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บทที่ 1 
บทนํา 

  
ในชีวิตประจาํวันของมนุษยสารโลหะหนัก (Heavy metal)  ถกูนาํมาใชประโยชนในทาง

อุตสาหกรรม  และการเกษตร สารโลหะหนกัจะตกคาง และปนเปอนในสิง่แวดลอมโดยทัว่ไป เชน 
แหลงน้ํา ดิน อาหาร ภาชนะเครื่องใชตาง ๆ เครื่องสาํอาง ฯลฯ ดงันัน้จึงมีโอกาสกออันตรายตอ
มนุษยเปนวงกวาง ยกตัวอยางอนัตรายจากของเสยีทีม่ีสารแคดเมียมเจือปนอยู ไดแก กรณีของ
โรคอิไต-อิไตที่เกิดขึ้นในมณฑลโทยามา ประเทศญีปุ่น ซึ่งเกิดจากการปลอยน้ําเสยีจากเหมือง
ตะกั่วและ สังกะส ี รวมทัง้โรงงานถลงุตะกั่วและสังกะสทีี่มีสารแคดเมยีมเจือปนอยูลงในแมน้ําจนิซู 
ซึ่งเปนแหลงน้าํดื่ม และน้ําใชในการเกษตรกรรมทําใหมีสารแคดเมียมสะสมอยูในน้ําและในขาวที่
ใชน้ําจากแมน้าํเพื่อการเพาะปลูก เมื่อประชาชนนําน้าํและขาวนั้นมาบริโภคจึงไดรับสารแคดเมียม
ดวย หรือกรณีที่เกิดขึน้ในประเทศไทยหลังจากการที่สถาบันจดัการคุณภาพน้ํานานาชาต ิ
(International Water Management Institute-IWMI)  ไดนําเสนอในป พ.ศ. 2546 วามีสาร
แคดเมียมปนเปอนอยูในดนิ ในน้ํา และในพืช บริเวณแถบลุมน้ําแมตาว รวมเนื้อทีก่วา 1.5 หมื่นไร 
ในพืน้ทีห่มูบานแมตาว ต.แมตาว บานพะเดะ, บานแมตาวใหม บานคางภิบาล ต.พระธาตุผาแดง 
และบานแมกุ ต.แมกุ อ.แมสอด จ.ตาก สงผลใหประชาชนที่มีอาชีพทําไรบริเวณลุมน้ําแมตาวตอง
เปลี่ยนอาชีพและอาจสงผลตอสุขภาพประชาชนในบริเวณดังกลาวอกีดวย 

โลหะหนกัอาจปนเปอนสิง่แวดลอมที่สัตวน้าํอาศัยอยู การพัฒนาทางดานการเกษตร การ
ปศุสัตวและการเพาะเลี้ยงสตัวน้ํา  น้ําทิง้จากชุมชนเมอืง  ลวนปนปจจัยใหเกิดความเสื่อมโทรม
ของแหลงน้ําซึง่เปนที่อยูอาศัยของสัตวน้าํ  สิ่งที่หลกีเลี่ยงไมไดคือการปนเปอนของโลหะหนกัซึ่งถกู
นํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชนอุปกรณผลิตพลาสติก พีวีซี สี ถานไฟฉาย  ทางดานการเกษตร 
ใชเปนสวนผสมของยาฆาแมลงและปุย ทางดานการแพทยใชเปนสวนผสมของยา  อุปกรณทาง
การแพทยและเครื่องสําอาง   

โลหะหนกัเปนสารที่คงตัว ไมสามารถสลายตัวไดในกระบวนการธรรมชาติ  จึงมีบางสวน
ตกตะกอนสะสมอยูในดิน  ดินตะกอนที่อยูในน้าํ  ดงันัน้ การปนเปอนของโลหะหนกัในสัตวน้ําจงึ
เปนสิ่งหลีกเลีย่งไมได   โดยเฉพาะปลาซึง่เปนแหลงอาหารโปรตีนของมนุษย  และเปนสัตวน้ําที่มีผู
นิยมบริโภคเปนจํานวนมาก 

การใชปลาเปนสัตวทดสอบ  อาจมีวัตถุประสงคการอนรัุกษทรัพยากรปลา  เนื่องจากปลา  
เปนสวนสําคญัในระบบนิเวศน  หรืออาจมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจคดักรองสารเคมีที่อาจกอใหเกิด
ผลอันไมพงึประสงคในมนษุย ซึง่ในลกัษณะหลงันี้จาํเปนตองมีการศึกษาถงึความคลองจองของ
การสนองตอบในสิ่งมีชวีิตที่นาํมาทดสอบพิษนั้นกับระบบของมนษุยดวย  จงึจะสามารถนาํไปสู
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การประเมนิความเสีย่งสาํหรับผลิตภัณฑที่นาํมาใชประโยชน เชน  การรักษาโรคตาง ๆ หรือ
ผลกระทบอนัไมพึงประสงคอ่ืนอาจเกิดจากการกระจายของผลิตภัณฑนัน้ ๆ เขาสูสิ่งแวดลอมในวง
กวาง เชน สารเคมีทีน่ํามาใชในอุตสาหกรรมและกากของเสียอนัตราย  หรือน้ําทิง้จากการผลิต
ผลิตภัณฑจากบานเรือน  สารกําจัดศัตรูพืชในการเกษตรกรรม  เปนตน ซึ่งทั้งสองประเด็นตอง
นํามาสูการเพือ่การขึ้นทะเบยีนหรือการประเมินความเสีย่งในสภาพตางๆโดยตองพจิารณา 

1. ความคลองจองของการตอบสนองในสิ่งมีชีวิต กลไกในระดับโมเลกุลรวมถงึกลไกการ
เกิดพิษในการปรับตัว (Adaptive coping) ทัง้นี้เพราะพลวัต (dynamics) ของกระบวนการ
ดังกลาวนาํมาซึ่งการตอบสนองและระดับกัน้ (threshold) ในสิ่งมีชีวิตซึง่ไดรับอันตรายจากพิษ 

2. การศึกษาผลและขนาดของสารพิษที่กอใหเกิดการปรับตัวและการตอบสนองวา 
สังเกตเห็นในขนาดและสภาวะที่เปนไปไดจริงหรือไม 
 การศึกษาครั้งนี้มุงเนนการสนองตอบของปลานิลตอแคดเมียมในประเด็นที่ตัง้วา  การใช
ปลานิลทดสอบพิษตอแคดเมียมในสภาวะที่เปนการแยกเซลลจากมาม  และดูการสนองตอบตอ
ภูมิคุมกันมีความเหมาะสมหรือไม  
 
วัตถุประสงคการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาความเปนพษิของแคดเมียมตอมามของปลานิลในระดับที่ไมทาํใหปลาตายเมื่อไดรับ
สารที่   24,   48, 72 และ 96 ชั่วโมงโดยศึกษาความเปนพิษของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะทางจลุพยาธิสภาพของมามในปลานิล                                                                                                   
2. ศึกษาพิษของแคดเมียมที่กอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันโดยวัดจากเอนไซมตานอนุมูลอิสระ
ในมามของปลานิลและสมรรถนะของ NF-kB  โดยวิธอิีมมูโนฮิสโตเคมี 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั                                                                             
1. ทราบถงึพิษของแคดเมียมในระดับความเขมขนทีท่ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะ ทางจุล
พยาธิสภาพของมามในปลานิล                                                                                                                          
2.  ทราบถึงความสัมพนัธระหวางพิษของแคดเมียมที่กอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันกับ NF- kB 
ในมามของปลานิล 

 
 



บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
ปจจุบัน  National Institutes of Health (NIH) ไดพัฒนาสัตวทดลองที่นอกเหนือจากสัตว

เลี้ยงลูกดวยนมเพื่อทดสอบความเปนพษิเชนทดสอบเซลลในหลอดทดลองหรือการใชคอมพิวเตอร
เปนแบบในการทดลอง ในป 1992 NTP immunotoxicity testing เสนอใหใชปลาเปนสัตวทดลอง 
เหตุผลที่มีผูเลอืกใชปลาประการแรกคือ การผลิตและดูแลรักษามีคาใชจายนอยกวา  ประการที่
สอง ปลามีระบบภูมิคุมกันคลายคลึงกับสัตวเลี้ยงลกูดวยนม ประการที่สาม ปลาไวตอสารเคมีที่
เปนพษิตอระบบภูมิคุมกัน (Gogal Jr et al., 1999) การศึกษาหลายการศึกษาที่ใชปลาเปนสตัว
ทดสอบเชน ปลาเรนโบวเทราซที่ไดรับแคดเมียมขนาด 2 ppb พบวามีการรบกวนการ 
phagocytosis ของ macrophage นอกจากนี้ยงัมีการสราง free radical เพิ่มข้ึนซึ่งสัมพันธกับ
เวลา (Zelikoff et al., 1995) นอกจากนี้ยงัพบวา Lipopolysaccharide ขนาด 0.1 และ 1.5 
µg/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงสามารถกระตุนการแสดงออกของยนี IL-1β ใน leucocyte  ของปลา
เรนโบวเทราซได (Zou et al., 2000) 

การศึกษาพบวาปลานิลมีความไวในการตอบสนองตอสารเคมีหลายชนิด เชน ปลานิลที่
ไดรับสาร lindane ทางชองทองขนาด 40 mg/kg เปนเวลา 2 วัน พบวาจํานวนเม็ดเลือดขาวใน
มามและไตลดลง (Hart et al., 1997) ดังนัน้จึงมกีารใชปลานิล (Oreochromis  niloticus) เปน
สัตวทดลองทางเลือกในการศึกษาพิษทางภูมิคุมกันเนื่องจากพบวาภมูิคุมกันในปลามีความ
คลายคลึงกับสัตยเลี้ยงลกูดวยนม นอกจากนีป้ลานิลเปนสัตวเศรษฐกิจและเปนแหลงโปรตีน 
(Wright et al., 1999) เซลลในระบบภูมคิุมกันมีขนาดใหญและจํานวนมากกวาปลาชนิดอืน่ เลีย้ง
ไดงายในหองปฎิบัติการและราคาถกูเมื่อเทียบกับหนูทดลอง การพฒันาปลานิลเปนสัตวทดลอง
โดยศึกษาจากสารเคมี 14 ชนิดแบงออกเปนสารที่เปนพิษตอระบบภูมิคุมกัน 9 ชนิด และไมเปน
พิษตอภูมิคุมกันอีก 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 พบวาระบบภูมิคุมกันของปลานลิมี
ความไวตอสารเคมีในขนาดต่ํากวาในหน ู  (Gogal Jr et al., 1999) และจากวิทยานิพนธของ 
Smith และคณะ (1998) ซึง่ศึกษาโดยวธิ ีhemolytic plaque forming cell (PFC) และ cytotoxic 
T-lymphocyte (CTL) กับสารเคมี 14 ชนิดรวมถงึแคดเมียมคลอไรด พบวาปลานิลมีระบบ
ภูมิคุมกันคลายคลึงกับหน ู
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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 

ปลานิลเปนปลาน้าํจืดที่มีคณุคาทางเศรษฐกิจเนื่องจากประชาชนนยิมเลี้ยงทัง้ในรูป
การคาและบรโิภค สามารถเลี้ยงไดในสภาพแวดลอมทกุสภาพ เนื้อปลามีรสชาติด ีมผีูนิยมบริโภค
มาก เปนปลาที่เลี้ยงงาย เจริญเติบโตเร็ว กินอาหารไดเกือบทุกชนิด ขยายพันธุไดตลอดป (ยุพนิท 
วิวัฒนชัยเศรษฐ และ พนัธศักดิ์ ใครบุตร, 2542) ปลานลิตัวผูจะมีอวยัวะเพศยาวยืน่ออกมา ลําตวั
มีสีเขมกวาตัวเมีย ปลานิลตัวเมียอวัยวะเพศมีลักษณะเปนรูคอนขางใหญและกลม   

 

รูปที่ 1  ปลานิล 
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จากการที่มโีลหะหนกัโดยเฉพาะอยางยิง่แคดเมียมปนเปอนลงในแหลงน้ําธรรมชาติทาํให
เกิดผลกระทบตางๆมากมาย อาทิเชน  ทําใหปลาทีอ่ยูใกลบริเวณที่มีแคดเมียมปนเปอนไดรับ
แคดเมียมเขาไปมาก จึงกอใหเกิดอนัตรายตอผูบริโภคถาปริมาณสารตกคางมมีากเกนิคาความ
ปลอดภัย  ดังนั้นจงึไดมีการนําปลามาใชในการทดสอบความเปนพษิจากสารกลุมตางๆ เพื่อความ
ปลอดภัยของมนุษยและเพือ่การอนุรักษทรัพยากรสิ่งมชีีวิตทางน้ําซึง่เปนวัตถปุระสงคของการใช
ปลาเปนสัตวทดลองในดานวาริชพิษวิทยา (พาลาภ สิงหเสนี และวินิจ ตันสกุล, 2530)    ดังนั้น
การใชปลานิลเปนสัตวทดลองเพื่อดูพษิตอภูมิคุมกันถือวาเปนทางเลอืกหนึ่ง เหตุผลประการแรก 
ปลานิลเปนแหลงอาหารซึ่งใหโปรตีนและเปนสัตวเศรษฐกิจ และเปนไปไดวาการเพาะเลี้ยงอาจมี
การปนเปอนในแหลงน้าํซึ่งจะมีผลกระทบตอมนุษย  ประการที่สอง อวัยวะและเมด็เลือดของปลา
นิลมีขนาดใหญเมื่อเปรียบเทียบกับปลาทีม่ีขนาดเล็ก เชน ปลา madaka เปนตน ประการที่สาม 
ปลานิลสามารถเลี้ยงไดงายในหองปฏิบัติการและสุดทายราคาถกูเมื่อเทียบกับหนูทดลอง ดังนั้น
ปจจุบันไดมีการนําปลามาใชอยางแพรหลายเพื่อทดสอบพิษของยาและสารพิษตางๆตอระบบ
ภูมิคุมกัน (Smith, 1998) 
 
 
Spleen (มาม) 
 

มามเปนอวยัวะที่เกีย่วของกบัระบบภูมิคุมกันพบในปลาโตเต็มวัย ลักษณะเปนอวยัวะที่
ยาว และทอดตัวในแนวเดียวกับกระเพาะอาหารในชองทอง มามอาจเปนอวัยวะแรกสําหรับนาํ
เซลลที่ออนแอเนื่องจากเปนเซลลที่มีอายุมากหรือเซลลทีต่ิดเชื้อออกไป  มามมหีนาที่เกีย่วของกับ
ระบบภูมิคุมกนัซึ่งคลายกับตอมน้ําเหลืองในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม  สวนนอกของมามประกอบดวย
เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัซึ่งประกอบกันเปนผนงับางๆและยืน่เขามา มามปลาจะประกอบดวยเม็ดเลือดแดง
โตเต็มวัยซึง่สามารถปลอยออกมาในกระแสเลือดในระหวางที่เกิดภาวะเครียดและมี มามปลาก็
สามารถผลิต Thrombocytes ซึ่งควบคุมการแข็งตัวของเลือด   

เนื้อเยื่อมามประกอบดวยสามสวนหลักๆ คือ pulp, ellipsoids และ 
melanomacrophage center (Fange et al., 1985) ดังรูปที่  2 

Pulp  ในปลาพบวา red pulp และ white pulp  จะแยกกันชัดเจนนอยกวาในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม   เชน ในปลา rainbow  trout  สวนของ red pulp และ white pulp จะอยูรวมกันจนกระทัง่
อายุ 6 เดือน  ถึง 1 ป จึงจะแยกกนัใหเหน็ชัดเจน และเห็นการรวมกลุมของเม็ดเลอืดขาว ซึ่งการ
เกิดในลักษณะนี้ตําแหนงดังกลาวอาจมีการจับกับแอนติเจน (Ag) และกอใหเกิดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกนัตอไป (Zapata, 1982) และมีรายงานพบวา white pulp ในปลานลิจะม ี reticular  
area  แตไมมี lymphoid center  นอกจากนีย้ังพบ erythrocyte ดวย (Sailendri et al., 1975) 
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Splenic  ellipsoids  เปนเสนเลือดฝอยที่มีผนังเสนเลือดหนาซึ่งสามารถเก็บแอนติเจนในขนาด
เล็กไดโดยมีการศึกษาพบวาหลงัจากฉีด fluorescent latex beads เขาไปในปลา Japanese 
conger (Conger myriaster) พบวาจะถกูกรองโดย ellipsoid แลวถกูเก็บกนิโดย macrophage 
(Furukawa et al., 2002) หลังจากที่แอนติเจนถูกจับกินโดยเซลล macrophage  แลวจะถูกขนสง
ไปยัง melanomacrophage center  ตอไป  

Melanomacrophage center (MMC) เปนตําแหนงทีม่ีการรวมกันของ macrophage 
(macrophage  aggregates) ซึ่งเปนเซลลที่ไมมีแกรนูล แตมนีิวเคลียส 1 อันและมีไซโทพลาสซึม
ขนาดใหญ จดัเปน myeloid cellsสวนใหญจะพบ macrophage ในชั้น Stroma ของมามหรือไต 
ซึ่งถือวาเปน hematopoietic  tissue  ยังมีรายงานวาในปลาบางชนิดอาจพบ MMC ในตับ 
ลักษณะของ MMC จะมีลกัษณะเปนกลุมๆติดสีน้ําตาลเขมจะพบ pigment ตางๆเชน melanin 
hemosiderin, lipofuscin และ ceroid เปนตน (Wolke et al., 1985) มีรายงานพบวาการรวมกนั
ของ macrophage (macrophage  aggregates) จะเกี่ยวของกับการเก็บเหล็กและการนาํไปใช 
รวมถึงการกาํจัดพิษทีเ่กิดจากสารพิษอีกดวย (Agius, 1981) จากการศึกษาพบวาลักษณะที่
ปรากฎจะแตกตางกันในแตละสปชีส (Agius, 1981) หรือเกดิจากสิ่งแวดลอมเปลี่ยนแปลง 
(Fournie et al., 2001) เชนเมื่อปลาเกิดความเครียดพบวาจาํนวน macropage เพิ่มข้ึนและมกีาร
เพิ่มขนาดของ MMC อีกดวย (Wolke et al,. 1985) ซึ่งปจจุบันไดมีการใช  MMC มาเปนสิ่งบงชีว้า
สิ่งแวดลอมกอใหเกิดความเครียดในปลา (Fournie et al., 2001) นอกจากนี้ความเครียดยัง
เหนีย่วนําใหมกีารสลายของเม็ดเลือดแดงอีกดวย ในปลาชั้นสงูนอกจากจะพบ macrophage แลว
ยังพบ lymphocytes อีกดวยซึ่งมีความสาํคัญในการจับกับแอนติเจน 
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รูปที่ 2  โครงสรางของมามปลา แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ white pulp 

(ลูกศรสีฟา) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

การตอบสนองตอความเครียดของปลา 
 
การตอบสนองตอความเครยีดของปลาในตระกูล teleost จะมีความคลายคลึงกับสัตวที่มี

กระดูกสันหลงั โดยเกีย่วของกับ brain-sympathetic-chromaffin cell axis ผานทางใยประสาท
ของ chromaffin cell ในไตสวนหนา และ  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis ซึ่ง
เทียบไดกับ brain–sympathetic-adrenal medulla axis และ brain - sympathetic-adrenal axis 
ในสัตวมีกระดกูสันหลัง ดังรูปที่ 3  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis จะทํางานผาน
ทางฮอรโมนทีเ่กี่ยวของกับความเครียด ไดแก catecholamines และ cortisol ซึ่งจะมีการหลั่งมา
ในกระแสเลือด โดย Catecholamines และ cortisol จะหลัง่จากเนื้อเยื่อ chromaffin และ 
interrenal ในไตสวนหนาของปลาตามลําดับ  การหลั่งของ cortisol เกิดจาก  Corticotrophin 
Releasing  hormone (CRH) จะไปกระตุน adrenocorticotropic hormone (ACTH) จึงเหนี่ยวนํา
ใหมีการหลั่ง cortisol จากไตสวนหนา  ซึง่จะไปกระตุน leukocyte โดยตรง (Weyts et al., 1999) 
จากการศึกษาพบวาในปลาแซลมอนที่อยูในสภาวะพักและสภาวะเครียดจะมีการฮอรโมนทัง้สอง
แตกตางกนั คือ adrenaline มีคานอยกวา 3 แตในสภาวะเครียดพบวามีคาเทากบั 20 - 70 
nmoles/l และ cortisol มีคานอยกวา10 และในสภาวะเครียดพบวามีคาเทากับ 40 - 200 ng/ml 
(Barton, 2002) การศึกษาที่ผานมาพบวา LPS สามารถกระตุน hypothalamic-pituitary adrenal 
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(คลายกับ HPI ในปลา) ทําใหมีการหลัง่ cytokine มากขึ้น (Perlstein et al., 1993) ปจจุบันพบวา
ปลาสามารถทนตอ LPS ตางจากสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมเนื่องจากม ี receptor ที่จดจํา LPS 
ตางกนั เชน TLR 4 อาจไมพบในปลาหรือมีหนาที่แตกตางกนั (Iliev et al., 2005) 

มีการศึกษาพบวาใน macrophage ของปลา rainbow  trout ที่ไดรับ LPS มีการหลัง่ 
TNF-α เหมือนกับสัตวเลีย้งลูกดวยนม (MacKenzie et al., 2003) 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3  แสดงความสัมพันธระหวาง hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis และ 

      ระบบภูมคิุมกันซึง่ตอบสนองตอความเครียดในปลา (Haddad et al., 2002) 
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การตอบสนองตอ Osmotic  stress ในปลา 
 
การตอบสนองตอ Osmotic  stress ในปลาจะมีกลไกที่ควบคุมทั้งดานสรีระและ

พฤติกรรมของปลาซึ่งประกอบดวย 3 สวนสาํคัญดังรูปที่ 4 คือ Osmosensors, signal  
transduction และ effector  ซึ่งจะมีการทํางานรวมกันโดย Osmosensors จะควบคุมการทาํงาน
ของ signal  transductionและสงผลตอ effector ตางๆทาํใหปลามีการตอบสนองตอ Osmotic  
stress ในรูปแบบตางๆดังรูปที่  ยกตัวอยางเชน calcium  sensing  receptor (CaSR) ซึ่งเปน 
osmosensor ที่สําคัญในปลาหลายชนิด หนึ่งในนัน้คอืปลานิล (Oreochromis mossambicus) 
จะใช CaSR ตอ Ca2+ ภายนอกแลวจึงไปกระตุนวถิีของ phospholipase C และ mitogen-
activated protein  kinase (MAPK) (Loretz et al., 2004) และจากการศึกษาพบวา เมื่อปลา 
killfish ( Fundulus heteroclitus) อยูในภาวะ osmotic stress พบวามีการกระตุน MAPK ที่ 
epithelium บริเวณเหงือกปลา (Fiol et al., 2007)นอกจากนี้ยงัพบวาตัวที่ควบคุม MAPK คือ 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 2 (TAK 1 binding 
protein 2 : TAB 2)  ซึ่งเปนโปรตีนที่พบ epithelium บริเวณเหงือกปลานิลเมื่อเกิดภาวะ osmotic 
stress นอกจากนีย้ังพบวาในปลานิลการตายของเซลลแบบ apoptosis และวงจรชีวิตของเซลลจะ
เกี่ยวของกับ suppression  subtractive  hybridization (SSH) ยีนซึง่เกี่ยวของกับ MAPKs 
(Thomson et al., 1999) 
 

 
 
 

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

ปลาเปน Primitive vertebrates มีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันตอส่ิงแปลกปลอม 
โดยเฉพาะปลาที่อาศัยอยูเปนฝูง ในเขตรอนตองมกีารพฒันาระบบภูมิคุมกันตอ ไวรัส บักเตร ีทอก
ชิน และ พาราไซท จากสัตวอ่ืน ๆ ที่อาศัยแหลงน้ํารวมกนั  ปจจุบันการศึกษาภูมิคุมกันในปลาซึง่มี
มากกวา 20,000 สปชีสยงัมนีอยอยูแตก็ยงัมีบางสปชีสที่นาํมาทดสอบ  ยกตวัอยางเชน rainbow  
trout (Oncorhynchus  mykiss), carp (Cyprinus  carpio) และ channel catfish (Ictalurus  
punctatus)  เปนตน จากการศึกษาดงักลาวพบวาภูมิคุมกันระหวางปลาและสัตวเลีย้งลูกดวยนม
มีความคลายคลึงกัน (Luebke et al., 1997) ระบบภูมิคุมกันในสวนแรกจะเกี่ยวของกับการ
ปองกนัสิ่งแปลกปลอมเขามาโดยเฉพาะในสวนของเซลลตางๆเชน B lymphocyte, T 
lymphocyte, natural  killer (NK) cell, macrophage และ granulocyte เปนตน ซึง่เซลลสวน
ใหญในสัตวเลีย้งลูกดวยนมจะผลิตมาจากไขกระดูก (bone marrow) ซึ่งในปลาพบวาไมมีไข
กระดูกแตมีไตสวนตน (anterior kidney) ซึ่งมีขนาดเล็ก และมีสีแดงเขม ซึ่งอยูดานหนาเหนอื 
pharyngeal  plate โดยพบวาไตสวนตนทาํหนาที่ผลิตเม็ดเลือดตางๆและภูมิคุมกันตางๆคลายกับ
ไขกระดูก (bone marrow) ในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้าํนม และในสวนของ secondary lymphoid 
organ ในปลาไดแก มามและตับ (Zapata et al., 2006) 

 
1.ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง (Non-Specific Immunity หรอื innate Immunity) 
รางกายของปลา เชน ครีบ ลําตัว เหงือก และเซลลผวิของรูจมูก ตางตองสมัผัสกบัส่ิง

แปลกปลอม ดังนัน้ เมือกของปลาจงึเปนระบบภูมิคุมกนัแรก โดยมกีารรายงานถึง Lysoymes และ
แอนตีบอดี ในเมือกของปลาดวย (Kaattari et al., 1996; Kearn, 1999) จากการศึกษาพบวา
lysozyme สามารถสลาย peptidaglycan ในผนงัเซลลทําใหเซลลของแบคทีเรียแตกได (Ellis, 
2001) และหากสิ่งแปลกปลอมสามารถผานเขาสูรางกายไดก็จะถูก phagocytosis โดย  
macrophage ซ่ึงมีความสําคัญอยางมากในภูมิคุมกันระบบนี ้ (Corbel, 1975) สวนใหญสุขภาพ
ปลาจะขึ้นกับภูมิคุมกันไมจาํเพาะ (non – specific immunity หรือ innate immunity) ภูมิคุมกัน
ชนิดนีถ้ือเปนดานแรกในการปองกันการเขาทําลายของเชื้อโรคตางๆและมีการตอบสนองอยาง
รวดเร็วเพื่อปองกนัการบกุรุกของเชื้อโรคหลายชนิด  จากการศึกษาพบวาเซลลทีท่ํางานในระบบ 
Innate immunity ไดแก  macrophages, monocytes, neutrophils และ natural killer cell เซลล
เหลานี้จะมีรูปแบบในการจาํตอส่ิงแปลกปลอมโดยเฉพาะจุลชีพซึง่ หมายถงึ Pathogen-
associated  molecular  patterns (PAMPs) และ pattern recognition receptors ซึ่งทําใหมีการ
ตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมอยางรวดเร็ว ซึ่งสามารถแบงออกเปน 3 สวน ไดแก 
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1. โปรตีนซึ่งทํางานอยูใน alternative complement pathway ,lectin activation  
pathways, surfactants, C-reactive protein, serum amyloid protein, lipopolysaccharide 
(LPS) binding protein ซึ่งโปรตีนเหลานีท้าํใหแอนติเจนถูกกนิโดย phagocytic cell ไดดีขึ้น 

2. Endocytic  เชน macrophage mannose receptor และ macrophage   
scavenger receptor 

3. Toll-like receptor (TLRs) พบครั้งแรกใน Drosophila ในมนษุยพบประมาณ 10  
ชนิดซึ่งจะมีรูปแบบในการจําตอส่ิงแปลกปลอมไมเหมอืนกนั การจาํของ TLR ตอส่ิงแปลกปลอม
นั้นไมไดเกิดขึน้โดยตรงแตตองการปจจยัอืน่รวมดวยเชนการจํา Lipopolysaccharhide (LPS) โดย
ผาน TLR4 protein เกี่ยวของกับ MyD88 เปนตน  นอกจากนี้การทาํงานของ TLR ทุกชนิดยัง
เกี่ยวของกับ NF-kB ดังรูปที่ 5 เนื่องจากหลงัการจาํตอส่ิงแปลกปลอมจะมีการสงสัญญาณเขาไป
ใน nucleus นั้น เปนผลทาํใหมีการแสดงออกของยีนของสารตางๆทีเ่กี่ยวของเชน Cytokine เปน
ตน TLR อาจจะกระตุนการ phagocytosis ของ Macrophage ผานทาง mitogen-activated 
protein (MAP) kinase  ในปลาพบวา TLR ในปลามหีลายชนิด เชน TLR4 ใน zebrafish (Roach 
et al., 2005) และในปลา puffer fish จะมีการแสดงออกของ TLR ในเนื้อเยื่อตางๆเชน TLR 1 และ 
TLR 7 จะพบในไต เปนตน (Oshiumi et al., 2003) และจากกการศกึษาโดยใช TLR 4 Agonist 
ขนาด 10 ไมโครกรัมตอลิตร ใน leukocyte ซึ่งไดจากไตสวนตนของปลาเทราซ พบวามกีาร
แสดงออกของยีนของ proinflammatory cytokine  (Purcell et al., 2006) 
 
 

 
 

รูปที ่5 แสดงวิถีกระตุนผาน TLR4 (Andrews et al. 2003) 



 12

2.ภูมิคุมกันแบบจําเพาะเจาะจง (Specific Immunity) 
แมวาภูมิคุมกนัแบบจําเพาะ (specific immunity) มีการพัฒนาชากวาภูมิคุมกันไม

จําเพาะ แตภูมิคุมกันแบบนีจ้ะมีความจํา (immunological memory) ทําใหปลาตอบสนองอยาง
รวดเร็วและมปีระสิทธิภาพสูงมาหากไดสัมผัสกับแอนตเิจนครั้งตอไป ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ
เจาะจงในปลานัน้จะหมายถึง humoral หรือ  cell – mediated immune  function ซึ่งจะมีเซลล
และโปรตีนตางๆที่คลายในสตัวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม ระบบภูมิคุมกนัแบบนี้สามารถที่จะจาํการ
กระตุนของสิง่แปลกปลอมตางๆทีเ่คยเขาสูรางกายมากอนโดยเม็ดเลือดขาวหรือ macrophage  
หลังจากนั้นจะมีการกระตุนใหมีการหลั่ง interleukin หรือกระตุน  T-helper cell (Th) หรือ 
cytotoxic T-cell (Tc) (Warr, 1997)  macrophage เปน Antigen  Presenting Cells (APCs) 
เซลลเหลานี้สามารถจดจาํและนําเสนอสิง่แปลกปลอมใหกับเซลลตางๆ เชนเมื่อเกิดการ 
phagocytosis ข้ึนซึ่งจะได peptide ส้ัน ๆ ซึ่งเกิดจากการยอยดวยเอน็ไซมอยูภายใน APC แลวจะ
ถูกนาํเสนอไปบน membrane พรอมกับ MHC Class II กลายเปน peptide-class II MHC 
complexซึ่งจะจําเพาะกับ  specific receptor บน CD4+ T-lymphocytes การกระตุน CD4+ T-
lymphocytes จะทําใหมีการสงสัญญาณเขาไปภายในเซลล ทาํให CD4+ T-lymphocytes เกิด
การแบงตัวและมีการสรางสาร lymphokines (interlukines หรือ cytokines) ออกมามากมาย ซึง่ 
lymphokines จะกระตุนเซลลในระบบภูมคิุมกันหลายชนิดใหจับกนิสิง่แปลกปลอมนั้น 

สําหรับภูมิคุมกันสารน้ําในปลาจะคลายกบัในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมคือผานทางแอนติบอดี
ที่สรางมาจาก plasma cells ซึ่ง plasma cells เปลี่ยนมาจาก B-lymphocyte แอนติบอดีในปลา 
gnathostomes จะพบ IgM แอนติบอดีเพียงอยางเดยีว ซึ่งในปลาดุก (catfish) และ Atlantic 
Salmon จะพบ IgD (Wilson et al., 1997)นอกจากนี้จากการศึกษาในปลาดุกที่ไดรับแคดเมยีม
คลอไรดขนาด 10, 20 และ 30 ไมโครกรัมตอลิตรระยะเวลา 2 สัปดาห พบวา IgM titer เพิ่มข้ึน 

การกระตุน T cells  เร่ิมจากการที ่ TCR เพิ่มการสัมผัสระหวาง T cells  และ APC จํา 
MHC บนผิวของ APCs จะนําไปสูสัญญาณจาก Costimulatory signals เชน CD28, CD154 ซึ่ง
อยูบน Tcell ใหจับกับ CD80/CD86 บน APCs ความเขาใจเรื่องการกระตุน T cells ในปลายังมี
นอยมาก (Bernard et al., 2006) เขาใจวาการจําของ T cells ใกลเคียงกับของสตัวเลี้ยงลกูดวย
นม  โดยศกึษาพบ CD28 family ในปลาเทราท ซึ่งเมื่อจับกับ  cytoplasmic tail ของ CD28 ของ
มนุษยจะสามารถกระตุน IL-2 ได พบวา CD154 ของปลาเทราท ขาด conserved tyrosine 
based-motif ซึ่งมหีนาที่ในการจับกับ PI-3K แตไปพบ tyrosine-based motif ที่ cytoplasmic tail 
ทั้งในปลาเทราท และปลา Atlantic salmon 

ไดมีผูรายงานถึง Immunoglobulin  Ig ในปลาฉลามทีม่ีการพบ Cys ใน CDR3 คลาย 
Cys Codon ใน D segment ของ antigen receptor ในมนษุย และเสนอวาเกีย่วของกับ
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วิวัฒนาการในระดับโมเลกลุ (Roux et al., 1998) เชนเดียวกับ Hansen และคณะ (2005) ได
รายงานวิวัฒนาการของ Ig isotype IgT ในมามและ Pronephros ของปลาเรนโบวเทราท ซึ่งไม
พบในปลาอื่น เชนปลาดกุ จากการศึกษาพบวาโปรตีน Activation-induced cytidine deaminase 
(AID) ซึ่งเปน B cell-specific protein จําเปนสาํหรับการเกิด class switch recombination 
(CSR) และ Somatic  hyperstimulation (SHM) ของ Ig heavy chain (IgH) ยีน (Wakae et al., 
2006) ในปลากระดูกออนพบวาโปรตีน AID จะใชใน SHM เทานัน้ แตใน zebrafish จะเกิดทั้ง 
CSR และ SHM และการเกิด inflammation เหนีย่วนาํทาํใหเกิดการ mobilize  B cell ใน bone 
marrow และทําใหเกิด extramedullary B lymphopoiesis โดยเฉพาะในมาม  และพบมกีาร
เพิ่มข้ึนของโปรตีน AID อีกดวยทาํใหเกิด CSR ซึ่งสนองตอบตอ TLR ligand  (Ueda et al., 
2007) 

 B-lymphocyte ในสัตวเลีย้งลูกดวยน้ํานมจะพบที่ไขกระดูก  แตในปลาจะพบที่ไตและ
มาม เปนตน B cell จะจดจาํ antigen โดยผานทาง  B-cells  receptor  
 
 
NF-kB  
  NF-kB เปน transcription factor ถูกคนพบครั้งแรกในป 1986   โดยถกูคนพบใน 
Drosophila และสิ่งมีชวีิตชนิดตางๆ รวมทั้งมนุษย NF-kB โปรตีนประกอบดวย p65, c-Rel, Rel 
B, p50 และ p65 ดังรูปที ่6 NF-kB ควบคุมการทาํงานภายในเซลลเชน การอักเสบ, การเจริญของ
เซลล, การตายของเซลลแบบ apoptosis และ ระบบภูมิคุมกัน (Aggarwal et al., 2004) 
Complex ของ โปรตีน Rel  และ NF-kB จะอยูในรูปไมมีฤทธิ์โดยจับกับโปรตีน IkBα  ใน cytosol 
และถูกปลอยเขาสูการทาํลายของ proteasome  โดย kinase complex (IKK) และ NF-kB จึงจะ
สามารถเขาสูนิวเคลียสเพื่อกระตุนการ transcription ของยีนได ดงัรูปที่ 7   
 IKK complex ทาํหนาที่เปนเอนไซม Kinase มีหนาที ่catalytic  subunit จับกันคือ IKKα 
และ IKK β โดยมีตัวควบคมุเปนโปรตนี IKK γ ( หรือ IKKAP หรือ NEMO) ปจจุบนัจากการศึกษา
หนทูี่ตกแตงยนีทาํใหทราบวา การควบคุมปฎิกริยาของ IKK complex ที่เปนเอนไซม kinase  คือ 
IKK β และ IKK γ ซึ่งจะทาํให kinase complex นี้ เติมกลุมฟอสเฟตใหแก IkBα ได (Moscat, 
2003 #110) และการศึกษาพบวาความผดิปกติของ NEMO ทาํให  NF-kB (c-Rel) ถูกกระตุน
ผิดปกติสงผลใหเกิด Ig somatic hypermution (SHM) และความผิดปกติของ Class 
recombination switching  (CRS) ใน B cell (Jain et al., 2004) 
 อยางไรก็ตามกลไกการทํางานของ NF-kB ขึ้นกับตัวกระตุนซึง่กลไกอาจเหมือนหรือ
แตกตางกนัเชน TNF ซึ่งเปนตัวกระตุน NF-kB โดย TNF จะจับกบั TNF receptor (TNFR) ที่ 
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TNFR-associated  death  domain ซึ่งโปรตีนชนิดนี้จะจับกับ TNFR-associated  factor (TRAF) 
2 จากนั้นจะไปกระตุน IKK α ซึ่งจะไปเตมิฟอสเฟตและสลาย p 100 โดยตรงใหเปลี่ยนเปน p50 
ซึ่งจะเขาสูนวิเคลียสกระตุนการ transcription ของยีนตอไป 
 การกระตุน  NF-kB เกี่ยวของกับ Reactive oxygen species (ROS) เชน hydrogen 
peroxide โดยตรงในเซลลบางเซลลสามารถกระตุน NF-kB ไดและการแสดงออกของเอนไซม 
superoxide dismutase (SOD) ซึ่งเปนเอนไซมที่เปลีย่น superoxide anion เปน  hydrogen 
peroxide (Li and Karin 1999) นอกจากนี้การศึกษาทีผ่านมาพบวา LPS, TNF-α และ IL-1β 
สามารถกระตุน NF-kB ได มีผูเสนอวา ROS ทําหนาทีค่ลาย second messenger ในการกระตุน 
NF-kB หลังจากทีเ่ซลลไดรับสัมผัสสารตางๆ (Schreck et al., 1994)  

จากการศึกษาพบวา NF-kB เกี่ยวของกบัระบบภูมิคุมกันทั้งใน innate และ adaptive 
immune โดยใน innate immune จะเกี่ยวโดยการควบคุมการ transcription ของยีนตางๆ เชน 
cytokine (IL1,IL2, TNF-α และ IL12) โมเลกุลเหลานี้จะเกี่ยวของกับเซลลทีม่ีหนาที่ในการ 
phargocytosis สิ่งแปลกปลอม เชน แบคทีเรียตางๆ (Hawiger, 2001) และมีหลกัฐานชี้วาการ
กระตุนวถิีของ TLR ทาํใหมีการแสดงออกของยนีซึ่งควบคุมโดย NF-kB เชน cytokine, nitric 
oxide เปนตน (Li et al., 2002) 
 การศึกษาทีพ่บวา NF-kB เกี่ยวของกับ Adaptive immunity  พบวา c-Rel ซึ่งเปน proto – 
oncogene ของ NF-kB มีความสาํคัญตอการเพิม่จํานวน และ cell cycle ของ  B cell โดยพบวา
หนทูี่ไมมียนี c-Rel  จะมีความผิดปกติของ B cell ในมาม  (Hsia et al., 2002) แตอยางไรก็ตาม
การเพิม่จํานวนของ B cell อาจเกี่ยวของกับยนีอื่นๆซึ่งถูกควบคุมโดย NF-kB เชน IL6 หรือ
เกี่ยวของกับ NF-kB ตัวอื่นเชน p50 ก็ได (McKay et al., 1999) นอกจากนี้ c-Rel ยังอาจมี
บทบาทกับการทํางานผานโปรตีนอื่นๆ เชน เมื่อมีการแสดงออกของโปรตีน phosphatase มากขึน้
จะกระตุนการจับของ c-Rel กับดีเอ็นเอไดดีขึ้น 4 เทา (Hu et al., 1998) 
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รูปที่ 6 แสดงสมาชิก NF-kB หรือ Rel family  (Xiao, 2004) 
 

 
 

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

Products.htm 
 



 16

ภาวะเครยีดออกซิเดชัน (Oxidative Stress)  
 
Oxidative stress คือ ภาวะที่เซลลภายในรางกายไดรับบาดเจ็บหรือถูกทําลายเนื่องจากมกีาร
เพิ่มข้ึนของ free radical หรือเกิดจากการที่ม ี antioxidant ลดลง ทําใหเกิดความไมสมดุลกนั
ระหวาง free radical และ antioxidant เกินความสามารถของเซลลที่จะปองกนัได เปนผลทาํให
การทาํงานระดับเซลลผิดปกติ การเกิด oxidation มักเกิดที่ตําแหนงของชวีโมเลกุลตางๆ เชน 
ไขมัน  โปรตนี หรือดีเอ็นเอ (Freeman et al., 1982; Beckman, 1994) 
สารอนุมลูอิสระ (Free radical) 

อะตอมหรือโมเลกุลที่ไมเสถยีร เนื่องจากโครงสรางของมันมีอิเลก็ตรอนคูโดดเดี่ยวจงึทาํให
มันสามารถไปทําปฏิกิริยา (ปฏิกิริยา oxidation ) กับโมเลกุลอ่ืนๆ เพื่อที่จะดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลกุลนั้นมาใหตัวมนัเสถยีรขึ้น ซึ่งโมเลกลุที่พวก free radical นั้นเขาไปทําปฏิกิริยาดวยนั้นอาจ
เปนกรดไขมัน กรดนิวคลิอิก โปรตนี ซึ่งปฏิกิริยา oxidation นี้มีผลทําใหเซลลภายในรางกายถูก
ทําลายหรือไดรับบาดเจ็บแลวทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโครงสรางหรือหนาทีข่องเซลล
เหลานั้นจนกลายเปนสาเหตุของการเกิดโรคขึ้นในมนษุยและสัตว 
free radical ที่เกิดขึ้นนี้ไดแก (Gutteridge, 1994) 
1. Reactive oxygen species (ROS) เชน  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) เชน Nitrate radical (NO3-) , Nitrogen dioxide (NO2 )  
    และNitric oxide (NO) ก 
7. Reactive chlorine species (RCS) เชน Hypochlorite (OCl-) 
    ซึ่ง free radical นี้จะไปทําใหเกิดปฏิกริิยาได  
1. Hydrogen abstraction : free radical จะไปทําปฏิกิริยากับโมเลกุลที่มีไฮโดรเจนอะตอมอิสระ 
    ทาํใหตวัมนัเกิดความเสถียรขึ้น แตโมเลกุลที่ใหไฮโดรเจนนัน้จะกลายเปน free radical ใหม 
    ข้ึนมาแทน 
2. Addition : free radical จะไปจับกับโมเลกุลที่เสถียรแลวจะเปลี่ยนโมเลกุลที่จับดวยนัน้ใหเปน  
    free radical ไปดวย 
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Lipid  peroxidation 

ภาวะเครียดออกซิเดชันแปนภาวะที่มีความไมสมดุลของปริมาณอนมุูลอิสระและสารตาน
อนุมูลอิสระภายในเซลล  ภาวะดงักลาวทาํใหเกิด peroxidative damage กับสารชีวโมเลกุลตางๆ 
ในรางกาย เชนโมเลกุลของไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) โดยกระบวนการ 
lipid peroxidation ของฟอสโฟลิปด ซึ่งเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล (Halliwell et al., 1993) 
lipid peroxides เปน primary product ซึ่งมีความไมคงตัวและสามารถเปลี่ยนแปลงกลาย เปน 
secondary products ไดเชน Malondialdehyde (MDA) ดังนั้นระดบัของ MDA ที่สูงขึน้หมายถึง
การเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันได  

การเกิด lipid peroxidatin แบงเปน 3 ข้ันตอนไดแก initiation, propagation และ 
termination ดังรูปที่ 8 

1. Initiation: เมื่อ free radical ไป attack กับสายของกรดไขมันของ lipoprotein 
ทําใหแยกไฮโดรเจนโมเลกุลออกมาเปนผลทําใหมี carbon radical ออกมา 

2. Propagation: carbon จะไปทําปฏิกริยากับออกซิเจนเกิดเปน peroxy 
radical ซึ่งจะไปทําปฎิกริยากับ polyunsaturated fatty acid 

3. Termination: ปฎิกริยาดําเนินตอไปจนกระทั่งม ี free radical scarvenger 
เชน antioxidants เขามา ปฎิกริยาจึงหยุด 
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รูปที่ 8  การเกิด lipid  peroxidation (Young et al., 2001) 
 
สารตานอนมุูลอิสระ (Antioxidant) 

เปนโมเลกุลทีส่ามารถจะไป neutralize free radical ไดโดยที ่antioxidant จะเปนตัวที่ให
หรือรับอิเล็กตรอน เพื่อทีจ่ะกําจัดอิเลก็ตรอนที่มีอยูใน free radical โมเลกุลของ antioxidant 
หลังจากที่ไป neutralize free radical แลวจะกลายเปน free radical แทน แตมันจะมีความไวใน
การเกิดปฏิกิริยาตางๆนอยกวาพวก free radical โมเลกลุของ antioxidant อาจจะถกู antioxidant 
ตัวอื่นๆ และ/หรือกลไกตางๆ neutralize ตอไปจนปราศจากสภาพที่เปน free radical  ในโมเลกลุที่
มี hydrogen atom อยูสามารถทาํใหเกิดการ neutralize free radical ได โดยที่จะเรียก hydrogen 
atom วา reducing equivalent และ เรียกโมเลกุลที่ม ีhydrogen atom วาอยูใน reduced state 

 
สาร antioxidant ที่พบในรางกายสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด (Gutteridge, 1994)คือ 
1. สาร antioxidant ที่พบในรางกายและจดัเปนเอนไซม ไดแก 
Superoxide dismutase ( SOD ) , Catalase ( CAT ) , Glutathione peroxide ( GPX ) , 
Glutathione reductase ( GR ) , Glutathione S – transferase ( GST ) ก 
2. สาร antioxidant ที่พบในรางกายและไมจัดเปนเอนไซม ไดแก 
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Glutathione , Lipoic acid , Ceruloplasmin , Albumin , Transferrin ,Haptoglobin , 
Hemopexin , Uric acid , Bilirubin , Cysteine 

โดยทัว่ไปภายในเซลลของคนและสัตวจะมีเอนไซม 3 ชนิดที่เปนสวนสําคัญในการจัดการ
กับ superoxide และ hydrogen peroxide ไดแก 

 
1. Superoxide dismutase ( SOD )ก 

SOD ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ 1968 โดย Mc  cord  and Fridoviah ในสหรัฐอเมริกา 
(Gutteridge, 1994)เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลีย่น superoxide radical 2 โมเลกุลใหเปน 
hydrogen peroxide และ oxygen 

O2.− + O2.− + 2H+ → H2O2 + O2 
 
ในการกาํจัด hydrogen peroxide จะเกิดปฏิกิริยา Fenton Reaction ซึ่งจะใหผลผลิตที่เปน 
hydroxyl radical จํานวนมาก รางกายจะใชเอนไซม catalase และ/ หรือ glutathione 
peroxidase มาเรงปฏิกิริยาการกาํจัด hydroxyl radical 

Fe++ + H2O2 → Fe+++ + OH. + OH− 
 

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

 
2. Catalase ( CAT ) 

Catalase เปนเอนไซมขนาดใหญจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน hydrogen peroxide ใหเปน
น้ําและออกซเิจนอิสระ catalase พบใน organelle ตาง ๆ ที่ม ี membrane พบวา catalase มี 
affinity ตอ hydrogen peroxide นอย ดงันัน้ถาม ีhydrogen peroxide มาก Catalaseจะทาํงาน
เร็วขึ้น (Gutteridge, 1994) 

2H2O2               2H2O + O2 
 
3. Glutathione system 

ประกอบดวย glutathione, glutathione peroxidase ( GPX ) และ glutathione 
reductase (GR ) เปนกลไกหลักในการกําจัด hydrogen peroxide และ peroxide ตัวอื่นๆ 
(Gutteridge, 1994) Glutathione ( GSH , L- gamma – glutamyl – L –cysteinylglycine ) เปน 
antioxidant ที่มีบทบาทภายใน cytoplasm ของเซลล ซึ่งในเซลลทัว่ไปตองการ glutathione ใน
การดํารงอยูและการทาํหนาที่ตางๆของเซลล และเปน antioxidant ที่สําคัญในการกาํจดั 
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peroxynitrate และ hydroxyl radical ไดดีโดยจะเปลีย่น hydrogen peroxide ใหเปนน้ํา ดัง
สมการ 

GSH + OH .                GS. + H2Oย 
ถึงแมวาจะม ีglutathione radical (.GS ) เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ก็จะไมเปนปญหา เพราะ .GS 2 
โมเลกุลจะมารวมกันเปน oxidized glutathione ( GSSG ) ดังสมการ 
                                     GS. + GS.                  GSSG 
GSSG สามารถที่จะถูกเปลีย่นกลับไปเปน GSH ไดโดย NADPH – dependent glutathione 
reductase enzyme 

GSSG + NADPH + H+           2GSH + NADP+ 
  
 
แคดเมียม 
 
 แคดเมียมเปนโลหะที่อยูในกลุม IIb ตามตารางธาตุ มวีาเลนซเทากับ +2 มีคุณสมบัติออน 
งอได มีสีขาวปนน้ําเงนิ มีความตานทานการกัดกอนสูง มีจุดหลอมเหลว (Melting point) 
ประมาณ 321 องศาเซลเซยีส จุดเดือด (Boiling point) เทากับ 676 องศาเซลเซยีส แคดเมียมอาจ
อยูในรูปเกลือของสารประกอบตางๆ เชน แคดเมียมออกไซดมีสีแดง แคดเมียมซัลเฟต  สวนใหญ
ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ประมาณรอยละ 50 ใชในการเคลือบเงาดวยไฟฟาที่เรียกวา 
Electroplated coating ทาํใหมีความเงางามและทนตอการกัดกรอน โลหะที่เคลือบดวยแคดเมียม
จะใชในอุปกรณรถยนตตางๆ นอกจากนีแ้คดเมียมยังอยูในรูปของสารประกอบตางๆ อีกมากมาย 
เชน แคดเมียมซัลไฟด และ แคดเมียมซัลโฟซีลีไนต ใชเปนตัวสีในสิง่ตางๆ เชน พลาสติก สีทา สี
พน หมึก ยาง เปนตน ประโยชนของแคดเมียมยงัใชในอุตสาหกรรมการผลิตแบตเตอรี่ขนาดเล็กที่
เรียกวา แคดเมียมนิเกิลแบตเตอรี่ (CdNi batteries) นอกจากนีย้ังพบวาโลหะแคดเมียมใชใน 
Photoelectric cells ผสมในสารฆาเชื้อราที่ใชในกิจการเกษตร และปจจุบันยงัใชในเตาปฏิกรณ
ปรมาณูดวย  

จากการใชอยางกวางขวางจงึทาํใหสามารถพบโลหะแคดเมียมปะปนอยูในสิ่งแวดลอม 
บรรยากาศ นอกจากนีก้็มาจากแหลงตางๆ อาทิเชน เหมืองแร โรงงานถลุงสงักะสี ซึง่ทําให
แคดเมียมแพรกระจายไปในบรรยากาศทําใหมนษุยสามารถสัมผัสกับแคดเมียมไดจากบรรยาก
กาศ แคดเมยีมสามารถเขาสูรางกายได 2 ทาง คอื โดยการหายใจอากาศทีม่ีแคดเมียมหรือ
สารประกอบของแคดเมียมเขาไป  สวนคนที่ไมไดทาํงานในโรงงานอตุสาหกรรมเหลานี้กม็ีโอกาส
ไดรับแคดเมียมได  จากการสูบบุหร่ีโดยตรงหรือไดรับจากควนับหุร่ี  อีกทางหนึง่ที่รางกายอาจ
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ไดรับแคดเมียม คือ  ทางการรับประทานอาหาร  หรือน้ําดื่มทีม่ีแคดเมียมเจือปนอยู  (WHO, 
1992) 

แคดเมียมที่เขาสูรางกายโดยการกนิถกูดูดซึมในระบบทางเดินอาหารประมาณรอยละ 2 
ถึง 6 แตในภาวะที่รางกายขาดธาตุเหลก็จะใหมกีารดดูซึมแคดเมียมเขาสูรางกายไดสูงถึงรอยละ 
20 ของปริมาณแคดเมียมทีก่ินเขาไป การสูบบุหร่ีแคดเมียมจะถูกดูดซึมไดทางปอดประมาณรอย
ละ 20-50 แคดเมียมทีเ่ขาสูระบบทางเดินอาหารจะถูกดดูซึมเขารางกายประมาณรอยละ 0.5-1.2   

แคดเมียมที่ถกูดูดซึมเขาสูรางกายแลวจะถูกลําเลยีงไปยังตับและจับตัวกับโปรตีน
Metallothioneins (MTs) ซึ่งเปนโปรตีนที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า (600-10000 ดาลตัน) และม ี มี
กรดอะมิโน  cysteine เปนสวนประกอบถึงรอยละ 30  ในโครงสรางของโปรตีน (Cherian et al., 
1978) พบวาเมื่อแคดเมียมเขาสูรางกายจะไปสะสมที่ตบัและไตเปนอวัยวะแรก (Goyer, 1997) 
เนื่องจากแคดเมียมมีคากึ่งชพี (Half - life) ประมาณ 17->30 ปในรางกาย (Tsuchiya, 1971)
ดังนัน้ก็จะทําใหเกิดพิษตออวัยวะดังกลาวและอวัยวะอื่นๆได จากการศึกษาพิษของแคดเมียมที่
ผานมาพบวาแคดเมียมทําใหเกิดการบาดเจ็บของตับ เกิดความผิดปกติที่ไต ระบบสืบพันธุ  ทําให
เกิดมะเร็ง (Markovich et al., 1999; Waalkes, 2003) และพิษของแคดเมียมยงัมีผลตอระบบ
ภูมิคุมกันอีกดวย (Muller et al., 1979) โดยเฉพาะทีม่ามและไขกระดูก (Yamano et al., 1998)  

นอกจากนี้แคดเมียมยงัทาํใหเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริต ในหนูขาวลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม (Kostic et al., 1993) และยังพบวาแคดเมียมเปนพิษตอระบบ
ภูมิคุมกันโดยทําใหเกิดภาวะมามโต  (splenomegaly) โดยพบในหนูขาวทั้งเพศผูและเพศเมีย 
(Hamada et al., 1998) นอกจากนี้ยงัพบวาหลังจากใหแคดเมียมในหนูเล็กความเขมขน 1.8 
มิลลิกรัมแคดเมียมตอน้าํหนกัตัวพบวา white pulp มีขนาดลดลงนอกจากนี้ยงัพบ 
polymorphonuclear leukocyte และ myeloid cells ใน red pulp เปนจาํนวนมากอกีดวย 
(Yamada et al., 1981) 

จากการศึกษาพิษของแคดเมียมในปลานลิพบวาปลานลิที่ไดรับสัมผัสแคดเมียมทีค่วาม
เขมขน 0.35, 0.75, 1.5 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 6 วัน ปริมาณ glycogen, glucose 
uptake, สมรรถนะ LDH ลดลง  และพบวาเอนไซม GSH และ SOD มีการเพิม่ข้ึนในแคดเมียม
ขนาด 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร (Almeida et al., 2002) และเมื่อใหปลานลิสัมผัสกับแคดเมียมที่ความ
เขมขน 4.45 ไมโครโมลารเปนระยะเวลา 5-15 วันพบวาเอนไซม lysozyme ในซีร่ัมมีปริมาณ
เพิ่มข้ึน (Wu et al., 2007) 

ปลานิล (Oreochromis  niloticus) ทนตอพิษแคดเมียม โดยพบวาม ีLC 50 ที่ 96 ชั่วโมง
เทากับ 14.8 mg/L ซึ่งเปนขนาดที่สูงมากเมื่อเทียบกับปลาน้าํจืดชนิดอ่ืน ดังสรุปในตารางที่ 1   ซึง่
การที ่LC50 ในสัตวมีคาแตกตางกนัขึ้นกับปจจัยตางๆไมวาจะเปนชนิดของสัตวทดลอง  ขนาด  
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อายุ  ตลอดจนรูปแบบการทดลองที่อาจแตกตางกนัในแตละหองปฎบิัติการ (Zbinden and Flury-
Roversi, 1981) 

นอกจากนีห้ลงัจากใหปลานลิสัมผัสกับแคดเมียมเปนเวลา 96 ชั่วโมงพบ Na+/K+- 
ATPase  immunoreactive  cells ลดลงแตหลังจากนั้นจะมีการปรับสภาพของเซลลดังกลาว 
(Garcia-Santos et al., 2006) 

พิษของแคดเมียมกอใหเกิดความผิดปกตใิน endothelial cell แคดเมียมขนาด  0, 1  และ 
5 ไมโครโมลารยับยั้งการเคลื่อนยายของ endothelial cell และ การเกิด angiogenesis นอกจากนี้
ยับยั้งการหลั่ง Nitric oxide จากเซลลอีกดวย (Kolluru et al., 2006) แคดเมียมทําใหสูญเสยี  
barrier integrity และเพิ่ม permeability ของหลอดเลอืด เปนผลทาํใหเกิดการบวม,  เลือดออก, 
hypoxia, การอักเสบ และเกดิการบาดเจ็บของอวัยวะ  (Nolan and Shaikh, 1986) 
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ตารางที่ 1   พิษของแคดเมียมตอปลาน้าํจืด 
 

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 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

วัสดุวธิีการวจิัย (Material  and  methods) 
 
 1.  สัตวทดลอง  และอุปกรณสําหรับการเตรียมสัตวทดลอง 
      1.1  ปลานลิขนาดน้าํหนกัตัว  20 – 35 กรัม 
      1.2  ตูกระจกขนาด 36 x 36 x 60 ลูกบาศกเซนติเมตร 
      1.3  air pump และหัวทราย 
      1.4  อาหารปลาสําเร็จรูปชนิดเม็ด 
 

2. เครื่องมือทีใ่ชในการทดลอง 
      2.1 เครื่องมือผาตัด 
      2.2 เครื่องมือวัดอุณภูมิและออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 
      2.3  pH meter 
     2.4   ชดุบําบัดน้ํา 
     2.5   กลองจุลทรรศนชนดิแสงสองผาน ( Light microscope) (Olympus) 

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

           2.8   อางปรับอุณหภูมิสําหรับลอยชิ้นเนื้อ  (Tissue floatation bath) 
      2.9  เทอรโมมิเตอร 
      2.10 กลองถายรูปดิจิตอล Nikon  coolpix 995 ตอกับกลองจุลทรรศน 

                 2.11 ตลับมีรูสําหรับใสชิ้นเนื้อ (Cassete ของ Tissue Tex®) 
       2.12 สไลดแกว 

    2.13  ที่ปดสไลด (Cover slip) 
    2.14  เครื่องฝงเนื้อเยื่อ (Embedding ของ Tissue Tex®)  
    2.15 ชุดยอมสี (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  ซึ่งปลานิลไดรับความอนุเคราะหจากคณะ
สัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  โดยนาํปลานิลน้ําหนกั 20-35 กรัม มาเลี้ยงในตู
กระจกขนาด 36x36x60 ซม. เลี้ยงกอนทาํการทดลอง 1 อาทิตยเพื่อปรับสภาพใหคุนเคยกับ
หองปฏิบัติการ ในแตละตูใสน้ํา 40 ลิตร  มีหัวทรายและ air pump  
                          1. แบงปลานิลเปน 5 กลุมกลุมละ 24 ตัว  ดงันี ้

กลุมที ่1 กลุมควบคุม คือไมไดรับแคดเมียม 
กลุมที ่2 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่3 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   0.5  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่4 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   1.0  มิลลิกรัมตอลิตร 
กลุมที ่5 ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขน   10.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

* ขนาดความเขมขนของแคดเมียมที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ปรับปรุงมาจาก (Bae et al. 
2005) ปลาทั้ง 5 กลุมจะไดรับแคดมียมในระบบน้ํานิ่งแบบเปลี่ยนน้ําทุกวนั ความเขมขน 
0.1, 0.5., 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรและกลุมควบคุมอีก 1 กลุมซ่ึงไมไดรับแคดเมียม 
 
1.2 การวัดคุณภาพน้าํโดยวิเคราะหคาตางๆ ดงันี ้

  1. ความเปนกรด-ดาง (pH) 
  2. อุณหภูมิ (Temperature) 
  3. ความกระดาง (Hardness) 

 4. ปริมาณออกซิเจนละลาย (Dissolve Oxygen-DO) 
 สังเกตอาการปลาในเวลา 24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมง  ของแตละกลุมเปรียบเทยีบกับ

กลุมควบคุม และบันทกึจํานวนปลาที่ตายในแตละกลุม   เมื่อครบกาํหนดในแตละชวงเวลาใหนาํ
ปลาข้ึนมาครั้งละ 6 ตัว แลววางสลบปลานิลดวย Clove oil จากนัน้เก็บมามเพื่อวดัปริมาณ 
Malondialdehyde (MDA)และเอนไซมตานอนุมูลอิสระ นอกจากนี้เก็บตัวอยางเนือ้เยื่อมามแชใน 
10% ฟอรมาลนิเพื่อศึกษาจลุพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามและทาํการศึกษาขั้นตอไป 
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ตารางที่ 2 แสดงคุณภาพน้ําระหวางทําการทดลอง 
 

คุณภาพน้ํา คากอนการทดลอง คาหลังการทดลอง 
อุณหภูมิ °C 
คาการละลายของออกซิเจน mg/l 
คาความเปนกรด – ดาง pH 
คาความกระดาง 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 นาํปลาที่ไดสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆมาวางสลบแลวนํามามออกมาชัง่
น้ําหนกั กอนที่จะนําไป homogenized ใน 0.01 M  phosphate buffer (pH 7.0 ) จากนั้นนําไป
ปนที่ความเรว็ 14,000 g 30 นาท ีและนํา supernatant ไปวิเคราะหปริมาณการเกิด lipid 
peroxidation และวัด activity ของ Antioxidant enzyme ตอไป 

 
2.2 การวิเคราะหปริมาณการเกิด lipid peroxidation โดยวิธ ีspectrofluorometer  

 1. เตรียม Standard TEP ทีค่วามเขมขน 0.2, 0.4, 0.8, 1.2 และ 1.6 nmol/l และใช pure 
water เปน 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 ที่เตรียมไปตมใน water bath โดยตั้งอุณหภมูิ 100 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 4. ทาํใหเย็นดวยน้าํแลวนําไปปนที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาท ี
 5. นํา supernatant มาวัดระดับ Malondialdehyde ดวย spectrofluorometer ที ่λEX = 
535 nm 
           

2.3 การตรวจวัด Superoxide Dismutase (SOD) Activity วัดโดยใชเครื่อง multiple 
microplate reader ที่ความยาวคลื่น 560 nm  (Oberley et al., 1984) 
 1. เตรียม standard SOD โดยละลายดวย 0.01 mol/l  phosphate buffer 
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 2. เตรียม mixed substrate ซึ่งประกอบดวย Xanthine 0.05 mmol/l และ 
Nitroblutetrazolium (NBT) 0.025 mmol/l ทําละลายดวย 50 mM Sodium Carbonate buffer 
with 1 mmol/l EDTA pH 10.2 
 3. ปเปต standard SOD, diluted sample หรือ Phosphate buffer ปริมาตร 5 µl ลงใน 
96-well microplate เติม 170 µl  ของ mixed substrate จากนั้นเติม Xanthine oxidase ความ
เขมขน 60 U/l  ปริมาตร 25  µl ผสมใหเขากัน 
 4. นาํไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง multiple microplate reader ดวยแสง ultraviolet ที่
ความยาวคลืน่ 450 nm ทกุ 30 วนิาที เปนเวลา 5 นาท ีคํานวณหาคา 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 ทัง้ในตัวอยางและ Formaldehyde Standards 
 3. เติม H2O2  ปริมาตร 20 µl และนําไปบมที่อุณหภูมหิอง 20 นาท ี
 4. เติม Potassium Hydroxide 30 µl และ Purpald 30 µl นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 10 
นาท ี
 4. เติม Potassium Periodate 10  µl และนาํไปบมที่อุณหภูมหิอง 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. การทดลองทางดานเนือ้เยื่อวิทยาโดยศึกษาพยาธิวทิยาของมาม 
3.1 เนื้อเยื่อที่ใชตรวจสอบ 

มามของปลานิลซึ่งเก็บรักษาไวใน 10 % buffered formalin 
3.2 ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเพือ่ศึกษาความผิดปกติของเนือ้เยื่อเพื่อดูดวยกลองจุลทรรศน

ชนิดสองแสง ดังตารางที ่3 
 
ตารางที่ 3    แสดงขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อ (ยอมสีดวย 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 

นํามามของปลามาผาครึ่งตามแนวยาวใสใน casset แลวนาํไปแชใน 10 
% formalin 
นํามามของปลา (specimen) ผาน Ethanol ที่มีความเขมขนจากต่ําไป
หาสงู โดยเริ่มจาก 70 %, 80%, 90% และ 100% Ethanol ตามลําดบั 
นํา specimen แชใน   Xylene 
นํา specimen มาจุมลงใน Paraffin เหลว ที่อุณหภูมิประมาณ 56-60 
°C จนกระทัง่ paraffin เหลวซึมเขาไปใน specimen จนทัว่ถงึกนั 
ฝง specimen ใน Paraffin โดยจัดใหดานหนาตัดของมามแนบติดกบั
แมพิมพ จากนั้นทําให Paraffin เหลวลงจนแข็งตัว จะได paraffin block 
นํา Paraffin block มาหัน่เปนชิ้นบางๆดวย Microtome ดวยความเรว็
สม่ําเสมอใหได section  ที่ความหนาประมาณ 0.5 ไมโครเมตรตอกับ
เปนแถบยาว (ribbon) แลวนําไปลอยใน Tissue floating bath จากนัน้
จึงวาง section บน slide 
ยอมสีดวย Hematoxylin & Eosin (H & E Staining) โดยมีขั้นตอนดงันี ้
ลาง paraffin ออกจาก slide โดยจุม slide ที่ม ีsection ลงใน Xylene 
นํา slide ไปจุมใน Ethanol ที่มีความเขมขนจากสูงไปหาต่ําโดยเริ่มจาก 
100% , 95%, และ 80% Ethanol ตามลําดับ 
ยอมดวยส ีHematoxylin 7-10 นาที  
ลางสทีี่มากเกนิพอออกดวยน้ําประปาทีเ่ปดใหไหลผานตลอดเวลา 
ยอมสีซ้ําดวยสี Eosin ประมาณ 30 นาท ี
นํา Slide ผาน Ethanol ที่มีความเขมขนจากต่ําไปหาสงูโดยเริ่มจาก 
95% และ 100% Ethanol 
จุม slide ใน Xylene เพื่อให section ใสหรือโปรงแสงขึ้น เหมาะสมตอ
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- Mounting 

 

การศึกษาดวยกลองจุลทรรศน   
หยด Permount บน  section แลวปดทับดวย cover slip 

 
     3.3 ศึกษาเนื้อเยื่อดวยกลองจุลทรรศน 

นํา slide ที่ทาํการยอมสี Hematoxylin & Eosin ซึ่งแหงแลวไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศน
โดยศึกษาจุลพยาธิสภาพทัว่ไปที่สังเกตเห็นและจุลพยาธิ 3 ลักษณะซึ่งจะใหเปนคะแนนเฉลีย่จาก 
1- 3 โดยมีเกณฑการใหคะแนนดังนี้ (Pirarat et al., 2006) แลวถายภาพดวยกลองถายภาพ
ดิจิตอล 

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  หมายถึงมกีารเพิม่ขนาดของ white pulp 
คะแนน 

0 ปกติ 
1 1-2 เทา 
2 3-5 เทา 
3 5  เทา 

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. การยอมชิ้นเนื้อดวยวธิีการทางอิมมูโนฮิสโตเคม ี

 
 นําชิน้เนื้อมามมาตัดดวยเครือ่ง microtome ในหองปฏิบัติการตรวจสอบชิ้นเนื้อทางพยาธิ
วิทยา  โดยตดัที่ความหนาประมาณ 4 - 5 ไมครอน  โดยนํามาติดบนสไลดแกวทีส่ะอาดและไดรับ
การเคลือบสารติดเนื้อเยื่อยอมตัวอยางชิน้เนื้อที่ไดตัดและวางบนสไลดดวยวิธกีารทางอิมมโูนฮิสโต
เคมีโดยจัดสไลดออกเปน 5 กลุมดังนี้ กลุมควบคุม คือปลานิลที่ไมไดสัมผัสแคดเมียม และปลานลิ
ที่ไดสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร  จากนัน้นาํไปกําจัด
พาราฟนออกโดยจุมลงใน Xylene  แลวหยดดวย 3% hydrogen peroxide ใน methanol 
ประมาณ 20 นาที       เพื่อกาํจัด endogenous peroxidase ออกไป ลางดวย Phosphate  
buffered saline (PBS) 3 คร้ังๆละ 5 นาท ีทาํการเผยตําแหนงการจดจําที่จาํเพาะของแอนติบอดี
ตอแอนติเจน (antigen retrieval) โดยนําสไลดแกวแชในสารละลายโซเดียมซิเตตบฟัเฟอรที่ม ี
ความเขมขน 0.01 โมลาร (0.01M sodium citrate buffer) pH 6.0 แลวนาํเขาไมโครเวฟประมาณ 
5 นาทีจากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ังๆละ 5 นาที  แลวจึงนาํไปยอมดวยแอนติบอดี โดยแบงเปน 
 

4.1 Rabbit polyclonal anti- IgM antibody Tilapia (1:1000 dilution) ซึ่งเปน primary  
antibody แลวไปบมที่  4 °C ขามคืน (overnight) นาํสไลดไปลางดวย  Phosphate  buffered 
saline (PBS) จากนัน้ใส secondary antibody ซึ่งคอนจูเกตดวยเอนไซม alkaline phosphatase         
ประมาณ 30 นาทีที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS 3 คร้ัง   จากนั้นหยด alkaline phosphatase 
substrate      ประมาณ 10 นาที  แลวไปยอมทับ (counter  stain)  ดวยสีฮีมาทอกไซลนิ 
hematoxylin ปลอยไวจน slide แหงแลวนาํมาหยด Permount บน  section แลวปดทับดวย 
cover slip 
 หลังจากนั้นประเมินปริมาณการติดสี (stained cell)  โดยอานผลและบันทึกขอมูลดวย
การถายภาพจากกลองจุลทรรศนชนิดแสงขาวโดยมเีกณฑดังนี ้
 
 การนับจาํนวนเซลลที่ใหผลบวกตอ Tilapia  IgM antibody 
การแสดงออกของเซลลที่ใหผลบวกทางอิมมูโนฮิสโตเคมีตอ IgM antibody คือเซลลที่ติดสีแดงเขม
บริเวณไซโทพลาสซึม (cytoplasm) และ/หรือ ผนงัเซลลเมมเบรน (cell membrane) โดยนับทุก
เซลลในสไลดที่ยอมติดส ี 
 
 



 32

 การวิเคราะหขอมูล 
 เมื่อทําการนับเซลลที่ยอมติดสีแดงเขมแลวทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสแคดเมียมที่
ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร แลวนํามาเปรียบเทียบกัน 

4.2 Rabbit Anti-NF-kB (c-Rel) Polyclonal Antibody  (1:50 dilution) ซึ่งเปน primary  
antibody แลวไปบมที ่ 4 °C ขามคืน (overnight) นําสไลดไปลางดวย  Phosphate  buffered 
saline (PBS) จากนั้นใส secondary antibody ซึ่งคอนจูเกตดวยเอนไซม alkaline phosphatase         
ประมาณ 30 นาทีที่อุณหภูมิหองแลวลางดวย PBS 3 คร้ัง   จากนัน้หยด Alkaline phosphatase 
substrate แลวไปยอมทับ (counter  stain)  ดวยสีฮีมาทอกไซลิน hematoxylin ปลอยไวจน slide 
แหงแลวนํามาหยด Permount บน  section แลวปดทับดวย cover slip 
หลังจากนั้นประเมินปริมาณการติดสี (stained cell)  โดยอานผลและบันทกึขอมูลดวยการ
ถายภาพจากกลองจุลทรรศนชนิดแสงธรรมดาโดยมีเกณฑดังนี ้
 การนับจาํนวนเซลลที่ใหผลบวกตอ polyclonal anti c-Rel (anti-NFkB) antibody 
การแสดงออกของเซลลที่ใหผลบวกทางอิมมูโนฮิสโตเคมีตอ polyclonal anti c-Rel (anti-NFkB) 
antibody คือเซลลที่ติดสีแดงบริเวณนวิเคลียส (nucleus) และ/หรือ  ไซโทพลาสซึม (cytoplasm) 
และ/หรือ ผนังเซลลเมมเบรน (cell membrane) โดยนบัทุกเซลลในสไลดที่ยอมติดสี 
 

เกณฑการใหคะแนนเซลลทีใ่หผลบวกตอ Tilapia  IgM antibody  และ polyclonal anti 
c-Rel (anti-NFkB) antibody มีดังนี ้(Pirarat et al., 2006) 
 0  ไมพบเซลล 
 1 1 - 50 เซลล 
 2  51 – 100 เซลล 
 3 > 100 เซลล 
  
การวิเคราะหขอมูล 
 เมื่อทําการนับเซลลที่ยอมติดสีแดงเขมแลวทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่สัมผัสแคดเมียมที่
ความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มก.ตอลิตร แลวนํามาเปรียบเทียบกัน 
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5. สถิติ 
 วิเคราะหเปรียบเทียบคาเอนไซมตานอนมุลูอิสระในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุม
ที่ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆและเวลาตางๆ แสดงคา Mean ± SE โดยใช Two way 
ANOVA Pos  Hoc Multiple comparisons Bonferroni และ One way ANOVA : Pos  Hoc 
Multiple comparisons Duncan นอกจากนี้วเิคราะหคะแนนเฉลี่ยจากจุลพยาธิวทิยาโดยใช
โปรแกรม SPSS for Windows version 13  วิเคราะหทางสถิติโดยใช  non- Parametric Mann-
Whitney test (p< o.o5) 
 
6. การกําจัดสารเคม ี
 เนื่องจากแคดเมียมเปนโลหะหนักที่มีความเปนพิษจงึไมสามารถทิ้งลงทอระบายน้าํได 
ดังนัน้จึงทําการกรองน้ําที่ปนเปอนแคดเมียมผานเครื่องกรองที่มี anion resin โดยที ่anion resin 
จะจับกับแคดเมียมซึง่มีประจุเปนบวก จากนัน้นาํน้าํที่ผานการกรองไปตรวจหาแคดเมียมอีกครั้ง 
กอนที่จะนําไปกําจัดอยางถูกตองจากบรษิัทที่รับกําจัดของเสีย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

 
4.1  การศึกษาพิษของแคดเมียมในปลานลิ 
  

4.1.1 อาการทั่วไปของปลานิลทีไ่ดรับแคดเมียม 
  
 เมื่อใหปลานิลสัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ  และบันทกึผลการทดลองเปนเวลา  
96 ชั่วโมง  พบวาพิษของแคดเมียมมีความรนุแรงเพิม่ข้ึนตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่
ไดรับโดยบันทกึอัตราการตายสะสมซึง่แสดงในตารางที ่ 4  และสามารถสรุปอาการแยกเปนกลุม
ดังนี ้
 
 กลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดรับแคดเมียม) 
  อาการภายนอกปกติ  วายน้าํไปมาปกต ิ  
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 0.1 มิลลิกรมัตอลิตร 
  อาการภายนอกไมแตกตางจากกลุมควบคมุ  มีบางตวัสคีล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกาง
ออก   
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 0.5 มิลลิกรมัตอลิตร 
  อาการคลายกลุม 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร คือ  มีบางตัวสคีล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกาง
ออก  เร่ิมมปีลาตายที่ชั่วโมง 48  
 
 กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 1.0 มิลลิกรมัตอลิตร 
  หลังไดรับแคดเมียมปลาลําตวัคล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกางออก มีอาการตื่นเตน
กระวนกระวาย (hyperexcitability) และมาอยูในบริเวณใกลๆกับหัวทราย  บางตัวมีจุดเลือดออก
บริเวณเหงือก เร่ิมมีปลาตายชั่วโมงที ่24 น้ําขุน 
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กลุมทีไ่ดรับแคดเมียมทีค่วามเขมขน 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
  หลังไดรับแคดเมียมปลาลําตวัคล้ําขึ้น  ครีบหลังแผกางออก ปลาเริ่มนิง่ไมวายน้าํ  
ปลามีจุดเลือดออกบริเวณเหงือกมากขึ้น เร่ิมมีปลาตายชั่วโมงที่ 24 โดยมีปลาตายมากกวากลุม
ทดลองอื่นซึ่งไดรับแคดเมียมในระดับความเขมขนต่ํา ปลาที่ตายมีเมือกมาก น้ําขุนมากขึ้น 
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ตารางที่ 4 แสดงอัตราการตายสะสมของปลานิลที่สัมผัสแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
 
  

การตายสะสมในระยะเวลาหลังสัมผัสแคดเมียม 

24hr. 48hr. 72 hr. 96 hr. 
ความเขมขน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
 

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 

กลุมควบคุม 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 ผลของแคดเมียมตอการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 
 

4.2.1  ผลของแคดเมียมตอปริมาณ  MDA ในมามของปลานลิ 
 
แคดเมียมความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่ระยะเวลา 24, 48, 72 

และ 96 ชั่วโมง ทําใหปริมาณ MDA ในมามของปลานิลเพิม่ข้ึนอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) โดยพบวาแคดเมียมที่ความเขมขนสูงขึ้นทําใหปริมาณ MDA เพิ่มข้ึนและมคีวามสัมพันธ
กับระยะเวลาที่ไดรับแคดเมียมดวย คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของ
คาเฉลี่ยดังตารางที ่5 
 
ตารางที่ 5   ปริมาณ MDA ในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความ 
                   เขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

ปริมาณ MDA ในมามปลานลิ (nmol MDA/gram tissue) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ
ลิตร) 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 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 
 
        แสดงคา Mean ± S.E.  (n=3) 
        อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
        ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) 
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4.2.2  ผลของแคดเมียมตอสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) 

ในมามของปลานลิ 
 
จากการทดลองพบวาสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) ในมามของ

ปลานิลลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ในกลุมปลาที่ไดรับแคดเมียมที่ความเขมขนสูง
เมื่อเปรียบเทยีบแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน และเมื่อเปรียบเทียบแตละชวงเวลาใน
แตละกลุมการทดลองพบวาคาที่ไดไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (P<0.05) 
ยกเวนในกลุมที่ไดรับแคดเมียม 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  คาที่แสดง คือ 
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลีย่ ดังตารางที่ 6 
 
ตารางทึ ่6   คาสมรรถนะของเอนไซม  Superoxide  dismutase  (SOD) ในมามของปลานิล 
                  กลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

คาสมรรถนะของเอนไซม Superoxide  dismutase (SOD) (U/ml) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 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 

 
    แสดงคา Mean ± S.E. (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ     
    แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) 
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4.2.3  ผลของแคดเมียมตอสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานิล 
 
จากการทดลองพบวาสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานิลที่ไดรับ

แคดเมียมที่ระดับความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 
96 ชั่วโมงมีความแปรปรวนคอนขางสงูเมือ่เปรียบเทียบในแตละกลุมการทดลองและแตละชวงการ
ทดลอง  แตอยางไรกพ็บวาที่ 96 ชั่วโมงสมรรถนะของเอนไซม Catalase ในมามของปลานลิ
เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) คาที่แสดง คือ คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อน
มาตรฐานของคาเฉลี่ย ดังตารางที่ 7 
 
 
ตารางที่ 7 คาสมรรถนะของเอนไซม catalase ในมามของปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที ่
                 ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ในแตละเวลา 
 

คาสมรรถนะของเอนไซม catalase (nmol/min/ml) ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอ

ลิตร) 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72  ชั่วโมง 96  ชั่วโมง 

กลุมควบคุม 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 
 
    แสดงคา Mean ± S.E. (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ    
    แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) 
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4.3 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธสิภาพของมามที่ระยะเวลาตางๆ 
  

การศึกษาจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามในปลานิลที่สมัผัสแคดเมียมความเขมขน 0.1, 
0.5, 1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร  ที่ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงดวยกลองจุลทรรศน
ชนิดแสงธรรมดา โดยศึกษาจุลพยาธิทีเ่กิดขึ้น 3 ลักษณะ คือ Ellipsoildal  tissue  enlargement , 
Melanomacrophage  cell  aggregation และ Vacuolar  degeneration  ซึ่งจะใหเปนคะแนน
เฉลี่ยจาก 0 - 3  (Pirarat et al., 2006) และสังเกตเหน็จุลพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น คอื Edematous 
capillary ที่บริเวณ white pulp ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรระยะเวลา 96 ชั่วโมงอีกดวย  
( รูปที่ 9 – 21 )     

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  จะเพิ่มมากขึ้นเมือ่ระดับความเขมขนของ
แคดเมียมที่ไดรับสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

2. Melanomacrophage  cell  aggregation จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อระดับความเขมขนของ
แคดเมียมที่ไดรับสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตไมมีความแตกตางกันในชวงเวลาการทดลอง 

3. Vacuolar  degeneration  จะเพิ่มมากขึ้นตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่ไดรับ
เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาทีป่ลาสัมผัสกับแคดเมียม  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41

รูปที่ 9 จุลกายวิภาคของเนือ้เยื่อมามจากปลานิล แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ white 
pulp (ลูกศรสีฟา) ซึ่งอยูในเนื้อเยื่อมาม (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 
 

 
 
 
รูปที่ 10 จุลพยาธวิิทยาของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล แสดงถึง red pulp (ลูกศรสีเหลือง) และ 
white pulp (ลูกศรสีฟา) ซึ่งอยูในเนื้อเยื่อมาม (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 11 จุลพยาธิสภาพของมามปลานิลที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Ellipsoildal  tissue  
enlargement (white pulp มีการขยายขนาดเพิ่มข้ึน) กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยือ่มาม (ลูกศร) 
(Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 12 จุลพยาธิสภาพของมามปลานิลที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Ellipsoildal  tissue  
enlargement (white pulp มีการขยายขนาดเพิ่มข้ึน) กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยือ่มาม (ลูกศร) 
(Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 13  แสดงคะแนนแฉลี่ยการเกิดจุลพยาธิสภาพ เกิด Ellipsoildal  tissue  enlargement ใน
มามปลานิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ทีเ่วลาตางๆ 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ    
     แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) (n=3) 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพใหญที่ตางกัน หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
     ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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รูปที่ 14  จุลพยาธิสภาพของมามปลานลิที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Melanomacrophage  
cell aggregation   กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยื่อมาม  (Hematoxylin & Eosin 4X) 
 
 

 
 
 
รูปที่ 15  จุลพยาธิสภาพของมามปลานลิที่ไดรับแคดเมียม แสดงการเกิด Melanomacrophage  
cell aggregation   กระจายทั่วไปในบริเวณเนื้อเยื่อมาม  (Hematoxylin & Eosin 10X) 
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รูปที่ 16  แสดงคะแนนแฉลี่ยการเกิดจุลพยาธิสภาพ เกิด Melanomacrophage cell 
aggregation ในมามปลานลิกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลา
ตางๆ 
     อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติของ   
     แตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดยีวกัน (P<0.05) (n=3) 
    อักษรภาษาอังกฤษตัวพมิพใหญที่ตางกัน หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
     ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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รูปที่ 17   จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด vacuolar  degeneration 
ในไซโทพลาสซึมที่บริเวณ white pulp (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
 
รูปที่ 18   จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด vacuolar  degeneration 
ในไซโทพลาสซึมที่บริเวณ white pulp (ลูกศร)  (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 19  แสดงคะแนนเฉลีย่การเกิดจุลพยาธิสภาพ เกดิ Vacuolar  degeneration ในมามปลา
นิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลาตางๆ 
       อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   
       ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) (n=3) 
      อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพใหญที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิ  
       ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 48

รูปที่ 20    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด Edematous capillary ที่
บริเวณ white pulp และพบการคั่งของเมด็เลือดแดงภายในเสนเลือดฝอย  นอกจากนี้สงัเกตเห็น
การเสื่อมของ endothelial cell รอบๆเสนเลือดฝอยอีกดวย (ลูกศร)  (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 21    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงการเกิด Edematous capillary ที่
บริเวณ white pulp และพบการคั่งของเมด็เลือดแดงภายในเสนเลือดฝอย  นอกจากนี้สงัเกตเห็น
การเสื่อมของ endothelial cell รอบๆเสนเลือดฝอยอีกดวย (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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4.4 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของบเีซลลและ NF- kB (c-Rel)   ตรวจสอบโดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี 
 4.4.1 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของบเีซลลตรวจสอบโดยวธิีอิมมโูน
ฮิสโตเคม ี
 พบวาจํานวนบีเซลลเพิ่มมากขึ้นตามระดบัความเขมขนของแคดเมียมที่ไดรับเมื่อเทยีบกับ
กลุมควบคุมซึง่จะพบในกลุมการทดลองที่ไดรับแคดเมียม 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรและการ
เพิ่มข้ึนของจํานวนบีเซลลสัมพันธกับระยะเวลาที่ไดรับแคดเมียมอีกดวย โดยจะเหน็ไดชัดเจนใน
ชั่วโมงที ่48 เปนตนไป 
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รูปที่ 22  จุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody โดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 
รูปที่ 23  จุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อมามจากปลานิล  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody โดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 24    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานลิ  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  (ลูกศร) (Hematoxylin & Eosin 20X) 
 

 
 

 
รูปที่ 25    จุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อมามจากปลานลิ  แสดงบีเซลล ซึ่งยอมติด IgM antibody 
โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  (ลกูศร) (Hematoxylin & Eosin 100X) 
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รูปที่ 26   แสดงคะแนนเฉลีย่การยอมติดสี Tilapia polyclonal anti- IgM antibody ในมามปลา
นิลกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนตางๆ  ที่เวลาตางๆ 
       อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพเล็กที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
       ของแตละกลุมการทดลองในชวงเวลาเดียวกัน (P<0.05) (n=3) 
      อักษรภาษาอังกฤษตวัพิมพใหญที่ตางกนั หมายถงึ ความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิ  
       ของกลุมการทดลองในแตละชวงเวลา (P<0.05) (n=3) 
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4.4.2  ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงของNF- kB (c-Rel)   ตรวจสอบโดยวิธีอิมมู
โนฮิสโตเคม ี

ไมพบการตอบสนองเกิดขึ้นในมามปลานลิจากพิษของแคดเมียในทกุความเขมขนทีท่ํา
การทดสอบ  

 
 

 



บทที่ 5 
 

อภิปราย  สรปุผลการทดลอง  และขอเสนอแนะ 
 
5.1 พิษของแคดเมียมตอปลานิล 

 
อาการแสดงและอัตราการตายสะสมของปลานลิที่ไดรับแคคเมียมที่ความเขมขน  
0.1 – 10 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 

 
  จากการศึกษาความเปนพษิของแคดเมียมในมามของปลานิลที่ความเขมขน 0.1 – 1 

มิลลิกรัมตอลิตร  เปนเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง  พบวาปลานิลหลังจากไดรับสัมผัสกับ
แคดเมียมที่ระดับความเขมขนสูง จะมีอาการผิดปกติโดยอาการที่สงัเกตพบไดแก ลําตัวสีคล้ําขึน้ 
ครีบหลังแผกางและมีจุดเลอืดออกบริเวณเหงือก นอกจากนี้อัตราการตายสะสมของปลานิลจะมี
มากขึ้นและเกดิขึ้นในเวลาอนัรวดเร็วกวากลุมที่ไดรับสัมผัสกับแคดเมียมในระดับความเขมขนต่าํ 
โดยพบวาเริ่มมีปลาตายหลงัจากไดรับแคดเมียมความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรในชั่วโมงที ่ 48 
และเริ่มมีปลาตายมากขึ้นเมือ่ไดรับแคดเมียมความเขมขน 1 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตรโดยจะ
สังเกตเห็นในชั่วโมงที ่ 24    แสดงวาระดับความเปนพิษของแคดเมียมขึ้นกับปริมาณสารที่ไดรับ 
(dose dependent) จากการทดลองจะเห็นไดวาปลานิลทนตอพิษของแคดเมียมเนื่องจากปลานิล
ที่ไดรับแคดเมียมที่ขนาดความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรมีอัตราการตายสะสมสูงสุดแค 4 ตัว
จาก 24 ตัว ซึง่อาจเปนผลมาจากการปรับตัวตอสภาพสิง่แวดลอมของปลาในตระกูล Cyclid  
teleost  นอกจากนี้ยงัพบวาลักษณะของปลากอนตายจะมีการขับเมือก ซึง่อธิบายไดวาเมื่อเกดิ
ภาวะเครียดในปลาจากการกระตุนของแคดเมียมโดยผาน brain - sympathetic-chromaffin cell 
axis และ  hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis ทําใหมีการกระตุนการ transcription 
ของยีน สงผลใหมีการหลั่งเมือกเพิม่มากขึ้นจาก mucous gland ในเหงือกและผวิหนงั    
 
5.2 ผลของแคดเมียมตอการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) 
 

สภาวะ redox ภายใน cell จําเปนตอ homeostasis ของรางกาย การเกิด reactive  
oxygen species เกนิกวาความสามารถของ cell และระบบ ปองกนัโดย antioxidant  ทาํให เกิด
ภาวะที่เรียกวา oxidative stress หรือ ภาวะเครียดออกซิเดชัน การศกึษาผลของแคดเมียมที่ความ
เขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24, 48,72 และ 96 ชั่วโมงตอการเกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชัน ซึ่งศึกษาจากการเกิด lipid peroxidation และสมรรถนะของเอนไซม SOD และ 
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Catalase พบวาแคดเมียมทําใหเกิด lipid peroxidation เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญโดยดูจาก
ปริมาณของ MDA ซึ่งสิ่งที่เกิดขึ้นสามารถอธิบายไดวาแคดเมียมกอใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 
ซึ่งเปนภาวะทีเ่กิดจากความไมสมดุลของปริมาณอนุมูลอิสระและสารตานอนมุูลอิสระภายในเซลล  
ภาวะดังกลาวจะทาํใหเกิดอนุมูลอิสระข้ึนสงผลใหเกิด peroxidative damage กับสารชีวโมเลกุล
ตางๆ ในรางกาย โดยเฉพาะโมเลกุลของไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) 
ดังนัน้ระดับของ MDA สามารถนาํมาใชเพื่อดูภาวะเครียดออกซิเดชันได ถาปริมาณของ MDA มี
ปริมาณมากแสดงวาผนังเซลลมีการสลายเนื่องมาจากอนุมูลอิสระ การเปลี่ยนแปลงดังกลาวทําให
การทาํงานของรางกายเสียหายเกิดการตายของเซลลได 

  
5.3 ผลของแคดเมียมตอการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธสิภาพของมามปลานิล 
 
 การศึกษาผลของแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 
24, 48,72 และ 96 ชั่วโมง จากการทดสอบพบวาเมื่อ antioxidant  capacity ลดลง พยาธิสภาพที่
เปลี่ยนแปลงชดัเจนทีม่ามโดยสังเกตพยาธสิภาพ 3 ลักษณะคือ 

1. Ellipsoildal  tissue  enlargement  ซึ่งหมายถงึสวนของ white  pulp พบวามกีาร
ขยายขนาดเพิม่ข้ึนอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดย white  pulp จะ
ประกอบดวย lymphocyte, Phagocytic cell และ Antigen presenting  cell ซึ่งทาํ
หนาที่ในระบบภูมิคุมกัน 

2. Melanomacrophage  cell  aggregation   พบวามีการเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนเมื่อ
เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม 

3. Vacuolar  degeneration พบวาเพิ่มข้ึน ซึง่เปน vacuole เกิดจากการสะสมของ
ของเหลวภายในไซโทพลาสซึม  ทําใหมีการบวมเกิดขึ้น 

จะเหน็ไดวาทัง้ Ellipsoildal  tissue  enlargement และ  Melanomacrophage  cell  
aggregation จะเกีย่วของกับเซลลตางๆในระบบภูมิคุมกันของปลาในระบบ innate immunity 
ไดแก เซลล Macrophage  ซึ่งมีหนาทีสํ่าคัญอยางยิง่ตอระบบภูมิคุมกันในปลามากกวาสัตวมี
กระดูกสันหลงัชนิดอืน่ๆ ซึง่ Macrophage จะมีรูปแบบในการจาํตอส่ิงแปลกปลอมโดยเฉพาะจลุ
ชีพซึ่ง หมายถึง Pathogen-associated  molecular  patterns (PAMPs) โดยผาน Toll like 
receptor (TLR) และจากการศึกษาพบวา TLR สามารถกระตุน NF-kB ซึ่งเปน transcription 
factor ไดทําใหมีการหลัง่ cytokine และโมเลกุลตางๆออกมาโดยเกี่ยวของทัง้ภูมิคุมกันไมจาํเพาะ 
(innate immunity) และภูมิคุมกันจาํเพาะ (adaptive immunity) 
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จากการวิจยัครั้งนี้พบการเปลี่ยนแปลงมามในลักษณะทีเ่รียกวา edematous capillary 
ในกลุมการทดลองที่ไดรับแคดเมียมความเขมขนสูงซึง่อาจเปนผลมาจากการที่แคดเมียมเหนีย่วนาํ
ใหเกิด lipid peroxidation มากขึ้นและเกิดจากภาวะการมีของเหลวคั่ง (fluid excess edema) 
เปนผลมาจากความไมสมดลุของแรงซึ่งสงผลใหของเหลวอยูในหลอดเลือดและแรงที่สงผลตอการ
ขับของเหลวออกสูชองวางระหวางเซลลซึง่ภาวะดังกลาวอาจไดแก  การอักเสบ  ความดันกลับของ
หลอดเลือดดํา  การอุดตันของทอน้ําเหลือง  ภาวะคัง่ของเกลือโซเดยีม 
 
5.4 ผลของแคดเมียมตอการเพิม่ขึ้นของ B-cell 

การศึกษาผลของแคดเมียมที่ความเขมขน 0.1, 0.5,1.0 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 
24, 48,72 และ 96 ชั่วโมง จากการทดสอบพบวาปลาทีไ่ดรับแคดเมียมความเขมขนสูง B cell ใน
มามปลานิลเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P< 0.05)  การเพิม่ข้ึนของ B cell เกี่ยวของกับ
หลายๆกลไก เชนผาน Toll like receptor (TLR) ซึ่งเชื่อมโยงทั้งใน innate immunity และ 
adaptive immunity ดังรูปที่ 27  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  27  ความสัมพันธระหวาง Innate immunity และ Adaptive  immunity 
ที่มา : http://research.dfci.harvard.edu/innate/innate.html 
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เนื่องจากมีผูศกึษาวาแคดเมยีมทาํใหเกิดการกระตุน Lipooxygenase ผานทาง CD28 
และ C-Rel Ubiquitination – Cox2 conjugation ในเซลลประสาทของหนูขาว  (Rao et al., 

2003; Figueiredo-Pereira et al., 2002 )  ผูวิจยัจึงเลือกแอนติบอดีตอโปรตีน C-Rel ซึ่ง
บริษัทผูผลิตรายงานวาเปนแอนติบอดีที่มคีวามจาํเพาะในหนูขาวและปลาเทราทเพือ่ทําการ
ทดสอบ  ทัง้นีเ้พราะ c-Rel เปน proto – oncogene coded protein  ซึ่งมีความสาํคัญตอการอยู
รอดของเซลล และการเพิม่จํานวนของ  B cell (Hsia et al., 2002)  
 จากการทดลองครั้งนี้ไมสามารถแปรผลการทดลองพิษของแคดเมียมตอการแสดงออก
ของ NF-kB (c-Rel) โปรตีนในมามปลานิลเนื่องจาก ไมพบการแสดงออกของ NF-kB (c-Rel) 
โปรตีนในมามปลานิล ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการที่แอนติบอดีที่ใชในครั้งนี้ไมมีความจําเพาะตอ 
NF-kB (c-Rel) โปรตีนของปลานิลหรือแอนติบอดีที่ใชในการทดลองนี้ไมเหมาะสมในการทดสอบ
ดวยเทคนิคอมิมูโนฮีสโตเคมี 
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สรุปผลและขอเสนอแนะ 
 

ลักษณะความผิดปกติจากมามปลาที่ไดรับแคดเมียมไดแก Ellipsoidal  tissue  
enlargement ,การรวมกลุมของ Melanomacrophage (macrophage  aggregation), Vacuolar  
degeneration และ Edematous  capillary ซึ่งเปนลักษณะพิเศษของเสนเลือดฝอยใน white 
pulp ที่เกิดพษิ นอกจากนีย้ังพบการเพิ่มข้ึนของบีเซลลและ IgM อยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (P< 
0.05) แตการศึกษาครั้งนี้ไมพบการตอบสนองตอ NF-kB (c-Rel) เกิดขึ้นในปลานิลจากพิษของ
แคดเมียมในทกุความเขมขนที่ทาํการทดสอบ ทั้งนี้อาจมาจากหลายสาเหตุ เชน ความไมจาํเพาะ
ของแอนติบอดหีรือจากความแตกตางระหวางกระบวนการสรางโปรตนีภูมิคุมกนัในปลาชนิดตางๆ
เพื่อสนองตอบตอความเปนพิษของแคดเมียมเปนตน  
              ปลานิลเปนปลาทีม่ีความทนเมือ่เทียบกบัปลาชนิดอืน่ โดยเฉพาะอยางยิ่งมกีลไกในการ
ปรับความเครยีดออสโมซิส  ความทนตออุณหภูมิและภาวะออกซิเจนต่าํ  กระบวนการในการสราง
ภูมิคุมกันในปลาชนิดตางๆมีแอนติเจนอยูใน endosome และ lysozyme ดังนัน้ขั้นตอนการ
เหนีย่วนําใหเกิดและนําเสนอภูมิคุมกันจงึมีความสาํคัญยิ่งในสัตวมีกระดูกสันหลังชัน้ต่ํา เชนปลา
ชนิดตางๆ 
                 การขาดแอนติบอดีตอ c-Rel ของปลานลิยังเปนอุปสรรคตอการทํางานวิจัยในเรื่องนี้
ตอไป  นอกจากนี้พฒันาการดานชีวเคมีในสมองและกายวิภาคของสัตวทดสอบที่เกีย่วของกบั
ระบบภูมิคุมกนัในการสงสญัญาณมายงัอวัยวะตางๆเปนขอมูลซ่ึงจาํเปนตอการพจิารณาวิเคราะห
ความเสีย่งจากอันตรายของสารพิษชนิดตางๆดวย  ดงันั้นผูวิจัยจงึเสนอใหมกีารสนับสนนุการวจิัย
เพื่อหาขอมูลพื้นฐานที่เกี่ยวของกับภูมิคุมกันของปลานลิซึ่งเปนสัตวเศรษฐกิจที่มีอยูอยาง
แพรหลาย  มคีวามสาํคัญในวงจรหวงโซอาหารในระบบนิเวศนเขตรอนเชน แอฟริกา และเอเซยีให
เพิ่มมากขึ้นกวานี ้
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ขอมูลดิบ   
 
ปริมาณ MDA ในมามปลานลิ (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 
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คาสมรรถนะของเอนไซม 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 
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คาสมรรถนะของเอนไซม 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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สถานที่เกิด      นครศรีธรรมราช 
การศึกษา   หลักสูตร วท.บ. (วิทยาศาสตรชีวการแพทย) คณะวทิยาศาสตร    

มหาวิทยาลยัรังสิต  ปการศึกษา 2546 
ที่อยู    บานเลขที่  7 ถนนอรุณประชา  ตาํบลชะอวด 
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