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บทที่ 1 
บทนํา 

  
ในชีวิตประจาํวันของมนุษยสารโลหะหนัก (Heavy metal)  ถกูนาํมาใชประโยชนในทาง

อุตสาหกรรม  และการเกษตร สารโลหะหนกัจะตกคาง และปนเปอนในสิง่แวดลอมโดยทัว่ไป เชน 
แหลงน้ํา ดิน อาหาร ภาชนะเครื่องใชตาง ๆ เครื่องสาํอาง ฯลฯ ดงันัน้จึงมีโอกาสกออันตรายตอ
มนุษยเปนวงกวาง ยกตัวอยางอนัตรายจากของเสยีทีม่ีสารแคดเมียมเจือปนอยู ไดแก กรณีของ
โรคอิไต-อิไตที่เกิดขึ้นในมณฑลโทยามา ประเทศญีปุ่น ซึ่งเกิดจากการปลอยน้ําเสยีจากเหมือง
ตะกั่วและ สังกะส ี รวมทัง้โรงงานถลงุตะกั่วและสังกะสทีี่มีสารแคดเมยีมเจือปนอยูลงในแมน้ําจนิซู 
ซึ่งเปนแหลงน้าํดื่ม และน้ําใชในการเกษตรกรรมทําใหมีสารแคดเมียมสะสมอยูในน้ําและในขาวที่
ใชน้ําจากแมน้าํเพื่อการเพาะปลูก เมื่อประชาชนนําน้าํและขาวนั้นมาบริโภคจึงไดรับสารแคดเมียม
ดวย หรือกรณีที่เกิดขึน้ในประเทศไทยหลังจากการที่สถาบันจดัการคุณภาพน้ํานานาชาต ิ
(International Water Management Institute-IWMI)  ไดนําเสนอในป พ.ศ. 2546 วามีสาร
แคดเมียมปนเปอนอยูในดนิ ในน้ํา และในพืช บริเวณแถบลุมน้ําแมตาว รวมเนื้อทีก่วา 1.5 หมื่นไร 
ในพืน้ทีห่มูบานแมตาว ต.แมตาว บานพะเดะ, บานแมตาวใหม บานคางภิบาล ต.พระธาตุผาแดง 
และบานแมกุ ต.แมกุ อ.แมสอด จ.ตาก สงผลใหประชาชนที่มีอาชีพทําไรบริเวณลุมน้ําแมตาวตอง
เปลี่ยนอาชีพและอาจสงผลตอสุขภาพประชาชนในบริเวณดังกลาวอกีดวย 

โลหะหนกัอาจปนเปอนสิง่แวดลอมที่สัตวน้าํอาศัยอยู การพัฒนาทางดานการเกษตร การ
ปศุสัตวและการเพาะเลี้ยงสตัวน้ํา  น้ําทิง้จากชุมชนเมอืง  ลวนปนปจจัยใหเกิดความเสื่อมโทรม
ของแหลงน้ําซึง่เปนที่อยูอาศัยของสัตวน้าํ  สิ่งที่หลกีเลี่ยงไมไดคือการปนเปอนของโลหะหนกัซึ่งถกู
นํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชนอุปกรณผลิตพลาสติก พีวีซี สี ถานไฟฉาย  ทางดานการเกษตร 
ใชเปนสวนผสมของยาฆาแมลงและปุย ทางดานการแพทยใชเปนสวนผสมของยา  อุปกรณทาง
การแพทยและเครื่องสําอาง   

โลหะหนกัเปนสารที่คงตัว ไมสามารถสลายตัวไดในกระบวนการธรรมชาติ  จึงมีบางสวน
ตกตะกอนสะสมอยูในดิน  ดินตะกอนที่อยูในน้าํ  ดงันัน้ การปนเปอนของโลหะหนกัในสัตวน้ําจงึ
เปนสิ่งหลีกเลีย่งไมได   โดยเฉพาะปลาซึง่เปนแหลงอาหารโปรตีนของมนุษย  และเปนสัตวน้ําที่มีผู
นิยมบริโภคเปนจํานวนมาก 

การใชปลาเปนสัตวทดสอบ  อาจมีวัตถุประสงคการอนรัุกษทรัพยากรปลา  เนื่องจากปลา  
เปนสวนสําคญัในระบบนิเวศน  หรืออาจมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจคดักรองสารเคมีที่อาจกอใหเกิด
ผลอันไมพงึประสงคในมนษุย ซึง่ในลกัษณะหลงันี้จาํเปนตองมีการศึกษาถงึความคลองจองของ
การสนองตอบในสิ่งมีชวีิตที่นาํมาทดสอบพิษนั้นกับระบบของมนษุยดวย  จงึจะสามารถนาํไปสู
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การประเมนิความเสีย่งสาํหรับผลิตภัณฑที่นาํมาใชประโยชน เชน  การรักษาโรคตาง ๆ หรือ
ผลกระทบอนัไมพึงประสงคอ่ืนอาจเกิดจากการกระจายของผลิตภัณฑนัน้ ๆ เขาสูสิ่งแวดลอมในวง
กวาง เชน สารเคมีทีน่ํามาใชในอุตสาหกรรมและกากของเสียอนัตราย  หรือน้ําทิง้จากการผลิต
ผลิตภัณฑจากบานเรือน  สารกําจัดศัตรูพืชในการเกษตรกรรม  เปนตน ซึ่งทั้งสองประเด็นตอง
นํามาสูการเพือ่การขึ้นทะเบยีนหรือการประเมินความเสีย่งในสภาพตางๆโดยตองพจิารณา 

1. ความคลองจองของการตอบสนองในสิ่งมีชีวิต กลไกในระดับโมเลกุลรวมถงึกลไกการ
เกิดพิษในการปรับตัว (Adaptive coping) ทัง้นี้เพราะพลวัต (dynamics) ของกระบวนการ
ดังกลาวนาํมาซึ่งการตอบสนองและระดับกัน้ (threshold) ในสิ่งมีชีวิตซึง่ไดรับอันตรายจากพิษ 

2. การศึกษาผลและขนาดของสารพิษที่กอใหเกิดการปรับตัวและการตอบสนองวา 
สังเกตเห็นในขนาดและสภาวะที่เปนไปไดจริงหรือไม 
 การศึกษาครั้งนี้มุงเนนการสนองตอบของปลานิลตอแคดเมียมในประเด็นที่ตัง้วา  การใช
ปลานิลทดสอบพิษตอแคดเมียมในสภาวะที่เปนการแยกเซลลจากมาม  และดูการสนองตอบตอ
ภูมิคุมกันมีความเหมาะสมหรือไม  
 
วัตถุประสงคการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาความเปนพษิของแคดเมียมตอมามของปลานิลในระดับที่ไมทาํใหปลาตายเมื่อไดรับ
สารที่   24,   48, 72 และ 96 ชั่วโมงโดยศึกษาความเปนพิษของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะทางจลุพยาธิสภาพของมามในปลานิล                                                                                                   
2. ศึกษาพิษของแคดเมียมที่กอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันโดยวัดจากเอนไซมตานอนุมูลอิสระ
ในมามของปลานิลและสมรรถนะของ NF-kB  โดยวิธอิีมมูโนฮิสโตเคมี 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั                                                                             
1. ทราบถงึพิษของแคดเมียมในระดับความเขมขนทีท่ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะ ทางจุล
พยาธิสภาพของมามในปลานิล                                                                                                                          
2.  ทราบถึงความสัมพนัธระหวางพิษของแคดเมียมที่กอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันกับ NF- kB 
ในมามของปลานิล 

 
 



บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
ปจจุบัน  National Institutes of Health (NIH) ไดพัฒนาสัตวทดลองที่นอกเหนือจากสัตว

เลี้ยงลูกดวยนมเพื่อทดสอบความเปนพษิเชนทดสอบเซลลในหลอดทดลองหรือการใชคอมพิวเตอร
เปนแบบในการทดลอง ในป 1992 NTP immunotoxicity testing เสนอใหใชปลาเปนสัตวทดลอง 
เหตุผลที่มีผูเลอืกใชปลาประการแรกคือ การผลิตและดูแลรักษามีคาใชจายนอยกวา  ประการที่
สอง ปลามีระบบภูมิคุมกันคลายคลึงกับสัตวเลี้ยงลกูดวยนม ประการที่สาม ปลาไวตอสารเคมีที่
เปนพษิตอระบบภูมิคุมกัน (Gogal Jr et al., 1999) การศึกษาหลายการศึกษาที่ใชปลาเปนสตัว
ทดสอบเชน ปลาเรนโบวเทราซที่ไดรับแคดเมียมขนาด 2 ppb พบวามีการรบกวนการ 
phagocytosis ของ macrophage นอกจากนี้ยงัมีการสราง free radical เพิ่มข้ึนซึ่งสัมพันธกับ
เวลา (Zelikoff et al., 1995) นอกจากนี้ยงัพบวา Lipopolysaccharide ขนาด 0.1 และ 1.5 
µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงสามารถกระตุนการแสดงออกของยนี IL-1β ใน leucocyte  ของปลา
เรนโบวเทราซได (Zou et al., 2000) 

การศึกษาพบวาปลานิลมีความไวในการตอบสนองตอสารเคมีหลายชนิด เชน ปลานิลที่
ไดรับสาร lindane ทางชองทองขนาด 40 mg/kg เปนเวลา 2 วัน พบวาจํานวนเม็ดเลือดขาวใน
มามและไตลดลง (Hart et al., 1997) ดังนัน้จึงมกีารใชปลานิล (Oreochromis  niloticus) เปน
สัตวทดลองทางเลือกในการศึกษาพิษทางภูมิคุมกันเนื่องจากพบวาภมูิคุมกันในปลามีความ
คลายคลึงกับสัตยเลี้ยงลกูดวยนม นอกจากนีป้ลานิลเปนสัตวเศรษฐกิจและเปนแหลงโปรตีน 
(Wright et al., 1999) เซลลในระบบภูมคิุมกันมีขนาดใหญและจํานวนมากกวาปลาชนิดอืน่ เลีย้ง
ไดงายในหองปฎิบัติการและราคาถกูเมื่อเทียบกับหนูทดลอง การพฒันาปลานิลเปนสัตวทดลอง
โดยศึกษาจากสารเคมี 14 ชนิดแบงออกเปนสารที่เปนพิษตอระบบภูมิคุมกัน 9 ชนิด และไมเปน
พิษตอภูมิคุมกันอีก 4 ชนิด ศึกษาโดยวิธีการ peripheral lymphocyte differentials, splenic 
white blood cell enumeration, lymphocyte blastogenesis , sheep RBC antigenspecific  
antibody production (ใช plaque forming cell assay, PFC) ,  antigen-specific cytotoxic T 
lymphocyte และ natural killer (NK)  cell cytolytic activity พบวาระบบภูมิคุมกันของปลานลิมี
ความไวตอสารเคมีในขนาดต่ํากวาในหน ู  (Gogal Jr et al., 1999) และจากวิทยานิพนธของ 
Smith และคณะ (1998) ซึง่ศึกษาโดยวธิ ีhemolytic plaque forming cell (PFC) และ cytotoxic 
T-lymphocyte (CTL) กับสารเคมี 14 ชนิดรวมถงึแคดเมียมคลอไรด พบวาปลานิลมีระบบ
ภูมิคุมกันคลายคลึงกับหน ู
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ปลานลิ (รูปที่ 1) 

ชื่อวิทยาศาสตร Oreochromis niloticus (Linn.) 

  ลักษณะและอนุกรมวธิานของปลานิล 

Phylum   Vertebrata                                                                                          

Class      Osteichthyes                   

Order      Perciformes              

Family   Cichlidae       

 Genus     Oreochromis       

Species   niloticus     

ชื่อสามัญ Nile mouth-Brooder และ Nile tilapia 

ปลานิลเปนปลาน้าํจืดที่มีคณุคาทางเศรษฐกิจเนื่องจากประชาชนนยิมเลี้ยงทัง้ในรูป
การคาและบรโิภค สามารถเลี้ยงไดในสภาพแวดลอมทกุสภาพ เนื้อปลามีรสชาติด ีมผีูนิยมบริโภค
มาก เปนปลาที่เลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว กินอาหารไดเกือบทุกชนิด ขยายพันธุไดตลอดป (ยุพนิท 
วิวัฒนชัยเศรษฐ และ พนัธศักดิ์ ใครบุตร, 2542) ปลานลิตัวผูจะมีอวยัวะเพศยาวยืน่ออกมา ลําตวั
มีสีเขมกวาตัวเมีย ปลานิลตัวเมียอวัยวะเพศมีลักษณะเปนรูคอนขางใหญและกลม   

 

รูปที่ 1  ปลานิล 

 



 5

จากการที่มโีลหะหนกัโดยเฉพาะอยางยิง่แคดเมียมปนเปอนลงในแหลงน้ําธรรมชาติทาํให
เกิดผลกระทบตางๆมากมาย อาทิเชน  ทําใหปลาทีอ่ยูใกลบริเวณที่มีแคดเมียมปนเปอนไดรับ
แคดเมียมเขาไปมาก จึงกอใหเกิดอนัตรายตอผูบริโภคถาปริมาณสารตกคางมมีากเกนิคาความ
ปลอดภัย  ดังนั้นจงึไดมีการนําปลามาใชในการทดสอบความเปนพษิจากสารกลุมตางๆ เพื่อความ
ปลอดภัยของมนุษยและเพือ่การอนุรักษทรัพยากรสิ่งมชีีวิตทางน้ําซึง่เปนวัตถปุระสงคของการใช
ปลาเปนสัตวทดลองในดานวาริชพิษวิทยา (พาลาภ สิงหเสนี และวินิจ ตันสกุล, 2530)    ดังนั้น
การใชปลานิลเปนสัตวทดลองเพื่อดูพษิตอภูมิคุมกันถือวาเปนทางเลอืกหนึ่ง เหตุผลประการแรก 
ปลานิลเปนแหลงอาหารซึ่งใหโปรตีนและเปนสัตวเศรษฐกิจ และเปนไปไดวาการเพาะเลี้ยงอาจมี
การปนเปอนในแหลงน้าํซึ่งจะมีผลกระทบตอมนุษย  ประการที่สอง อวัยวะและเมด็เลือดของปลา
นิลมีขนาดใหญเมื่อเปรียบเทียบกับปลาทีม่ีขนาดเล็ก เชน ปลา madaka เปนตน ประการที่สาม 
ปลานิลสามารถเลี้ยงไดงายในหองปฏิบัติการและสุดทายราคาถกูเมื่อเทียบกับหนูทดลอง ดังนั้น
ปจจุบันไดมีการนําปลามาใชอยางแพรหลายเพื่อทดสอบพิษของยาและสารพิษตางๆตอระบบ
ภูมิคุมกัน (Smith, 1998) 
 
 
Spleen (มาม) 
 

มามเปนอวยัวะที่เกีย่วของกบัระบบภูมิคุมกันพบในปลาโตเต็มวัย ลักษณะเปนอวยัวะที่
ยาว และทอดตัวในแนวเดียวกับกระเพาะอาหารในชองทอง มามอาจเปนอวัยวะแรกสําหรับนาํ
เซลลที่ออนแอเนื่องจากเปนเซลลที่มีอายุมากหรือเซลลทีต่ิดเชื้อออกไป  มามมหีนาที่เกีย่วของกับ
ระบบภูมิคุมกนัซึ่งคลายกับตอมน้ําเหลืองในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม  สวนนอกของมามประกอบดวย
เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัซึ่งประกอบกันเปนผนงับางๆและยืน่เขามา มามปลาจะประกอบดวยเม็ดเลือดแดง
โตเต็มวัยซึง่สามารถปลอยออกมาในกระแสเลือดในระหวางที่เกิดภาวะเครียดและมี มามปลาก็
สามารถผลิต Thrombocytes ซึ่งควบคุมการแข็งตัวของเลือด   

เนื้อเยื่อมามประกอบดวยสามสวนหลักๆ คือ pulp, ellipsoids และ 
melanomacrophage center (Fange et al., 1985) ดังรูปที่  2 

Pulp  ในปลาพบวา red pulp และ white pulp  จะแยกกันชัดเจนนอยกวาในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม   เชน ในปลา rainbow  trout  สวนของ red pulp และ white pulp จะอยูรวมกันจนกระทัง่
อายุ 6 เดือน  ถึง 1 ป จึงจะแยกกนัใหเหน็ชัดเจน และเห็นการรวมกลุมของเม็ดเลอืดขาว ซึ่งการ
เกิดในลักษณะนี้ตําแหนงดังกลาวอาจมีการจับกับแอนติเจน (Ag) และกอใหเกิดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกนัตอไป (Zapata, 1982) และมีรายงานพบวา white pulp ในปลานลิจะม ี reticular  
area  แตไมมี lymphoid center  นอกจากนีย้ังพบ erythrocyte ดวย (Sailendri et al., 1975) 
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Splenic  ellipsoids  เปนเสนเลือดฝอยที่มีผนังเสนเลือดหนาซึ่งสามารถเก็บแอนติเจนในขนาด
เล็กไดโดยมีการศึกษาพบวาหลงัจากฉีด fluorescent latex beads เขาไปในปลา Japanese 
conger (Conger myriaster) พบวาจะถกูกรองโดย ellipsoid แลวถกูเก็บกนิโดย macrophage 
(Furukawa et al., 2002) หลังจากที่แอนติเจนถูกจับกินโดยเซลล macrophage  แลวจะถูกขนสง
ไปยัง melanomacrophage center  ตอไป  

Melanomacrophage center (MMC) เปนตําแหนงทีม่ีการรวมกันของ macrophage 
(macrophage  aggregates) ซึ่งเปนเซลลที่ไมมีแกรนูล แตมนีิวเคลียส 1 อันและมีไซโทพลาสซึม
ขนาดใหญ จดัเปน myeloid cellsสวนใหญจะพบ macrophage ในชั้น Stroma ของมามหรือไต 
ซึ่งถือวาเปน hematopoietic  tissue  ยังมีรายงานวาในปลาบางชนิดอาจพบ MMC ในตับ 
ลักษณะของ MMC จะมีลกัษณะเปนกลุมๆติดสีน้ําตาลเขมจะพบ pigment ตางๆเชน melanin 
hemosiderin, lipofuscin และ ceroid เปนตน (Wolke et al., 1985) มีรายงานพบวาการรวมกนั
ของ macrophage (macrophage  aggregates) จะเกี่ยวของกับการเก็บเหล็กและการนาํไปใช 
รวมถึงการกาํจัดพิษทีเ่กิดจากสารพิษอีกดวย (Agius, 1981) จากการศึกษาพบวาลักษณะที่
ปรากฎจะแตกตางกันในแตละสปชีส (Agius, 1981) หรือเกดิจากสิ่งแวดลอมเปลี่ยนแปลง 
(Fournie et al., 2001) เชนเมื่อปลาเกิดความเครียดพบวาจาํนวน macropage เพิ่มข้ึนและมกีาร
เพิ่มขนาดของ MMC อีกดวย (Wolke et al,. 1985) ซึ่งปจจุบันไดมีการใช  MMC มาเปนสิ่งบงชีว้า
สิ่งแวดลอมกอใหเกิดความเครียดในปลา (Fournie et al., 2001) นอกจากนี้ความเครียดยัง
เหนีย่วนําใหมกีารสลายของเม็ดเลือดแดงอีกดวย ในปลาชั้นสงูนอกจากจะพบ macrophage แลว
ยังพบ lymphocytes อีกดวยซึ่งมีความสาํคัญในการจับกับแอนติเจน 
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รูปที่ 2  โครงสรางของมามปลา แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ white pulp 

(ลูกศรสีฟา) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

การตอบสนองตอความเครียดของปลา 
 
การตอบสนองตอความเครยีดของปลาในตระกูล teleost จะมีความคลายคลึงกับสัตวที่มี

กระดูกสันหลงั โดยเกีย่วของกับ brain-sympathetic-chromaffin cell axis ผานทางใยประสาท
ของ chromaffin cell ในไตสวนหนา และ  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis ซึ่ง
เทียบไดกับ brain–sympathetic-adrenal medulla axis และ brain - sympathetic-adrenal axis 
ในสัตวมีกระดกูสันหลัง ดังรูปที่ 3  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis จะทํางานผาน
ทางฮอรโมนทีเ่กี่ยวของกับความเครียด ไดแก catecholamines และ cortisol ซึ่งจะมีการหลั่งมา
ในกระแสเลือด โดย Catecholamines และ cortisol จะหลัง่จากเนื้อเยื่อ chromaffin และ 
interrenal ในไตสวนหนาของปลาตามลําดับ  การหลั่งของ cortisol เกิดจาก  Corticotrophin 
Releasing  hormone (CRH) จะไปกระตุน adrenocorticotropic hormone (ACTH) จึงเหนี่ยวนํา
ใหมีการหลั่ง cortisol จากไตสวนหนา  ซึง่จะไปกระตุน leukocyte โดยตรง (Weyts et al., 1999) 
จากการศึกษาพบวาในปลาแซลมอนที่อยูในสภาวะพักและสภาวะเครียดจะมีการฮอรโมนทัง้สอง
แตกตางกนั คือ adrenaline มีคานอยกวา 3 แตในสภาวะเครียดพบวามีคาเทากบั 20 - 70 
nmoles/l และ cortisol มีคานอยกวา10 และในสภาวะเครียดพบวามีคาเทากับ 40 - 200 ng/ml 
(Barton, 2002) การศึกษาที่ผานมาพบวา LPS สามารถกระตุน hypothalamic-pituitary adrenal 
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(คลายกับ HPI ในปลา) ทําใหมีการหลัง่ cytokine มากขึ้น (Perlstein et al., 1993) ปจจุบันพบวา
ปลาสามารถทนตอ LPS ตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมเนื่องจากม ี receptor ที่จดจํา LPS 
ตางกนั เชน TLR 4 อาจไมพบในปลาหรือมีหนาที่แตกตางกนั (Iliev et al., 2005) 

มีการศึกษาพบวาใน macrophage ของปลา rainbow  trout ที่ไดรับ LPS มีการหลัง่ 
TNF-α เหมือนกับสัตวเลีย้งลูกดวยนม (MacKenzie et al., 2003) 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3  แสดงความสัมพันธระหวาง hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis และ 

      ระบบภูมคิุมกันซึง่ตอบสนองตอความเครียดในปลา (Haddad et al., 2002) 
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การตอบสนองตอ Osmotic  stress ในปลา 
 
การตอบสนองตอ Osmotic  stress ในปลาจะมีกลไกที่ควบคุมทั้งดานสรีระและ

พฤติกรรมของปลาซึ่งประกอบดวย 3 สวนสาํคัญดังรูปที่ 4 คือ Osmosensors, signal  
transduction และ effector  ซึ่งจะมีการทํางานรวมกันโดย Osmosensors จะควบคุมการทาํงาน
ของ signal  transductionและสงผลตอ effector ตางๆทาํใหปลามีการตอบสนองตอ Osmotic  
stress ในรูปแบบตางๆดังรูปที่  ยกตัวอยางเชน calcium  sensing  receptor (CaSR) ซึ่งเปน 
osmosensor ที่สําคัญในปลาหลายชนิด หนึ่งในนัน้คอืปลานิล (Oreochromis mossambicus) 
จะใช CaSR ตอ Ca2+ ภายนอกแลวจึงไปกระตุนวถิีของ phospholipase C และ mitogen-
activated protein  kinase (MAPK) (Loretz et al., 2004) และจากการศึกษาพบวา เมื่อปลา 
killfish ( Fundulus heteroclitus) อยูในภาวะ osmotic stress พบวามีการกระตุน MAPK ที่ 
epithelium บริเวณเหงือกปลา (Fiol et al., 2007)นอกจากนี้ยงัพบวาตัวที่ควบคุม MAPK คือ 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 2 (TAK 1 binding 
protein 2 : TAB 2)  ซึ่งเปนโปรตีนที่พบ epithelium บริเวณเหงือกปลานิลเมื่อเกิดภาวะ osmotic 
stress นอกจากนีย้ังพบวาในปลานิลการตายของเซลลแบบ apoptosis และวงจรชีวิตของเซลลจะ
เกี่ยวของกับ suppression  subtractive  hybridization (SSH) ยีนซึง่เกี่ยวของกับ MAPKs 
(Thomson et al., 1999) 
 

 
 
 

รูปที่ 4  Osmosensory  signal  transduction network ในปลา (Fiol et al. 2007) 
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ภูมิคุมกันในปลา (immunity in fish) 
 

ปลาเปน Primitive vertebrates มีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันตอส่ิงแปลกปลอม 
โดยเฉพาะปลาที่อาศัยอยูเปนฝูง ในเขตรอนตองมกีารพฒันาระบบภูมิคุมกันตอ ไวรัส บักเตร ีทอก
ชิน และ พาราไซท จากสัตวอ่ืน ๆ ที่อาศัยแหลงน้ํารวมกนั  ปจจุบันการศึกษาภูมิคุมกันในปลาซึง่มี
มากกวา 20,000 สปชีสยงัมนีอยอยูแตก็ยงัมีบางสปชีสที่นาํมาทดสอบ  ยกตวัอยางเชน rainbow  
trout (Oncorhynchus  mykiss), carp (Cyprinus  carpio) และ channel catfish (Ictalurus  
punctatus)  เปนตน จากการศึกษาดงักลาวพบวาภูมิคุมกันระหวางปลาและสัตวเลีย้งลูกดวยนม
มีความคลายคลึงกัน (Luebke et al., 1997) ระบบภูมิคุมกันในสวนแรกจะเกี่ยวของกับการ
ปองกนัสิ่งแปลกปลอมเขามาโดยเฉพาะในสวนของเซลลตางๆเชน B lymphocyte, T 
lymphocyte, natural  killer (NK) cell, macrophage และ granulocyte เปนตน ซึง่เซลลสวน
ใหญในสัตวเลีย้งลูกดวยนมจะผลิตมาจากไขกระดูก (bone marrow) ซึ่งในปลาพบวาไมมีไข
กระดูกแตมีไตสวนตน (anterior kidney) ซึ่งมีขนาดเล็ก และมีสีแดงเขม ซึ่งอยูดานหนาเหนอื 
pharyngeal  plate โดยพบวาไตสวนตนทาํหนาที่ผลิตเม็ดเลือดตางๆและภูมิคุมกันตางๆคลายกับ
ไขกระดูก (bone marrow) ในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้าํนม และในสวนของ secondary lymphoid 
organ ในปลาไดแก มามและตับ (Zapata et al., 2006) 

 
1.ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง (Non-Specific Immunity หรอื innate Immunity) 
รางกายของปลา เชน ครีบ ลําตัว เหงือก และเซลลผวิของรูจมูก ตางตองสมัผัสกบัส่ิง

แปลกปลอม ดังนัน้ เมือกของปลาจงึเปนระบบภูมิคุมกนัแรก โดยมกีารรายงานถึง Lysoymes และ
แอนตีบอดี ในเมือกของปลาดวย (Kaattari et al., 1996; Kearn, 1999) จากการศึกษาพบวา
lysozyme สามารถสลาย peptidaglycan ในผนงัเซลลทําใหเซลลของแบคทีเรียแตกได (Ellis, 
2001) และหากสิ่งแปลกปลอมสามารถผานเขาสูรางกายไดก็จะถูก phagocytosis โดย  
macrophage ซ่ึงมีความสําคัญอยางมากในภูมิคุมกันระบบนี ้ (Corbel, 1975) สวนใหญสุขภาพ
ปลาจะขึ้นกับภูมิคุมกันไมจาํเพาะ (non – specific immunity หรือ innate immunity) ภูมิคุมกัน
ชนิดนีถ้ือเปนดานแรกในการปองกันการเขาทําลายของเชื้อโรคตางๆและมีการตอบสนองอยาง
รวดเร็วเพื่อปองกนัการบกุรุกของเชื้อโรคหลายชนิด  จากการศึกษาพบวาเซลลทีท่ํางานในระบบ 
Innate immunity ไดแก  macrophages, monocytes, neutrophils และ natural killer cell เซลล
เหลานี้จะมีรูปแบบในการจาํตอส่ิงแปลกปลอมโดยเฉพาะจุลชีพซึง่ หมายถงึ Pathogen-
associated  molecular  patterns (PAMPs) และ pattern recognition receptors ซึ่งทําใหมีการ
ตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมอยางรวดเร็ว ซึ่งสามารถแบงออกเปน 3 สวน ไดแก 
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1. โปรตีนซึ่งทํางานอยูใน alternative complement pathway ,lectin activation  
pathways, surfactants, C-reactive protein, serum amyloid protein, lipopolysaccharide 
(LPS) binding protein ซึ่งโปรตีนเหลานีท้าํใหแอนติเจนถูกกนิโดย phagocytic cell ไดดีขึ้น 

2. Endocytic  เชน macrophage mannose receptor และ macrophage   
scavenger receptor 

3. Toll-like receptor (TLRs) พบครั้งแรกใน Drosophila ในมนษุยพบประมาณ 10  
ชนิดซึ่งจะมีรูปแบบในการจําตอส่ิงแปลกปลอมไมเหมอืนกนั การจาํของ TLR ตอส่ิงแปลกปลอม
นั้นไมไดเกิดขึน้โดยตรงแตตองการปจจยัอืน่รวมดวยเชนการจํา Lipopolysaccharhide (LPS) โดย
ผาน TLR4 protein เกี่ยวของกับ MyD88 เปนตน  นอกจากนี้การทาํงานของ TLR ทุกชนิดยัง
เกี่ยวของกับ NF-kB ดังรูปที่ 5 เนื่องจากหลงัการจาํตอส่ิงแปลกปลอมจะมีการสงสัญญาณเขาไป
ใน nucleus นั้น เปนผลทาํใหมีการแสดงออกของยีนของสารตางๆทีเ่กี่ยวของเชน Cytokine เปน
ตน TLR อาจจะกระตุนการ phagocytosis ของ Macrophage ผานทาง mitogen-activated 
protein (MAP) kinase  ในปลาพบวา TLR ในปลามหีลายชนิด เชน TLR4 ใน zebrafish (Roach 
et al., 2005) และในปลา puffer fish จะมีการแสดงออกของ TLR ในเนื้อเยื่อตางๆเชน TLR 1 และ 
TLR 7 จะพบในไต เปนตน (Oshiumi et al., 2003) และจากกการศกึษาโดยใช TLR 4 Agonist 
ขนาด 10 ไมโครกรัมตอลิตร ใน leukocyte ซึ่งไดจากไตสวนตนของปลาเทราซ พบวามกีาร
แสดงออกของยีนของ proinflammatory cytokine  (Purcell et al., 2006) 
 
 

 
 

รูปที ่5 แสดงวิถีกระตุนผาน TLR4 (Andrews et al. 2003) 
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2.ภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง (Specific Immunity) 
แมวาภูมิคุมกนัแบบจําเพาะ (specific immunity) มีการพัฒนาชากวาภูมิคุมกันไม

จําเพาะ แตภูมิคุมกันแบบนีจ้ะมีความจํา (immunological memory) ทําใหปลาตอบสนองอยาง
รวดเร็วและมปีระสิทธิภาพสูงมาหากไดสัมผัสกับแอนตเิจนครั้งตอไป ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ
เจาะจงในปลานัน้จะหมายถึง humoral หรือ  cell – mediated immune  function ซึ่งจะมีเซลล
และโปรตีนตางๆที่คลายในสตัวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม ระบบภูมิคุมกนัแบบนี้สามารถที่จะจาํการ
กระตุนของสิง่แปลกปลอมตางๆทีเ่คยเขาสูรางกายมากอนโดยเม็ดเลือดขาวหรือ macrophage  
หลังจากนั้นจะมีการกระตุนใหมีการหลั่ง interleukin หรือกระตุน  T-helper cell (Th) หรือ 
cytotoxic T-cell (Tc) (Warr, 1997)  macrophage เปน Antigen  Presenting Cells (APCs) 
เซลลเหลานี้สามารถจดจาํและนําเสนอสิง่แปลกปลอมใหกับเซลลตางๆ เชนเมื่อเกิดการ 
phagocytosis ข้ึนซึ่งจะได peptide ส้ัน ๆ ซึ่งเกิดจากการยอยดวยเอน็ไซมอยูภายใน APC แลวจะ
ถูกนาํเสนอไปบน membrane พรอมกับ MHC Class II กลายเปน peptide-class II MHC 
complexซึ่งจะจําเพาะกับ  specific receptor บน CD4+ T-lymphocytes การกระตุน CD4+ T-
lymphocytes จะทําใหมีการสงสัญญาณเขาไปภายในเซลล ทาํให CD4+ T-lymphocytes เกิด
การแบงตัวและมีการสรางสาร lymphokines (interlukines หรือ cytokines) ออกมามากมาย ซึง่ 
lymphokines จะกระตุนเซลลในระบบภูมคิุมกันหลายชนิดใหจับกนิสิง่แปลกปลอมนั้น 

สําหรับภูมิคุมกันสารน้ําในปลาจะคลายกบัในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมคือผานทางแอนติบอดี
ที่สรางมาจาก plasma cells ซึ่ง plasma cells เปลี่ยนมาจาก B-lymphocyte แอนติบอดีในปลา 
gnathostomes จะพบ IgM แอนติบอดีเพียงอยางเดยีว ซึ่งในปลาดุก (catfish) และ Atlantic 
Salmon จะพบ IgD (Wilson et al., 1997)นอกจากนี้จากการศึกษาในปลาดุกที่ไดรับแคดเมยีม
คลอไรดขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครกรัมตอลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห พบวา IgM titer เพิ่มข้ึน 

การกระตุน T cells  เร่ิมจากการที ่ TCR เพิ่มการสัมผัสระหวาง T cells  และ APC จํา 
MHC บนผิวของ APCs จะนําไปสูสัญญาณจาก Costimulatory signals เชน CD28, CD154 ซึ่ง
อยูบน Tcell ใหจับกับ CD80/CD86 บน APCs ความเขาใจเรื่องการกระตุน T cells ในปลายังมี
นอยมาก (Bernard et al., 2006) เขาใจวาการจําของ T cells ใกลเคียงกับของสตัวเลี้ยงลกูดวย
นม  โดยศกึษาพบ CD28 family ในปลาเทราท ซึ่งเมื่อจับกับ  cytoplasmic tail ของ CD28 ของ
มนุษยจะสามารถกระตุน IL-2 ได พบวา CD154 ของปลาเทราท ขาด conserved tyrosine 
based-motif ซึ่งมหีนาที่ในการจับกับ PI-3K แตไปพบ tyrosine-based motif ที่ cytoplasmic tail 
ทั้งในปลาเทราท และปลา Atlantic salmon 

ไดมีผูรายงานถึง Immunoglobulin  Ig ในปลาฉลามทีม่ีการพบ Cys ใน CDR3 คลาย 
Cys Codon ใน D segment ของ antigen receptor ในมนษุย และเสนอวาเกีย่วของกับ
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วิวัฒนาการในระดับโมเลกลุ (Roux et al., 1998) เชนเดียวกับ Hansen และคณะ (2005) ได
รายงานวิวัฒนาการของ Ig isotype IgT ในมามและ Pronephros ของปลาเรนโบวเทราท ซึ่งไม
พบในปลาอื่น เชนปลาดกุ จากการศึกษาพบวาโปรตีน Activation-induced cytidine deaminase 
(AID) ซึ่งเปน B cell-specific protein จําเปนสาํหรับการเกิด class switch recombination 
(CSR) และ Somatic  hyperstimulation (SHM) ของ Ig heavy chain (IgH) ยีน (Wakae et al., 
2006) ในปลากระดูกออนพบวาโปรตีน AID จะใชใน SHM เทานัน้ แตใน zebrafish จะเกิดทั้ง 
CSR และ SHM และการเกิด inflammation เหนีย่วนาํทาํใหเกิดการ mobilize  B cell ใน bone 
marrow และทําใหเกิด extramedullary B lymphopoiesis โดยเฉพาะในมาม  และพบมกีาร
เพิ่มข้ึนของโปรตีน AID อีกดวยทาํใหเกิด CSR ซึ่งสนองตอบตอ TLR ligand  (Ueda et al., 
2007) 

 B-lymphocyte ในสัตวเลีย้งลูกดวยน้ํานมจะพบที่ไขกระดูก  แตในปลาจะพบที่ไตและ
มาม เปนตน B cell จะจดจาํ antigen โดยผานทาง  B-cells  receptor  
 
 
NF-kB  
  NF-kB เปน transcription factor ถูกคนพบครั้งแรกในป 1986   โดยถกูคนพบใน 
Drosophila และสิ่งมีชวีิตชนิดตางๆ รวมทั้งมนุษย NF-kB โปรตีนประกอบดวย p65, c-Rel, Rel 
B, p50 และ p65 ดังรูปที ่6 NF-kB ควบคุมการทาํงานภายในเซลลเชน การอักเสบ, การเจริญของ
เซลล, การตายของเซลลแบบ apoptosis และ ระบบภูมิคุมกัน (Aggarwal et al., 2004) 
Complex ของ โปรตีน Rel  และ NF-kB จะอยูในรูปไมมีฤทธิ์โดยจับกับโปรตีน IkBα  ใน cytosol 
และถูกปลอยเขาสูการทาํลายของ proteasome  โดย kinase complex (IKK) และ NF-kB จึงจะ
สามารถเขาสูนิวเคลียสเพื่อกระตุนการ transcription ของยีนได ดงัรูปที่ 7   
 IKK complex ทาํหนาที่เปนเอนไซม Kinase มีหนาที ่catalytic  subunit จับกันคือ IKKα 
และ IKK β โดยมีตัวควบคมุเปนโปรตนี IKK γ ( หรือ IKKAP หรือ NEMO) ปจจุบนัจากการศึกษา
หนทูี่ตกแตงยนีทาํใหทราบวา การควบคุมปฎิกริยาของ IKK complex ที่เปนเอนไซม kinase  คือ 
IKK β และ IKK γ ซึ่งจะทาํให kinase complex นี้ เติมกลุมฟอสเฟตใหแก IkBα ได (Moscat, 
2003 #110) และการศึกษาพบวาความผดิปกติของ NEMO ทาํให  NF-kB (c-Rel) ถูกกระตุน
ผิดปกติสงผลใหเกิด Ig somatic hypermution (SHM) และความผิดปกติของ Class 
recombination switching  (CRS) ใน B cell (Jain et al., 2004) 
 อยางไรก็ตามกลไกการทํางานของ NF-kB ขึ้นกับตัวกระตุนซึง่กลไกอาจเหมือนหรือ
แตกตางกนัเชน TNF ซึ่งเปนตัวกระตุน NF-kB โดย TNF จะจับกบั TNF receptor (TNFR) ที่ 
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TNFR-associated  death  domain ซึ่งโปรตีนชนิดนี้จะจับกับ TNFR-associated  factor (TRAF) 
2 จากนั้นจะไปกระตุน IKK α ซึ่งจะไปเตมิฟอสเฟตและสลาย p 100 โดยตรงใหเปลี่ยนเปน p50 
ซึ่งจะเขาสูนวิเคลียสกระตุนการ transcription ของยีนตอไป 
 การกระตุน  NF-kB เกี่ยวของกับ Reactive oxygen species (ROS) เชน hydrogen 
peroxide โดยตรงในเซลลบางเซลลสามารถกระตุน NF-kB ไดและการแสดงออกของเอนไซม 
superoxide dismutase (SOD) ซึ่งเปนเอนไซมที่เปลีย่น superoxide anion เปน  hydrogen 
peroxide (Li and Karin 1999) นอกจากนี้การศึกษาทีผ่านมาพบวา LPS, TNF-α และ IL-1β 
สามารถกระตุน NF-kB ได มีผูเสนอวา ROS ทําหนาทีค่ลาย second messenger ในการกระตุน 
NF-kB หลังจากทีเ่ซลลไดรับสัมผัสสารตางๆ (Schreck et al., 1994)  

จากการศึกษาพบวา NF-kB เกี่ยวของกบัระบบภูมิคุมกันทั้งใน innate และ adaptive 
immune โดยใน innate immune จะเกี่ยวโดยการควบคุมการ transcription ของยีนตางๆ เชน 
cytokine (IL1,IL2, TNF-α และ IL12) โมเลกุลเหลานี้จะเกี่ยวของกับเซลลทีม่ีหนาที่ในการ 
phargocytosis สิ่งแปลกปลอม เชน แบคทีเรียตางๆ (Hawiger, 2001) และมีหลกัฐานชี้วาการ
กระตุนวถิีของ TLR ทาํใหมีการแสดงออกของยนีซึ่งควบคุมโดย NF-kB เชน cytokine, nitric 
oxide เปนตน (Li et al., 2002) 
 การศึกษาทีพ่บวา NF-kB เกี่ยวของกับ Adaptive immunity  พบวา c-Rel ซึ่งเปน proto – 
oncogene ของ NF-kB มีความสาํคัญตอการเพิม่จํานวน และ cell cycle ของ  B cell โดยพบวา
หนทูี่ไมมียนี c-Rel  จะมีความผิดปกติของ B cell ในมาม  (Hsia et al., 2002) แตอยางไรก็ตาม
การเพิม่จํานวนของ B cell อาจเกี่ยวของกับยนีอื่นๆซึ่งถูกควบคุมโดย NF-kB เชน IL6 หรือ
เกี่ยวของกับ NF-kB ตัวอื่นเชน p50 ก็ได (McKay et al., 1999) นอกจากนี้ c-Rel ยังอาจมี
บทบาทกับการทํางานผานโปรตีนอื่นๆ เชน เมื่อมีการแสดงออกของโปรตีน phosphatase มากขึน้
จะกระตุนการจับของ c-Rel กับดีเอ็นเอไดดีขึ้น 4 เทา (Hu et al., 1998) 
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รูปที่ 6 แสดงสมาชิก NF-kB หรือ Rel family  (Xiao, 2004) 
 

 
 

รูปที่ 7 การกระตุน NF-kB 
ที่มา :  http://www.emdbiosciences.com/html/CBC/NFKB_NFkappaB_IkB_IKK_Pathway_ 

Products.htm 
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ภาวะเครยีดออกซิเดชัน (Oxidative Stress)  
 
Oxidative stress คือ ภาวะที่เซลลภายในรางกายไดรับบาดเจ็บหรือถูกทําลายเนื่องจากมกีาร
เพิ่มข้ึนของ free radical หรือเกิดจากการที่ม ี antioxidant ลดลง ทําใหเกิดความไมสมดุลกนั
ระหวาง free radical และ antioxidant เกินความสามารถของเซลลที่จะปองกนัได เปนผลทาํให
การทาํงานระดับเซลลผิดปกติ การเกิด oxidation มักเกิดที่ตําแหนงของชวีโมเลกุลตางๆ เชน 
ไขมัน  โปรตนี หรือดีเอ็นเอ (Freeman et al., 1982; Beckman, 1994) 
สารอนุมลูอิสระ (Free radical) 

อะตอมหรือโมเลกุลที่ไมเสถยีร เนื่องจากโครงสรางของมันมีอิเลก็ตรอนคูโดดเดี่ยวจงึทาํให
มันสามารถไปทําปฏิกิริยา (ปฏิกิริยา oxidation ) กับโมเลกุลอ่ืนๆ เพื่อที่จะดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลกุลนั้นมาใหตัวมนัเสถยีรขึ้น ซึ่งโมเลกลุที่พวก free radical นั้นเขาไปทําปฏิกิริยาดวยนั้นอาจ
เปนกรดไขมัน กรดนิวคลิอิก โปรตนี ซึ่งปฏิกิริยา oxidation นี้มีผลทําใหเซลลภายในรางกายถูก
ทําลายหรือไดรับบาดเจ็บแลวทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโครงสรางหรือหนาทีข่องเซลล
เหลานั้นจนกลายเปนสาเหตุของการเกิดโรคขึ้นในมนษุยและสัตว 
free radical ที่เกิดขึ้นนี้ไดแก (Gutteridge, 1994) 
1. Reactive oxygen species (ROS) เชน  Superoxide anion (O2-) , Hydroxyl radical (OH-) ,  
    Peroxide radical (ROO-) , Ozone (O3) และ Single oxygen (1O2) 
2. Hydrogen radical (H-) ก 
3. Hydrogen peroxide (H2O2) ก 
4. Methyl radical (CH-

3) ก 
5. Carbonate radical (CO3

2-) ก 
6. Reactive nitrogen species (RNS) เชน Nitrate radical (NO3-) , Nitrogen dioxide (NO2 )  
    และNitric oxide (NO) ก 
7. Reactive chlorine species (RCS) เชน Hypochlorite (OCl-) 
    ซึ่ง free radical นี้จะไปทําใหเกิดปฏิกริิยาได  
1. Hydrogen abstraction : free radical จะไปทําปฏิกิริยากับโมเลกุลที่มีไฮโดรเจนอะตอมอิสระ 
    ทาํใหตวัมนัเกิดความเสถียรขึ้น แตโมเลกุลที่ใหไฮโดรเจนนัน้จะกลายเปน free radical ใหม 
    ข้ึนมาแทน 
2. Addition : free radical จะไปจับกับโมเลกุลที่เสถียรแลวจะเปลี่ยนโมเลกุลที่จับดวยนัน้ใหเปน  
    free radical ไปดวย 
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Lipid  peroxidation 

ภาวะเครียดออกซิเดชันแปนภาวะที่มีความไมสมดุลของปริมาณอนมุูลอิสระและสารตาน
อนุมูลอิสระภายในเซลล  ภาวะดงักลาวทาํใหเกิด peroxidative damage กับสารชีวโมเลกุลตางๆ 
ในรางกาย เชนโมเลกุลของไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) โดยกระบวนการ 
lipid peroxidation ของฟอสโฟลิปด ซึ่งเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล (Halliwell et al., 1993) 
lipid peroxides เปน primary product ซึ่งมีความไมคงตัวและสามารถเปลี่ยนแปลงกลาย เปน 
secondary products ไดเชน Malondialdehyde (MDA) ดังนั้นระดบัของ MDA ที่สูงขึน้หมายถึง
การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันได  

การเกิด lipid peroxidatin แบงเปน 3 ข้ันตอนไดแก initiation, propagation และ 
termination ดังรูปที่ 8 

1. Initiation: เมื่อ free radical ไป attack กับสายของกรดไขมันของ lipoprotein 
ทําใหแยกไฮโดรเจนโมเลกุลออกมาเปนผลทําใหมี carbon radical ออกมา 

2. Propagation: carbon จะไปทําปฏิกริยากับออกซิเจนเกิดเปน peroxy 
radical ซึ่งจะไปทําปฎิกริยากับ polyunsaturated fatty acid 

3. Termination: ปฎิกริยาดําเนินตอไปจนกระทั่งม ี free radical scarvenger 
เชน antioxidants เขามา ปฎิกริยาจึงหยุด 
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รูปที่ 8  การเกิด lipid  peroxidation (Young et al., 2001) 
 
สารตานอนมุูลอิสระ (Antioxidant) 

เปนโมเลกุลทีส่ามารถจะไป neutralize free radical ไดโดยที ่antioxidant จะเปนตัวที่ให
หรือรับอิเล็กตรอน เพื่อทีจ่ะกําจัดอิเลก็ตรอนที่มีอยูใน free radical โมเลกุลของ antioxidant 
หลังจากที่ไป neutralize free radical แลวจะกลายเปน free radical แทน แตมันจะมีความไวใน
การเกิดปฏิกิริยาตางๆนอยกวาพวก free radical โมเลกลุของ antioxidant อาจจะถกู antioxidant 
ตัวอื่นๆ และ/หรือกลไกตางๆ neutralize ตอไปจนปราศจากสภาพที่เปน free radical  ในโมเลกลุที่
มี hydrogen atom อยูสามารถทาํใหเกิดการ neutralize free radical ได โดยที่จะเรียก hydrogen 
atom วา reducing equivalent และ เรียกโมเลกุลที่ม ีhydrogen atom วาอยูใน reduced state 

 
สาร antioxidant ที่พบในรางกายสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด (Gutteridge, 1994)คือ 
1. สาร antioxidant ที่พบในรางกายและจดัเปนเอนไซม ไดแก 
Superoxide dismutase ( SOD ) , Catalase ( CAT ) , Glutathione peroxide ( GPX ) , 
Glutathione reductase ( GR ) , Glutathione S – transferase ( GST ) ก 
2. สาร antioxidant ที่พบในรางกายและไมจัดเปนเอนไซม ไดแก 
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Glutathione , Lipoic acid , Ceruloplasmin , Albumin , Transferrin ,Haptoglobin , 
Hemopexin , Uric acid , Bilirubin , Cysteine 

โดยทัว่ไปภายในเซลลของคนและสัตวจะมีเอนไซม 3 ชนิดที่เปนสวนสําคัญในการจัดการ
กับ superoxide และ hydrogen peroxide ไดแก 

 
1. Superoxide dismutase ( SOD )ก 

SOD ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ 1968 โดย Mc  cord  and Fridoviah ในสหรัฐอเมริกา 
(Gutteridge, 1994)เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลีย่น superoxide radical 2 โมเลกุลใหเปน 
hydrogen peroxide และ oxygen 

O2.− + O2.− + 2H+ → H2O2 + O2 
 
ในการกาํจัด hydrogen peroxide จะเกิดปฏิกิริยา Fenton Reaction ซึ่งจะใหผลผลิตที่เปน 
hydroxyl radical จํานวนมาก รางกายจะใชเอนไซม catalase และ/ หรือ glutathione 
peroxidase มาเรงปฏิกิริยาการกาํจัด hydroxyl radical 

Fe++ + H2O2 → Fe+++ + OH. + OH− 
 

O2
.− + H2O2  Fe2+ / Fe3+   O2 + OH. + OH− 

 
2. Catalase ( CAT ) 

Catalase เปนเอนไซมขนาดใหญจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน hydrogen peroxide ใหเปน
น้ําและออกซเิจนอิสระ catalase พบใน organelle ตาง ๆ ที่ม ี membrane พบวา catalase มี 
affinity ตอ hydrogen peroxide นอย ดงันัน้ถาม ีhydrogen peroxide มาก Catalaseจะทาํงาน
เร็วขึ้น (Gutteridge, 1994) 

2H2O2               2H2O + O2 
 
3. Glutathione system 

ประกอบดวย glutathione, glutathione peroxidase ( GPX ) และ glutathione 
reductase (GR ) เปนกลไกหลักในการกําจัด hydrogen peroxide และ peroxide ตัวอื่นๆ 
(Gutteridge, 1994) Glutathione ( GSH , L- gamma – glutamyl – L –cysteinylglycine ) เปน 
antioxidant ที่มีบทบาทภายใน cytoplasm ของเซลล ซึ่งในเซลลทัว่ไปตองการ glutathione ใน
การดํารงอยูและการทาํหนาที่ตางๆของเซลล และเปน antioxidant ที่สําคัญในการกาํจดั 
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peroxynitrate และ hydroxyl radical ไดดีโดยจะเปลีย่น hydrogen peroxide ใหเปนน้ํา ดัง
สมการ 

GSH + OH .                GS. + H2Oย 
ถึงแมวาจะม ีglutathione radical (.GS ) เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ก็จะไมเปนปญหา เพราะ .GS 2 
โมเลกุลจะมารวมกันเปน oxidized glutathione ( GSSG ) ดังสมการ 
                                     GS. + GS.                  GSSG 
GSSG สามารถที่จะถูกเปลีย่นกลับไปเปน GSH ไดโดย NADPH – dependent glutathione 
reductase enzyme 

GSSG + NADPH + H+           2GSH + NADP+ 
  
 
แคดเมียม 
 
 แคดเมียมเปนโลหะที่อยูในกลุม IIb ตามตารางธาตุ มวีาเลนซเทากับ +2 มีคุณสมบัติออน 
งอได มีสีขาวปนน้ําเงนิ มีความตานทานการกัดกอนสูง มีจุดหลอมเหลว (Melting point) 
ประมาณ 321 องศาเซลเซยีส จุดเดือด (Boiling point) เทากับ 676 องศาเซลเซยีส แคดเมียมอาจ
อยูในรูปเกลือของสารประกอบตางๆ เชน แคดเมียมออกไซดมีสีแดง แคดเมียมซัลเฟต  สวนใหญ
ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ประมาณรอยละ 50 ใชในการเคลือบเงาดวยไฟฟาที่เรียกวา 
Electroplated coating ทาํใหมีความเงางามและทนตอการกัดกรอน โลหะที่เคลือบดวยแคดเมียม
จะใชในอุปกรณรถยนตตางๆ นอกจากนีแ้คดเมียมยังอยูในรูปของสารประกอบตางๆ อีกมากมาย 
เชน แคดเมียมซัลไฟด และ แคดเมียมซัลโฟซีลีไนต ใชเปนตัวสีในสิง่ตางๆ เชน พลาสติก สีทา สี
พน หมึก ยาง เปนตน ประโยชนของแคดเมียมยงัใชในอุตสาหกรรมการผลิตแบตเตอรี่ขนาดเล็กที่
เรียกวา แคดเมียมนิเกิลแบตเตอรี่ (CdNi batteries) นอกจากนีย้ังพบวาโลหะแคดเมียมใชใน 
Photoelectric cells ผสมในสารฆาเชื้อราที่ใชในกิจการเกษตร และปจจุบันยงัใชในเตาปฏิกรณ
ปรมาณูดวย  

จากการใชอยางกวางขวางจงึทาํใหสามารถพบโลหะแคดเมียมปะปนอยูในสิ่งแวดลอม 
บรรยากาศ นอกจากนีก้็มาจากแหลงตางๆ อาทิเชน เหมืองแร โรงงานถลุงสงักะสี ซึง่ทําให
แคดเมียมแพรกระจายไปในบรรยากาศทําใหมนษุยสามารถสัมผัสกับแคดเมียมไดจากบรรยาก
กาศ แคดเมยีมสามารถเขาสูรางกายได 2 ทาง คอื โดยการหายใจอากาศทีม่ีแคดเมียมหรือ
สารประกอบของแคดเมียมเขาไป  สวนคนที่ไมไดทาํงานในโรงงานอตุสาหกรรมเหลานี้กม็ีโอกาส
ไดรับแคดเมียมได  จากการสูบบุหร่ีโดยตรงหรือไดรับจากควนับหุร่ี  อีกทางหนึง่ที่รางกายอาจ
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ไดรับแคดเมียม คือ  ทางการรับประทานอาหาร  หรือน้ําดื่มทีม่ีแคดเมียมเจือปนอยู  (WHO, 
1992) 

แคดเมียมที่เขาสูรางกายโดยการกนิถกูดูดซึมในระบบทางเดินอาหารประมาณรอยละ 2 
ถึง 6 แตในภาวะที่รางกายขาดธาตุเหลก็จะใหมกีารดดูซึมแคดเมียมเขาสูรางกายไดสูงถึงรอยละ 
20 ของปริมาณแคดเมียมทีก่ินเขาไป การสูบบุหร่ีแคดเมียมจะถูกดูดซึมไดทางปอดประมาณรอย
ละ 20-50 แคดเมียมทีเ่ขาสูระบบทางเดินอาหารจะถูกดดูซึมเขารางกายประมาณรอยละ 0.5-1.2   

แคดเมียมที่ถกูดูดซึมเขาสูรางกายแลวจะถูกลําเลยีงไปยังตับและจับตัวกับโปรตีน
Metallothioneins (MTs) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า (600-10000 ดาลตัน) และม ี มี
กรดอะมิโน  cysteine เปนสวนประกอบถึงรอยละ 30  ในโครงสรางของโปรตีน (Cherian et al., 
1978) พบวาเมื่อแคดเมียมเขาสูรางกายจะไปสะสมที่ตบัและไตเปนอวัยวะแรก (Goyer, 1997) 
เนื่องจากแคดเมียมมีคากึ่งชพี (Half - life) ประมาณ 17->30 ปในรางกาย (Tsuchiya, 1971)
ดังนัน้ก็จะทําใหเกิดพิษตออวัยวะดังกลาวและอวัยวะอื่นๆได จากการศึกษาพิษของแคดเมียมที่
ผานมาพบวาแคดเมียมทําใหเกิดการบาดเจ็บของตับ เกิดความผิดปกติที่ไต ระบบสืบพันธุ  ทําให
เกิดมะเร็ง (Markovich et al., 1999; Waalkes, 2003) และพิษของแคดเมียมยงัมีผลตอระบบ
ภูมิคุมกันอีกดวย (Muller et al., 1979) โดยเฉพาะทีม่ามและไขกระดูก (Yamano et al., 1998)  

นอกจากนี้แคดเมียมยงัทาํใหเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริต ในหนูขาวลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม (Kostic et al., 1993) และยังพบวาแคดเมียมเปนพิษตอระบบ
ภูมิคุมกันโดยทําใหเกิดภาวะมามโต  (splenomegaly) โดยพบในหนูขาวทั้งเพศผูและเพศเมีย 
(Hamada et al., 1998) นอกจากนี้ยงัพบวาหลังจากใหแคดเมียมในหนูเล็กความเขมขน 1.8 
มิลลิกรัมแคดเมียมตอน้าํหนกัตัวพบวา white pulp มีขนาดลดลงนอกจากนี้ยงัพบ 
polymorphonuclear leukocyte และ myeloid cells ใน red pulp เปนจาํนวนมากอกีดวย 
(Yamada et al., 1981) 

จากการศึกษาพิษของแคดเมียมในปลานลิพบวาปลานลิที่ไดรับสัมผัสแคดเมียมทีค่วาม
เขมขน 0.35, 0.75, 1.5 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 6 วัน ปริมาณ glycogen, glucose 
uptake, สมรรถนะ LDH ลดลง  และพบวาเอนไซม GSH และ SOD มีการเพิม่ข้ึนในแคดเมียม
ขนาด 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร (Almeida et al., 2002) และเมื่อใหปลานลิสัมผัสกับแคดเมียมที่ความ
เขมขน 4.45 ไมโครโมลารเปนระยะเวลา 5-15 วันพบวาเอนไซม lysozyme ในซีร่ัมมีปริมาณ
เพิ่มข้ึน (Wu et al., 2007) 

ปลานิล (Oreochromis  niloticus) ทนตอพิษแคดเมียม โดยพบวาม ีLC 50 ที่ 96 ชั่วโมง
เทากับ 14.8 mg/L ซึ่งเปนขนาดที่สูงมากเมื่อเทียบกับปลาน้าํจืดชนิดอ่ืน ดังสรุปในตารางที่ 1   ซึง่
การที ่LC50 ในสัตวมีคาแตกตางกนัขึ้นกับปจจัยตางๆไมวาจะเปนชนิดของสัตวทดลอง  ขนาด  
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อายุ  ตลอดจนรูปแบบการทดลองที่อาจแตกตางกนัในแตละหองปฎบิัติการ (Zbinden and Flury-
Roversi, 1981) 

นอกจากนีห้ลงัจากใหปลานลิสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 96 ชั่วโมงพบ Na+/K+- 
ATPase  immunoreactive  cells ลดลงแตหลังจากนั้นจะมีการปรับสภาพของเซลลดังกลาว 
(Garcia-Santos et al., 2006) 

พิษของแคดเมียมกอใหเกิดความผิดปกตใิน endothelial cell แคดเมียมขนาด  0, 1  และ 
5 ไมโครโมลารยับยั้งการเคลื่อนยายของ endothelial cell และ การเกิด angiogenesis นอกจากนี้
ยับยั้งการหลั่ง Nitric oxide จากเซลลอีกดวย (Kolluru et al., 2006) แคดเมียมทําใหสูญเสยี  
barrier integrity และเพิ่ม permeability ของหลอดเลอืด เปนผลทาํใหเกิดการบวม,  เลือดออก, 
hypoxia, การอักเสบ และเกดิการบาดเจ็บของอวัยวะ  (Nolan and Shaikh, 1986) 
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ตารางที่ 1   พิษของแคดเมียมตอปลาน้าํจืด 
 

Species Endpoint Value Comment Reference 
Colorado  
squawfish, 
bonytail, 
razorback 
sucker 

96-h LC50 78 – 168 µg/L - Larval  and juvenile stage (Buhl, 1997) 

Rainbow  
Trout 

Incipient  
 lethal  
 level (ILL) 

6 µg/L at 187  hrs 
122 µg/L at  226  hrs 

- Non  acclimated  adult      
   fish 
- Acclimated  to 10.2 µg/L 
  For 21 day 

(Stubblefield et al., 
1999) 

Rainbow  
Trout 

96-h LC50 3.02 µg/L 
6.12 µg/L 
5.70 µg/L 

- 50 mg/L  hardness (Mg) 
- 200 mg/L  hardness  
- 400 mg/L  hardness 

(Davies et al., 
1993) 

Rainbow  
Trout 

48-h LC50 5.0 µg/L - Embryo-larval  toxicity (Dave et al., 1981) 

Rainbow  
Trout 

48-h LC50 91-667 µg/L 
358 µg/L 
3,698 µg/L 

- 20 mg/L  hardness (Ca) 
- 80 mg/L  hardness  
- 320 mg/L  hardness 

(Arillo et al., 1984) 

Rainbow  
Trout 

96-h LC50 6-7 µg/L  (Kumada et al., 
1973) 

Rainbow  
Trout 

96-h LC50 10 – 20 µg/L  and  
4700 – 8000 µg/L   

- Early  life  stage (Van Leeuwen et 
al., 1985) 

Fathead  
Minnow 

96-h LC50 60  µg/L - 290  mg/L hardness (Schubauer-
Berigan et al., 
1993) 

Fathead  
Minnow 

96-h LC50 4.8 µg/L - 20  mg/L hardness (Suedel et al., 
1997) 

 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

วัสดุวธิีการวจิัย (Material  and  methods) 
 
 1.  สัตวทดลอง  และอุปกรณสําหรับการเตรียมสัตวทดลอง 
      1.1  ปลานลิขนาดน้าํหนกัตัว  20 – 35 กรัม 
      1.2  ตูกระจกขนาด 36 x 36 x 60 ลูกบาศกเซนติเมตร 
      1.3  air pump และหัวทราย 
      1.4  อาหารปลาสําเร็จรูปชนิดเม็ด 
 

2. เครื่องมือทีใ่ชในการทดลอง 
      2.1 เครื่องมือผาตัด 
      2.2 เครื่องมือวัดอุณภูมิและออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 
      2.3  pH meter 
     2.4   ชดุบําบัดน้ํา 
     2.5   กลองจุลทรรศนชนดิแสงสองผาน ( Light microscope) (Olympus) 

     2.6   เครื่องตัดชิ้นเนื้อ (Microtome ของ Tissue Tex®) 
     2.7   ใบมดีสเตนเลส NO. S-35 

           2.8   อางปรับอุณหภูมิสําหรับลอยชิ้นเนื้อ  (Tissue floatation bath) 
      2.9  เทอรโมมิเตอร 
      2.10 กลองถายรูปดิจิตอล Nikon  coolpix 995 ตอกับกลองจุลทรรศน 

                 2.11 ตลับมีรูสําหรับใสชิ้นเนื้อ (Cassete ของ Tissue Tex®) 
       2.12 สไลดแกว 

    2.13  ที่ปดสไลด (Cover slip) 
    2.14  เครื่องฝงเนื้อเยื่อ (Embedding ของ Tissue Tex®)  
    2.15 ชุดยอมสี (Staining jar) 
    2.16 Spectrophotometer Jasco  model  UVDEC 650 
    2.17 Spectrofluorometer Jasco model FP-777 
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3. สารเคมี 
 3.1 Buthylated hydroxytoluene (BHT) 

        3.2 CdCl2.2.5H2O (Sigma  chemical  Company) 
     3.3 Clove oil 

3.4 Eosin 
3.5 Ethyl alcohol (70% EtOH, 80% EtOH, 90% EtOH และ 100 % EtOH ) 
3.6 10% Formalin (E.Merck) 
3.7 Gelatin powder 
3.8 Hematoxylin 
3.9 Nitroblue tetrazolium (NBT) 
3.10 Paraffin 
3.11 Permount (Sciencetific Co.) 
3.12 phosphate buffer saline (PBS) 
3.13 Tetraethoxypropane (TEP) 
3.14 Thiobarbituic acid (TBA) 
3.15 Trichoroacetic  acid (TCA)  
3.16 Standard SOD 
3.17 Xylene (Sciencetific Co.) 
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ขั้นตอนการทดลอง  
 
1. การเลีย้งปลานลิทีส่ัมผัสกับแคดเมียมและการควบคุมคุณภาพน้ํา (aquarium, static  
    bioassay) 
 1.1 การเลีย้งปลานิลที่สัมผัสกับแคดเมียม  ซึ่งปลานิลไดรับความอนุเคราะหจากคณะ
สัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  โดยนาํปลานิลน้ําหนกั 20-35 กรัม มาเลี้ยงในตู
กระจกขนาด 36x36x60 ซม. เลี้ยงกอนทาํการทดลอง 1 อาทิตยเพื่อปรับสภาพใหคุนเคยกับ
หองปฏิบัติการ ในแตละตูใสน้ํา 40 ลิตร  มีหัวทรายและ air pump  
                          1. แบงปลานิลเปน 5 กลุมกลุมละ 24 ตัว  ดงันี ้

กลุมที ่1 กลุมควบคุม คือไมไดรับแคดเมียม 
กลุมที ่2 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่3 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   0.5  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่4 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   1.0  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่5 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   10.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

* ขนาดความเขมขนของแคดเมียมที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ปรับปรุงมาจาก (Bae et al. 
2005) ปลาทั้ง 5 กลุมจะไดรับแคดมียมในระบบน้ํานิ่งแบบเปลี่ยนน้ําทุกวนั ความเขมขน 
0.1, 0.5., 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรและกลุมควบคุมอีก 1 กลุมซ่ึงไมไดรับแคดเมียม 
 
1.2 การวัดคุณภาพน้าํโดยวิเคราะหคาตางๆ ดงันี ้

  1. ความเปนกรด-ดาง (pH) 
  2. อุณหภูมิ (Temperature) 
  3. ความกระดาง (Hardness) 

 4. ปริมาณออกซิเจนละลาย (Dissolve Oxygen-DO) 
 สังเกตอาการปลาในเวลา 24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมง  ของแตละกลุมเปรียบเทยีบกับ

กลุมควบคุม และบันทกึจํานวนปลาที่ตายในแตละกลุม   เมื่อครบกาํหนดในแตละชวงเวลาใหนาํ
ปลาข้ึนมาครั้งละ 6 ตัว แลววางสลบปลานิลดวย Clove oil จากนัน้เก็บมามเพื่อวดัปริมาณ 
Malondialdehyde (MDA)และเอนไซมตานอนุมูลอิสระ นอกจากนี้เก็บตัวอยางเนือ้เยื่อมามแชใน 
10% ฟอรมาลนิเพื่อศึกษาจลุพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามและทาํการศึกษาขั้นตอไป 
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ตารางที่ 2 แสดงคุณภาพน้ําระหวางทําการทดลอง 
 

คุณภาพน้ํา คากอนการทดลอง คาหลังการทดลอง 
อุณหภูมิ °C 
คาการละลายของออกซิเจน mg/l 
คาความเปนกรด – ดาง pH 
คาความกระดาง mg/L CaCO3 

25 – 26.6 
5.5 – 6.0 
6.8 – 7.3 

50 

25.5 – 27 
5.4 – 5.6 

6 – 7 
50 

 
 
2. การวิเคราะห lipid peroxidation และตรวจวัด Antioxidant enzyme activity 
 

2.1 นาํปลาที่ไดสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆมาวางสลบแลวนํามามออกมาชัง่
น้ําหนกั กอนที่จะนําไป homogenized ใน 0.01 M  phosphate buffer (pH 7.0 ) จากนั้นนําไป
ปนที่ความเรว็ 14,000 g 30 นาท ีและนํา supernatant ไปวิเคราะหปริมาณการเกิด lipid 
peroxidation และวัด activity ของ Antioxidant enzyme ตอไป 

 
2.2 การวิเคราะหปริมาณการเกิด lipid peroxidation โดยวิธ ีspectrofluorometer  

 1. เตรียม Standard TEP ทีค่วามเขมขน 0.2, 0.4, 0.8, 1.2 และ 1.6 nmol/l และใช pure 
water เปน blank 
 2. นํา supernatant หรือ standard ปริมาตร 1 ml. เติม 100 nm BHT ปริมาตร 50 µl , 
10 % TCA 1 ml , 0.6% TBA 1.5 ml ตามลําดับ โดย vortex ทุกครั้งที่เติมสาร โดยเฉพาะหลงัเติม 
10 % TCA และ 0.6% TBA ให vortex นาน 1 นาท ี
 3. นาํ supernatant หรือ standard ที่เตรียมไปตมใน water bath โดยตั้งอุณหภมูิ 100 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 4. ทาํใหเย็นดวยน้าํแลวนําไปปนที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาท ี
 5. นํา supernatant มาวัดระดับ Malondialdehyde ดวย spectrofluorometer ที ่λEX = 
535 nm 
           

2.3 การตรวจวัด Superoxide Dismutase (SOD) Activity วัดโดยใชเครื่อง multiple 
microplate reader ที่ความยาวคลื่น 560 nm  (Oberley et al., 1984) 
 1. เตรียม standard SOD โดยละลายดวย 0.01 mol/l  phosphate buffer 
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 2. เตรียม mixed substrate ซึ่งประกอบดวย Xanthine 0.05 mmol/l และ 
Nitroblutetrazolium (NBT) 0.025 mmol/l ทําละลายดวย 50 mM Sodium Carbonate buffer 
with 1 mmol/l EDTA pH 10.2 
 3. ปเปต standard SOD, diluted sample หรือ Phosphate buffer ปริมาตร 5 µl ลงใน 
96-well microplate เติม 170 µl  ของ mixed substrate จากนั้นเติม Xanthine oxidase ความ
เขมขน 60 U/l  ปริมาตร 25  µl ผสมใหเขากัน 
 4. นาํไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง multiple microplate reader ดวยแสง ultraviolet ที่
ความยาวคลืน่ 450 nm ทกุ 30 วนิาที เปนเวลา 5 นาท ีคํานวณหาคา SOD Activity ของ sample 
เทียบกับ SOD standard  
 

2.4 การวัด Catalase(CAT) Activity  วัดโดยใช spectrophotometer ความยาวคลืน่ 540 
nm  
 1. เตรียม Formaldehyde Standards 
 2. เติม Assay Buffer ปริมาตร 100 µl, Methanol ปริมาตร 30 µl และ Formaldehyde
ปริมาตร 20  µl ทัง้ในตัวอยางและ Formaldehyde Standards 
 3. เติม H2O2  ปริมาตร 20 µl และนําไปบมที่อุณหภูมหิอง 20 นาท ี
 4. เติม Potassium Hydroxide 30 µl และ Purpald 30 µl นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 10 
นาท ี
 4. เติม Potassium Periodate 10  µl และนาํไปบมที่อุณหภูมหิอง 5 นาท ี
 5. นําไปวัดโดยใช spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 nm  
 6. นําไปคํานวณ Catalase activity ตามสูตร 

        CAT  =  µM of sample  x sample dilution   = nmol/min/ml 
                                     20 min                
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3. การทดลองทางดานเนือ้เยื่อวิทยาโดยศึกษาพยาธิวทิยาของมาม 
3.1 เนื้อเยื่อที่ใชตรวจสอบ 

มามของปลานิลซึ่งเก็บรักษาไวใน 10 % buffered formalin 
3.2 ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเพือ่ศึกษาความผิดปกติของเนือ้เยื่อเพื่อดูดวยกลองจุลทรรศน

ชนิดสองแสง ดังตารางที ่3 
 
ตารางที่ 3    แสดงขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อ (ยอมสีดวย Hematoxylin & Eosin) 

วิธ ี ขั้นตอนการทํา 
1.Fixation 
 
2.Dehydration 
 
3.Clearing 
4.Infiltration 
 
5.Embedding 
 
6.Section 
 
 
 
7.Staining 

- Deparaffinization 
- Hydration 

 
 -  Primary staining 

- Differentiation 
- Counterstaining 
- Dehydration 

 
- Clearing 

นํามามของปลามาผาครึ่งตามแนวยาวใสใน casset แลวนาํไปแชใน 10 
% formalin 
นํามามของปลา (specimen) ผาน Ethanol ที่มีความเขมขนจากต่ําไป
หาสงู โดยเริ่มจาก 70 %, 80%, 90% และ 100% Ethanol ตามลําดบั 
นํา specimen แชใน   Xylene 
นํา specimen มาจุมลงใน Paraffin เหลว ที่อุณหภูมิประมาณ 56-60 
°C จนกระทัง่ paraffin เหลวซึมเขาไปใน specimen จนทัว่ถงึกนั 
ฝง specimen ใน Paraffin โดยจัดใหดานหนาตัดของมามแนบติดกบั
แมพิมพ จากนั้นทําให Paraffin เหลวลงจนแข็งตัว จะได paraffin block 
นํา Paraffin block มาหัน่เปนชิ้นบางๆดวย Microtome ดวยความเรว็
สม่ําเสมอใหได section  ที่ความหนาประมาณ 0.5 ไมโครเมตรตอกับ
เปนแถบยาว (ribbon) แลวนําไปลอยใน Tissue floating bath จากนัน้
จึงวาง section บน slide 
ยอมสีดวย Hematoxylin & Eosin (H & E Staining) โดยมีขั้นตอนดงันี ้
ลาง paraffin ออกจาก slide โดยจุม slide ที่ม ีsection ลงใน Xylene 
นํา slide ไปจุมใน Ethanol ที่มีความเขมขนจากสูงไปหาต่ําโดยเริ่มจาก 
100% , 95%, และ 80% Ethanol ตามลําดับ 
ยอมดวยส ีHematoxylin 7-10 นาที  
ลางสทีี่มากเกนิพอออกดวยน้ําประปาทีเ่ปดใหไหลผานตลอดเวลา 
ยอมสีซ้ําดวยสี Eosin ประมาณ 30 นาท ี
นํา Slide ผาน Ethanol ที่มีความเขมขนจากต่ําไปหาสงูโดยเริ่มจาก 
95% และ 100% Ethanol 
จุม slide ใน Xylene เพื่อให section ใสหรือโปรงแสงขึ้น เหมาะสมตอ
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- Mounting 

 

การศึกษาดวยกลองจุลทรรศน   
หยด Permount บน  section แลวปดทับดวย cover slip 

 
     3.3 ศึกษาเนื้อเยื่อดวยกลองจุลทรรศน 

นํา slide ที่ทาํการยอมสี Hematoxylin & Eosin ซึ่งแหงแลวไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน
โดยศึกษาจุลพยาธิสภาพทัว่ไปที่สังเกตเห็นและจุลพยาธิ 3 ลักษณะซึ่งจะใหเปนคะแนนเฉลีย่จาก 
1- 3 โดยมีเกณฑการใหคะแนนดังนี้ (Pirarat et al., 2006) แลวถายภาพดวยกลองถายภาพ
ดิจิตอล 

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  หมายถึงมกีารเพิม่ขนาดของ white pulp 
คะแนน 

0 ปกติ 
1 1-2 เทา 
2 3-5 เทา 
3 5  เทา 

2. Melanomacrophage  cell  aggregation 
0 ปกติ 
1 1-3 บริเวณ 
2 3 -5 บริเวณ 
3 > 5 บริเวณ 

3. Vacuolar  degeneration 
0 ปกติ 
1 1-3 บริเวณ 
2 3 -5 บริเวณ 
3 > 5 บริเวณ 
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4. การยอมชิ้นเนื้อดวยวธิีการทางอิมมูโนฮิสโตเคม ี

 
 นําชิน้เนื้อมามมาตัดดวยเครือ่ง microtome ในหองปฏิบัติการตรวจสอบชิ้นเนื้อทางพยาธิ
วิทยา  โดยตดัที่ความหนาประมาณ 4 - 5 ไมครอน  โดยนํามาติดบนสไลดแกวทีส่ะอาดและไดรับ
การเคลือบสารติดเนื้อเยื่อยอมตัวอยางชิน้เนื้อที่ไดตัดและวางบนสไลดดวยวิธกีารทางอิมมโูนฮิสโต
เคมีโดยจัดสไลดออกเปน 5 กลุมดังนี้ กลุมควบคุม คือปลานิลที่ไมไดสัมผัสแคดเมียม และปลานลิ
ที่ไดสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร  จากนัน้นาํไปกําจัด
พาราฟนออกโดยจุมลงใน Xylene  แลวหยดดวย 3% hydrogen peroxide ใน methanol 
ประมาณ 20 นาที       เพื่อกาํจัด endogenous peroxidase ออกไป ลางดวย Phosphate  
buffered saline (PBS) 3 คร้ังๆละ 5 นาท ีทาํการเผยตําแหนงการจดจําที่จาํเพาะของแอนติบอดี
ตอแอนติเจน (antigen retrieval) โดยนําสไลดแกวแชในสารละลายโซเดียมซิเตตบฟัเฟอรที่ม ี
ความเขมขน 0.01 โมลาร (0.01M sodium citrate buffer) pH 6.0 แลวนาํเขาไมโครเวฟประมาณ 
5 นาทีจากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที  แลวจึงนาํไปยอมดวยแอนติบอดี โดยแบงเปน 
 

4.1 Rabbit polyclonal anti- IgM antibody Tilapia (1:1000 dilution) ซึ่งเปน primary  
antibody แลวไปบมที่  4 °C ขามคืน (overnight) นาํสไลดไปลางดวย  Phosphate  buffered 
saline (PBS) จากนัน้ใส secondary antibody ซึ่งคอนจูเกตดวยเอนไซม alkaline phosphatase         
ประมาณ 30 นาทีที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS 3 คร้ัง   จากนั้นหยด alkaline phosphatase 
substrate      ประมาณ 10 นาที  แลวไปยอมทับ (counter  stain)  ดวยสีฮีมาทอกไซลนิ 
hematoxylin ปลอยไวจน slide แหงแลวนาํมาหยด Permount บน  section แลวปดทับดวย 
cover slip 
 หลังจากนั้นประเมินปริมาณการติดสี (stained cell)  โดยอานผลและบันทึกขอมูลดวย
การถายภาพจากกลองจุลทรรศนชนิดแสงขาวโดยมเีกณฑดังนี ้
 
 การนับจาํนวนเซลลที่ใหผลบวกตอ Tilapia  IgM antibody 
การแสดงออกของเซลลที่ใหผลบวกทางอิมมูโนฮิสโตเคมีตอ IgM antibody คือเซลลที่ติดสีแดงเขม
บริเวณไซโทพลาสซึม (cytoplasm) และ/หรือ ผนงัเซลลเมมเบรน (cell membrane) โดยนับทุก
เซลลในสไลดที่ยอมติดส ี 
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 การวิเคราะหขอมูล 
 เมื่อทําการนับเซลลที่ยอมติดสีแดงเขมแลวทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสแคดเมียมที่
ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร แลวนํามาเปรียบเทียบกัน 

4.2 Rabbit Anti-NF-kB (c-Rel) Polyclonal Antibody  (1:50 dilution) ซึ่งเปน primary  
antibody แลวไปบมที ่ 4 °C ขามคืน (overnight) นําสไลดไปลางดวย  Phosphate  buffered 
saline (PBS) จากนั้นใส secondary antibody ซึ่งคอนจูเกตดวยเอนไซม alkaline phosphatase         
ประมาณ 30 นาทีที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS 3 คร้ัง   จากนัน้หยด Alkaline phosphatase 
substrate แลวไปยอมทับ (counter  stain)  ดวยสีฮีมาทอกไซลิน hematoxylin ปลอยไวจน slide 
แหงแลวนํามาหยด Permount บน  section แลวปดทับดวย cover slip 
หลังจากนั้นประเมินปริมาณการติดสี (stained cell)  โดยอานผลและบันทกึขอมูลดวยการ
ถายภาพจากกลองจุลทรรศนชนิดแสงธรรมดาโดยมีเกณฑดังนี ้
 การนับจาํนวนเซลลที่ใหผลบวกตอ polyclonal anti c-Rel (anti-NFkB) antibody 
การแสดงออกของเซลลที่ใหผลบวกทางอิมมูโนฮิสโตเคมีตอ polyclonal anti c-Rel (anti-NFkB) 
antibody คือเซลลที่ติดสีแดงบริเวณนวิเคลียส (nucleus) และ/หรือ  ไซโทพลาสซึม (cytoplasm) 
และ/หรือ ผนังเซลลเมมเบรน (cell membrane) โดยนบัทุกเซลลในสไลดที่ยอมติดสี 
 

เกณฑการใหคะแนนเซลลทีใ่หผลบวกตอ Tilapia  IgM antibody  และ polyclonal anti 
c-Rel (anti-NFkB) antibody มีดังนี ้(Pirarat et al., 2006) 
 0  ไมพบเซลล 
 1 1 - 50 เซลล 
 2  51 – 100 เซลล 
 3 > 100 เซลล 
  
การวิเคราะหขอมูล 
 เมื่อทําการนับเซลลที่ยอมติดสีแดงเขมแลวทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสแคดเมียมที่
ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร แลวนํามาเปรียบเทียบกัน 
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5. สถิติ 
 วิเคราะหเปรียบเทียบคาเอนไซมตานอนมุลูอิสระในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุม
ที่ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆและเวลาตางๆ แสดงคา Mean ± SE โดยใช Two way 
ANOVA Pos  Hoc Multiple comparisons Bonferroni และ One way ANOVA : Pos  Hoc 
Multiple comparisons Duncan นอกจากนี้วเิคราะหคะแนนเฉลี่ยจากจุลพยาธิวทิยาโดยใช
โปรแกรม SPSS for Windows version 13  วิเคราะหทางสถิติโดยใช  non- Parametric Mann-
Whitney test (p< o.o5) 
 
6. การกําจัดสารเคม ี
 เนื่องจากแคดเมียมเปนโลหะหนักที่มีความเปนพิษจงึไมสามารถทิ้งลงทอระบายน้าํได 
ดังนัน้จึงทําการกรองน้ําที่ปนเปอนแคดเมียมผานเครื่องกรองที่มี anion resin โดยที ่anion resin 
จะจับกับแคดเมียมซึง่มีประจุเปนบวก จากนัน้นาํน้าํที่ผานการกรองไปตรวจหาแคดเมียมอีกครั้ง 
กอนที่จะนําไปกําจัดอยางถูกตองจากบรษิัทที่รับกําจัดของเสีย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

 
4.1  การศึกษาพิษของแคดเมียมในปลานลิ 
  

4.1.1 อาการทั่วไปของปลานิลทีไ่ดรับแคดเมียม 
  
 เมื่อใหปลานิลสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ  และบันทกึผลการทดลองเปนเวลา  
96 ชั่วโมง  พบวาพิษของแคดเมียมมีความรนุแรงเพิม่ข้ึนตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่
ไดรับโดยบันทกึอัตราการตายสะสมซึง่แสดงในตารางที ่ 4  และสามารถสรุปอาการแยกเปนกลุม
ดังนี ้
 
 กลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดรับแคดเมียม) 
  อาการภายนอกปกติ  วายน้าํไปมาปกต ิ  
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 0.1 มิลลิกรมัตอลิตร 
  อาการภายนอกไมแตกตางจากกลุมควบคมุ  มีบางตวัสคีล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกาง
ออก   
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 0.5 มิลลิกรมัตอลิตร 
  อาการคลายกลุม 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร คือ  มีบางตัวสคีล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกาง
ออก  เร่ิมมปีลาตายที่ชั่วโมง 48  
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 1.0 มิลลิกรมัตอลิตร 
  หลังไดรับแคดเมียมปลาลําตวัคล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกางออก มีอาการตื่นเตน
กระวนกระวาย (hyperexcitability) และมาอยูในบริเวณใกลๆกับหัวทราย  บางตัวมีจุดเลือดออก
บริเวณเหงือก เร่ิมมีปลาตายชั่วโมงที ่24 น้ําขุน 
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กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
  หลังไดรับแคดเมียมปลาลําตวัคล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกางออก ปลาเริ่มนิง่ไมวายน้าํ  
ปลามีจุดเลือดออกบริเวณเหงือกมากขึ้น เร่ิมมีปลาตายชั่วโมงที่ 24 โดยมีปลาตายมากกวากลุม
ทดลองอื่นซึ่งไดรับแคดเมียมในระดับความเขมขนต่ํา ปลาที่ตายมีเมือกมาก น้ําขุนมากขึ้น 
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ตารางที่ 4 แสดงอัตราการตายสะสมของปลานิลที่สัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
 
  

การตายสะสมในระยะเวลาหลังสัมผัสแคดเมียม 

24hr. 48hr. 72 hr. 96 hr. 
ความเขมขน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
 

จํานวน
ปลา/ครั้ง 

(ตัว) ครั้งที ่
1 

ครั้งที ่
2 

ครั้งที ่
3 

ครั้งที่  
1 

ครั้งที ่
2 

ครั้งที ่
3 

ครั้งที ่
1 

ครั้งที ่
2 

ครั้งที ่
3 

ครั้งที่  
1 

ครั้งที ่
2 

ครั้งที ่
3 

กลุมควบคุม 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.1 24 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 
0.5 24 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 
1.0 24 2 1 1 1 0 2 2 1 2 2 1 1 
10 24 2 3 2 3 4 2 2 4 2 3 2 3 
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4.2 ผลของแคดเมียมตอการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 
 

4.2.1  ผลของแคดเมียมตอปริมาณ  MDA ในมามของปลานลิ 
 
แคดเมียมความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่ระยะเวลา 24, 48, 72 

และ 96 ชั่วโมง ทําใหปริมาณ MDA ในมามของปลานิลเพิม่ข้ึนอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) โดยพบวาแคดเมียมที่ความเขมขนสูงขึ้นทําใหปริมาณ MDA เพิ่มข้ึนและมคีวามสัมพันธ
กับระยะเวลาที่ไดรับแคดเมียมดวย คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของ
คาเฉลี่ยดังตารางที ่5 
 
ตารางที่ 5   ปริมาณ MDA ในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความ 
                   เขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

ปริมาณ MDA ในมามปลานลิ (nmol MDA/gram tissue) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ
ลิตร) 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 2.34±0.11 2.05±0.72 2.78±1.80 2.93±0.05 
0.1 3.03±0.80a 3.45±0.10a 3.26±0.10a 3.76±0.11a 
0.5 3.36±0.09ab 3.82±0.14b 3.51±0.09ab 4.01±0.08a 
1.0 3.56±0.14b 3.90±0.06b 3.86±0.14b 4.40±0.14b 

10.0 4.12±0.10c 4.35±0.04c 4.54±0.16c 4.67±0.17b 
 
        แสดงคา Mean ± S.E.  (n=3) 
        อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
        ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) 
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4.2.2  ผลของแคดเมียมตอสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) 

ในมามของปลานลิ 
 
จากการทดลองพบวาสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) ในมามของ

ปลานิลลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในกลุมปลาที่ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขนสูง
เมื่อเปรียบเทยีบแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน และเมื่อเปรียบเทียบแตละชวงเวลาใน
แตละกลุมการทดลองพบวาคาที่ไดไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (P<0.05) 
ยกเวนในกลุมที่ไดรับแคดเมียม 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  คาที่แสดง คือ 
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ ดังตารางที่ 6 
 
ตารางทึ ่6   คาสมรรถนะของเอนไซม  Superoxide  dismutase  (SOD) ในมามของปลานิล 
                  กลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

คาสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) (U/ml) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 0.09657±0.005 0.12400±0.008 0.09158±0.018 0.12320±0.010 
0.1 0.10820±0.006 0.09532±0.016b 0.08949±0.011 0.07576±0.006a 
0.5 0.10447±0.013 0.06244±0.005a 0.07992±0.001 0.08658±0.015a 
1.0 0.08949±0.007 0.07950±0.011ab 0.13195±0.014 0.09489±0.005 
10.0 0.06327±0.006a 0.06993±0.004ab 0.10529±0.008 0.06869±0.009a 

 
    แสดงคา Mean ± S.E. (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ     
    แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) 

 
 
 
 
 
 



 39

4.2.3  ผลของแคดเมียมตอสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานิล 
 
จากการทดลองพบวาสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานิลที่ไดรับ

แคดเมียมที่ระดับความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 
96 ชั่วโมงมีความแปรปรวนคอนขางสงูเมือ่เปรียบเทียบในแตละกลุมการทดลองและแตละชวงการ
ทดลอง  แตอยางไรกพ็บวาที่ 96 ชั่วโมงสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานลิ
เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อน
มาตรฐานของคาเฉลี่ย ดังตารางที่ 7 
 
 
ตารางที่ 7 คาสมรรถนะของเอนไซม catalase ในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที ่
                 ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

คาสมรรถนะของเอนไซม catalase (nmol/min/ml) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 19.3895±0.51 20.9012±0.86 21.7151±0.79  15.4360±0.90 
0.1 21.2520±1.90 16.8314±0.80a 19.7384±0.23  17.5291±0.72 
0.5 17.6453±1.02 18.8663±0.98 22.1221±1.08   22.4419±0.97b 
1.0 16.5988±0.51 15.6686±0.72a 22.1512±1.04  18.5756±1.19a 

10.0 19.6221±0.33 21.0465±1.31 19.6802±2.05 20.4651±0.67ab 
 
    แสดงคา Mean ± S.E. (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ    
    แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) 
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4.3 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธสิภาพของมามที่ระยะเวลาตางๆ 
  

การศึกษาจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามในปลานิลที่สมัผัสแคดเมียมความเขมขน 0.1, 
0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศน
ชนิดแสงธรรมดา โดยศึกษาจุลพยาธิทีเ่กิดขึ้น 3 ลักษณะ คือ Ellipsoildal  tissue  enlargement , 
Melanomacrophage  cell  aggregation และ Vacuolar  degeneration  ซึ่งจะใหเปนคะแนน
เฉลี่ยจาก 0 - 3  (Pirarat et al., 2006) และสังเกตเหน็จุลพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น คอื Edematous 
capillary ที่บริเวณ white pulp ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรระยะเวลา 96 ชั่วโมงอีกดวย  
( รูปที่ 9 – 21 )     

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  จะเพิ่มมากขึ้นเมือ่ระดับความเขมขนของ
แคดเมียมที่ไดรับสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

2. Melanomacrophage  cell  aggregation จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อระดับความเขมขนของ
แคดเมียมที่ไดรับสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตไมมีความแตกตางกันในชวงเวลาการทดลอง 

3. Vacuolar  degeneration  จะเพิ่มมากขึ้นตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่ไดรับ
เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาทีป่ลาสัมผัสกับแคดเมียม  
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รูปที่ 9 จุลกายวิภาคของเนือ้เยื่อมามจากปลานิล แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ white 
pulp (ลูกศรสีฟา) ซึ่งอยูในเนื้อเยื่อมาม (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 
 

 
 
 
รูปที่ 10 จุลพยาธวิิทยาของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ 
white pulp (ลูกศรสีฟา) ซึ่งอยูในเนื้อเยื่อมาม (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 11 จุลพยาธิสภาพของมามปลานิลที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Ellipsoildal  tissue  
enlargement (white pulp มีการขยายขนาดเพิ่มข้ึน) กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยือ่มาม (ลูกศร) 
(Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 12 จุลพยาธิสภาพของมามปลานิลที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Ellipsoildal  tissue  
enlargement (white pulp มีการขยายขนาดเพิ่มข้ึน) กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยือ่มาม (ลูกศร) 
(Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 13  แสดงคะแนนแฉลี่ยการเกิดจุลพยาธิสภาพ เกิด Ellipsoildal  tissue  enlargement ใน
มามปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ทีเ่วลาตางๆ 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ    
     แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) (n=3) 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพใหญที่ตางกัน หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
     ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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รูปที่ 14  จุลพยาธิสภาพของมามปลานลิที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Melanomacrophage  
cell aggregation   กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยื่อมาม  (Hematoxylin & Eosin 4X) 
 
 

 
 
 
รูปที่ 15  จุลพยาธิสภาพของมามปลานลิที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Melanomacrophage  
cell aggregation   กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยื่อมาม  (Hematoxylin & Eosin 10X) 
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รูปที่ 16  แสดงคะแนนแฉลี่ยการเกิดจุลพยาธิสภาพ เกิด Melanomacrophage cell 
aggregation ในมามปลานลิกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลา
ตางๆ 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ   
     แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพใหญที่ตางกัน หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
     ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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รูปที่ 17   จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด vacuolar  degeneration 
ในไซโทพลาสซึมที่บริเวณ white pulp (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
 
รูปที่ 18   จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด vacuolar  degeneration 
ในไซโทพลาสซึมที่บริเวณ white pulp (ลูกศร)  (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 19  แสดงคะแนนเฉลีย่การเกิดจุลพยาธิสภาพ เกดิ Vacuolar  degeneration ในมามปลา
นิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลาตางๆ 
       อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
       ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) (n=3) 
      อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพใหญที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิ  
       ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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รูปที่ 20    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด Edematous capillary ที่
บริเวณ white pulp และพบการคั่งของเมด็เลือดแดงภายในเสนเลือดฝอย  นอกจากนี้สงัเกตเห็น
การเสื่อมของ endothelial cell รอบๆเสนเลือดฝอยอีกดวย (ลูกศร)  (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 21    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด Edematous capillary ที่
บริเวณ white pulp และพบการคั่งของเมด็เลือดแดงภายในเสนเลือดฝอย  นอกจากนี้สงัเกตเห็น
การเสื่อมของ endothelial cell รอบๆเสนเลือดฝอยอีกดวย (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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4.4 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของบเีซลลและ NF- kB (c-Rel)   ตรวจสอบโดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี 
 4.4.1 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของบเีซลลตรวจสอบโดยวธิีอิมมโูน
ฮิสโตเคม ี
 พบวาจํานวนบีเซลลเพิ่มมากขึ้นตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่ไดรับเมื่อเทยีบกับ
กลุมควบคุมซึง่จะพบในกลุมการทดลองที่ไดรับแคดเมียม 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรและการ
เพิ่มข้ึนของจํานวนบีเซลลสัมพันธกับระยะเวลาที่ไดรับแคดเมียมอีกดวย โดยจะเหน็ไดชัดเจนใน
ชั่วโมงที ่48 เปนตนไป 
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รูปที่ 22  จุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody โดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 23  จุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody โดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 24    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานลิ  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 

 
รูปที่ 25    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานลิ  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  (ลกูศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 26   แสดงคะแนนเฉลีย่การยอมติดสี Tilapia polyclonal anti- IgM antibody ในมามปลา
นิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลาตางๆ 
       อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
       ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) (n=3) 
      อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพใหญที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิ  
       ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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4.4.2  ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของNF- kB (c-Rel)   ตรวจสอบโดยวิธีอิมมู
โนฮิสโตเคม ี

ไมพบการตอบสนองเกิดขึ้นในมามปลานลิจากพิษของแคดเมียในทกุความเขมขนทีท่ํา
การทดสอบ  

 
 

 



บทที่ 5 
 

อภิปราย  สรปุผลการทดลอง  และขอเสนอแนะ 
 
5.1 พิษของแคดเมียมตอปลานิล 

 
อาการแสดงและอัตราการตายสะสมของปลานลิที่ไดรับแคคเมียมที่ความเขมขน  
0.1 – 10 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 

 
  จากการศึกษาความเปนพษิของแคดเมียมในมามของปลานิลที่ความเขมขน 0.1 – 1 

มิลลิกรัมตอลิตร  เปนเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง  พบวาปลานิลหลังจากไดรับสัมผัสกับ
แคดเมียมที่ระดับความเขมขนสูง จะมีอาการผิดปกติโดยอาการที่สงัเกตพบไดแก ลําตัวสีคล้ําขึน้ 
ครีบหลังแผกางและมีจุดเลอืดออกบริเวณเหงือก นอกจากนี้อัตราการตายสะสมของปลานิลจะมี
มากขึ้นและเกดิขึ้นในเวลาอนัรวดเร็วกวากลุมที่ไดรับสัมผัสกับแคดเมียมในระดับความเขมขนต่าํ 
โดยพบวาเริ่มมีปลาตายหลงัจากไดรับแคดเมียมความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรในชั่วโมงที ่ 48 
และเริ่มมีปลาตายมากขึ้นเมือ่ไดรับแคดเมียมความเขมขน 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรโดยจะ
สังเกตเห็นในชั่วโมงที ่ 24    แสดงวาระดับความเปนพิษของแคดเมียมขึ้นกับปริมาณสารที่ไดรับ 
(dose dependent) จากการทดลองจะเห็นไดวาปลานิลทนตอพิษของแคดเมียมเนื่องจากปลานิล
ที่ไดรับแคดเมียมที่ขนาดความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรมีอัตราการตายสะสมสูงสุดแค 4 ตัว
จาก 24 ตัว ซึง่อาจเปนผลมาจากการปรับตัวตอสภาพสิง่แวดลอมของปลาในตระกูล Cyclid  
teleost  นอกจากนี้ยงัพบวาลักษณะของปลากอนตายจะมีการขับเมือก ซึง่อธิบายไดวาเมื่อเกดิ
ภาวะเครียดในปลาจากการกระตุนของแคดเมียมโดยผาน brain - sympathetic-chromaffin cell 
axis และ  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis ทําใหมีการกระตุนการ transcription 
ของยีน สงผลใหมีการหลั่งเมือกเพิม่มากขึ้นจาก mucous gland ในเหงือกและผวิหนงั    
 
5.2 ผลของแคดเมียมตอการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) 
 

สภาวะ redox ภายใน cell จําเปนตอ homeostasis ของรางกาย การเกิด reactive  
oxygen species เกนิกวาความสามารถของ cell และระบบ ปองกนัโดย antioxidant  ทาํให เกิด
ภาวะที่เรียกวา oxidative stress หรือ ภาวะเครียดออกซิเดชัน การศกึษาผลของแคดเมียมที่ความ
เขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24, 48,72 และ 96 ชั่วโมงตอการเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชัน ซึ่งศึกษาจากการเกิด lipid peroxidation และสมรรถนะของเอนไซม SOD และ 
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Catalase พบวาแคดเมียมทําใหเกิด lipid peroxidation เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญโดยดูจาก
ปริมาณของ MDA ซึ่งสิ่งที่เกิดขึ้นสามารถอธิบายไดวาแคดเมียมกอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 
ซึ่งเปนภาวะทีเ่กิดจากความไมสมดุลของปริมาณอนุมูลอิสระและสารตานอนมุูลอิสระภายในเซลล  
ภาวะดังกลาวจะทาํใหเกิดอนุมูลอิสระข้ึนสงผลใหเกิด peroxidative damage กับสารชีวโมเลกุล
ตางๆ ในรางกาย โดยเฉพาะโมเลกุลของไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) 
ดังนัน้ระดับของ MDA สามารถนาํมาใชเพื่อดูภาวะเครียดออกซิเดชันได ถาปริมาณของ MDA มี
ปริมาณมากแสดงวาผนังเซลลมีการสลายเนื่องมาจากอนุมูลอิสระ การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําให
การทาํงานของรางกายเสียหายเกิดการตายของเซลลได 

  
5.3 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธสิภาพของมามปลานิล 
 
 การศึกษาผลของแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 
24, 48,72 และ 96 ชั่วโมง จากการทดสอบพบวาเมื่อ antioxidant  capacity ลดลง พยาธิสภาพที่
เปลี่ยนแปลงชดัเจนทีม่ามโดยสังเกตพยาธสิภาพ 3 ลักษณะคือ 

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  ซึ่งหมายถงึสวนของ white  pulp พบวามกีาร
ขยายขนาดเพิม่ข้ึนอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดย white  pulp จะ
ประกอบดวย lymphocyte, Phagocytic cell และ Antigen presenting  cell ซึ่งทาํ
หนาที่ในระบบภูมิคุมกัน 

2. Melanomacrophage  cell  aggregation   พบวามีการเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนเมื่อ
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม 

3. Vacuolar  degeneration พบวาเพิ่มข้ึน ซึง่เปน vacuole เกิดจากการสะสมของ
ของเหลวภายในไซโทพลาสซึม  ทําใหมีการบวมเกิดขึ้น 

จะเหน็ไดวาทัง้ Ellipsoildal  tissue  enlargement และ  Melanomacrophage  cell  
aggregation จะเกีย่วของกับเซลลตางๆในระบบภูมิคุมกันของปลาในระบบ innate immunity 
ไดแก เซลล Macrophage  ซึ่งมีหนาทีสํ่าคัญอยางยิง่ตอระบบภูมิคุมกันในปลามากกวาสัตวมี
กระดูกสันหลงัชนิดอืน่ๆ ซึง่ Macrophage จะมีรูปแบบในการจาํตอส่ิงแปลกปลอมโดยเฉพาะจลุ
ชีพซึ่ง หมายถึง Pathogen-associated  molecular  patterns (PAMPs) โดยผาน Toll like 
receptor (TLR) และจากการศึกษาพบวา TLR สามารถกระตุน NF-kB ซึ่งเปน transcription 
factor ไดทําใหมีการหลัง่ cytokine และโมเลกุลตางๆออกมาโดยเกี่ยวของทัง้ภูมิคุมกันไมจาํเพาะ 
(innate immunity) และภูมิคุมกันจาํเพาะ (adaptive immunity) 
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จากการวิจยัครั้งนี้พบการเปลี่ยนแปลงมามในลักษณะทีเ่รียกวา edematous capillary 
ในกลุมการทดลองที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนสูงซึง่อาจเปนผลมาจากการที่แคดเมียมเหนีย่วนาํ
ใหเกิด lipid peroxidation มากขึ้นและเกิดจากภาวะการมีของเหลวคั่ง (fluid excess edema) 
เปนผลมาจากความไมสมดลุของแรงซึ่งสงผลใหของเหลวอยูในหลอดเลือดและแรงที่สงผลตอการ
ขับของเหลวออกสูชองวางระหวางเซลลซึง่ภาวะดังกลาวอาจไดแก  การอักเสบ  ความดันกลับของ
หลอดเลือดดํา  การอุดตันของทอน้ําเหลือง  ภาวะคัง่ของเกลือโซเดยีม 
 
5.4 ผลของแคดเมียมตอการเพิม่ขึ้นของ B-cell 

การศึกษาผลของแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 
24, 48,72 และ 96 ชั่วโมง จากการทดสอบพบวาปลาทีไ่ดรับแคดเมียมความเขมขนสูง B cell ใน
มามปลานิลเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P< 0.05)  การเพิม่ข้ึนของ B cell เกี่ยวของกับ
หลายๆกลไก เชนผาน Toll like receptor (TLR) ซึ่งเชื่อมโยงทั้งใน innate immunity และ 
adaptive immunity ดังรูปที่ 27  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  27  ความสัมพันธระหวาง Innate immunity และ Adaptive  immunity 
ที่มา : http://research.dfci.harvard.edu/innate/innate.html 
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เนื่องจากมีผูศกึษาวาแคดเมยีมทาํใหเกิดการกระตุน Lipooxygenase ผานทาง CD28 
และ C-Rel Ubiquitination – Cox2 conjugation ในเซลลประสาทของหนูขาว  (Rao et al., 

2003; Figueiredo-Pereira et al., 2002 )  ผูวิจยัจึงเลือกแอนติบอดีตอโปรตีน C-Rel ซึ่ง
บริษัทผูผลิตรายงานวาเปนแอนติบอดีที่มคีวามจาํเพาะในหนูขาวและปลาเทราทเพือ่ทําการ
ทดสอบ  ทัง้นีเ้พราะ c-Rel เปน proto – oncogene coded protein  ซึ่งมีความสาํคัญตอการอยู
รอดของเซลล และการเพิม่จํานวนของ  B cell (Hsia et al., 2002)  
 จากการทดลองครั้งนี้ไมสามารถแปรผลการทดลองพิษของแคดเมียมตอการแสดงออก
ของ NF-kB (c-Rel) โปรตีนในมามปลานิลเนื่องจาก ไมพบการแสดงออกของ NF-kB (c-Rel) 
โปรตีนในมามปลานิล ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการที่แอนติบอดีที่ใชในครั้งนี้ไมมีความจําเพาะตอ 
NF-kB (c-Rel) โปรตีนของปลานิลหรือแอนติบอดีที่ใชในการทดลองนี้ไมเหมาะสมในการทดสอบ
ดวยเทคนิคอมิมูโนฮีสโตเคมี 
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สรุปผลและขอเสนอแนะ 
 

ลักษณะความผิดปกติจากมามปลาที่ไดรับแคดเมียมไดแก Ellipsoidal  tissue  
enlargement ,การรวมกลุมของ Melanomacrophage (macrophage  aggregation), Vacuolar  
degeneration และ Edematous  capillary ซึ่งเปนลักษณะพิเศษของเสนเลือดฝอยใน white 
pulp ที่เกิดพษิ นอกจากนีย้ังพบการเพิ่มข้ึนของบีเซลลและ IgM อยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (P< 
0.05) แตการศึกษาครั้งนี้ไมพบการตอบสนองตอ NF-kB (c-Rel) เกิดขึ้นในปลานิลจากพิษของ
แคดเมียมในทกุความเขมขนที่ทาํการทดสอบ ทั้งนี้อาจมาจากหลายสาเหตุ เชน ความไมจาํเพาะ
ของแอนติบอดหีรือจากความแตกตางระหวางกระบวนการสรางโปรตนีภูมิคุมกนัในปลาชนิดตางๆ
เพื่อสนองตอบตอความเปนพิษของแคดเมียมเปนตน  
              ปลานิลเปนปลาทีม่ีความทนเมือ่เทียบกบัปลาชนิดอืน่ โดยเฉพาะอยางยิ่งมกีลไกในการ
ปรับความเครยีดออสโมซิส  ความทนตออุณหภูมิและภาวะออกซิเจนต่าํ  กระบวนการในการสราง
ภูมิคุมกันในปลาชนิดตางๆมีแอนติเจนอยูใน endosome และ lysozyme ดังนัน้ขั้นตอนการ
เหนีย่วนําใหเกิดและนําเสนอภูมิคุมกันจงึมีความสาํคัญยิ่งในสัตวมีกระดูกสันหลังชัน้ต่ํา เชนปลา
ชนิดตางๆ 
                 การขาดแอนติบอดีตอ c-Rel ของปลานลิยังเปนอุปสรรคตอการทํางานวิจัยในเรื่องนี้
ตอไป  นอกจากนี้พฒันาการดานชีวเคมีในสมองและกายวิภาคของสัตวทดสอบที่เกีย่วของกบั
ระบบภูมิคุมกนัในการสงสญัญาณมายงัอวัยวะตางๆเปนขอมูลซ่ึงจาํเปนตอการพจิารณาวิเคราะห
ความเสีย่งจากอันตรายของสารพิษชนิดตางๆดวย  ดงันั้นผูวิจัยจงึเสนอใหมกีารสนับสนนุการวจิัย
เพื่อหาขอมูลพื้นฐานที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกันของปลานลิซึ่งเปนสัตวเศรษฐกิจที่มีอยูอยาง
แพรหลาย  มคีวามสาํคัญในวงจรหวงโซอาหารในระบบนิเวศนเขตรอนเชน แอฟริกา และเอเซยีให
เพิ่มมากขึ้นกวานี ้
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ขอมูลดิบ   
 
ปริมาณ MDA ในมามปลานลิ (nmol MDA/gram tissue) (n=3) 
 
  24 48 72 96 
CT (1) 2.21 1.95 2.53 2.84 
CT (2) 2.26 2.19 2.68 3.02 
CT (3) 2.55 2.01 3.13 2.93 
0.1(1) 3.12 3.6 3.12 3.94 
0.1(2) 2.87 3.25 3.45 3.57 
0.1(3) 3.1 3.5 3.21 3.77 
0.5(1) 3.19 3.88 3.67 3.85 
0.5(2) 3.38 3.56 3.38 4.1 
0.5(3) 3.51 4.02 3.48 4.08 
1(1) 3.62 3.78 3.8 4.43 
1(2) 3.77 3.93 3.65 4.62 
1(3) 3.29 3.99 4.13 4.15 
10(1) 4.32 4.36 4.79 4.35 
10(2) 3.99 4.27 4.23 4.9 
10(3) 4.05 4.42 4.6 4.76 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 70 

 
คาสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) (U/ml) 
 
  24 48 72 96 
CT (1) 0.08653 0.1358 0.12632 0.1052 
CT (2) 0.1035 0.12698 0.06607 0.12438 
CT (3) 0.09968 0.10922 0.08235 0.14002 
0.1(1) 0.11568 0.08612 0.08525 0.0875 
0.1(2) 0.09632 0.12645 0.07135 0.07248 
0.1(3) 0.1126 0.07339 0.11186 0.0673 
0.5(1) 0.1025 0.0726 0.0796 0.0821 
0.5(2) 0.1285 0.0595 0.0815 0.11589 
0.5(3) 0.08241 0.05522 0.07891 0.06175 
1(1) 0.10255 0.06275 0.1228 0.09799 
1(2) 0.0899 0.0745 0.1255 0.08524 
1(3) 0.07702 0.10215 0.16755 0.10144 
10(1) 0.075 0.0788 0.122 0.05242 
10(2) 0.0523 0.0652 0.0965 0.0865 
10(3) 0.06251 0.06579 0.09737 0.06715 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 71 

 
คาสมรรถนะของเอนไซม catalase (nmol/min/ml) 
 
  24 48 72 96 
CT (1) 18.5242 22.188 23.224 16.26 
CT (2) 20.295 19.2693 20.5658 16.42 
CT (3) 19.3493 21.2463 21.3555 13.63 
0.1(1) 20.255 15.2412 20.176 16.256 
0.1(2) 24.932 17.429 19.6285 18.748 
0.1(3) 18.569 17.824 19.4107 17.5833 
0.5(1) 18.122 19.387 23.1655 22.4505 
0.5(2) 15.695 20.251 19.968 24.119 
0.5(3) 19.1189 16.9609 23.2328 20.7562 
1(1) 17.258 16.126 23.9005 20.125 
1(2) 16.9388 14.2505 22.254 16.238 
1(3) 15.5996 16.6293 20.29916 19.3638 
10(1) 20.256 23.652 19.6547 21.658 
10(2) 19.1206 19.5234 23.251 19.3268 
10(3) 19.4897 19.9641 16.1349 20.4105 
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