเดียวกัน ซึ่งพบวาระดับเอนไซม SGOT และ SGPTมคีาสูงสุดในชวงที่กบกลุมทดลองไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 14 สัปดาห  ซึ่งผลที่เกิดเหมือนกับการทดลองของ
Chakraborty และ Benerjee (1989) ที่พบวาสารพิษจากพืช Saponific plant toxicant ทําให
ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ในปลาดุกเพิ่มข้ึน และรายงานของ Skrzypinska และคณะ
(1991) ถึงผลของ Vanillin ที่ทําลายตับของหนูขาวโดยพิจารณาจากระดับเอนไซม SGOT และ
SGPTที่เพิ่มข้ึน หรือยารักษาวัณโรคในคนที่มีผลทําใหคนไขมีระดับเอนไซม SGOT และ SGPT
เพิ่มข้ึน (Krishnaswamy และคณะ, 1991)

เมื่อพิจารณาระดับเอนไซม SGOT และ SGPTที่เพิ่มข้ึนในกบกลุมทดลองจากการทดลอง
คร้ังนี้ พบวาสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับ คือมีการตายของเซลลตับใน
ลักษณะตางๆ

ลักษณะความผิดปกติของเนื้อเยื่อตับกบนา

เซลลตับ (liver cell หรือ hepatocyte) ปกติของกบมีขนาดใหญ รูปรางหลายเหลี่ยม มี
นิวเคลียสรูปรางกลม มีนิวคลีโอลัส 1-2 อันโดยที่นิวเคลียสจะถูกไขมันสะสมภายในเซลลดันใหไป
อยูบริเวณขอบเซลล เซลลตับกบเรียงตัวเปน 2 แถว การจัดเรียงตัวของเซลลตับกบไมเห็นเปนแนว
รัศมีที่เปนระเบียบเหมือนในคนหรือสัตวชั้นสูงอื่น ไมมี lobular อยางแทจริงซึ่งคลายกับตับปลาดุก
ดานและตับปลาชอน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ระหวางเซลลตับจะพบชองวางระหวางเซลล เรียกวา
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ชองไซนูซอยด กระจายอยางไมเปนระเบียบ ในกบนาไมวาจะเปนระยะลูกออดหรือ      ตัวเต็มวัย
ไมพบ hepato pancreas ที่อยูรอบ hepatic portal vein ในตับ (สุภาพร อารีกิจ, 2540) เหมือน
กับตับของปลา channel catfish (Grizzle และ Roger, 1976) ปลา striped bass (Groman,
1982)และปลาอีกหลายชนิดที่ศึกษาโดย Hibiya (1982) แตตางจากปลานิล ปลาดุกดาน และ
ปลาชอนที่มีเนื้อเยื่อตับออนรอบๆ hepatic vein  (สุปราณี ชินบุตร และคณะ, 2536)

ในตับของกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย เปนเวลา 6 สัปดาห เมื่อ
ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง พบวาเกิดความผิดปกติดังตอไปนี้ เยื่อหุมตับหนาและแสดง
การอักเสบโดยมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ ชองไซนูซอยดขยายและมีเลือดคั่ง
ภายใน พบภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อ
ตับบริเวณที่ถูกทําลาย นอกจากนี้ยังพบความผิดปกติของนิวเคลียส และมีการตายของเซลลตับทั้ง
แบบเปนกลุมๆและแบบแพรกระจาย ลักษณะความเสียหายดังกลาวคลายกับการอักเสบที่พบใน
ตับหนูที่เปนโรคตับอักเสบซึ่งรายงานโดย Kasai และคณะ (1990) และผลของยาฆาแมลงพวก
คารบาเมตความเขมขน 0.02 - 0.14 %ในลูกออดกบ Rana perezi ที่รายงานโดย Honrubia และ
คณะ (1993) รวมทั้งพิษของคลอโรฟอรมและคารบอนเตตระคลอไรดตอเซลลตับปลา rainbow
trout (Rabergh และ Lipsky, 1997) และผลของแคดเมียมที่ทําลายตับปลา rainbow trout
(Faverney และคณะ, 2001) ซึ่งความผิดปกติทั้งหมดนี้ยังคงเกิดขึ้นในกบกลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 10 และ 14 สัปดาห โดยทวีความรุนแรงขึ้นตามระยะเวลาที่ได
รับสาร แตเมื่อทําการทดลองครบ 18 สัปดาห ปรากฏวาตับของกบกลุมทดลองพบความเสียหาย
ของเนื้อเยื่อตับนอยกวาในชวงที่ไดรับสาร 14 สัปดาห คือพบภาวะเลอืดออกในเนื้อเยื่อตับลดลง
และการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับนอยลง ซึ่งความเสียหายที่ลดลง
ของเนื้อเยื่อตับสอดคลองกับคา %R ลดลงในกบกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 18 สัปดาห

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. ทําให
ตับกบนาไดรับความเสียหาย คือทําให %R เพิ่มข้ึน ระดับเอนไซม SGOT และ SGPTสูงขึ้น รวมทั้ง
เนื้อเยื่อตับไดรับความเสียหาย โดยที่ความเสียหายที่เกิดกับตับกบนาในลักษณะขางตน จะพบ
รุนแรงที่สุดในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 สัปดาห และเมื่อเวลานานขึ้นเปน 18
สัปดาหความเสียหายของเนื้อเยื่อตับลดความรุนแรงลง โดยพบวากบมีการสรางเซลลกลุมใหม
พวก fibrous connective tissue ขึ้นแทนที่เซลลตับที่ตาย  รวมกับคา%R และระดับเอนไซม
SGOT และ SGPTลดลง
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ความผิดปกติของเลือด

ผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีตอเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน
และคาเม็ดเลือดแดงอัดเเนน

สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยมีผลทําใหเกิดความผิดปกติตอเลือดของกบนากลุมทดลองที่ได
รับสารนี้ในระดับความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลา 10 และ 14 สัปดาห พบวามีจํานวนเม็ดเลือด
แดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน สูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน ซึ่งแสดงให
เห็นวากบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 10 - 14 สัปดาห มีการสรางเม็ดเลอืดแดง
เพิ่มข้ึน เพื่อชวยในการลําเลียงออกซิเจน เหมือนกับที่ Cyriac และคณะ (1989) รายงานถึงพิษของ
ปรอทและตะกั่วที่มีผลตอเลือดของปลา Oreochromis mossambicus (Peter) โดยทําใหปลา
สรางเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึน ซึ่งพิจารณาจากคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน และฮีโมโกลบินที่เพิ่มข้ึน
สวนในชวงการทดลองครบ 18 สัปดาห คาตางๆเหลานี้ใกลเคียงกับกลุมควบคุม แสดงวามี
แนวโนมของการกลับสูสภาพปกติ

ผลของสารสกัดสะเดาไทยที่มีตอเม็ดเลือดขาว

กบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในระดับความเขมขน 49.66 ppm. เปน
เวลา 10 และ 18 สัปดาหมีจํานวนเม็ดเลือดขาวสูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน เหมือนกับ
ผลของปลาดุกอินเดีย (Indian Catfish)ที่ไดรับ malathion จากรายงานของ Dutta และคณะ
(1992)  ที่สรุปวา malathion เปรียบเสมือนแอนติเจนที่กระตุนใหปลาดุกที่ไดรับสรางเม็ดเลือดขาว
เพิ่มข้ึน เหมือนกับในกรณีของปลา Rosy Bard Barbus (Puntius) conchonius ที่ไดรับโลหะหนัก
พวกตะกั่วและทองแดง ที่ศึกษาโดย Gill และคณะ (1991)

สวน%เม็ดเลือดขาวแตละชนิดที่เปลี่ยนแปลงชี้ใหเห็นถึงความผิดปกติของเลือดกบนา
กลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ซึ่งพบวา%lymphocyte ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยมีคาลดต่ํากวากลุมควบคุม แสดงใหเห็นวาระบบภูมิคุมกันเสียหาย
(Duellman, 1994) สวน%monocyte และ neutrophil ที่สูงกวากลุมควบคุม  แสดงใหเห็นถึงภาวะ
อักเสบและมีการติดเชื้อ (Ellis, 1977) และ% basophil และ eosinophil ที่ทั้งเพิ่มและลดตลอด
ระยะเวลาที่ไดรับสาร ไมบงบอกถึงเรื่องอาการแพและการติดโรคพยาธิ (Duellman และ Trueb,
1994)
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จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือสะเดาไทย111  ในระดับความ
เขมขน 49.66 ppm. มีผลตอเลือดของกบนาโดยทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง โดยมีจํานวนเม็ดเลือด
แดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดเเนนเพิ่มข้ึน  จํานวนเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน รวมทั้ง%เม็ด
เลือดขาวแตละชนิดผิดไปจากระดับปกติ



บทที่ 6

สรุปผลและขอเสนอแนะ

สรุปผลการทดลอง

1. สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่ระดับความเขมขนสูง ทําใหเกิดความเปนพิษเฉียบพลันตอลูกออด
กบนา

2. สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่ระดับความเขมขนต่ําเปนเวลานาน ทําใหเกิดพิษกึ่งเรื้อรังตอตับ
และเลือดของกบนา

3. ผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยทําใหเนื้อเยื่อตับกบนาเสียหาย โดยมีความรุนแรงเพิ่มข้ึนตาม
ระยะเวลาที่ไดรับสารในชวงตน โดยพบความผิดปกติของเซลลตับในลักษณะที่มีการอักเสบ
และตาย มีการเพิ่ม %Relative liver weight และระดับเอนไซม SGOT และ SGPT รวมทั้งการ
อักเสบของเยื่อหุมตับ

4. ความเปนพิษที่เกิดกับเลือดของกบนากลุมทดลอง โดยทําใหมีการสรางเม็ดเลือดแดง เม็ด
เลือดขาวเพิ่มข้ึน  และทําให%เม็ดเลือดขาวแตละชนิดผิดไปจากระดับปกติ

5. ผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลเบื้องตนที่จะนําไปพัฒนาการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยกําจัด
ศัตรูพืช ในบริเวณที่ทําการเกษตรแบบผสมผสาน โดยเฉพาะในบริเวณที่ใกลแหลงน้ํา

ขอเสนอแนะ

ควรทําการศึกษาความเปนพิษของสารธรรมชาติที่ใชกําจัดศัตรูพืชชนิดอื่นซึ่งใชรวมกับ
สะเดา ที่มีตอกบนา เพื่อนําขอมูลมาใชประโยชนในการกําจัดศัตรูพืชโดยไมสงผลกระทบตอกบนา
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ภาคผนวก ก

วัสดุอุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง

ก. วัสดุอุปกรณ
1. อุปกรณที่ใชสําหรับเลี้ยงกบ

1.1 โหลแกวกลมความจุประมาณ 12 ลิตร เสนผานศูนยกลาง 9 นิ้ว สูง 14 นิ้ว
จํานวน 30 ใบ สําหรับทดสอบหาคาความเปนพิษเฉียบพลัน

1.2 บอพลาสติกความจุ 500 ลิตร เสนผานศูนยกลาง 110 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร
จํานวน 4 ใบ

1.3 บอปูนขนาด 70 x 40 x 40 เซนติเมตร จํานวน 4 บอ
1.4 อุปกรณสําหรับใหออกซิเจนในน้ํา ประกอบดวยเครื่องอัดอากาศ สายยาง และหินอากาศ

จํานวน 6 ชุด
1.5 เครื่องถายน้ําตูปลาชนิดใชไฟฟา 2 ชุด
1.6 สวิงตักปลา

2. อุปกรณสําหรับชั่งน้ําหนักและวัดขนาดกบ
2.1 เครื่องชั่งไฟฟาแบบทศนิยม 3 ตําแหนง
2.2 เครื่องชั่งน้ําหนักขนาด 10 กิโลกรัม
2.3 ไมบรรทัด

3. อุปกรณสําหรับตรวจคุณภาพน้ํา
3.1 เทอรโมมิเตอร
3.2 เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส
3.3 บีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 6 ใบ

4. อุปกรณและเครื่องมือในการเตรียมชิ้นเนื้อตับและเก็บตัวอยางเลือด
4.1 กรรไกรผาตัดขนาดตางๆ
4.2 ปากคีบปลายโคงแหลมเล็ก
4.3 เข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร
4.4 ขวดขนาด 1 มิลลิลิตรสําหรับเก็บตัวอยางเลือด 200 ขวด
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4.5 ขวดขนาด 2, 4 และ 8 ออนซ สําหรับดองกบ
4.6 จานผาตัด

5. อุปกรณและเครื่องมือในการทําพาราฟน
5.1 ตูอบอุณหภูมิ 37-60 0 C
5.2 เครื่องตัดเนื้อเยื่อ Rotary microtome
5.3 สไลดแกวและกระจกปดสไลด
5.4 ขวดแกวขนาด 30 มิลลิลิตร
5.5 ปากคีบปลายมน
5.6 ขวดน้ํายาสําหรับสารละลายชนิดตางๆ
5.7 นาฬิกาจับเวลา
5.8 บล็อกสําหรับทําพาราฟน
5.9 ใบมีดสําหรับตัดพาราฟน
5.10 กลองสําหรับเก็บเนื้อเยื่อพาราฟน
5.11อุปกรณสําหรับยอมสีเนื้อเยื่อ
5.11 พูกัน

6. อุปกรณที่ใชในการวิเคราะหเลือด
6.1 หลอดแคปลารี ขนาด 75 มม. X 1.0 มม.
6.2 เครื่องปนความเร็ว 10,000 – 13,000 รอบ/นาที
6.3 ดินน้ํามัน
6.4 ปเปตสําหรับใชเจือจางเม็ดเลือดขาว
6.5 สไลดสําหรับนับเซลล
6.6 กลองจุลทรรศนแบบใชแสง

ข. สารเคมีที่ใชในการทดลอง
1. สารเคมีสําหรับทําพาราฟน

1.1 formaldehyde : Merck เยอรมัน
1.2 ethyl alcohol : องคการสุรา กรมสรรพสามิต
1.3  Eosin : Merck เยอรมัน
1.4  Hematoxylin : Mayer สหรัฐอเมริกา
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1.5  N- butanol : Merck เยอรมัน
1.6  Xylene : Merck เยอรมัน
1.7  Paraplast plus : Oxford labware สหรัฐอเมริกา
1.8  Canada balsum : Fisher Scientific สหรัฐอเมริกา

     1.9  Glycerol : J.T. Baker Chemicals สหรัฐอเมริกา
2. สารเคมีสําหรับตรวจวิเคราะหเอนไซมในเลือด

2.1 EDTA : Merck เยอรมัน
2.2 GOT substrate : Chemical Diagnotic ประเทศไทย
2.3 GPT substrate : Chemical Diagnotic ประเทศไทย
2.4 NaOH : Merck เยอรมัน
2.5 Phenylhydrazine : Chemical Diagnotic ประเทศไทย
2.6 Pyruvate standard : Chemical Diagnotic ประเทศไทย

3. สารเคมีสําหรับเจือจางเลือดเพื่อนับเม็ดเลือดขาว
3.1 น้ํายาสูตร Natt and Herrick’s solution (Campbell, 1992)

4. สารเคมีสําหรับศึกษาและแยกชนิดเม็ดเลือด
4.1 สี Giemsa : Mayer เยอรมัน
4.2 Methanol : Merck เยอรมัน
4.3 ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2
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ภาคผนวก ข

การเตรียมสารละลาย
การเตรียมสารละลายสําหรับการยอมสีเนื้อเยื่อพาราฟน

Enrich acid Haematoxylin
สูตร  Haematoxylin    8 กรัม

95% Ethyl alcohol 400 กรัม
(ละลายใน water bath แลวกรองสารละลายที่ได)
Potass หรือ Ammonium alum sulphate    8 กรัม
น้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร
(ละลาย Potass ในน้ําอุน)
ผสมสารละลายที่ไดทั้งหมดใหเขากัน แลวเติม
Glycerine 400 มิลลิลิตร
Glacial acetic acid   40 มิลลิลิตร
บรรจุสารละลายที่ไดในขวด ปดปากขวดดวยจุกสําลี แลวนําไปตั้งไวในที่ที่มีแสงแดดเปน

เวลาอยางนอย 6 สัปดาห

0.5% Eosin Y
สูตร Eosin Y (Yellow) 0.5 กรัม

95% ethyl alcohol 100 กรัม
วิธีเตรียม

เติม Eosin 0.5 กรัม ลงใน 95 % ethyl alcohol  100 มิลลิลิตร คนจนละลาย
จากนั้นกรองแลวเก็บในขวด
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การเตรียมสารละลายสําหรับยอมสีเม็ดเลือด
Giemsa

สูตร   Giemsa stock solution
Giemsa powder 1.0 กรัม
Absolute methyl alcohol 66 มิลลิลิตร
Glycerol 66 มิลลิลิตร

วิธีเตรียม
ละลาย Giemsa powder ใน Glycerol บน water bath ที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา

2 ชั่วโมง แลวเติม Absolute methanol ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 7 วัน แลวกรอง

Phosphate buffer pH 7.2
สูตร Solution A :

KH2PO4 9.1 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

สูตร Solution B :
Na2HPO4 9.5 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

สารละลายสําหรับเจือจางเม็ดเลือดขาว
น้ํายาสูตร Natt and Herrick’s solution

สูตร
NaCl 3.88 กรัม
Na2SO4 2.50 กรัม
Na2HPO4.H2O 2.91 กรัม
KH2PO4 0.25 กรัม
Formaldehyde 37% 7.50 มิลลิลิตร
Gentian violet 6B 0.10 กรัม



                                          ภาคผนวก ค

ตารางที่ ค-1 แสดงผลการวิเคราะหคา LC 50 ที่ 24 ชั่วโมง จากโปรแกรม Probit analysis
 * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Parameter estimates converged after 16 iterations.
 Optimal solution found.

 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX):

           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E.
  CONC               .01317          .00159         8.27830

  Intercept  Standard Error  Intercept/S.E.
 -4.65728          .55205        -8.43626

  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =      3.836    DF = 6   P =  .699

  Since Goodness-of-Fit Chi square is NOT significant, no heterogeneity
  factor is used in the calculation of confidence limits.

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *
Observed and Expected Frequencies

Number of Observed Expected
CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

.00 30.0 .0 .000 .000   .00000
150.00 30.0 .0 .110 -.110 .00366
200.00 30.0 1.0 .644 .356 .02148
250.00 30.0 4.0 2.580 1.420 .08601
300.00 30.0 6.0 7.189 1.189 .23964
350.00 30.0 13.0 14.412 1.412 .48040
400.00 30.0 20.0 21.864 1.864 .72879
450.00 30.0 29.0 26.925 2.075   .89751
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_* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Confidence Limits for Effective CONC
95% Confidence Limits

  Prob          CONC         Lower         Upper

   .01     177.04030     123.00817     211.77047
   .02     197.74492     149.65887     228.98814
   .03     210.88134     166.50116     239.97894
   .04     220.76335     179.12715     248.29068
   .05     228.80161     189.36395     255.08511
   .06     235.64343     198.04943     260.89590
   .07     241.64237     205.64092     266.01478
   .08     247.01370     212.41674     270.61960
   .09     251.89872     218.55942     274.82715
   .10     256.39538     224.19543     278.71854
   .15     275.01276     247.30115     295.05880
   .20     289.80927     265.31887     308.39150
   .25     302.50335     280.44115     320.16510
   .30     313.90303     293.68403     331.07553
   .35     324.46653     305.61348     341.52774
   .40     334.49026     316.58983     351.78939
   .45     344.18834     326.87125     362.05599
   .50     353.73265     336.66414     372.48532
   .55     363.27697     346.15077     383.22092
   .60     372.97505     355.50694     394.41276
   .65     382.99878     364.91753     406.24017
   .70     393.56228     374.59634     418.94301
   .75     404.96196     384.81923     432.87344
   .80     417.65604     395.99003     448.59852
   .85     432.45255     408.79590     467.14306
   .90     451.06993     424.66938     490.71557
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   .91     455.56659     428.47247     496.43989
   .92     460.45160     432.59271     502.66988
   .93     465.82294     437.11074     509.53248
   .94     471.82188     442.14279     517.21081
   .95     478.66370     447.86582     525.98404
   .96     486.70195     454.57029     536.31080
   .97     496.58397     462.78763     549.03120
   .98     509.72039     473.67511     565.97680
   .99     530.42501     490.76813     592.75215
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ตารางที่ ค-2 แสดงผลการวิเคราะหคา LC 50 ที่ 48 ชั่วโมง จากโปรแกรม Probit analysis

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Parameter estimates converged after 17 iterations.
 Optimal solution found.

 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX):

           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E.

   CONC               .01469          .00166         8.83450

                   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E.

                    -4.83581          .54613        -8.85475

  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =     13.629    DF = 6   P =  .034

  Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity
  factor is used in the calculation of confidence limits.

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Observed and Expected Frequencies
                         Number of    Observed      Expected
         CONC     Subjects      Responses   Responses    Residual     Prob

          .00          30.0           .0                  .000              .000        .00000
       150.00       30.0         1.0                  .127             .873         .00425
       200.00       30.0         1.0                  .868             .132         .02892
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       250.00       30.0         5.0               3.678            1.322         .12260
       300.00       30.0          6.0            10.037           -4.037         .33456
       350.00       30.0        15.0            18.622           -3.622        .62072
       400.00       30.0        28.0             25.540           2.460        .85132
       450.00       30.0        30.0            28.866           1.134        .96220

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Confidence Limits for Effective CONC

                            95% Confidence Limits
  Prob          CONC         Lower         Upper

   .01     170.77176      56.70588     221.63868
   .02     189.32242      87.68590     235.58943
   .03     201.09222     107.22499     244.55748
   .04     209.94618     121.84746     251.37981
   .05     217.14819     133.68399     256.98698
   .06     223.27824     143.71128     261.80701
   .07     228.65309     152.46233     266.07416
   .08     233.46563     160.26138     269.93136
   .09     237.84244     167.32101     273.47262
   .10     241.87130     173.78848     276.76329
   .15     258.55186     200.18210     290.77095
   .20     271.80904     220.58437     302.47834
   .25     283.18252     237.53471     313.07523
   .30     293.39626     252.20051     323.14770
   .35     302.86081     265.22288     333.04901
   .40     311.84174     277.00175     343.02248
   .45     320.53090     287.81684     353.25303
   .50     329.08229     297.88720     363.89464
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   .55     337.63368     307.40323     375.09058
   .60     346.32284     316.54569     386.99375
   .65     355.30377     325.49986     399.79192
   .70     364.76832     334.47153     413.74394
   .75     374.98206     343.71322     429.24052
   .80     386.35554     353.57674     446.92423
   .85     399.61272     364.63795     467.97268
   .90     416.29328     378.06773     494.94419
   .91     420.32215     381.24841     501.52164
   .92     424.69896     384.68068     508.69026
   .93     429.51149     388.42933     516.59786
   .94     434.88634     392.58760     525.45779
   .95     441.01639     397.29735     535.59536
   .96     448.21840     402.79118     547.54523
   .97     457.07236     409.49426     562.28695
   .98     468.84216     418.33140     581.95694
   .99     487.39282     432.12366     613.0954

ตารางที่ ค-3 แสดงผลการวิเคราะห LC 50 ที่ 72 ชั่วโมง จากโปรแกรม Probit analysis
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Parameter estimates converged after 18 iterations.
 Optimal solution found.
 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX):

  Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E.
 CONC               .01555          .00176         8.86032
   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E.
  -4.91331          .55798        -8.80549

  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =     11.097    DF = 6   P =  .085

  Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity
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  factor is used in the calculation of confidence limits.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

Observed and Expected Frequencies
Number of Observed Expected

CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

.00 30.0 .0 .000 .000 .00000
150.00 30.0 1.0 .148 .852 .00494
200.00 30.0 1.0 1.072 -.072 .03575
250.00 30.0 6.0 4.583 1.417 .15277
300.00 30.0 7.0 12.075       -5.075 .40251
350.00 30.0 20.0 21.067       -1.067 .70225
400.00 30.0 29.0 27.140        1.860 .90467
450.00 30.0 30.0 29.446 .554 .98153

_* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Confidence Limits for Effective CONC
 95% Confidence Limits

  Prob          CONC         Lower         Upper

   .01     166.31264      73.80592     211.53315
   .02     183.83769     101.13606     225.00913
   .03     194.95678     118.37950     233.65586
   .04     203.32124     131.28857     240.22296
   .05     210.12508     141.74192     245.61198
   .06     215.91621     150.60078     250.23746
   .07     220.99391     158.33513     254.32623
   .08     225.54037     165.23093     258.01664
   .09     229.67521     171.47566     261.39964



110

   .10     233.48133     177.19921     264.53843
   .15     249.23968     200.59214     277.83794
   .20     261.76391     218.73352     288.85855
   .25     272.50859     233.86900     298.74146
   .30     282.15765     247.03417     308.04358
   .35     291.09894     258.79955     317.09749
   .40     299.58334     269.52100     326.13152
   .45     307.79211     279.44590     335.32027
   .50     315.87072     288.76571     344.81106
   .55     323.94934     297.64531     354.74207
   .60     332.15810     306.24135     365.25969
   .65     340.64251     314.71671     376.53980
   .70     349.58380     323.25668     388.81912
   .75     359.23285     332.09463     402.44846
   .80     369.97753     341.56290     417.99858
   .85     382.50177     352.21350     436.50997
   .90     398.26012     365.17773     460.23819
   .91     402.06624     368.25218     466.02608
   .92     406.20107     371.57124     472.33474
   .93     410.74754     375.19779     479.29439
   .94     415.82524     379.22233     487.09298
   .95     421.61637     383.78256     496.01710
   .96     428.42021     389.10430     506.53772
   .97     436.78467     395.60039     519.51780
   .98     447.90375     404.16888     536.83949
   .99     465.42881     417.54970     564.26478
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ตารางที่ ค-4 แสดงผลการวิเคราะหคา LC 50 ที่ 96 ชั่วโมง จากโปรแกรม Probit analysis
* * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *
Parameter estimates converged after 18 iterations.
 Optimal solution found.

 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX):

           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E.

   CONC               .01313          .00148         8.88169
  Intercept  Standard Error  Intercept/S.E.

                    -3.91705          .45106        -8.68403

  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =      5.189    DF = 6   P =  .520

  Since Goodness-of-Fit Chi square is NOT significant, no heterogeneity
  factor is used in the calculation of confidence limits.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *
Observed and Expected Frequencies

Number of Observed Expected
CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

.00 30.0 .0 .001 -.001 .00004
150.00 30.0 1.0 .773 .227 .02576
200.00 30.0 4.0 2.953 1.047 .09844
250.00 30.0 9.0 7.892 1.108 .26308
300.00 30.0 12.0              15.272 -3.272 .50908
350.00 30.0 20.0              22.547 -2.547 .75156
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400.00 30.0 29.0 27.277 1.723 .90923
450.00 30.0 30.0 29.306        .694 .97685

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * *

 Confidence Limits for Effective CONC

                            95% Confidence Limits
  Prob          CONC         Lower         Upper

   .01     121.12520      68.27119     156.11984
   .02     141.88245      94.48256     173.54818
   .03     155.05226     111.05783     184.66090
   .04     164.95939     123.49125     193.05609
   .05     173.01808     133.57806     199.91174
   .06     179.87729     142.14161     205.76888
   .07     185.89148     149.63136     210.92327
   .08     191.27647     156.32082     215.55512
   .09     196.17390     162.38943     219.78279
   .10     200.68199     167.96152     223.68844
   .15     219.34669     190.85801     240.03233
   .20     234.18081     208.79698     253.28037
   .25     246.90716     223.93876     264.89427
   .30     258.33582     237.28543     275.57502
   .35     268.92617     249.39322     285.73222
   .40     278.97538     260.61183     295.64091
   .45     288.69811     271.18607     305.50758
   .50     298.26668     281.30694     315.50353
   .55     307.83526     291.14123     325.78606
   .60     317.55799     300.85161     336.51659
   .65     327.60720     310.61380     347.88170
   .70     338.19755     320.63724     360.12325
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   .75     349.62621     331.19821     373.58970
   .80     362.35256     342.70606     388.83753
   .85     377.18667     355.86029     406.87031
   .90     395.85138     372.11988     429.85110
   .91     400.35947     376.00944     435.43929
   .92     405.25690     380.22114     441.52386
   .93     410.64189     384.83706     448.22925
   .94     416.65607     389.97546     455.73499
   .95     423.51528     395.81639     464.31476
   .96     431.57397     402.65534     474.41827
   .97     441.48111     411.03294     486.86927
   .98     454.65092     422.12632     503.46389
   .99     475.40817     439.53120     529.69872

































ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวพัชราณี ฟกทองพรรณ เกิดเมื่อวันที่ 29 พฤศจิกายน พ.ศ. 2504 ที่
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา จากคณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2525 เขาทํางานเปนครูสอนวิทยาศาสตร
ที่โรงเรียนราชินี ถนนมหาราช ตั้งแตจบการศึกษาจนปจจุบัน และเขารับการศึกษาตอระดับ
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ในสาขาสัตววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2543
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