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บทที่ 1

บทนํา

ในปจจุบันมลภาวะที่เกิดกับส่ิงแวดลอมเปนปญหาระดับโลกที่หลายฝายเรงดําเนินการ
แกไขอยางเรงดวน เปนที่ทราบกันดีวาสารเคมีสังเคราะหที่ใชในการกําจัดศัตรูพืชกอใหเกิด
มลภาวะเปนอยางยิ่ง สําหรับประเทศไทยมีการใชสารเคมีปองกันและกําจัดศัตรูพืชในปริมาณมาก
สารกําจัดแมลงเปนสารกลุมหนึ่งในสารปองกันและกําจัดศัตรูพืชที่ตองนําเขาจากตางประเทศ       
ในป พ.ศ. 2538 มีการนําเขาของสารฆาแมลงปริมาณ 10,560 ตัน ซึ่งมีปริมาณสูงกวาป 2537 ถึง
37% (ขอมูลจากกรมวิชาการเกษตร) และมีแนวโนมที่สูงขึ้นเรื่อยๆ สารฆาแมลงที่ใชกันอยาง
แพรหลายมีมากกวา 1,000 ชนิด สารเหลานี้มิไดมีอันตรายตอแมลงเทานั้น แตยังมีผลทั้งทางตรง
และทางออมตอมนุษย สัตวและสิ่งแวดลอม นอกจากนี้การใชสารเคมีฆาแมลงตอเนื่องเปนเวลา
นาน ประสิทธิภาพในการทําลายแมลงศัตรูพืชกลับลดลง เพราะแมลงสามารถพัฒนาสรางความ
ตานทานขึ้นมาได ทําใหเกษตรกรตองเปลี่ยนชนิดของสารเคมีที่ใชฆาแมลงหรือเพิ่มความเขมขน
ใหสูงขึ้น หรือใชบอยครั้งขึ้น ซึ่งมีผลใหเกิดอันตรายตอผูใช ผูบริโภคและสิ่งแวดลอม รวมทั้งเพิ่ม
ตนทุนการผลิต (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541) แนวทางหนึ่งที่จะลดการใชสารเคมี
ทางการเกษตร คือ ใชพืชที่มีคุณสมบัติในการกําจัดศัตรูพืช ซึ่งจากการตรวจสอบเอกสารทางวิชา
การพบวาประเทศไทยมีพรรณพืชหลายชนิดที่มีสมบัติดังกลาว และสะเดาไทยก็เปนหนึ่งในพืชที่มี
สารกําจัดแมลง

สะเดาไทย Azadirachta indica var.siamensis Valeton  จัดอยูในวงศ Meliaceae เปน
พืชสมุนไพรที่มีความสําคัญทางการแพทย และมีสมบัติในการปองกันกําจัดแมลง เปนพืชที่ข้ึน
ทั่วไปในประเทศไทย สามารถนําสวนตางๆมาใชประโยชนได สารอินทรียที่สกัดไดจากสวนตางๆ
ของสะเดา ไดแก ใบ เปลือก ลําตน เนื้อผล และเมล็ด มีมากกวา 60 ชนดิ พบวาสวนของเมล็ด
สะเดามีสารอินทรียอยูมากที่สุด ใบและเมล็ดสะเดาเปนสวนที่ไดรับความสนใจมากในการนําไปใช
เปนยาฆาแมลง ตอมาพบวาสวนของเมล็ดจะออกฤทธิ์ดีที่สุด (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ,
2541) โดยในเมล็ดพบสาร azadirachtin A, azadirachtin B และ 1– tigloyl-3-acetyl
azadirachtol นอกจากนี้ยังพบสาร tertratriterpenoids ตัวอื่น คือ salannin, nimbin และกรด
ไขมันอีกหลายชนิด (อารมณ แสงวนิชย, 2541)
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สารออกฤทธิ์ที่มีผลในการกําจัดศัตรูพืชที่สําคัญ คือ azadirachtin A อยูในเนื้อเมล็ด
(seed kernal) ในสะเดา 3 สายพันธุ พบวา สะเดาอินเดียใหปริมาณสาร azadirachtin A สูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ  (4.7-7.8 มก./กรัม เนื้อในเมล็ด)  สะเดาไทยใหสาร azadirachtin A  0.5-4.6 มก./
กรัม เนื้อในเมล็ด Azadirachtin แยกไดคร้ังแรกจากเมล็ดสะเดาไทยโดย Morgan ในป ค.ศ.1967
ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางโครมาโตกราฟและการตกผลึก ไดเปนผลึกสีขาว มีสูตรโมเลกุล C35H34O16

สาร Azadirachtin มีผลตอแมลงในทุกระยะของแมลง แตระยะตัวหนอนหรือตัวออนจะ
ออนแอที่สุด สาร Azadirachtin มีสูตรโครงสรางคลาย molting hormone (ecdysone) ซึ่งมีผล
ยับยั้งการสรางและการทํางานของฮอรโมน ทําใหหนอนหรือตัวออนไมสามารถลอกคราบได        
สารสกัดสะเดาไมทําใหแมลงตายทันทีเหมือนกับสารฆาแมลงสังเคราะห แตจะเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมหรือขบวนการดํารงชีวิตของแมลง ทําใหแมลงหยุดกินอาหารหรือลดการขยายพันธุ

การใชสารสกัดสะเดาในการปองกันและกําจัดแมลงเริ่มมีการศึกษาอยางจริงจังครั้งแรกใน
ประเทศอินเดียเมื่อปพ.ศ. 2503 และตอมาในป พ.ศ. 2513 ในเยอรมัน และ พ.ศ. 2518 ในสหรัฐ
อเมริกา (Schmutterer, 1980) สารสกัดสะเดามีประสิทธิภาพสูงในการปองกันและกําจัดแมลง
หลายชนิด โดยมีรายงานจาก Schmutterer (1980), Sombatsiri และ Tigavattanont (1984) วา
สารสกัดสะเดาสามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ Coleoptera ได 20 ชนิด แมลงอันดับ
Lepidoptera 25 ชนิด และอันดับ Orthoptera 5 ชนิด นอกจากนั้นยังสามารถปองกันและกําจัด
แมลงในอันดับ Homoptera,Hemiptera และDipteraไดอีกดวย (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนท
และคณะ, 2541)

ถึงแมจะมีการสนับสนนุใหใชสารสกัดสะเดาในการกําจัดศัตรูพืช โดยอางเหตุผลวาความ
ปลอดภัยมากกวาสารเคมีสังเคราะห ในแงที่ความเปนพิษนอยกวา ไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนและสิ่งแวดลอม แตก็มีรายงานถึงพิษและผลกระทบตอส่ิงแวดลอมของสารสะเดาดังตอไปนี้

พิษตอสัตวน้ํามีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบพิษของสารสกัดสะเดาเครื่องหมายการคา 
Margan-O ถึงคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ในปลา rainbow trout เทากับ 8.8 มิลลิลิตร/ลิตร และ
การทดลองในหองปฏิบัติการกับสารสกัดสะเดา AZT-VR-K® พบวาปลาน้ําจืดขนาดเล็กชื่อ
guppies (Lebistes reticulatus) สามารถทนทานความเขมขนไดถึง 1,000 ppm. ในฟลิปปนสมี
รายงานวาน้ํามันสะเดา (neem oil) ไมมีอันตรายตอปลา Misgurus anguillicaudatus สวนการ
ทดสอบพิษในลูกปลานิลOrechromis niloticus ความยาวไมเกิน 4 นิ้ว ดวยสารสะเดา NSKE®,
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น้ํามันสะเดา 50%EC และ Endosulfan 40 และ 80% พบวาปลานิลตาย 100%ใน Endosulfan
ในขณะที่ตาย 20% ใน NSKE® และในปลาคารฟ Cyprinus carpio และปลานิลไดคาความ
เปนพิษของน้ํามันสะเดาที่ 24 ชั่วโมงมีคา LC50 1,124.6 และ  302.7 ppm. ตามลําดับ
(Jacobson, 1995) แตทั้ง น้ํามันสะเดา 50%EC และ NSKE®10% ในระดับความเขมขนต่ํากวา
0.1% กลับไมมีผลตอสัตวที่เปนผูลาอยางคางคก Bufo sp. แตในสหรัฐอเมริกามีรายงานการ
ทดลองใชสารสกัดสะเดา เครื่องหมายการคา Neem Away® กับการเจริญของลูกกบ African
Clawed Frog ที่ความเขมขน 2, 4, 7 ppm. พบวามีการเกิดรูปรางผิดปกติ (malformation) ข้ึน
ในกลุมทดลอง (McCormick, 1999)

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดีย
ตอเลือดของปลานิลOrechromis niloticus โดยใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขนต่ํา
25.07 มิลลิกรัม/ลิตรเปนเวลานาน 7 เดือน พบวาปลากลุมทดลองมีความผิดปกติของเลือด โดยที่
ปริมาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลง บงบอกถึงภาวะของโรคโลหิตจาง
และเกิดความผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเซลลเม็ดเลือดแดง สวนผลทางชวีเคมีของเลือดแสดง
ใหเห็นถึงความผิดปกติของตับและจากรายงานการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับปลา
นิลที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขน 10.41 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 5 เดือน
พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียกอใหเกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อตับ โดยที่ความรุนแรงจะเพิ่ม
มากขึ้นตามระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดา (Janart และ Wattanasirmkit, 1997)และยังมี
รายงานถึงผลตอระบบสืบพันธุของปลานิลโดย Srijunngam และ Wattanasirmkit (1998) เมื่อใช
สารทดสอบชนิดและความเขมขนเดียวกับ Tangtong และ Wattanasirmkit (1998)   พบวาทําให
เกิดความเสียหายตอระบบสืบพันธุของปลานิล โดยไปรบกวนการเจริญของรังไขและทําใหปริมาณ
การวางไขลดลง

Schmutterer (1995) ใหขอสรุปเกี่ยวกับการใชสารสกัดสะเดาวาสารนี้ในปริมาณความ
เขมขนสูงเปนอันตรายตอลูกปลาและปลาขนาดเล็กและยังมีผลลดประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน
ของ Blue green algae จึงควรหลีกเลี่ยงการใชสารสกัดสะเดาใกลแหลงน้ํา

นอกจากนี้ยังมีรายงานความเปนพิษของสะเดาในสัตวปก คือไก Brown hisex อายุ 7-35
วันกินอาหารผสมใบสะเดา 2% และ 5% นาน 2 สัปดาห มีผลทําใหไกกินอาหารไดนอยลง น้ําหนัก
ลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอตับและไต มีอาการของโลหิตจาง ระดับโปรตีนในซีร่ัมลดลง ในขณะที่
ระดับเอนไซม SGOT, Alkaline phosphatase และ Lactic dehydrogenase เพิ่มสูงขึ้น       
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(Larson, 1989)  Sadagopan และคณะ (1981) สรุปวาสะเดาไมเหมาะที่จะใชเปนอาหารไก
เนื่องจากมีผลตออวัยวะภายใน ถึงแมจะใหกินในระดับความเขมขนต่ําเพียง 2.5% ก็ยังทําใหเกิด
ความผิดปกติตอตับ ไต มาม ลําไส และในบางกรณียังมีผลตอหัวใจดวย

สําหรับความเปนพิษตอสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม Jacobson (1995) กลาววาสะเดามีพิษ
ตอสัตวมีกระดูกสันหลังบางชนิด รวมทั้งหนูและคน โดยเฉพาะในเด็ก การที่กินผลสุกของสะเดา
หรือการกินใบออนของสะเดาในอาฟริกา การนําใบสะเดามาชงดื่มแบบใบชาในอินเดีย มีรายงาน
วาถาไดรับในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีอาการคลื่นไส อาเจียน ทองเสีย เด็กออนในมาเลเซียที่
กินน้ํามันสะเดา 5 มิลลิลิตร เกิดอาการอาเจียน มีภาวะโลหิตเปนกรด และยังพบวาน้ํามันสะเดามี
ผลชักนําใหเกิดอาการ Reye’s syndrome นอกจากนี้ยังตรวจพบสาร Aflatoxin B และ G ซึ่งอาจ
มีผลทําใหเกิดมะเร็งตับอีกดวย และมีรายงานวาสารสกัดเมล็ดสะเดาทําใหเกิดการผาเหลาใน
แบคทีเรีย strains TA 98 และ TA 100 Salmonella typhimurium

Akah และ Onuogu (1991) ศึกษาพิษของสารสกัดใบสะเดาที่มีตอตับกระตาย พบวาใน
กระตายที่กินใบสะเดา 2,328 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนเวลา 4 สัปดาห มีอาการผิดปกติ
ที่ตับโดยที่ระดับเอนไซม SGPT SGOT และ ALP เพิ่มสูงขึ้น สอดคลองกับผลทางจุลพยาธิวิทยาที่
พบการตายของเซลลตับ และมีจํานวนทอน้ําดีเพิ่มข้ึน

ถึงแมจะมีรายงานวาสาร Azadirachtin ในสะเดาไมมีผลตอส่ิงแวดลอม ไมมีความเปน
พิษตอแมงมุม ไสเดือนดิน รวมทั้งแมลงที่ชวยผสมเกสร เชน ผ้ึง ผีเสื้อ และ แมงมุม แตจากรายงาน
ของนักวิจัยหลายกลุมช้ีใหเห็นวาสาร Azadirachtin ในสะเดาก็ยังมีพิษหลายอยางตอสัตวน้ําและ
สัตวเลือดอุน โดยเฉพาะการใชสารนี้ใกลแหลงน้ํายอมมีอันตรายตอสัตวน้ํา และในขณะนี้ใน
ประเทศไทยมีการใชสารสกัดสะเดากําจัดศัตรูพืชอยางแพรหลาย และสารสะเดาก็มีโอกาสที่จะลง
ไปในแหลงน้ําธรรมชาติหรือบอเลี้ยงปลา บอเลี้ยงกบ บอเลี้ยงกุง ซึ่งมักอยูในบริเวณเดียวกันใน
แหลงเกษตรกรรม ทําใหเกิดพิษตอสัตวน้ําเหลานี้ทั้งที่อยูในสภาพธรรมชาติและในบอของ
เกษตรกรเอง โดยเฉพาะกบซึ่งเปนสัตวที่คนนิยมบริโภคมาชานาน เปนอาหารโปรตีนที่ในอดีต
สามารถหาไดไมยากเนื่องจากอาหารของกบมีอยูอยางเพียงพอและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของกบ แตในปจจุบันสภาพแวดลอมเปลี่ยนแปลงไปมาก สงผล
ใหปริมาณกบในธรรมชาติลดลง ในขณะที่ความตองการบริโภคกบมีเพิ่มข้ึน ทําใหกบกลายเปน
อาหารที่มีราคาแพง (พงษพันธ อินทราวัฒน, 2539) เนื่องจากกบเปนสัตวที่ผิวหนังบอบบาง มีไขที่
ไมมีเครื่องปองกันอันตราย และกบยังอาศัยอยูทั่วไปทั้งบนบกและในน้ํา ทําใหกบสามารถรับ
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สารพิษไดงาย จึงเปนเสมือนตัวชี้คุณภาพของสิ่งแวดลอม (Netting, 2000) เพราะฉะนั้นกบนาใน
แหลงเกษตรกรรมจึงมีโอกาสไดรับสาร Azadirachtin ในผลิตภัณฑสะเดาที่เกษตรกรนิยมใชใน
ปจจุบัน จึงเกิดความสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย หรือสะเดาไทย111
ซึ่งเปนผลิตภัณฑสะเดาชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมมากที่สุดในประเทศไทยขณะนี้

วัตถุประสงค

1. เพื่อหาคามัธยฐานความเปนพิษอยางเฉียบพลันที่ 96 ชั่วโมงของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มี
ตอกบนา

2. เพื่อศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีตอตับและเลือดของกบนา

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

1. ทราบคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในกบนา เพื่อใชในการ
ศึกษาพิษตกคางที่มีผลตอส่ิงมีชีวิตในแหลงน้ํา

2. ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับและเลือดของกบนาที่ไดรับสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทยความเขมขนต่ํา เปนระยะเวลา 18 สัปดาห เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนใน
การพัฒนาการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมสงผลกระทบ
ตอสัตวน้ําในบริเวณที่ทําการเกษตรแบบผสมผสาน



บทที่ 2

บทสอบสวนเอกสาร

สะเดาไทย

สะเดาไทยเปนพืชยืนตนตระกูลเดียวกับมะฮอกกานี Brummit และคณะ (1993) และ
Lymann(1959) ไดจัดสะเดาไทยอยูใน

Family : Meliaceae
            Genus : Azadirachta

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

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

จากรายงานพันธุไมสกุลสะเดาในประเทศไทย พบวามีชื่อสกุลเดียวกันอยู 3 ชนิด ไดแก
- สะเดาอินเดีย (Azadirachta indica A. Juss)
- สะเดาชางหรือสะเดาเทียม (Azadirachta excelsa Jack)
- สะเดาไทย (Azadirachta indica  var. siamensis Valeton)

เมื่อกลาวถึงสะเดา นักวิทยาศาสตรชาวตางชาติจะหมายถึงสะเดาอินเดีย ชื่อสกุล Azadirachta    
มาจากภาษาเปอรเซียวา Azal-darakht-I-hindi แปลวา ตนไมที่ไมมีแมลงทําลายของอินเดีย
(พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)

ลักษณะทางชีววิทยา

สะเดาไทยเปนไมยืนตนผลัดใบขนาดกลาง ความสูง 15-20 เมตร แตกกิ่งกานที่เรือนยอด
ลําตนตรง เปลือกไมหนาสีเทาและเมื่ออายุมากจะแตกเปนรองตามยาว ใบสีเขียวเขมความยาว
มากที่สุดที่วัดได 45 เซนติเมตร ขอบใบหยักเล็กนอย กานใบสั้น ดอกสีขาวนวล มีกล่ินหอมออนๆ
ออกดอกใน ชวงเดือนธันวาคม- มกราคม ผลของสะดาไทยสุกประมาณเดือนเมษายน-พฤษภาคม
ใบออนและชอดอกของสะเดาไทยสามารถนํามารับประทานเปนผักได (Sombatsiri และคณะ,
1995)
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ตารางที่ 2.1 แสดงการเปรียบเทียบพืชสกุลสะเดาในประเทศไทย

    ขอเปรียบเทียบ    สะเดาไทย สะเดาอินเดีย      สะเดาเทียม
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
1. การเจริญเติบโต ปานกลางและทน โตชาและทนความ โตเร็วและตองการ
    และสภาพภูมิอากาศ ความแหงแลง แหงแลง ชุมชื้น
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
2. แหลงปลูกที่สําคัญ พบทั่วทุกภาคของไทย พบบางจังหวัด เชน พบมากทางภาคใต

(ยกเวนภาคใต) ตั้งแต ชลบุรี สกลนคร ตั้งแตชุมพรลงไป
สุราษฎรธานีลงไป มีการ
ปลูกนอย

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
3. ฤดูออกดอกติดผล ชวงกลางเดือนธันวาคม หมุนเวียนตลอดป ชวงเดือนธันวาคมถึง
    และผลสุก ถึงเมษายนของปถัดไป เมษายนของปถัดไป
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
4. ขนาดเมล็ดและ เมล็ดขนาดปานกลาง เมล็ดขนาดเล็ก เมล็ดโตแตติดผล
    ปริมาณติดผล ผลดก ผลดก ปานกลาง นอย
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
5. สวนที่นํามาใช เมล็ด ใบ เมล็ด ใบ เมล็ด ใบ
    ปองกันกําจัดศัตรูพืช
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
6. ปริมาณสาร ปานกลาง มาก นอย
    Azadirachtin 2-6 มก./ กรัม 3-7 มก./กรัม
    ในเมล็ด เนื้อในเมล็ด เนื้อในเมล็ด
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
7. ลักษณะใบ หยักเปนฟนเลื่อย หยักเปนฟนเลื่อย เรียบไมหยัก

                                                                                (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)
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รูปที่ 2.1 ลักษณะของสะเดาไทย (Azadirachta indica  var. siamensis Valeton)
A. แสดงภาพลําตนสะเดาไทย
B. แสดงเมล็ดสะเดาไทย

สะเดาไทยขึ้นทั่วไปทุกภาคของประเทศไทยทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออก
เฉียงเหนือ และยังพบในประเทศเพื่อนบาน เชน ลาว พมา และทางดานตะวันตกของประเทศ
กัมพูชา ในป 1993 มีการนําสะเดาไทยไปปลูกในออสเตรเลียและฟลอริดาในสหรัฐอเมริกา สะเดา
ไทยสามารถปลูกไดในสภาพอากาศและดินหลากหลาย ข้ึนไดดีในเขตที่ฝนตกตั้งแต 1-1,300
มิลลิเมตร และในสภาพดินที่มีคา pH ตั้งแต 6.2-6.5 แตไมพบในเขตที่ฝนตกชุกหรือที่ระดับความ
สูงตั้งแต 200 เมตร จากระดับน้ําทะเล (Sombatsiri และคณะ, 1995)

A.

B.
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สารออกฤทธิ์ในสะเดาไทย

สารอินทรียที่สกัดไดจากสวนตางๆของสะเดา ไดแก ใบ เปลือก ลําตน เนื้อผล และเมล็ด
มีมากกวา 60 ชนิด พบวาสวนของเมล็ดสะเดามีสารอินทรียอยูมากที่สุด ใบและเมล็ดสะเดาเปน
สวนที่ไดรับความสนใจมากในการนําไปใชเปนยาฆาแมลง ตอมาพบวาสวนของเมล็ดจะออกฤทธิ์
ดีที่สุด สําหรับใบเปนเพียงสารไลแมลงเทานั้น (พงศเทพ อันตะริกานนท และคณะ, 2541)
 โดยในเมล็ดพบสาร azadirachtin A, azadirachtin B และ 1– tigloyl-3-acetyl azadirachtol
นอกจากนี้ยังพบสาร tertratriterpenoids ตัวอื่น คือ salannin, nimbin และกรดไขมันอีกหลาย
ชนิด (อารมณ แสงวนิชย , 2541) สารออกฤทธิ์ตางๆ ถาเปนผลดิบจะพบ salannin มากในเมล็ด

สารออกฤทธิ์ที่มีผลในการกําจัดศัตรูพืชที่สําคัญ คือ azadirachtin A อยูในเนื้อเมล็ด
(seed kernal) ในสะเดา 3 สายพันธุ พบวา สะเดาอินเดียใหปริมาณสาร azadirachtin A สูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ (4.7-7.8 มก./กรัม เนื้อในเมล็ด) สะเดาไทยใหสาร azadirachtin A 0.5-4.6 มก./
กรัม เนื้อในเมล็ด Azadirachtin แยกไดคร้ังแรกจากเมล็ดสะเดาไทยโดย Morgan ในป ค.ศ.1967
ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางโครมาโตการฟและการตกผลึก ไดเปนผลึกสีขาว มีสูตรโมเลกุล C35H34O16

สูตรโครงสรางเเสดงในรูป 2-2 (Kraus, 1995)
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รูปที่ 2.2 แสดงสูตรโครงสรางเคมีของ Azadirachtin
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องคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันสะเดา พบวาสะเดาไทยมีกรดปาลมมิติกสูงสุด
32.8%เปนกรดไขมันอิ่มตัว สวนสะเดาอินเดียและสะเดาชางพบกรดโอลิอิกซึ่งเปนกรดไขมันไม
อ่ิมตัว พบสูงสุด 42.3% และ 43.6% กรดไขมันตัวอื่นพบปริมาณนอยมาก คือ กรดสเตียริก
กรดลิโนลิอิก กรดลิโนลินิก และกรดอแรชิโดนิก (อารมณ แสงวนิชย, 2541)

Azadirachtin เปนสารที่ไมเสถียร สลายตัวไดดวยภาวะตางๆดังนี้
1. ไดรับความรอนเกิน 60 องศาเซียลเซียส
2. แสง
3. กรด
4. ดาง

การอบและเก็บรักษาเมล็ดสะเดาไทย เนื่องจากเมล็ดสะเดาไทยเก็บเกี่ยวไดปละครั้ง โดยทั่วไป
เกษตรกรมักจะนําผลสะเดาไทยมาตากแดดแลวเก็บใสกระสอบไวใชตลอดป ซึ่งทําใหเมล็ดสะเดา
ไทยที่เก็บโดยวิธีดังกลาวมีคุณภาพต่ํา เนื่องจากสาร Azadirachtin สลายตัวอยางรวดเร็วในเมล็ด
ที่มีความชื้นสูงและเก็บในที่อุณหภูมิสูง จากการทดลองของสํานักวิจัยและพัฒนาการผลิตสาร
ธรรมชาติกรมวิชาการเกษตร พบวาวิธีการเก็บรักษาเมล็ดสะเดาไทยที่เหมาะสมที่สุด คือนําเมล็ด
มาอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อทําใหความชื้นในเมล็ดลดลง
เหลือ 11% และมีปริมาณสารออกฤทธิ์ Azadirachtin ในเนื้อเมล็ดมากกวา 2 มิลลิกรัม/น้ําหนัก
แหงของเนื้อในเมล็ด 1 กรัม และเมื่อนําเมล็ดที่เก็บโดยวิธีดังกลาวมาเก็บไวในหองปรับอากาศเปน
เวลา 1 ป พบวาความชื้นในเมล็ดไมเปลี่ยนแปลงและปริมาณสาร Azadirachtin ลดลงเพียง 27%
จากปริมาณเริ่มตน (อารมณ แสงวนิชย, 2541)

กรรมวิธีการสกัดสารออกฤทธิ์ที่ดีที่สุดคือ วิธี Liquid-Liquid extraction แลวนํามาตรวจ
วิเคราะหดวย HPLC (reverse phase) เปน isocractic method ใชคอลัมนชนิด ODS-11 ขนาด
250 x 40mm., 5 µm. มี mobile phase เปนน้ํา: อะซิโตไนไตล (H2O: CH3CN)= 40:60 มี UV
เปน detector ทําการตรวจวัดที่ความถี่คลื่นแสง 214 nm. และสําหรับการผลิตสะเดาชนิดน้ําจาก
เมล็ดสะเดาไทยของโรงงานตนแบบ กรมวิชาการเกษตร เร่ิมจากการนําเมล็ดสะเดาไทยที่อบแหง
มากระเทาะเปลือก แลวนําเนื้อในเมล็ดมาบดละเอียด นําผงสะเดาที่ไดไปสกัดดวยเฮกเซนเพื่อ
สกัดน้ํามันสะเดาออก จะเหลือสวนที่เปนกาก นํากากไปสกัดหาสารออกฤทธิ์ โดยใชเมธานอล
ละลายสารAzadirachtin ออกมา แลวแยกกากสะเดาออกเปนครั้งที่ 2 นําสารสกัดดวยเมธานอล
ไปลดปริมาตรจะไดสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่มีสารออกฤทธิ์ Azadirachtin 0.1-0.8% ขึ้น
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อยูกับคุณภาพของเมล็ดสะเดาไทย หลังจากนั้นนําสารสกัดหยาบไปผสมสารปรุงแตงเพื่อใชในการ
ปองกันและกําจัดศัตรูพืช

เมล็ดในสะเดาบดละเอียด

สกัดดวยเฮกเซน(3 คร้ัง)

กากผงสะเดา สารสกัดสะเดาที่เปนของเหลว
      (น้ํามัน+เฮกเซน)

สกัดดวยเมธานอล 3 คร้ัง นําไประเหยเฮกเซนออก (น้ํามันสะเดา)

สารสกัดที่เปนของเหลว              กากสะเดา

  ระเหยเมธานอลออก

สารสกัดเขมขน ผลิตปุย
           (crude extract)

รูปที่  2.3 แผนภูมิการสกัดสารออกฤทธิ์กําจัดแมลงจากเมล็ดสะเดา

สาร Azadirachtin มีผลตอแมลงในทุกระยะของแมลง แตระยะตัวหนอนหรือตัวออนจะ
ออนแอที่สุด สาร Azadirachtin มีสูตรโครงสรางคลาย molting hormone (ecdysone) ซึ่งมีผล
ยับยั้งการสรางและการทํางานของฮอรโมน ทําใหหนอนหรือตัวออนไมสามารถลอกคราบได สาร
สกัดสะเดาไมทําใหแมลงตายทันทีเหมือนกับสารฆาแมลงสังเคราะห แตจะเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม
หรือขบวนการดํารงชีวิตของแมลง ทําใหแมลงหยุดกินอาหารหรือลดการขยายพันธุ  ผลของสาร
Azadirachtin ที่มีตอแมลงสรุปไดดังนี้ (รัตนาภรณ พรหมศรัทธา, 2543)
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1. ยับยั้งการลอกคราบของหนอนและแมลง โดยไปขัดขวางและยับยั้งการสรางฮอรโมนที่
ใชในการลอกคราบ

2. ยับยั้งการกินอาหาร โดยทําใหการเคลื่อนที่ของระบบกระเพาะอาหารแมลงนอยลงจน
ไมทํางานในที่สุด

3. ยับยั้งการเจริญเติบโตของไข หนอน และดักแด
4. เปนสารไลหนอนและแมลง
5. ยับยั้งการวางไขของตัวเต็มวัย
6. ลดปริมาณไขของแมลง

การใชสารสกัดสะเดาในการปองกันและกําจัดแมลงเริ่มมีการศึกษาอยางจริงจังครั้งแรกใน
ประเทศอินเดียเมื่อปพ.ศ. 2503 และตอมาในป พ.ศ. 2513 ในเยอรมัน และ พ.ศ. 2518 ในสหรฐั
อเมริกา (Schmutterer, 1980) สารสกัดสะเดามีประสิทธิภาพสูงในการปองกันและกําจัดแมลง
หลายชนิด โดยมีรายงานจาก Schmutterer (1980) และ Sombatsiri (1984)  วาสารสกัดสะเดา
สามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ Coleoptera ได 20 ชนิด แมลงอันดับ Lepidoptera 25
ชนิด และอันดับ Orthoptera 5 ชนิด นอกจากนั้นยังสามารถปองกันและกําจัดแมลงในอันดับ
Homoptera, Hemiptera และ Diptera ไดอีกดวย (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนทและคณะ,
2541)

ในประเทศไทยมีการทดสอบใหหนอนกินอาหารที่มีสารสกัดสะเดาความเขมขนตางๆ มีผล
ทําใหหนอนไมสามารถเจริญเติบโตและลอกคราบได สาร Azadirachtin ประมาณ 0.3 ppm.
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอนเจาะกระทูผัก หนอนใยผัก หนอนเจาะสมอฝายได และ
การใชสารสกัดสะเดาฉีดพนบนแปลงผักคะนาและกะหล่ําปลีสัปดาหละครั้ง สามารถปองกันและ
กําจัดหนอนใยผักและหนอน Crociclolomia pavanana  ไดผลดีเทากับการพนสารฆาแมลง
สังเคราะหที่ใชกันทั่วไป โดยมีการทดลองในหลายประเทศ เชน โตโก ฟลิปปนส แคนาดา อินเดีย
และพมา ก็ใหผลเชนเดียวกัน (ขวัญชัย สมบัติศิริ, 2540)

Thapa และ Wongsiri (1997) รายงานถึงความเปนพิษของสะเดาในผึ้งโพรงไทย (Apis
cerana) วาสาร Azadirachtin a (Neemix ® 50 cc./ 20 l) ฉีดพนในอัตราสวน 200 ml/l ตอนาที
ในชวงที่ผึ้งออกหาอาหาร ไมมีผลทําใหผึ้งโพรงตาย แตทําใหพฤติกรรมการหาอาหารของผึ้งลดลง
ประมาณ 2 ชั่วโมง และผึ้งหยุดบินนาน 3-5 ชั่วโมง
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การใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาความเขมขน 5% (W/V) ฉีดพนแปลงถั่วเขียวสัปดาหละ
2 คร้ัง จํานวน 6 คร้ัง ตั้งแตถั่วเขียวเริ่มออกดอก สามารถลดความเสียหายที่เกิดจากการทําลาย
ของหนอนเจาะฝกมารูกา (Maruca testulalis) อยางไดผลจากแปลงทดลอง 4 แปลง พบวาแปลง
ที่พนสารสกัดเมล็ดสะเดามีฝกเสียที่เกิดจากการเจาะทําลายของหนอนเจาะมารูกา 0.7% ในขณะ
ที่แปลงที่ไมไดพนสารสกัดเมล็ดสะเดามีฝกเสียหาย 33.8% ที่ศูนยวิจัยพืชสวนพิจิตร กรมวิชาการ
เกษตร มีการทดลองใชสารสกัดเมล็ดสะเดาบดละเอียดโดยใชน้ําเปนตวัทําละลาย อัตราสวน 1
กิโลกรัม/น้ํา 20 ลิตร เปรียบเทียบกับการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาที่เตรียมในหองปฏิบัติการของกอง
วัตถุมีพิษทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร อัตรา 280 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร ใหผลดีใกลเคียงกัน
ในการปองกันและกําจัดหนอนเจาะสมอฝาย เพลี้ยจักจั่นฝาย และเพลี้ยออนที่ลงทําลายกระเจี๊ยบ
เขียว และไมมีความแตกตางกับการใชสารฆาแมลงสังเคราะหแอมบุชเปอรเซนต EC อัตราสวน 40
มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตรและสารฆาแมลงทามารอน 600 SL อัตรา 40 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร นอกจาก
นี้สารสกัดเมล็ดสะเดายังไมทําลายแมงมุมที่ถือวาเปนตัวห้ําที่คอยทําลายแมลงศัตรูกระเจี๊ยบเขียว
เมื่อเปรียบเทียบกับสารฆาแมลงสังเคราะห ไดมีผูทําการศึกษาการใชสารสกัดสะเดาอัตรา 50
ppm. รวมกับเชื้อ ไวรัสของหนอนเจาะสมอฝาย อัตรา 30 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร และสารไวรัส
Germstar 0.64% อัตรา 10 มิลลิลิตร/น้ํา 20 ลิตร พบวามีประสิทธิภาพดีในการปองกันและกําจัด
หนอนเจาะสมอฝายซึ่งเปนปญหาตอการปลูกกุหลาบในแหลงปลูกขนาดใหญที่จังหวัดนตรปฐม

และยังมีรายงานการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันสะเดาเพื่อปองกันและกําจัดดวงงวง
ขาวโพดในโรงเก็บ โดยการคลุกเมล็ดขาวโพดกับน้ํามันสะเดา อัตรา 10, 15 และ 20 ppm. ตอ
เมล็ดขาวโพด 1 กิโลกรัม พบวาน้ํามันสะเดาทั้ง 3 อัตราสวนสามารถปองกันการเขาทําลายของ
ดวงงวงขาวโพดในโรงเก็บไดนานประมาณ 3 เดือน (อางโดย พงศเทพ อันตะริกานนทและคณะ,
2541)

ปจจุบันมีการสงเสริมใหนําเมล็ดสะเดาไปใชผลิตเปนสารกําจัดศัตรูพืช โดยไมกอใหเกิด
สารพิษตกคางในสิ่งแวดลอมและผูบริโภค (มัณฑนา มิลน, 2543)b ในปพ.ศ. 2535 รัฐบาลไดออก
พระราชบัญญัติวัตถุอันตรายมาใชแทนฉบับเดิม พ.ศ. 2510 ซึ่งตามพ.ร.บ.ฉบับนี้ ไดแบงวัตถุมีพิษ
ทางการเกษตรออกเปน 3 ชนิด
คือ - สารเคมีสังเคราะห

- สารสกัดจากพืช
- สารชีวอินทรีย
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และตามพ.ร.บ.ฉบับนี้ สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย จัดอยูในวัตถุอันตรายประเภทที่ 2 ซึ่งผูนําเขาหรือ
ผูผลิตจะตองระบุสารออกฤทธิ์ที่สําคัญในการปองกันควบคุมศัตรูพืช และตองจดทะเบียนผลิต
ภัณฑกอนวางขายในทองตลาด การจดทะเบียนไดแบงเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้

1. สงตัวอยางสารเพื่อทําการทดลองหาประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดศัตรูพืชใน
สภาพของทองถิ่นรวมทั้งขอมูลทางพิษวิทยา เฉพาะความเปนพิษเฉียบพลันของสาร
ตัวอยาง

2. ยื่นขอมูลพิษกึ่งเรื้อรังและพิษเรื้อรัง ซึ่งไดจากการทดลองใหสัตวกินสารนั้นติดตอกันเปน
เวลา 2 ป รวมทั้งขอมูลพิษตกคาง และผลกระทบตอส่ิงแวดลอม เชน นก ปลา
non-target plant, non-target insect การสลายตัวในดิน น้ํา การดูดซึมและผลตอ
ส่ิงมีชีวิตในดิน

3. การตัดสินอนุญาตใหใชผลิตภัณฑในประเทศไทย โดยการประเมินความเสี่ยง พิจารณา
จากอันตราย อัตราการใช  วิธีการใช จํานวนครั้งที่ใช ผลของสารตกคางในผลผลิตที่
เก็บเกี่ยว รวมทั้งพิจารณาจากขอมูลความเปนพิษ และปริมาณสารที่รางกายไดรับ

แตเนื่องจากประเทศไทยยังไมมีกฎหมายหรือมาตรฐานการขึ้นทะเบียนสารชีวภาพ 
การขึ้นทะเบียนคงใชแนวทางของ FAO ที่ใชขึ้นทะเบียนวัตถุมีพิษอ่ืนๆ จากขอมูลที่ไดจากการ
ทดลองไดแสดงวา ผลิตภัณฑที่สกัดจากเมล็ดสะเดาไทยที่ใชชื่อการคา “สะเดาไทย 111” ไดขึ้น
ทะเบียนเปนผลิตภัณฑที่ใชปองกันกําจัดศัตรูพืชหลายชนิด มีสารออกฤทธิ์ คือ Azadirachtin a ใน
ปริมาณความเขมขน 0.1% ขอมูลทางพิษวิทยาไดชี้ใหเห็นวาไมมีพิษตอสัตวเลือดอุนหรือมนุษยทั้ง
เฉียบพลันและเรื้อรัง ดังนั้นผลิตภัณฑสะเดาไทย 111 จึงเปนผลิตภัณฑสารสกัดจากพืชชนิดแรก
ในประเทศไทยที่ไดขึ้นทะเบียนครบ (มัณฑนา มิลน, 2543)a

จากการสํารวจของกองวัตถุมีพิษ กรมวิชาการเกษตร ในชวงเดือนสิงหาคม 2542-2543
พบวาผลิตภัณฑที่ระบุวาเปนสารสกัดสะเดา จํานวน 10 ชื่อการคา ตรวจพบสารสําคัญ
Azadirachtin เพียง 4 ชื่อการคา ซึ่งสวนใหญมีคาต่ํากวา 0.1% (พรรณีกา อัตตานนท, 2543)

พิษของสะเดา

ถึงแมจะมีการสนับสนุนใหใชสารสกัดสะเดาในการกําจัดศัตรูพืช โดยอางเหตุผลวาความ
ปลอดภัยมากกวาสารเคมีสังเคราะห ในแงที่ความเปนพิษนอยกวา ไมมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนและสิ่งแวดลอม แตก็มีรายงานถึงพิษและผลกระทบตอส่ิงแวดลอมของสารสะเดาดังตอไปนี้
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สาร Azadirachtin ดูดซึมทางรากพืชภายใน 3 ชั่วโมง แลวเคลื่อนยายไปยังลําตนและใบ
ภายใน 3 วัน สามารถตรวจพบสารนี้ตกคางในพืชในเวลา 10 วัน หลังจากพนสาร โดยตรวจพบใน
ราก ลําตน ใบ ในอัตราสวน 8.1, 1.0 และ 2.3 ไมโครกรัม/กรัม น้ําหนักสดของพืช และเมื่อทิ้งระยะ
เวลาหลังพนสาร 50 วัน จะตรวจพบในราก ลําตน ใบ ในอัตราสวน 2.7, 1.0 และ 1.2 ไมโครกรัม/
กรัม ตามลําดับ และตรวจพบสาร Azadirachtin ตกคางในดินประมาณ 25%ของความเขมขนเริ่ม
ตน สาร Azadirachtin หลังจากฉีดพนแลวจะตกคางบนตนพืชไดนาน 7-10 วัน ขึ้นกับชนิดของพืช
และอัตราการใช Azadirachtin ในสูตรผสมที่ใช (อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543)

สวนพิษตอสัตวน้ํามีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบพิษของสารสกัดสะเดาเครื่องหมายการ
คา Margansan-O ถึงคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ในปลา rainbow trout = 8.8 มิลลิลิตร/ลิตร และการ
ทดลองในหองปฏิบัติการกับสารสกัดสะเดา AZT-VR-K® พบวาปลาน้ําจืดขนาดเล็กชื่อ guppies
(Lebistes reticulatus) สามารถทนทานความเขมขนไดถึง 1,000 ppm. ในฟลิปปนสมีรายงานวา
น้ํามันสะเดา ไมมีอันตรายตอปลา Misgurus anguillicaudatus สวนการทดสอบพิษในลูกปลานิล
Orechromis niloticus ความยาวไมเกิน 4 นิ้ว ดวยสารสะเดา NSKE®, น้ํามันสะเดา 50%EC
และ Endosulfan 40% และ 80%W/W พบวาปลานิลตาย 100%ใน Endosulfan ในขณะที่ตาย
20% ใน NSKE® และในปลาคารฟ Cyprinus carpio และปลานิลไดคาความเปนพิษของน้ํามัน
สะเดาที่ 24 ชั่วโมงมีคา LC50 1,124.6 และ  302.7 ppm. ตามลําดับ (Jacobson, 1995) แตทั้งน้ํา
มันสะเดา 50%EC และ NSKE®10% ในระดับความเขมขนต่ํากวา 0.1% กลับไมมีผลตอสัตวที่
เปนผูลาอยางคางคก Bufo sp. แตในสหรัฐอเมริกามีรายงานการทดลองใชสารสกัดสะเดา
เครื่องหมายการคา Neem Away® กับการเจริญของลูกกบ African Clawed Frog ที่ความเขมขน
2, 4, 7 ppm. พบวามีการเกิดรูปรางผิดปกติ (malformation) ข้ึนในกลุมทดลอง (McCormick,
1999)

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดีย
ตอเลือดของปลานิลOrechromis niloticus ศึกษาผลของโดยใชสารสกัดจากเมล็ดสะเดาอินเดีย
ความเขมขนต่ํา 25.07 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 7 เดือน พบวาปลากลุมทดลองมีความ
ผิดปกติของเลือด โดยที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลง บงบอกถึง
ภาวะของโรคโลหิตจาง และเกิดความผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเซลลเมด็เลือดแดง สวนผล
ทางชีวเคมีของเลือดแสดงใหเห็นถึงความผิดปกติของตับจากระดับเอนไซม SGPT ในการทดลอง
เดือนที่ 7 มีคา 1,235.78+167.01IU/I ซึ่งสูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน และ
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จากรายงานการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับปลานิลที่ไดรับสารสกัดเมล็สะเดาอินเดีย
ความเขมขน 10.41 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลานาน 5 เดือน พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียกอให
เกิดความเสียหายตอเนื้อเยื่อตับ โดยที่ความรุนแรงจะเพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาที่ไดรับสารสกัด
เมล็ดสะเดา (Janart และ Wattanasirmkit, 1997) และยังมีรายงานถึงผลตอระบบสืบพันธุของ
ปลานิลโดย Srijanngam และ Wattanasirmkit (1998) เมื่อใชสารทดสอบชนิดและความเขมขน
เดยีวกับ Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) พบวาทําใหเกิดความเสียหายตอระบบสืบพันธุ
ของปลานิล โดยไป รบกวนการเจริญของรังไขและทําใหปริมาณการวางไขลดลง

Schmutterer (1995) ใหขอสรุปเกี่ยวกับการใชสารสกัดสะเดาวาสารนี้ในปริมาณความ
เขมขนสูงเปนอันตรายตอลูกปลาและปลาขนาดเล็ก และยังมีผลลดประสิทธิภาพการตรึง
ไนโตรเจนของ Blue green algae จึงควรหลีกเลี่ยงการใชสารสกัดสะเดาใกลแหลงน้ํา

สําหรับผลในสัตวปก Larson (1989) รายงานถึงผลการทดสอบผลิตภัณฑสารสกัดสะเดา
Morgansan-O ที่มีปริมาณสาร Azadirachtin 3,000 ppm. ซึ่งผลิตโดยบริษัท W.R. Grace Co.
สหรัฐอเมริกา วาการใชสารนี้ผสมในอาหารใหนกกระทากินในระดับความเขมขน 1,000-7,000
ppm. ติดตอกันเปนระยะเวลา 5 วัน และใหเปด Mullard Duck กินอาหารผสม Marganson-O
1-16 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม เปนเวลา 14 วัน ปรากฏวาสัตวทดลองยังมีสภาพปกติ ใน
ขณะที่ Ibrahim และคณะ (1992) รายงานวาการที่ใหไก Brown hisex อายุ 7-35 วันกินอาหาร
ผสมใบสะเดา 2% และ 5% นาน 2 สัปดาห มีผลทําใหไกกินอาหารไดนอยลง น้ําหนักลดลง นอก
จากนี้ยังมีผลตอตับและไต มีอาการของโลหิตจาง ระดับโปรตีนในซีร่ัมลดลง ในขณะที่ระดับ
เอนไซม SGOT, Alkaline phosphatase และ Lactic dehydrogenase เพิ่มสูงขึ้น และยังมีอีก
หลายการทดลองที่สนับสนุนถึงพิษของสะเดาตอสัตวปก เชน Sadagopan และคณะ (1981) สรุป
วาสะเดาไมเหมาะที่จะใชเปนอาหารไก เนื่องจากมีผลตออวัยวะภายใน ถึงแมจะใหกินในระดับ
ความเขมขนต่ําเพียง 2.5% ก็ยังทําใหเกิดความผิดปกติตอตับ ไต มาม ลําไส และในบางกรณียังมี
ผลตอหัวใจดวย

สําหรับความเปนพิษตอสัตวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม Jacobson (1995) กลาววาสะเดามีพิษ
ตอสัตวมีกระดูกสันหลังบางชนิด รวมทั้งหนูและคน โดยเฉพาะในเด็ก การที่กินผลสุกของสะเดา
หรือการกินใบออนของสะเดาในอาฟริกา การนําใบสะเดามาชงดื่มแบบใบชาในอินเดีย มีรายงาน
วาถาไดรับในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีอาการคลื่นไส อาเจียน ทองเสีย เด็กออนในมาเลเซียที่
กินน้ํามันสะเดา 5 มิลลิลิตร เกิดอาการอาเจียน มีภาวะโลหิตเปนกรด และยังพบวาน้ํามันสะเดามี
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ผลชักนําใหเกิดอาการ Reye’s syndrome นอกจากนี้ยังตรวจพบสาร Aflatoxin B และ G ซึ่งอาจ
มีผลทําใหเกิดมะเร็งตับอีกดวย และมีรายงานวาสารสกัดเมล็ดสะเดาทําใหเกิดการผาเหลาใน
แบคทีเรีย strains TA 98 และ TA 100 Salmonella typhimurium

Akah และ Onupgu (1991) ศึกษาพิษของสารสกัดใบสะเดาที่มีตอตับกระตาย พบวาใน
กระตายที่กินใบสะเดา 2,328 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนเวลา 4 สัปดาห มีอาการผิดปกติ
ที่ตับโดยที่ระดับเอนไซม SGPT SGOT และ ALP เพิ่มสูงขึ้น สอดคลองกับผลทางจลุพยาธิวิทยาที่
พบการตายของเซลลตับ และมีจํานวนทอน้ําดีเพิ่มข้ึน

ถึงแมจะมีรายงานวาสาร Azadirachtin ในสะเดาไมมีผลตอส่ิงแวดลอม ไมมีความเปน
พิษตอแมงมุม ไสเดือนดิน รวมทั้งแมลงที่ชวยผสมเกสร เชน ผ้ึง ผีเสื้อ และ แมงมุม แตจากรายงาน
ของนักวิจัยหลายกลุมช้ีใหเห็นวาสาร Azadirachtin ในสะเดาก็ยังมีพิษหลายอยางตอสัตวน้ําและ
สัตวเลือดอุน โดยเฉพาะการใชสารนี้ใกลแหลงน้ํายอมมีอันตรายตอสัตวน้ํา และในขณะนี้ใน
ประเทศไทยมีการใชสารสกัดสะเดากําจัดศัตรูพืชอยางแพรหลาย และสารสะเดาก็มีโอกาสที่จะลง
ไปในแหลงน้ําธรรมชาติหรือบอเลี้ยงปลา บอเลี้ยงกบ บอเลี้ยงกุง ซึ่งมักอยูในบริเวณเดียวกันใน
แหลงเกษตรกรรม ทําใหเกิดพิษตอสัตวน้ําเหลานี้ทั้งที่อยูในสภาพธรรมชาติและในบอของ
เกษตรกรเอง โดยเฉพาะกบซึ่งเปนสัตวที่คนนิยมบริโภคมาชานาน เปนอาหารโปรตีนที่ในอดีต
สามารถหาไดไมยากเนื่องจากอาหารของกบมีอยูอยางเพียงพอและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของกบ แตในปจจุบันสภาพแวดลอมเปลี่ยนแปลงไปมาก สงผล
ใหปริมาณกบในธรรมชาติลดลง ในขณะที่ความตองการบริโภคกบมีเพิ่มข้ึน ทําใหกบกลายเปน
อาหารที่มีราคาแพง (พงษพันธ อินทราวัฒน, 2539) เนื่องจากกบเปนสัตวที่ผิวหนังบอบบาง มีไขที่
ไมมีเครื่องปองกันอันตราย และกบยังอาศัยอยูทั่วไปทั้งบนบกและในน้ํา ทําใหกบสามารถรับสาร
พิษไดงาย จึงเปนเสมือนตัวชี้คุณภาพของสิ่งแวดลอม (Netting, 2000) เพราะฉะนั้นกบนาใน
แหลงเกษตรกรรมจึงมโีอกาสไดรับสาร Azadirachtin ในผลิตภัณฑสะเดาที่เกษตรกรนิยมใชใน
ปจจุบัน จึงเกิดความสนใจที่จะทําการศึกษาผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย หรือสะเดาไทย111
ซึ่งเปนผลิตภัณฑสะเดาชนิดหนึ่งที่ไดรับความนิยมมากที่สุดในประเทศไทยขณะนี้
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กบนา

อนุกรมวิธานของกบนา

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

กบนา Hoplobatrachus rugulosus เปลี่ยนจาก Rana rugulosa มาใชชื่อนี้ตาม
Authority: Dubois, 1992 (Duellman, 1993)

กบนาเปนกบที่พบทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย (Taylor, 1962) เปนกบขนาดกลาง
ผิวดานหลังสีเขียวเขมถึงน้ําตาล มีจุดสีดําอยูทั่วไป ผิวดานทองเรียบสีขาวหรือขาวอมเหลือง ใน
บางตัวมีจุดสีดําหรือเสนสีดําใตคาง ความยาวลําตัววัดจากริมฝปากถึงกน ประมาณ 90–180
มิลลิเมตร นํ้าหนักเมื่อโตเต็มที่ประมาณ 100-350 กรัม หัวสั้นเปนรูปทรงสามเหลี่ยมที่มีสวนสูง
เกือบเทาฐานขาหลังใหญและยาวเปน 1.5 เทาของความยาวลําตัวและยาวเปน 2 เทาของขาหนา
ลูกตากลมคอนขางโตและมีขนาดใหญกวาวงหู (tympanum) เล็กนอย (Isarangkura และคณะ,
1989) การแยกเพศกบที่โตเต็มวัย กบตัวผูจะมีขนาดเล็กกวากบตัวเมียและมีถุงเสียง (vocal sac)
สีดําคล้ําอยูใตคางทั้งสองขางและในชวงฤดูผสมพันธุจะพบแถบสีน้ําตาลหนาทางดานในของนิ้ว
หัวแมมือทั้งสองขางของตัวผูที่ใชยึดตัวเมยีขณะผสมพันธุ สวนตัวเมียมีขนาดใหญกวาตัวผูถึง 2
เทา บริเวณเอวพองโตโดยเฉพาะเวลามีไขแกอยูเต็มทอง และผิวหนังใตคางจะเรียบตลอดไมมี
ถุงเสียง
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รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะภายนอกของกบ (Mattison, 1998)

วงจรชีวิตของกบนา ไขกบที่ไดรับการผสมแลวจะเจริญฟกออกเปนตัวภายในเวลา
ประมาณ 18-28 ชั่วโมง ในสภาพแวดลอมที่เหมาะสม อุณหภูมิ 36-38 องศาเซลเซียส pH 6-6.5
ลูกออดกบที่เพิ่งฟกออกเปนตัวใหมๆมีลําตัวแบน ยาวประมาณ 3-4 มิลลิเมตร การเปลี่ยนแปลง
รูปราง (metamorphosis) จะเริ่มต้ังแตลูกออดกบอายุได 20 วัน จนกลายเปนตัวสําเร็จภายในชวง
อายุ 28-36 วัน กบโตเต็มวัยและเริ่มผสมพันธุเมื่อตัวผูอายุประมาณ 6 เดือน และตัวเมียอายุ
ประมาณ 18 เดือน (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2530) สวนอัตราการเจริญเติบโต เมื่อกบอายุ
ประมาณ 4-5 เดือนจะมีขนาดตามที่ตลาดตองการ คือตัวเมียหนักประมาณ 200-400 กรัม ตัวผู
หนักประมาณ 100-200 กรัม อัตราการเจริญเติบโตของกบจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆจนถึงเดือน
พฤศจิกายนโดยประมาณ เพราะหลังจากนั้นเมื่อเขาสูฤดูหนาวกบจะลดการกินอาหารทําให
น้ําหนักลดลง (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2527) สําหรับโครโมโซมของกบนาเปน 2n=36
(วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล และคณะ, 2540)
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รูปที่ 2.5 แสดงวงจรชีวิตของกบนา (ผุสตี ปริยานนท และคณะ, 2530)
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จํานวนประชากรของกบสามารถใชเปนตัววัดคุณภาพของสิ่งแวดลอมได โดยมีผูกลาววา
กบเปรียบเสมือนมาตรวัดสุขภาพของโลกตามลักษณะตอไปนี้ คือกบเปนสัตวที่สัมผัสกับส่ิงแวด
ลอมอยางใกลชิด เพราะขณะเปนตัวออนอาศัยอยูทั้งในน้ํานิ่งและน้ําไหล กินพวกสาหราย สัตวน้ํา
ขนาดเล็ก เมื่อโตเต็มวัยกินแมลงและสัตวขนาดเล็กเปนอาหาร มีผิวหนังที่บอบบาง เนื่องจากตอง
ใชผิวหนังในการหายใจ ไขกบไมมีเปลือกแข็งและเครื่องปองกันอันตราย จึงสัมผัสกับส่ิงแวดลอม
ไดโดยตรง (Wake, 1991; Blaustein and Wake, 1995; Miloradov และคณะ, 1996 ; Netting,
2000)         ดังนั้นในการศึกษาพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในครั้งนี้จึงเลือกกบเปนสัตว
ทดลอง โดยที่เร่ิมทดลองในลูกออดกบอายุ 2 สัปดาห และศึกษาผลกึ่งเรื้อรังเปนเวลานาน 18
สัปดาห อวัยวะที่ศึกษาผลกึ่งเรื้อรังที่เกิดจากสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเลือกใชตับและเลือดเปน
เปาหมายของการเกิดพยาธิสภาพเพราะจากการศึกษาของนักวิจัยสวนใหญที่ศึกษาพิษวิทยาจะ
มุงศึกษาความผิดปกติที่เกิดกับตับและเลือดเนื่องจากตับมีหนาที่สําคัญในการกําจัดและเปลี่ยน
แปลงโครงสรางของสารพิษที่ดูดซึมเขามาในทางเดินอาหาร กอนที่จะผานไปสูกระแสเลือดและ
กระจายไปยังสวนตางๆของรางกาย ทําใหตับกบเปนอวัยวะที่จะสะสมสารพิษที่เขาไปในรางกาย
กบไดในปริมาณสูง เพราะสารพิษหลายชนิดสามารถสะสมในไขมันในเซลลตับกบ (Miloradov
และคณะ, 1996) Pesonen (1997) กลาววาเซลลตับของสัตวน้ําหลายชนิดเหมาะที่จะใชเปนตัว
อยางในการศึกษาพิษวิทยาและ xenobiotic metabolism ซึ่งมีความจําเปนเกี่ยวกับมลพิษทางน้ํา
ในปจจุบัน

โดยทั่วไปในรางกายสัตวจะมีขบวนการเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับเขาไป (xenobiotics)       
ใหเปนสารที่เปนอันตรายตอรางกายนอยลง ตลอดจนเปลี่ยนใหอยูในรูปที่ขับถายออกจากรางกาย
ไดรวดเร็วขึ้น ถาสารถูกเปลี่ยนไปเปนสารที่มีพิษนอยลงหรือมีอันตรายนอยลง เรียกขบวนการที่
เกิดวา Detoxification แตถาถูกเปลี่ยนไปเปนสารที่มีพิษมากขึ้นหรือมีอันตรายตอรางกายมากขึ้น
เรียกขบวนการที่เกิดวา Lethal synthesis ปฏิกิริยาในขบวนการเปลี่ยนแปลงสารพิษสวนใหญเกิด
ขึ้นที่ตับ(อาจเกิดเล็กนอยที่สมอง ไต ผนังลําไสเล็ก และในเลือด) (มาลินี ลิ้มโภคา, 2523) หลังจาก
ที่สารพิษเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตับแลว สารที่เกิดขึ้นจะมีการขับถายออกจากรางกายโดยผานทาง
น้ําดี หรือขับถายทางปสสาวะโดยตรง (มาลินี ล้ิมโภคา, 2527)
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รูปที่ 2.6 แผนภาพแสดงขบวนการดูดซึม การกระจายตัวและการขับถายสารพิษออกจากรางกาย
                                                         (มาลินี ลิ้มโภคา, 2527 ; Klaassen และคณะ, 1991)

เขาทางปาก สูดดม

ปอด

ตับ

น้ําดี

ฉีด เขาทางผิวหนัง

ไต ปอด

หลอดลม

ตอม

ลมหายใจ ของเสีย

กระเพาะปสสาวะ

ปสสาวะ

น้ําหลอเล้ียง ไขมัน

อวัยวะ

เนื้อเยื่อ

เลือดและน้ําเหลือง

ทางเดินอาหาร

อุจจาระ



24

ตับ (Liver)

ตับเปนอวัยวะที่สําคัญอยางหนึ่งในรางกาย ตับทําหนาที่สําคัญหลายอยาง เชน เปนตอม
มีทอ (exocrine gland) สรางน้ําดี ซึ่งจะหลั่งตามทอสูลําไสเล็ก ตับมีหนาที่เกี่ยวกับการสะสม
อาหารพวกคารโบไฮเดรท เพื่อสลายสูกระแสเลือดในยามที่รางกายตองการ และยังสะสมอาหาร
อ่ืนไมวาจะเปนไขมัน โปรตีน รวมทั้งวิตามินไวในเซลลตับอีกดวย นอกจากนี้ตับยังเปนแหลงสลาย
และกําจัดสารพิษออกจากเลือดโดยไมมีเซลลพิเศษทําหนาที่เฉพาะเหมือนตับออน (Copenhaver
และ Johanson, 1958)

ตับกบอยูดานหนาสุดในชองทอง อยูติดกับผนังกั้นระหวางชองอกกับชองทอง
(transverse septum) ตับกบมีลักษณะเปนพูสีเหลืองอมน้ําตาล ตอนทายของพูขางซายแยกออก
เปน 2 สวน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ถานับจํานวนพูของตับกบจะได 3 พูหรือมากกวา (Ecker,
1889) ตับรับเลือดจาก 2 แหลง คือ hepatic artery และ hepatic portal vein ซึ่งนําเลือดจาก
กระเพาะอาหาร ลําไส ตับออน และมาม โดยเลือดจะถูกลําเลียงจาก interlobular branches ของ
hepatic artery และ hepatic artery เขามาในชองไซนูซอยดของตับที่แตกแขนงเปน capillary
network (Andrew และ Hickmann, 1974) ดังนั้นสิ่งที่ถูกสงมากับเลือดที่มีทั้งสารอาหารและ
สิ่งปนเปอน รวมทั้งสารพิษที่กบไดรับจากสิ่งแวดลอม จะแพรผานเยื่อหุมเซลลผนังหลอดเลือด
ชองไซนูซอยดเขาสูเซลลตับตอไป

เซลลตับ (liver cell หรือ hepatocyte) ของกบมีขนาดใหญ รูปรางหลายเหลี่ยม มี
นิวเคลียสรูปรางกลมซึ่งปกติมี 1 อัน แตบางกรณีอาจพบ 2 นิวเคลียส โดยที่นิวเคลียสจะถูกไขมัน
สะสมภายในเซลลดันใหไปอยูบริเวณขอบเซลล การจัดเรียงตัวของเซลลตับกบไมเห็นเปนแนวรัศมี
ที่เปนระเบียบเหมือนในคนหรือสัตวชั้นสูงอื่น สวนสีภายในเซลลตับกบจะแตกตางกันออกไปตาม
จํานวนเม็ดสี (pigment) ภายในเซลลตับซึ่งขึ้นอยูกับชวงอายุและสุขภาพของกบ (Ecker, 1889;
Andrew และ Hickmann, 1974) เซลลตับกบเรียงตัวเปน 2 ชั้น ไมมี lobular อยางแทจริงซึ่งคลาย
กับตับปลาดุกดานและตับปลาชอน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ระหวางเซลลตบัจะพบชองวาง
ระหวางเซลล เรียกวา ชองไซนูซอยด (sinusoid) กระจายอยางไมเปนระเบียบ ที่ขั้วตับมีเสนเลือด
hepatic vein ออกจากตับสวนหนาทะลุผาน transverse septum ไปยังหัวใจบริเวณ sinus
venosus ในกบนาไมวาจะเปนระยะลูกออดหรือตัวเต็มวัยไมพบ exocrine pancreas ที่อยูรอบ
hepatic portal vein ในตับ  (สุภาพร อารีกิจ, 2540) เหมือนกับตับของปลา channel catfish
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(Grizzle และ Roger, 1976) ปลา striped bass (Groman, 1982)และปลาอีกหลายชนิดที่ศึกษา
โดย Hibiya (1982)

พยาธิสภาพของตับที่ไดรับอันตราย

ลักษณะของตับที่ผิดปกติเมื่อดูจากภายนอกขนาดของตับจะใหญกวาปกติ ซึ่งพิจารณาได
จากคา %Relative liver weight (%อัตราสวนระหวางน้ําหนักตับ/น้ําหนักตัว) ยกเวนกรณีที่ตับเปน
โรคเรื้อรังขนาดของตับจะเล็กลง นอกจากนี้รูปรางขอบตับที่ปกติปลายแหลมจะกลายเปนปลาย
มน (Schmidt และ Hubbard, 1987) สวนผิวดานนอกจะมีการสรางตุม (nodules) จํานวนเซลล
ตับปกติจะลดลง มีการสะสมของไขมันที่ผิดปกติคืออาจมากขึ้นหรือลดนอยลง มีการสราง fibrous
connective tissue แทรกภายในเนื้อเยื่อตับ (Hill, 1989)  Braunbeck (1993) สนับสนุนการ
ศึกษาเรื่องสารพิษดวยการพิจารณาจากองคประกอบภายใน cytoplasm ของเซลลตับ โดยใชตับ
ปลา rainbow troutในการศึกษา สวนการตายของเซลลตับมีลักษณะตางๆดังนี้ การตายเปนหยอม
เล็กๆ (focal necrosis) หรือมีการตายของเซลลตับเปนกลุมใหญ (confluent necrosis) ซึ่งการ
ตายมักเกิดรอบๆเสนเลือดภายในตับ (periportal area) (สนั่น รังรักษศิรวร และคณะ, 2528)

มีผูรายงานลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลลตับสัตวชนิดตางๆไวดังนี้ Kasai และคณะ
(1990) ทดลองในหนูที่มีความผิดปกติทางพนัธุกรรม mutant rat strain LEC ที่มียีนของอาการตับ
อักเสบ มาศึกษาพบวาเมื่อหนูเหลานี้อายุ 20 สัปดาหจะเริ่มมีอาการของตับอักเสบ โดยที่ระดับ
เอนไซม SGPT และ SGPT สูงขึ้นรวมกับอาการผิดปกติของตับ คือเซลลตับมีขนาดใหญข้ึน
นิวเคลียสขนาดใหญและมีรูปรางผิดปกติ การจัดเรียงตัวของเซลลตับใน hepatic lobules ผิดปกติ
จํานวน kupffer cells เพิ่มข้ึนและมีการตายของเซลลตับเปนหยอมๆ (spotty necrosis) Honrubia
และคณะ (1993) ศึกษาผลเรื้อรังของยาฆาแมลงพวกคารบาเมต ชื่อการคา ZZ-Aphox® ในลูก
ออดกบ Rana perezi โดยใชความเขมขน 0.02 และ 0.14%เปนเวลานาน 9 สัปดาห พบวาการ
สะสมไขมันภายในเซลลตับลดลงเนื่องจากการลดระดับของ NADH จึงมีผลให cytoplasm ภายใน
เซลลวางและยอมติดสีนอยลง ชองไซนูซอยดขยายตัวและการจัดเรียงตัวของเซลลตับผิดปกติ
Helge และคณะ (1995) รายงานถึงผลการศึกษา Ultrastructure และปฏิกริยาชีวเคมีที่เกิดกับ
เซลลตับปลาrainbow trout ตัวผูที่ไดรับ endosulfan และ disulfoton ซึ่งมีคา LC50 = 50 mg/l
ของ endosulfan และ 20 µm/l ของ disulfoton และทําใหภายในเซลลตับเกิดการบวมพองของ
RER ลดการสะสมของไกลโคเจน และมีการเพิ่มจํานวนของไมโตคอนเดรียและไลโซโซม
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สวนผลทางชีวเคมีพบวาเกิดความผิดปกติของระดับเอนไซมหลายชนิด และจากรายงานของ
Sakulku  และ Wattanasirmkit (1998) เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับ
ปลานิลที่ไดรับสารสกัดจากใบถอบแถบน้ําเปนระยะเวลานาน 5 เดือน พบวาทําใหตับเกิด
hydropic swelling, vacuolation, เกิด fatty acid degenerate ของเซลลตับ มีการแทรกตัวของ
มาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ พบการตายของเซลลตับ และมี fibrosis นอกจากนี้การศึกษาจากกลอง
จุลทรรศน    อิเลคตรอน ยังพบการขยายตัวและการหดตัวของไมโตคอนเดรีย การหักของทอเอน
โดพลาสมิก การเปลี่ยนสภาพของทอเอนโดพลาสมิกจาก RER เปน SER และการเพิ่มจํานวนของ
2๐lysosome ซึ่งรายงานดังกลาวสอดคลองกับรายงานการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับปลานิลที่ได
รับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียที่ศึกษาโดย Janart และ Wattanasirmkit (1997)

การศึกษาพิษของคลอโรฟอรม (CHCl3) และคารบอนเตตระคลอไรด (CCl4) ที่มีตอ
primary culture  ของเซลลตับปลา rainbow trout พบวา CCl4  มีผลทําลายเซลลตับไดรุนแรงกวา
CHCl3  ถึง5 เทา ซึ่งเชื่อวาเกิดจากการที่ CCl4 สรางอนุมูลอิสระ (free radical) ออกมาทําลายเซลล
ตับ (Rabergh และคณะ, 1997)  Faverney และคณะ (2001) รายงานวา แคดเมียมมีผลทําให
เกิด apoptosis และ genotoxicity ในตับปลา rainbow trout

เลือดกบ

ระบบหมุนเวียนเลือดกบเปนระบบปด (closed circulatory system) เชนเดียวกับคน
ประกอบดวย หัวใจ เลือด เสนเลือด และระบบน้ําเหลือง

เลือดกบประกอบดวย
1. น้ําเลือด (plasma) เปนของเหลวสีเหลืองใส มีสภาพเปนเบสออนๆ (Ecker, 1889)
2. เม็ดเลือด (corpuscle หรือ blood cell) ประกอบดวย

2.1 เม็ดเลือดแดง (erythrocyte หรือ red blood cell) รูปรางกลมรี ขนาดประมาณ 22 x 15
ไมครอน มีนิวเคลียสรูปไขขนาด 20 x 10 ไมครอน อยูกลางเซลล องคประกอบภายใน
นิวเคลียสจะรวมกันอยูแนนเห็นเปนสีน้ําเงินเขม สวนไซโตพลาสซึมติดสีชมพูออน เมื่อ
ยอมดวยสี Wright & Giemsa (สุภาพร อารีกิจ, 2540)

เม็ดเลือดแดงชวงตัวออนสรางจากมามแตในชวงตัวเต็มวัยสรางจากไขกระดูก
(Duellman และ Trueb, 1994) โดยเม็ดเลือดแดงมีอายุประมาณ 100 วัน ปจจัยตางๆ
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เชน อุณหภูมิ เพศและสุขภาพ ลวนมีผลตอจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงของกบ กบตัวผูจะ
มีจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวากบตัวเมีย (Noble, 1931) เหมือนในปลาคารฟ
อินเดีย (Labeo rahita) ที่ศึกษาโดย Siddigui และ Naseem (1979) ภายในเซลล
เม็ดเลือดเเดงมีฮีโมโกลบินซึ่งทําหนาที่ลําเลียงออกซิเจนไปยังเนื้อเยื่อตางๆทั่วรางกาย

2.2 เม็ดเลือดขาว (leucocyte หรือ white blood cell) ทําหนาที่ทําลายเชื้อโรคและสิ่งแปลก
ปลอม เม็ดเลือดขาวมีจํานวนนอยกวาเม็ดเลือดแดง จํานวนเม็ดเลือดขาว:เม็ดเลือดแดง
ในกบ = 1:20 – 70  (Duellman และ Trueb, 1994)  เม็ดเลือดขาวมีหลายชนิด แตละ
ชนิดมีรูปรางและลักษณะแตกตางกันไป ลักษณะของเม็ดเลือดขาวกบเมื่อยอมดวยสี
Giemsa เปนดังนี้ (รูปที่ 4.27)
- lymphocyte เปนเม็ดเลือดขาวชนิดที่ไมมีแกรนูลในไซโตพลาสซึม (agranulocyte)

พบทั้งขนาดเล็กตั้งแต 6 ไมครอน และขนาดใหญ 11 ไมครอน มีนิวเคลียสเกือบเต็ม
เซลลติดสีมวงอมน้ําเงิน ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินออน สามารถสราง
pseudopodium มาจับส่ิงแปลกปลอม

-  monocyte เปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญที่สุด ขนาดประมาณ 12 ไมครอน รูปราง
คอนขางกลม นิวเคลียสติดสีมวงและมักอยูคอนไปดานใดดานหนึ่งของเซลล
ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินจาง ภายในมี vacuole เห็นไดชัดเจน ทําหนาที่ทําลาย
สิ่งแปลกปลอมโดยวิธี phagocytosis เมื่อ monocyte เคลื่อนที่ออกจากเสนเลือด
มายังเนื้อเยื่อ จะเรียกวา macrophage

- neutrophil เปนเม็ดเลือดขาวชนิดที่มีแกรนูลละเอียดภายในไซโตพลาสซึม
(granulocyte)  มีลักษณะเหมือน neutrophil ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม พบเม็ด
เลือดขาวชนิดนี้มากเปนอันดับ 2 รองจาก lymphocyte สําหรับ neutrophil ที่เจริญ
เต็มที่มีขนาดประมาณ 9 – 13 ไมครอน ไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงินหรือชมพูจาง ภาย
ในเห็นเม็ดแกรนูลละเอียด นิวเคลียสมีรูปรางหลายพูติดสีน้ําเงินแดง ทําหนาที่
เกี่ยวกับการอักเสบ แตไมพบลักษณะการทํางานแบบ phagocytosis ที่แนนอน
(Ellis, 1977)

- eosinophil เปนเม็ดเลือดขาวรูปรางกลม ขนาด 6–10 ไมครอน มีแกรนูลหยาบ
ลักษณะกลมขนาดเทาๆกันติดสีสมอยูภายในไซโตพลาสซึม มีนิวเคลียสเปน 2 พู ติด
สีน้ําเงินเขม ทําหนาที่กําจัดพิษของโปรตีนแปลกปลอม (foreign protein) ทําลาย
antigen-antibody complex ละลายกอนเลือดที่แข็งตัวและทําลาย parasite ที่เขา
มาในรางกาย (Leake, 1975)
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- basophil เปนเม็ดเลือดขาวที่มีรูปรางกลม ขนาด 8 – 12 ไมครอน มีนิวเคลียสเปนพู
ติดสีน้ําเงินเขม ที่มักถูกบังโดยแกรนูลในไซโตพลาสซึมซึ่งมีลักษณะหยาบและขนาด
ไมเทากันติดสีมวงเขมหรือสีน้ําเงินเขม ทําหนาที่เกี่ยวกับอาการแพตางๆ (Leake,
1975)

เม็ดเลือดขาวพวกที่มีแกรนูลสรางจากตับและไต และมีบางชนิดสรางจากมาม (Duellman และ
Trueb, 1994) สวน lymphocyte นอกจากจะสรางจากมาม ไต และไขกระดูกแลว ยังเชื่อวา
ตอมไทมสัเปนแหลงสราง lymphocyte ทั้งชนิด T และ  B cell (Ellis, 1977)

3. เกร็ดเลือด หรือ แผนเลือด (thrombocyte) มีรูปรางคลายกระสวย ไมมีสี มีนิวเคลียสมีรูปไขหรือ
คอนขางกลมติดสีน้ําเงินเขม ไซโตพลาสซึมติดสีชมพูจางๆ ขนาดประมาณ 7x5 – 11x5
ไมครอน มีหนาที่เกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด

เนื่องจากกบเปนสัตวเลือดเย็นอุณหภูมิภายในรางกายต่ํากวาสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม จึง
สามารถนําออกซิเจนไดดีกวาสัตวเลี้ยงลกูดวยน้ํานม เนื่องจากออกซิเจนสามารถละลายไดดีที่
อุณหภูมิต่ํา (Noble, 1931) และยังพบวาประสิทธิภาพการนําออกซิเจนในลูกออดสูงกวากบตัว
เต็มวัยเมื่อศึกษาในสภาพแวดลอมที่เปนน้ําและมีปริมาณออกซิเจนต่ํา (Duellman และ Trueb,
1994) เนื่องจากเม็ดเลือดแดงของลูกออดกับกบเต็มวัยมีความแตกตางกัน จากรายงานของ
Kalashikova (1992) ซึ่งศึกษา Kupffer cell ในกบที่เก็บรวบรวมในชวง metamorphosis ในภาวะ
ที่เม็ดเลือดแดงระยะตัวออนถูกแทนที่ดวยเม็ดเลือดแดงระยะตัวเต็มวัย พบวาชวงดังกลาว kupffer
cell มีขนาดใหญภายในเต็มไปดวย เม็ดเลอืดแดงที่เสื่อมสภาพ นอกจากนี้ยังพบแกรนูลของ
melanin ใน kupffer cell ซึ่งเชื่อวา pigment เหลานี้สรางมาจากสวนที่ถูกทําลายของเม็ดเลือด
แดง

ความผิดปกติเกี่ยวกับเลือด

โดยทั่วไปการศึกษาทางโลหิตวิทยา จะพิจารณาเกี่ยวกับคา hemoglobin hematocrit
จํานวนเม็ดเลือดแดง จํานวนเม็ดเลือดขาว และการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (Blaxhall และ
Daisley, 1973 ; Christensen และคณะ, 1978) ทางพยาธิวิทยากําหนดวาจํานวนเม็ดเลือดขาวที่
เพิ่มมากกวาระดับปกติ แสดงถึงอาการผิดปกติหรือเกิดโรคขึ้น (พรเทพ เทียนสิวากุล, 2544) แตก็
มีบางกรณีที่พบเปนสวนนอยที่จํานวนเม็ดเลือดขาวลดลง (Copenhaver, 1958)
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รายงานเกี่ยวกับความผิดปกติที่ศึกษาทางโลหิตวิทยามีหลายกรณี เชน รายงานการศึกษา
sublethal level ของแคดเมียมที่มีผลตอการสรางเม็ดเลือดขาวในปลาทอง (Carassius auratus)
ที่ไดรับแคดเมียมในปริมาณ 90, 270 และ 445 ไมโครกรัม/ลิตร เปนเวลา 9 สัปดาห พบวามีการ
ลดลงของปริมาณเม็ดเลือดขาวทั้งหมด โดยจํานวน lymphocyte และ thrombocyte ลดลง ใน
ขณะที่จํานวน neutrophil eosinophil และ basophil เพิ่มข้ึน (Murad และ Houston, 1988)

สวนรายงานจากคณะของ Cyriac และคณะ (1989) ที่ศึกษาผลระยะสั้นของทองแดงและ
ปรอท ที่มีตอhemoglobin และ hematocrit ของปลา Oreochromis mossambicus (Peter) พบ
วาหลังจากที่ปลาไดรับสาร 2 ชนิดนี้ จะทําใหปลามีการสรางเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึนเพื่อชวยในการ
ลําเลียงออกซิเจน โดยพิจารณจากคา hematocrit และ hemoglobin ที่เพิ่มข้ึน และยังมีรายงาน
จากคณะของ Dutta และคณะ (1992) จากอินเดียที่ศึกษาผลของยาฆาแมลงพวก Malathion ที่มี
ตอสภาวะทางโลหิตวิทยาของปลาดุกอินเดีย Herteropneustes fossilis (Bloch) พบวาในปลาดุก
ที่ไดรับ Malathion ความเขมขน 11.676 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลาตั้งแต 24–72 ชั่วโมง มีจํานวน
เม็ดเลือดแดง และhemoglobin ลดลง ในขณะที่จํานวนเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน

Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) รายงานถึงความผิดปกติของเลือดปลานิล
Oreochromis niloticus ที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาอินเดียความเขมขน 25.07 มิลลิกรัม/ลิตร
เปนเวลา 7 เดือน พบวาเกิดความผิดปกติทางสัณฐานของเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดแดงในกระแส
เลือดมีการแบงตัว สวนเม็ดเลือดขาวโมโนไซตมีนิวเคลียสขนาดขยายใหญ

ตัวชี้บอกความเสียหายของตับ (Marker of hepatocyte necrosis)

เอนไซม SGOT และเอนไซม SGPT

อาการผิดปกติของตับยังสามารถวัดไดจาก activity ของเอนไซม aminotransferase
2 ชนิด คือ aspartate aminotransferase (AST) หรือ glutamic oxaloacetic transminase
(SGOT) และ alanine aminotransferase (ALT) หรือ glutamic pyruvic transminase (SGPT)
ซึ่งเปนสิ่งที่ใชมากที่สุดในการวินิจฉัยโรคตับ นอกจากนี้ยังเปนคาที่บอกถึงประสิทธิภาพการทํางาน
ของตับ รวมทั้งการคืนสูสภาพปกติของตับดวย
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เอนไซม SGOT และ SGPT เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับ intracellular metabolism ของตับ
โดยทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกริยาการเปลี่ยน α-keto group ของ aspartate และ alanine ไปเปน
α-keto group ของ ketoglutaric acid ซึ่งผลที่ไดคือ oxaloacetate และ pyruvate (ตามลําดับ)
และตอจากนั้น oxaloacetate และ pyruvate จะเกิด oxidation โดย NADH กลายเปน malate
และ lactate ดังสมการ

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

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

จึงสามารถตรวจสอบไดโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ของ malate และ
lactate ที่เกิดขึ้น (Price และ Stevens, 1999)

เอนไซม SGOT และ SGPT จะสรางมากจากเซลลตับเวลาที่เซลลตับถูกทําลายหรือเกิด
necrosis แลวปลอยออกสูกระแสเลือด ดังนั้นการวัด activity ของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ในเลือดจึง
เปนการชี้ใหเห็นถึงสภาพตับที่ถูกทําลาย โดยที่อัตราสวนของเอนไซมทั้ง 2 จะแตกตางกันตาม
สภาพการถูกทําลายของตับ และการลดระดับลงของ เอนไซม SGOT และ SGPTในเลือดก็เปนตัว
ชี้ใหเห็นถงึการกลับคืนสูสภาพปกติของตับ (Zakim และ Boyer, 1982)



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

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

transminase (SGPT)
                                                        (Zakim และ Boyer, 1982)
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เตตระคลอไรด พบวาระดับเอนไซม SGPT เพิ่มสูงขึ้น ซึ่งเกิดรวมกับการที่ตับถูกทําลายอยางเฉียบ
พลันทั้งที่เปนสวนของเซลลตับ ชองไซนูซอยด พรอมกับมีการสรางไฟบรินขึ้นภายในตับ สวน
Chakraborty และ Benerjee (1989) ศึกษาเอนไซมในเลือดของปลาดุก air-breathing catfish
(Heteropneustus fossilis) ที่ไดรับสารพิษจากพืช Saponific plant toxicant ซึ่งมีผลทําลายเม็ด
เลือดแดง และทําใหระดับเอนไซม SGOT และ SGPT เพิ่มข้ึน ในขณะที่ไกลโคเจนในตับและ
โปรตีนในกลามเนื้อลดลง

Rahmann และคณะ (1990) ศึกษาความผิดปกติของเลือดและตบัในไกเล็กฮอรนขาว ที่
ไดรับ isocarp ซึ่งใชเปนยาฆาแมลง พบวาทั้งไกตัวผูและตัวเมียที่กินสาร isocarp ความเขมขน 75
, 112.5 และ 150 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ทุกวันเปนเวลา 21 วัน จะมีระดับ hemoglobin
hematocrit และระดับโปรตีนในเลือดลดลง รวมทั้งคาเอนไซม SGPT ลดลง ในขณะที่ระดับกลูโคส
คาเอนไซมSGOT และ SAP (serum acid phosphatase) เพิ่มข้ึน และจาก Raje และคณะ
(1990) ที่ศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของ Lavastatin กับ acetaminophen ในหนู mice โดยใหกิน
Lavastatin ผสมกับน้ํามันขาวโพด 30 มิลลิกรัม/น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม วันละ 3 มื้อเปนเวลา 13
สัปดาหและให acetaminophen 0.75%W/V       ในน้ําดื่มเปนเวลา 13 สัปดาห ผลปรากฎวา
ระดับเอนไซม SGPT (ALT) สูงขึ้นทั้งในหนูตัวผูและตัวเมีย สวนผลการตรวจเนื้อเยื่อตับพบวาเซลล
ตับบวม  นอกจากนี้การศึกษาถึงผลของยารักษาวัณโรคคือ isoniazid และ rifampicin ในคนไขที่
ไดรับยานานตั้งแต 3-6 เดือน  พบวาคนไขสวนใหญจะมีระดับเอนไซมในตับ คือ SGOT และ
SGPT เพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงพิษของยาที่มีตอตับ (Krishnawamy และคณะ, 1991)

Skrzypinska-Gawrysiak และคณะ (1991) ทําการทดลองฉีดคลอโรฟอรม 1/8 ถึง 1 สวน
ของ lethal dose เขาชองทองของหนู (mice) พบวาระดับเอนไซม SGPTสูงขึ้น แสดงใหเห็นถึง
ความเสียหายของตับที่เกิดจากการทําลายของอนุมูลอิสระ (free radical) ที่มาจากคลอโรฟอรม
สวน El-Massry และคณะ(1991) ศึกษาผลของ Vanillin ที่มีตอขบวนการ     เมตาบอลิซึมในสัตว
ทดลองโดยใชหนูขาว (albino rat)  พบวาหลังจากหนูไดรับสารนาน 9 สัปดาห มีการลดลงของ
ระดับไขมันทั้งไตรกลีเซอไรดและคลอเลสเตอรอล ในขณะที่การทํางานของตับและไตเพิ่มข้ึน โดย
พิจารณาจากผลของระดับ SGOT, SGPT และ acid phosphatase ที่เพิ่มข้ึน



บทที่ 3

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง

3.1 วัสดุอุปกรณ

3.1.1 สัตวทดลอง

ใชพันธุกบนา Hoplobatrachus rugulosus Weighmann จากฟารมกบของคุณ
มนตรี คุณสมพร คําพร อําเภอวังนอย จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

นําลูกออดกบอายุ 1 สัปดาหมาอนุบาลในบอขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.30 เมตร
ความจุ 500 ลิตรเลี้ยงเพื่อใหปรับตัวเปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นทําการคัดกบที่มีความ
สมบูรณแข็งแรงและมีขนาดใกลเคียงกัน สุมตัวอยางนําไปเลี้ยงเพื่อทําการทดลองตอไป
ลูกออดกบที่เร่ิมตนการทดลองมีอาย ุ 2 สัปดาห ความยาวเฉลี่ย 3 เซนติเมตร

รูปที่ 3.1  ลูกออดกบนาอายุ 2 สัปดาห



3.1.2 อาหารสัตวทดลอง

ใชอาหารกบชนิดเม็ดสําเร็จรูปเครื่องหมายการคา ไฮเกร็ด ซึ่งมีโปรตีนไมต่ํากวา
40% และไขมันไมเกิน 20%

3.1.3 สารทดลอง

ใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย Azadirachta indica var.siamensis Valenton  ที่มี
ชื่อทางการคาวา “สะเดาไทย111” จากบริษัท ผลิตภัณฑสะเดาไทย จํากัด ซึ่งอยูในรูปสาร
ละลายเขมขนและระบุสารสําคัญคือ Azadirachtin 0.1%

รูปที่ 3.2  สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือสะเดาไทย111 ชนิดน้ําเขมขน

3.1.4 อุปกรณตางๆ อยูในภาคผนวก ก.
3.1.5 สารเคมีตางๆ  อยูในภาคผนวก ข.
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3.2 วิธีดําเนินการทดลอง

3.2.1 การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
หรือสะเดาไทย111

เพื่อกําหนดคามัธยฐานความเปนพิษอยางเฉียบพลันหรือ LC 50ที่ 96 ชั่วโมง
(50% lethal concentration at 96 hours) โดยใชวิธี Static acute toxicity test และ
วิเคราะหหาคา LC 50 ดวยโปรแกรมโปรบิต (Probit analysis)(Finney,1971)

เตรียมสารละลายสะเดาไทย 111 ความเขมขนตางๆที่ตองการ คือ 1,000, 500,
100, 10, 1, 1.0 และ 0.01 ppm. โดยนําผลิตภัณฑสะเดาไทย 111 จากขวดที่อยูในรูป
สารละลายเขมขน มาผสมน้ํากลั่นแลวเจือจางดวยสัดสวนตางๆ จนไดความเขมขนที่
ตองการ

ทดลองในโหลแกวกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นิ้ว สูง 14 นิ้ว ความจุ 12
ลิตร โดยเติมน้ําหรือสารละลายสะเดาไทย 111ปริมาตร 10 ลิตร จากนั้นนําลูกออดกบ
อายุ 2 สัปดาหที่เตรียมไวมาแบงออกเปน 2 กลุมคือ กลุมควบคุมและกลุมทดลอง แลว
ดําเนินการทดลองหา Range-finding test และ Definite test ดังนี้

Range-finding test

ทําการทดลองหาชวงความเขมขนของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีผลทําใหกบ
ตายมากและนอยกวา 50% โดยกําหนดความเขมขนของสารสกัดเปน 7 ระดับ คือ
0.01,0.1 ,1, 10, 100, 500 และ1,000 ppm. ตามลําดับ ทําการทดลอง 3 ซ้ําของแตละ
ความเขมขน และใชสัตวทดลองซ้ําละ 10 ตัว เพื่อนับจํานวนกบที่ตายภายในเวลา 24, 48,
72 และ 96 ชั่วโมง

Definitive test

นําผลการทดลองจากการทดสอบขอ 1 คอืชวงระดับความเขมขน 100 และ 500
ppm.      มาทําการทดสอบตอโดยกําหนดคาความเขมขนใหละเอียดขึ้นจํานวน 7 ระดับ
คือ 150, 200, 250, 300, 350, 400 และ 500 ppm. ตามลําดับ ทําการทดลอง 3 ซ้ําๆละ
10 ตัว นับจํานวนกบที่ตายในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงตามลําดับ จากนั้นนํา
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ขอมูลที่ไดมาวิเคราะหหาคา LC 50 ที่ 96 ชั่วโมงโดยใช โปรแกรมโปรบิต (Probit analysis)
(Finney,1971)

3.2.2 การหาคา Application factor (AF) นําคา LC 50 ที่ไดมาคํานวณ
หาคา Application factor (AF) เพื่อกําหนดความเขมขนในการทดลองหาคาความเปน
พิษที่ระดับความเขมขนต่ําเปนเวลานาน  18 สัปดาห (long-term level toxicity test) ใน
ขั้นตอนตอไป โดยการคํานวณจากสูตรดังนี้

AF = MATC/ LC 50 96 hours

MATC = คาความเปนพิษสูงสุดของสารพิษที่ยอมรับได
คา MATC ไดจากการประมาณโดยมีชวงอยูระหวางความเขมขน 2 ระดับ คือ
NOEC = คาความเขมขนสูงสุดที่ไมมีผลตอการตายของสัตวทดลอง กับ
LOEC = คาความเขมขนสูงสุดที่มีผลตอการตายของสัตวทดลองนอยที่สุด

3.2.3 การทดลองเพื่อศึกษาผลกึ่งเรื้อรังของสารสกัดเมล็ดสะเดา
ไทยที่มีผลตอเลือดและตับกบนาภายหลังไดรับสารในระดับความเขมขนต่ําเปน
ระยะเวลา 18 สัปดาห

ขั้นตอนการดําเนินการ
ทําการทดลองโดยใชกบอายุ 2 สัปดาห แบงออกเปนกลุมทดลองและ

กลุมควบคุม โดยทดลองกลุมละ 3 ซ้ําๆละ 200 ตัว กลุมทดลองเลี้ยงในน้ําที่มีสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทยความเขมขน  46.66 ppm.

การเลี้ยงกบในชวงอายุ 2 สัปดาหถึง 1 เดือน เลี้ยงในบอพลาสติกความจุ
500 ลิตร ใสน้ําปริมาตร 30 ลิตร ทําการเปลี่ยนถายน้ําทุกวัน สวนการเลี้ยงกบตั้งแตชวง
อายุ 1 เดือนขึ้นไป เลี้ยงในบอปูนขนาด 40x 70x70 ลูกบาศกเซนติเมตร ใสน้ํา 4 ลิตร ทํา
การเปลี่ยนถายน้ําทุกวันจนกบอายุครบ 5 เดือน
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สุมเก็บตัวอยางกบทุกกลุมๆละ 10 ตัว ในระยะเวลาทุก4 สัปดาห เร่ิมต้ัง
แตใหสารจนครบ 6 สัปดาห นํามาชั่งน้ําหนักตัวและน้ําหนักตับ ดูลักษณะภายนอกของ
ตับ ศึกษา% Relative liver weight เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติโดยใช t-test

3.3 วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อตับเพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน

   วิธีการเตรียมสไลดเนื้อเยื่อตับโดยวิธีพาราฟน และยอมสี H&E
1. นําชิ้นเนื้อตับขนาด 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร มาดองในน้ํายา

10%    buffer formalin เปนเวลา 24 ชั่วโมง
2. แชชิ้นเนื้อตับใน ethyl alcohol เปอรเซนตตางๆเพื่อดึงน้ําออก

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

3. แชชิ้นเนื้อใน xylene 1 ชั่วโมง
4. นํามาแชในสารละลาย xylene + wax ที่ละลายในอัตราสวน 1:1

เปนเวลา 30 นาที ภายในตูอบอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง

5. ฝงชิ้นเนื้อลงใน paraplast
6. นําชิ้นเนื้อที่ฝงใน paraplast มาตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบ

rotary microtome ตัดหนา 5 ไมโครเมตร และติดบนแผนสไลด

วิธีการยอมสี Haematoxylin และ Eosin

1. นําสไลดที่มีเนื้อเยื่อแชใน xylene 2 คร้ังๆละ 5 นาที
2. แชในแอลกอฮอลเปอรเซนตตางๆ จาก 100% n-butanol, 95% ,

90% และ 70% ethanol ตามลําดับ เปนเวลา 3 นาที ทุกขั้นตอน
3. นําสไลดที่มีเนื้อเยื่อมายอมดวยสี haematoxylin นาน 12 นาที

แลวจึง differeniate ในสารละลายที่ประกอบดวย 70% ethyl
alcohol + 2-3 หยด HCl (conc.) นาน 1 วินาที

4. ลางดวยน้ําประปา 10 นาที จนเห็นนิวเคลียสติดสีน้ําเงินเขม
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5. นํามาทําการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวย 70% , 90% ethyl
alcohol ข้ันตอนละ 3 นาที

6. ยอมดวยสี eosin นาน 2 วินาที แลวลางสีสวนที่เกินออกดวย
95% ethyl alcohol นาน 2 วินาที

7. ดึงน้ําออกโดยแชใน  n-butanol
8. แชสไลดใน xylene 2 คร้ังๆละ 8 นาที แลว mount ดวย canada

balsum

3.4 การเก็บตัวอยางเลือด

เมื่อใหสารครบ 10 สัปดาห เร่ิมเก็บตัวอยางเลือด โดยสุมตัวอยางกบทุก                 
4 สัปดาห โดยเก็บตัวอยางกลุมละ 8-10 ตัวทุกกลุม การเก็บตัวอยางเลือดทําโดยวิธีเจาะ
เลือดจากหัวใจ (cardiac puncture) เลือดจากแตละตัวอยางจะแบงออกเปน 2 สวน

สวนที่ 1 ผสมกับ EDTA ปองกันการแข็งตัวของเลือด แลวนําไปตรวจหาคาเม็ด
เลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) หาจํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน นับจํานวนเม็ด
เลือดขาว และแยกชนิดเม็ดเลือดขาว

สวนที่ 2 ปลอยใหเลือดแข็งตัว เพื่อแยกสวนซีร่ัมไปตรวจวิเคราะหทางชีวเคมีหา
ระดับเอนไซม 2 ชนิด คือ SGOT และ SGPT

วิธีการตรวจทางโลหิตวิทยา

การวัดคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(Packed cell volume or Hematocrit)

โดยวิธี microhematocrit (Benjamin, 1981)(อางโดย อัจฉริยา ไศลสูต, 2536)ใช
capillary  tubes (75มม.x 1.0 มม.) บรรจุเลือดประมาณ ¾ ของหลอด แลวกดปลาย
หลอดดานที่มีเลือดลงไปในดินน้ํามัน นําไปปนในเครื่องปนพิเศษ 10,000-13,000 รอบ/
นาที  เปนเวลา 5 นาที แลวนํามาอานคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน นําคาที่ไดมาคํานวณหาสิ่ง
ตอไปนี้ ไดแก

จํานวนเม็ดเลือดแดง = คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน / 6   x 10 6    เซลล/มม.3

คาฮีโมโกลบิน           = คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน / 3               กรัมเปอรเซนต
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การวัดจํานวนเม็ดเลือดขาว

โดยใชน้ํายาสูตร Herrick’s solution (Campbell,1992) ดูดเลือดจากตัวอยางที่
เก็บมาเขา leucocyte-diluting pipette ใหถึงขีด 0.1 เช็ดเลือดที่ติดดานนอก pipette
ออกใหหมด แลวดูดน้ํายาขึ้นมาจนถึงขีด 11 เขยา pipette ประมาณ 2-4 นาที แลวหยด
น้ํายา 2-3 หยดแรกทิ้งไปเพื่อขจัดสวนที่ไมมีเม็ดเลือดออกใหหมด  แลวนําน้ําเจือจางเลือด
จาก pipette ใสใน counting chamber  เพื่อนํามานับจํานวนเม็ดเลือดขาวดวยกลอง
จุลทรรศน  แลวนําคาที่ไดมาคํานวณ

จํานวนเม็ดเลือดขาว = จํานวนเม็ดเลือดขาวที่นับได  x 110 เซลล/ มม.3

การนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาว

โดยการสเมียรเลือด และแชใน methanol 1-2 นาที ทิ้งไวใหแหง แลวยอมดวยสี
Giemsa ที่เจือจางในฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.2 นาน 10 นาที ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร
ตามดวยน้ํา แลวทิ้งไวใหแหงตามวิธีของ Humason (1979) แลวจึงนํามาศึกษาดวย
กลองจุลทรรศนเพื่อแยกชนิดเม็ดเลือดขาวและศึกษาลักษณะของเม็ดเลือด

การตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGOT และ SGPT

วิธีการตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGOT
1. ดูดสารละลาย SGOT substrate 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองแลวอุนที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
2. เติมซีร่ัม 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน อุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 1  ชั่วโมง
3. เติม phenylhydrazine 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ

หอง 20 นาที
4. เติม 0.4 N NaOH 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5

นาที
5. นําไปอานคาการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  โดยใชน้ํา

เปน blank แลวตั้งคาเปน 0
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6. พิจารณาคา SGOT activity จาก Calibration curve

วิธีการตรวจวิเคราะหคาเอนไซม SGPT
1.   ดูดสารละลาย SGPT substrate 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองแลวอุนที่

อุณหภูมิ 37     องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที
2. เติมซีร่ัม 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน อุนที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30

นาที
3. เติม phenylhydrazine 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ

หอง 20 นาที
4. เติม 0.4N NaOH 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5

นาที
5. นําไปอานคาการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยใชน้ําเปน

blank แลวตั้งคาเปน 0
6. พิจารณาคา SGPT activity จาก Calibration curve

3.5 การวิเคราะหผล

1. วิเคราะหขอมูลคาความเปนพิษเฉียบพลันที่ 96 ชั่วโมง โดยใชโปรแกรม
Probit analysis (Finney,1971)

2. วิเคราะหและเปรียบเทียบคาทางสถิติของ% Relative liver weight ระหวาง
กลุมทดลองกับกลุมควบคุมโดยใช T-test

3. วิเคราะหผลการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับกบที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ด สะเดาไทย ตั้งแตสัปดาหที่ 6 ถึง สัปดาหที่ 18 ภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบใชแสงพรอมกับบันทึกผลและถายภาพ

4. วิเคราะหและเปรียบเทียบคาทางสถิติของเลือด (Blood parameter) ไดแก
คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน จํานวนเม็ดเลือดแดง คาฮีโมโกลบิน จํานวนและ
ชนิดเม็ดเลือดขาว คาเอนไซม SGOT  SGPTในเลือดระหวางกลุมทดลองกับ
กลุมควบคุมโดยใช T-test



บทที่ 4

ผลการทดลอง

ผลการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน Acute toxicity test

ผลจากการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยตอกบอายุ
2 สัปดาหในเวลา 96 ชั่วโมง และวิเคราะหจากโปรแกรม Probit analysis ปรากฎวาไดคา LC 50   ที่
24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง เทากับ 353.73, 329.08, 315.87 และ 298.26 ppm. ตามลําดับ
ดังแสดงในตารางที่ 4.1และรูปที่ 4.1 สวนเปอรเซนตการอยูรอดของกบนาเมื่อไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทยความเขมขนตางๆ ในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง แสดงในรูปที่ 4.2 และจาก
การสังเกตอาการของกบที่ไดรับพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย พบวามีอาการทุรน
ทุราย ขึ้นมาหายใจถี่บริเวณผิวน้ํา เสียการทรงตัวและตายในที่สุด

ตารางที่ 4.1 แสดงคาความเปนพิษเฉียบพลัน LC50 ของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ที่มีผลตอการตายของกบนา

คาพิสัยของ LC50เวลา
(ชั่วโมง)

LC50

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

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

รูปที่ 4.1 กราฟแสดงคาความเปนพิษเฉียบพลัน LC 50 ของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
           หรือสะเดาไทย 111 ตอกบนา

probit analysis
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงเปอรเซนตการอยูรอดของกบนากับคาความเขมขน (ppm.) ของสารสกัด
เมล็ดสะเดาไทย ในชวงเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง
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ผลการคํานวณหาคา Application factor (AF)

เมื่อนําคา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง ซึ่งมีคาเทากับ 298.26 ppm. มาคํานวณหาคา Application
factor (AF) เพื่อกําหนดคาความเขมขนที่จะนําไปใชทดลองความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดา
ไทยเปนระยะเวลานาน 18 สัปดาห จากกสูตร

AF = MATC/ LC50

คา MATC หมายถึงคาความเขมขนสูงสุดของสารพิษที่ยอมรับได มีคาอยูระหวางความ
เขมขน 2 ระดับ คือ NOEC และ LOEC จากผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม Probit analysis
( ตารางที่ ค-4 ในภาคผนวก ค) พบวา LOEC เปนคาความเขมขนสูงสุดที่สังเกตพบการตายของ
กบนอยที่สุด คือคา LC1 มีคาเทากับ 121.12 ppm.

หมายเหตุ: LC 1 หมายถึง ความเขมขนที่ทําใหสิ่งมีชีวิตตาย 1% หรือ ตาย 1 ตัวจากทั้ง
หมด 100 ตัว
ดังนั้น  MATC= LOEC = LC 1 = 121.12 ppm.

AF = MATC / LC 50

     =  LC1 /  LC 50

     =  121.12 / 298.26
     =  0.41

จะไดคาความเขมขนที่จะนําไปใชในการทดสอบพิษแบบกึ่งเรื้อรัง
     =  AF x  LC 1
     =  0.41 x  121.12
     =  49.66 ppm.
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ผลการศึกษาตับกบหลังจากไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยแบบกึ่งเรื้อรัง

จากผลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm.
แบบกึ่งเรื้อรัง เปนระยะเวลานาน 18 สัปดาห ปรากฎวากบในแตละชวงเวลาที่เก็บตัวอยางทุก
4 สัปดาหมีการเปลี่ยนแปลงของตับและเอนไซมSGOT และ SGPT ที่เปนตัวบงชี้คุณภาพตับ เมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุมดังนี้

ลักษณะภายนอกของตับ

ตับกบปกติมีขนาดใหญอยูดานหนาสุดของชองทอง แยกเปนพูมีสีตั้งแตน้ําตาลอมเหลือง
ถึงน้ําตาลแดง ตอนทายของพูจะแยกเปน 2 สวน ทําใหเห็นตับมีจํานวนพูตั้งแต 3 หรือ 4 พู ผิวดาน
นอกเรียบเปนมัน สวนตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66
ppm. พบวาในตับกบบางตัวจะมีสีซีดขาวหรือดําคล้ําดางเปนหยอมๆ รวมทั้งมีตุมที่ผิวดานนอก
ของตับ ซึ่งลักษณะดังกลาวพบในกบกลุมทดลองบางตัวที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา
ตั้งแต10 ถึง 18สัปดาห

ผลของคา%ความสัมพันธระหวางน้ําหนักตับกับน้ําหนักตัว (% Relative liver weight
หรือ % R)

คา % R ของกบกลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 6, 14,10 และ 18 สัปดาห มีคา
เฉลี่ย  3.72 + 0.26, 4.43 +  0.30, 5.74+ 0.32 และ 8.0 + 0.61 ตามลําดับ สวนกบในกลุม
ทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.มีคาเฉลี่ย %R 3.90+0.21,
6.11+0.18, 6.97+0.31 และ 6.69+0.31 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.2)  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคา
เฉลี่ย%R ระหวางกบในกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใชสถิติ T-test ปรากฎ
วามีความแตกตางโดยกบในกลุมทดลองเปนเวลา 10 สัปดาห และ 14 สัปดาห มีคา %R สูงกวา
กลุมควบคุม สวนกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 18 สัปดาห มีคา %Rต่ํา
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p <0.05) (รูปที่ 4.3 )(ตาราง
ที่ ง-1 ในภาคผนวก ง)
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ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ในเลือด

ระดับเอนไซม SGOT (IU/l) ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10, 14 และ18
สัปดาห มีคาเฉลี่ย  1530+18.9, 319.20+86.12 และ 551.0+142.69 ตามลําดับ สวนในกบกลุม
ทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.มีคาเฉลี่ยของระดับเอนไซม
SGOT(IU/l) 1213.33+109.13,1809.27+174.82 และ 1258.75+196.30 ตามลําดับ และระดับ
เอนไซม SGPT (IU/l)  ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10,14 และ18 สัปดาห มีคา
เฉลี่ย  280.5+2.08, 157.6+12.27 และ 127.90+21.52 ตามลําดับ สวนในกบกลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.ในชวงเวลาเดียวกันมีคาเฉลี่ยของระดับ
เอนไซม SGPTในเลือด 468.54+41.78, 571.93+109.14 และ 258.08+41.09 ตามลําดับ (ตาราง
4.3) จากการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ยโดยใช T-test พบวาระดับเอนไซม
SGOT ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาหมีคาสูงกวาในกบนากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน และมีคาเอนไซม SGPTของกลุมทดลองเปนเวลา10 ถึง 18 สัปดาหมีคาสูง
กวากบนากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน  โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (p <0.05) (รูปที่ 4.4 - 4.5)

ผลของเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย

จากการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm. เปน
เวลานาน 18 สัปดาห ปรากฏวามีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับเลือดกบนาในดานตางๆดังนี้

จํานวนเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit)

ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 10, 14 และ 18 สัปดาหมีคาเฉลี่ยจํานวน
เม็ดเลือดแดง (x 10 6 cell/mm 3) 3.8+0.27, 4.24+0.29 และ 6.2+0.49 ตามลําดับ สวนในกบ
นากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.ในชวงเวลาเดียวกันมีคา
เฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดแดง 4.9+0.23, 6.15+0.23 และ 6.42+0.28 ตามลําดับ

คาฮีโมโกลบิน(กรัม%)ในกบนากลุมควบคุมมีคาเฉลี่ย 7.51+0.51, 8.38+0.65 และ
11.79+0.98 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองมีคาเฉลี่ยคาฮีโมโกลบิน 9.47+0.46,
11.56+0.42 และ 12.34+0.55
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คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(%)ในกบนากลุมควบคุมมีคา 23.5+1.67, 24.3+2.02 และ
34.1+2.75 ตามลําดับ  สวนคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน(%)ในกบนากลุมทดลองมีคาเปน 27.67
+1.37,33.67+1.09 และ 35.88+1.60 ตามลําดับ (ตาราง 4.4) เมื่อนําคาเฉลี่ยเหลานี้มาเปรียบ
เทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใช T-
test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความ
เขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 10 สัปดาห และ 14 สัปดาห มีจํานวนเม็ดเลือดแดง และฮีโมโกลบิน
สูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน สวนคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกลุมทดลองมีคาสูงกวา
กลุมควบคุมในสัปดาหที่ 14 โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p < 0.05) สวนกบที่
ทําการทดลองเปนเวลา 18 สัปดาหคาเหลานี้ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(รูปที่ 4.6 – 4.8)

จํานวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด

จํานวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด(x 102 cell/mm3)ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปน
เวลา10, 14 และ18 สัปดาห มีคาเฉลี่ย 72.26+5.21, 148.37+38.0 และ 81.0+34.24 ตามลําดับ
สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. ในชวงเวลา
เดียวกันมีคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาว 148.57+10.87, 158.14+8.93 และ 195.80+18.64
ตามลําดับ (ตาราง 4.4) ซึ่งเมื่อใช T-test เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุม
กับกลุมทดลอง จะพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในกลุมทดลองเปนเวลา
10 และ 18 สัปดาห มีจํานวนเม็ดเลือดขาวสูงกวากลุมควบคุม (รูปที่ 4.9และรูปที่ 4.26)

เปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิด

เปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิดไดแก %lymphocyte, monocyte, neutrophil,
basophil และ eosinophil  ในกบนากลุมควบคุมกับกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคาตางๆตามตาราง 4.5 ดังนี้

% lymphocyteในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา10 , 14 และ 18 สัปดาหมี
คา  79.6+0.48, 38.8+11.08 และ 54.7+7.85 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสาร
สกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคา
56.42+2.47,35.9+1.56 และ 28.08+4.31 ตามลําดับ
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% monocyte ในกบนานากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาหมีคา
3.4+0.52, 6.7+1.54 และ 10.8+2.22 ตามลําดับสวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา 14.75+1.43, 15.03+1.01 และ 11+1.28

% neutrophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาหมีคา
8.0+0.49, 41+10.83 และ 13.0+4.14 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา 23.0+2.48, 15.9+2.99 และ 50.75+5.2

% basophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคา
4.4+0.58, 4.0+0.94 และ 7.9+1.52 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลา10 , 14 และ 18 สัปดาห  มีคา  1.25+0.43,
18.07+1.79 และ 2.5+0.35

% eosinophil ในกบนากลุมควบคุมที่ทําการทดลอง10 , 14 และ 18 สัปดาห มีคาเฉลี่ย
4.6+1.27, 8.7+3.27 และ 13.6+2.99 ตามลําดับ สวนในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. มีคา  4.58+1.05, 15.17+1.3 และ 7.67+1.42

เมื่อนําคาเหลานี้มาเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุม
ทดลองในชวงเวลาเดียวกัน โดยใช T-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวามีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติในกรณีตอไปนี้ ไดแก %lymphocyteในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา  10
และ 18 สัปดาหมีคาต่ํากวาของกลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน

%monocyte ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 14 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน

%neutrophil ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 18 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน แตมีคาต่ํากวากลุมควบคุมในการทดลองเปนเวลา 14 สัปดาห

%basophil ในกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 และ 18 สัปดาหมีคาต่ํากวากลุมควบ
คุมในชวงเวลาเดียวกัน  แตสูงกวากลุมควบคุมในการทดลองเปนเวลา 14 สัปดาห (p<0.05)

%eosinophil ของทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในการทดลอง
เปนเวลา 10 สัปดาห แตในกลุมทดลองเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาหมีความแตกตางโดยที่ในกลุม
ทดลองเปนเวลา 14 สัปดาหมีคาสูงกวากลุมควบคุม และพบวาในกลุมทดลองเปนเวลา 18
สัปดาหมีคาต่ํากวากลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)
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ผลการศึกษาเนื้อเยื่อตับภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย 
ความเขมขน 49.66 ppm.เปนเวลา 6, 10 , 14 และ 18 สัปดาห  ประเมินโดยใชหลักการของการ
เกิด cell injury ซึ่งจาก Nowak และ Hanford (1994) ไดสรุปไวดังนี้

การเกิด cell injury มาจาก 3 สาเหตุใหญๆไดแก การที่เซลลขาดสารที่จําเปน การไดรับ
สารพิษ และ การที่เซลลถูกทําอันตราย ซึ่งการทดลองครั้งนี้ความเสียหายของเซลลตับกบมีสาเหตุ
มาจากการไดรับสารพิษ (intoxication) ในระดับที่สามารถทําอันตรายตอเซลลโดยตรง มีผลทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงดังนี้

ผลที่เกิดจากการตอบสนองของเซลลตับที่ไดรับอันตรายและนํามาใชพิจารณาการเปลี่ยน
แปลงในการศึกษาครั้งนี้ไดแก

Hydropic change เกิดจากการที่มีน้ําเขามาในเซลลมากผิดปกติ จนทําใหเซลลบวม และ
ถาการสะสมน้ําเกิดในออรกาแนลตางๆ จะมีผลทําให เกิดcloudy swelling

มีการรวมกลุมของโครโมโซมรอบๆเยื่อหุมนิวเคลียส เรียก Perinuclear chromatin
clumping

Fatty change การเสียสภาพของตับทําใหเกิดความผิดปกติ ซึ่งอาจมีการสะสมไขมันมาก
ผิดปกติ หรือไมมีการสะสมไขมันในเซลลตับ

เมื่อเซลลไดรับอันตรายรุนแรงจนทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ไมสามารถกลับคืนสูสภาพ
ปกติ (irreversible change) และนําไปสูการตายของเซลล ที่เรียกวา necrosis ซึ่งจะมีการเปลี่ยน
แปลงของนิวเคลียสในลักษณะตางๆดังตอไปนี้

karyolysis เปนการที่นิวเคลียสจางลงและสลายไป
pyknosis นิวเคลียสจะหดตัวเล็กลง
karyorrhexis นิวเคลียสแตกเปนเสี่ยงๆ
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ผลที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับกบที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
แบบกึ่งเรื้อรัง เปนเวลานาน 18 สัปดาห

ลักษณะเนื้อเยื่อตับกบปกติ

จากการศึกษาเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุมที่ทําการทดลองเปนเวลา 6, 10, 14 และ 18
สัปดาห (รูปที่ 4.10, 4.14, 4.19 และ 4.22) พบวาตับกบมีลักษณะเปนเนื้อเยื่อปกติ ประกอบดวย
เซลลตับรูปรางหลายเหลี่ยมมีนิวเคลียสกลมอยูคอนไปดานใดดานหนึ่งของเซลล  เนื่องจากถูก
ไขมันสะสมดันไป มีนิวคลีโอลัส 1-2 อัน เมื่อยอมดวยสี H&Eนิวเคลียสติดสีมวงเขมของ
hematoxylinเห็นนิวคลีโอลัสชัดเจน ไซโตพลาสซึมติดสีชมพูของ eosin และมีบริเวณที่เปนชองวาง
เนื่องจากไขมันสะสมที่ถูกชะลางในขั้นตอนของการยอมสี ปริมาณไขมันสะสมแตกตางกันไปตาม
อายุและภาวะโภชนาการของกบ การจัดเรียงตัวของเซลลตับไมเปนระเบียบ ไมเห็นเปนแนวรัศมี
จะเห็นเซลลตับเรียงตัวเปน 2 แถวและกั้นดวยชองไซนูซอยด ซึ่งเปนทางติดตอกับเสนเลือด
central vein มีเสนเลือด และทอน้ําดีกระจายภายในเนื้อเยื่อตับ (รูปที่ 4.10) เนื้อเยื่อตับถูกหุมดวย
เยื่อหุมตับ เปนเซลลแบนบางชนิด simple squamous epithelium

ลักษณะตับกบกลุมทดลอง ที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm.
เปนเวลา 6, 10, 14 และ 18 สัปดาห เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง มีลักษณะการ
เปลี่ยนแปลงดังตอไปนี้

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 6 สัปดาห เยื่อหุมตับมีความหนาผิดปกติและมีการแทรกตัว
ของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ ชองไซนูซอยดขยายและมีเม็ดเลือดแดงคั่งภายใน กบบางตัวมี
เลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(hemorrhagic area) (รูปที่ 4.11) มีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมา
โครฟาจในระหวางเซลลตับ (รูปที่ 4.11 A ) นอกจากนี้ยังพบการตายของเซลลตับทั้งแบบเปนกลุม
และแบบแพรกระจาย (รูปที่ 4.12 B) สวนความผิดปกติของนิวเคลียส พบทั้งแบบ perinuclear
chromatin clumping nucleus และ การสลายตัวของนิวเคลียส (รูปที่ 4.13)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 10 สัปดาห สภาพความเสียหายของตับเเละการเปลี่ยน
แปลงที่เห็นไดชัดคือ เยื่อหุมตับผิดปกติ โดยความหนาเพิ่มข้ึนและมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว
ใตเยื่อหุมตับ (รูปที่ 4.15) มีการขยายตัวของชองไซนูซอยด พบเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวคั่ง
ภายในชองไซนูซอยด (รูปที่ 4.17 A) การตายของเซลลตับพบนอยกวาในการทดลองสัปดาหที่ 6
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(รูปที่ 4.17 – 4.18 ) สวนความผิดปกติของนิวเคลียสยังคงพบเชนเดียวกับในสัปดาหที่ 6 (รูปที่
4.16 ) และในกบบางตัวมีการสะสมของไขมันผิดปกติ (รูปที่ 4.17 B)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 สัปดาห สภาพความเสียหายของตับใกลเคียงกับในการ
ทดลองสัปดาหที่ 10 ยังคงพบเยื่อหุมตับที่หนาและมีการอักเสบ ภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(รูป
ที่ 4.20) มีการขยายตัวของชองไซนูซอยดและมีการคั่งของเม็ดเลือดภายใน พบการตายของเซลล
ตับทั้งแบบกระจายและแบบเปนกลุม (รูปที่ 4.20) ยังคงมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโคร
ฟาจระหวางเซลลตับ (รูปที่ 4.21) ในกบบางตัวมีการสะสมไขมันผิดปกติ (รูปที่ 4.21 B) และมี
ความผิดปกติของนิวเคลียสแบบตางๆรวมทั้งการสลายตัวของนิวเคลียส (รูปที่ 4.21)

กลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 18 สัปดาห การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับในชวงนี้มีความ
รุนแรงนอยกวาของการทดลองชวง 14 สัปดาหที่ผานมา คือภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับลดลง
การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจระหวางเซลลตับพบนอยลงเมื่อเทียบกับสัปดาหที่ 14
สวนการเปลี่ยนแปลงที่ยังคงพบโดยทั่วไป ไดแก ความผิดปกติของเยื่อหุมตับ (รูปที่ 4.23) การ
ขยายตัวของชองไซนูซอยด การตายของเซลลตับ (รูปที่ 4.24 ) รวมทั้งความผิดปกติของนิวเคลียส
แบบตางๆ (รูปที่ 4.25)

การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับกบในลักษณะตางๆภายหลังจากที่ไดรับสารสกัดเมล็ด
สะเดาไทยความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 ถึง 18 สัปดาห แสดงในตาราง 4.6
และ 4.7 โดยเยื่อหุมตับกบกลุมทดลองมีความหนาผิดปกติ และหนามากในกลุมทดลองที่ไดรับ
สารนาน 14 และ 18 สัปดาห สวนการขยายตัวของชองไซนูซอยดและการคั่งของเลือดในชองไซนู
ซอยดเร่ิมพบตั้งแตการทดลองในสัปดาหที่ 6 และพบมากขึ้นเมื่อระยะเวลาที่ไดรับสารเพิ่มข้ึน การ
แทรกตัวของเลือดในเนื้อเยื่อตับ การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจพบมากที่สุดในกลุม
ทดลองที่ไดรับสารนาน 14 สัปดาห สวนความผิดปกติของนิวเคลียสพบในกลุมทดลองตั้งแตไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย 6 – 18 สัปดาห และการตายของเซลลตับพบมากที่สุดในชวง 6 สัปดาห
แรกของการทดลอง ในสัปดาหที่ 10 – 18 พบการตายของเซลลตับนอยกวาในสัปดาหที่ 6
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ตารางที่ 4.2  แสดงคาของน้ําหนักตัว น้ําหนักตับ และ % Relative liver weight (%R) ของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
เปนระยะเวลาตั้งแต 6-18 สัปดาห (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลา

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

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

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

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

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

163.70 + 18.00 13.58 + 2.00 8.00 + 0.61 124.8 + 5.40* 8.54 + 0.63* 6.69 + 0.31*
18 สัปดาห (n=10) (n=10) (n=10) (n=24) (n=24) (n=24)
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ตารางที่ 4.3  แสดงระดับเอนไซม SGOT และ SGPT(IU/l)ในเลือดกบนาที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                       
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลาที่ไดรับสาร

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

10 สัปดาห
(n=8) (n=8) (n=24) (n=24)

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

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

18 สัปดาห
(n=10) (n=10) (n=24) (n=24)
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ตารางที่ 4.4 แสดงสวนประกอบของเลือด (Haematological parameter) กบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.
เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

หมายเหตุ
 * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
ระยะเวลา เม็ดเลือดขาว

(x102 cell/mm3)
เม็ดเลือดแดง

(x106 cell/mm3)
คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (%)

ฮีโมโกลบิน
กรัม %

เม็ดเลือดขาว
(x102 cell/mm3)

เม็ดเลือดแดง
(x106 cell/mm3)

คาเม็ดเลือดแดง
อัดแนน (%)

ฮีโมโกลบิน
กรัม %

10 สัปดาห
72.16 + 5.21

(n=10)
3.8 + 0.27

(n=10)
23.50 + 1.67

(n=10)
7.51 + 0.51

(n=10)
148.57 + 10.87*

(n=24)   
4.9 + 0.23*

(n=24)    
27.67 + 1.37

(n=24)
9.47 + 0.46*

(n=24)

14 สัปดาห
148.37 + 38.00

(n=10)
4.24 + 0.29

(n=10)
24.30 + 2.02

(n=10)
8.38 + 0.65

(n=10)
158.14+ 8.93

(n=30)
6.15 + 0.23*

(n=30)
33.67 + 1.09*

(n=30)
11.56 + 0.42*

(n=30)  

18 สัปดาห
81.0 + 34.24

(n=10)
6.2 + 0.49

(n=10)
34.10 + 2.75

(n=10)
11.79 + 0.98

(n=10)
195.80 + 18.64*

(n=24)   
6.42 + 0.28

(n=24)
35.88 + 1.60

(n=24)
12.34 + 0.55

(n=24)
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ตารางที่ 4.5 แสดงเปอรเซนตเม็ดเลือดขาวแตละชนิดในกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.                                     
เปนระยะเวลา 10 - 18 สัปดาห  (คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

  ระยะเวลา   กลุมควบคุม     กลุมทดลอง   
  %Lymphocyte %Monocyte %Neutrophil %Basophil %Eosinophil %Lymphocyte %Monocyte %Neutrophil %Basophil %Eosinophil

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

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)
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รูปที่ 4.3 แผนภูมิแสดง %Relative liver weight (%R) ของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 -18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
* *
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รูปที่ 4.4 แผนภูมิแสดงระดับเอนไซม SGOT ในเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                        
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*



58

0
100
200
300
400
500
600
700

10 สัปดาห 14 สัปดาห 18 สัปดาห
ระยะเวลาทีไ่ดรับสาร

SG
PT

 le
ve

l (I
U/

l)

SGPT กลุมควบคมุ

SGPT กลุมทดลอง

รูปที่ 4.5 แผนภูมิแสดงระดับเอนไซม SGPT ในเลือดกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 – 18 สัปดาห         
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

**
*
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รูปที่ 4.6  แผนภูมิแสดงปริมาณเม็ดเลือดแดงของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห                                                 
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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รูปที่ 4.7 แผนภูมิแสดงคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                    
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
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รูปที่ 4.8 แผนภูมิแสดงปริมาณฮีโมโกลบินของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                       
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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รูปที่ 4.9  แผนภูมิแสดงปริมาณเม็ดเลือดขาวของกบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 10 - 18 สัปดาห
(คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลอง                     
ในชวงเวลาเดียวกัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)

*
*
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ตารางที่ 4.6 แสดงจํานวนกบนาที่มีการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับในลักษณะตางๆ ภายหลังที่ไดรับสารสกัดจากเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนระยะเวลาตั้งแต 6 ถึง18 สัปดาห

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
สัปดาหที่ 6 10 14 18 6 10 14 18

จํานวนสัตวทดลอง (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=24) (n=30) (n=24)
เยื่อหุมตับ
เยื่อหุมตับปกติ 10 10 10 10 4 5 0 1
เยื่อหุมตับหนา 0 0 0 0 12 15 21 7
เยื่อหุมตับหนามาก 0 0 0 0 14 4 9 16
พบเม็ดเลือดขาวคั่งอยูในเยื่อหุมตับ 0 0 0 0 2 9 11 3
การขยายตัวของชองไซนูซอยด

ไมพบการขยายตัวของชองไซนูซอยด 10 10 10 10 2 0 0 0
มีการขยายตัวนอย 0 0 0 0 12 11 5 5
มีการขยายตัวปานกลาง 0 0 0 0 13 13 21 12
มีการขยายตัวมาก 0 0 0 0 3 0 4 7

การคั่งของเลือดในไซนูซอยด และเนื้อเยื่อตับ
ไมพบการคั่งของเลือด 10 10 10 10 2 0 1 3
มีการคั่งของเลือดในไซนูซอยด 0 0 0 0 28 24 29 21
มีการแทรกของเลือดในเนื้อเยื่อตับ 0 0 0 0 5 4 14 4
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ตาราง 4.6 (ตอ)

กลุมควบคุม กลุมทดลอง
สัปดาหที่ 6 10 14 18 6 10 14 18

จํานวนสัตวทดลอง (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=30) (n=24) (n=30) (n=24)
การแทรกตัวของเม็ดโลหิตขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ

ไมพบ 10 10 10 10 3 1 0 3
พบนอย 0 0 0 0 13 5 8 11
พบมาก 0 0 0 0 14 18 22 10

ความผิดปกติของนิวเคลียส
ไมพบความผิดปกติของนิวเคลียส 10 10 10 10 0 0 0 0
Perinuclear chromatin clumping 0 0 0 0 27 20 29 23
นิวเคลียสผิดปกติแบบ pyknotiic 0 0 0 0 8 21 20 22
นิวเคลียสเปนฝามัวและเริ่มสลาย 0 0 0 0 27 22 19 4
นิวเคลียสสลาย 0 0 0 0 20 20 27 24

การตายของเซลลตับ
  ไมพบการตายของเซลลตับ 10 10 10 10 2 9 14 10
  มีการตายเปนกลุมๆ และแบบเเพรกระจาย 0 0 0 0 28 15 16 14
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ตารางที่ 4.7  แสดงผลเฉลี่ยของความรุนแรงในการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับของกบที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm.เปนระยะเวลา 6 - 18 สัปดาห

หมายเหตุ
-           ไมพบการเปลี่ยนแปลง
+          พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงนอย คิดเปน 1/4หรือ 25 % ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
++       พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงปานกลาง คิดเปน 1/2 หรือ 50% ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
+++     พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงมาก คิดเปน 3/4  หรือ 75%  ของจํานวนสัตวทดลองทั้งหมด
++++   พบการเปลี่ยนแปลงรุนแรงมาก คิดเปน100% หรือ  ของจาํนวนสัตวทดลองทั้งหมด

กลุมควบคุม กลุมทดลอง

สัปดาห 6 10 14 18 6 10 14 18

เยื่อหุมตับมีความผิดปกติ - - - - +++ +++ ++++ ++++

มีการคั่งของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ - - - - + + ++ +

มีการขยายตัวของไซนูซอยด - - - - +++ ++++ ++++ ++++

มีการคั่งของเลือดในไซนูซอยด - - - - +++ ++++ ++++ +++

มีการแทรกของเลือดในเนื้อเยื่อตับ - - - - + + ++ +

มีการตายของเซลลตับ - - - - +++ ++ ++ ++
การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและ
มาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ - - - - +++ +++ ++++ +++

ความผิดปกติของนิวเคลียส - - - - ++++ ++++ ++++ ++++
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รูปที่ 4.11 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีความหนาผิดปกติและมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุม

ตับ(ลูกศร) พบการแทรกตัวของมาโครฟาจ (M) และมีการสะสมไขมันผิดปกติ (*)
B.  แสดงการเกิด Hydropic swelling (*)การขยายตัวของชองไซนูซอยด(S)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.12 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงการเกิดเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ(*) การเกิด Hydropic swelling(ลูกศร)
B. แสดงการตายเปนกลุมๆของเซลลตับ (*)

H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.13  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 6 สัปดาห
A. แสดงการตายของเซลลตับ(ลูกศร) การสลายตัวของนิวเคลียส (*)
B. แสดงความผิดปกติของนิวเคลียส แบบperinuclear chromatin clumping(ลูกศร)

การตายของเซลลตับ(*)
H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.14 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 10 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด(S)
B. แสดงเซลลตับ (H) และชองไซนูซอยด(S)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.15  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห

A. แสดงเยื่อหุมตับผิดปกติ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวหนาหลายชั้นและมีการแทรก
ของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ(ลูกศร)

B. แสดงการสะสมของเหลวใตเยื่อหุมตับ(ลูกศร)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.16 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่หนาผิดปกติ (ลูกศร)
B. แสดงการตายของเซลลตับ(*) ลักษณะผิดปกติของนิวเคลียสแบบ pyknotic nucleus

(ลูกศร) และการสลายของนิวเคลียส(หัวลูกศร)
 H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.17 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห

A. แสดงชองไซนูซอยดที่มีการขยายตัวมีการคั่งของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว
ภายใน(S) การตายของเซลลตับ(*)

B. แสดงการสะสมของไขมันที่ผิดปกติ(*)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.18 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 10 สัปดาห
แสดงการตายของเซลลตับเปนกลุมๆ (*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.19  ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 14 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด (S)
B. แสดงทอภายในเนื้อเยื่อตับ(ลูกศร)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.20 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 14 สัปดาห

A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีความหนาผิดปกติและมีการแทรกของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ
      (ลูกศร) การแทรกตัวของเลือดในเนื้อเยื่อตับ(*)
B. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยด(S) และการตายของเซลลตับแบบกระจาย(*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.21 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 14 สัปดาห
A. แสดงการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว(ลูกศร)และเลือด(*) ภายในเนื้อเยื่อตับ
B. แสดงการสะสมของไขมันที่ผิดปกติ(*) การสลายตัวของนิวเคลียส(D) และการเกิด

Hydropic swelling (ลูกศร)
H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.22 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมควบคุม เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงลักษณะปกติของเยื่อหุมตับ ประกอบดวยเซลลคลุมผิวรูปรางแบนบาง(ลูกศร)

เสนเลือดภายตับ(V)
B. แสดง Hepatic plate(*) ที่มีเซลลตับ(H) คั่นดวยชองไซนูซอยด (S)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.23 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงเยื่อหุมตับที่มีเซลลคลุมผิวหนาผิดปกติ(ลูกศร) การตายของเซลลตับ(*)
B. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยดที่มีเลือดคั่งภายใน(S) การตายของเซลลตับ(*)

H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.24 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงการขยายตัวของชองไซนูซอยดที่มีเลือดคั่งภายใน(S) และพบการตายของ

เซลลตับ(*)
B. แสดงการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวภายในเนื้อเยื่อตับ(ลูกศร)

การตายของเซลลตับ(*)     H&E    bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.25 ภาพแสดงเนื้อเยื่อตับกบกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย
ความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลานาน 18 สัปดาห
A. แสดงความผิดปกติของนิวเคลียสแบบ perinuclear chromatin clumping(ลูกศร)

pyknotic nucleus(หัวลูกศร) การสลายตัวของนิวเคลียส(*)
B. แสดงการตายของเซลลตับ(*) ความผิดปกติของนิวเคลียสแบบ perinuclear      

chromatin clumping (ลูกศร)            H&E    bar scale = 10 µm
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รูปที่ 4.26 ภาพแสดงเม็ดเลือดกบ ประกอบดวยเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว
          (ลูกศร) เปรียบเทียบความหนาแนนเม็ดเลือดขาวที่พบใน

A. กลุมควบคุม
B. กลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย แบบกึ่งเรื้อรัง

  Giemsa stain bar scale = 25 µm
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รูปที่ 4.27 ภาพแสดงเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆและ thrombocyte ของกบนา

A. แสดงลักษณะของ monocyte B. แสดงลักษณะของ lymphocyte

C. แสดงลักษณะของ neutrophil D. แสดงลักษณะของ basophil

E. แสดงลักษณะของ eosinophil F. แสดงลักษณะของ thrombocyte

Giemsa stain bar scale = 10 µm



บทที่ 5

อภิปรายผลการทดลอง

ความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยตอกบนา

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือ 
สะเดาไทย111 ที่ละลายในน้ําตอกบนา  มีคาสูงกวาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดเมล็ด
สะเดาอินเดียตอปลานิลที่รายงานโดย Tangtong และ Wattanasirmkit (1998) ; Janart และ
Wattanasirmkit (1997) นอกจากนี้ยังมีคาแตกตางจากคาความเปนพิษเฉียบพลันของผลิตภัณฑ
สะเดาชนิดตางๆ ตอลูกปลานิล ไดแก Margosan-O, Burmese Neem, Thai Neem
(โรงงาน       ตนแบบ), Thai Neem (โรงงานเอกชน), Indica Neem และ Neemazal                
(อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543) และคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารสกัดสะเดา
Margosan-O ในปลา rainbow trout ก็มีความแตกตางจากในปลานิล (Jacobson, 1995) ซึ่งเห็น
ไดวาความเปนพิษของสาร azadirachtin จากสะเดาที่มีตอส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันมีคาแตกตางกัน
ไปตามสัดสวนของปริมาณสารนี้ในผลิตภัณฑ รวมทั้งชนิด carrier solvent หรือตัวทําละลายที่ใช
ซึ่งทําใหความเปนพิษของสาร azadirachtinในผลิตภัณฑสะเดาใหคา LC 50 ไมเทากัน
(อุดมลักษณ อุนจิตตวรรธนะ, 2543) นอกจากนี้ความเปนพิษยังแตกตางกันไปตามชนิดของสัตว
ทดลอง

ความเสียหายที่เกิดกับตับของกบนา

กบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลาตั้งแต 10-14 สัปดาห มี
คา%Relative liver weight เพิ่มข้ึน แสดงวาตับมีการอักเสบและบวมน้ํา สวนกบนากลุมทดลองที่
ไดรับสารนี้เปนเวลา 18 สัปดาหมีคา %Relative liver weight ลดลง แสดงถึงการที่เซลลตับมีการ
ตายและตับมีขนาดเล็กลง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน  ซึ่งแสดงใหเห็นถึง
ความผิดปกติที่เกิดกับตับกบกลุมทดลอง ตามที่ Schmidt (1987) สรุปไววา ลักษณะของตับที่
ผิดปกติจะมีขนาดใหญกวาปกติ เมื่อดูจากภายนอก โดยการพิจารณาจากคา %R ที่เพิ่มข้ึนยกเวน
ในกรณีที่เปนโรคเรื้อรัง ขนาดของตับจะลดลง นอกจากนี้ในกบกลุมทดลองบางตัวยังพบตับที่มี
ลักษณะภายนอกผิดปกติ คือ มีรอยดางคล้ําซึ่งเปนบริเวณที่มีเลือดแทรกหรือซีดขาวเปนหยอมๆซึ่ง
เปนบริเวณที่เซลลตับตายแลวมีfiberมาแทรก และมีตุมที่ผิวดานนอกซึ่งแสดงถึงความผิดปกติของ
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เยื่อหุมตับและเซลล ซึ่งตรงกับลักษณะตับผิดปกติที่ สนั่น รังรักษศิรวร และคณะ (2528) ไดสรุปไว
ผลความผิดปกติดังกลาวสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อตับที่ศึกษาภายใต
กลองจุลทรรศนแบบใชแสง

ความผิดปกติของระดับเอนไซม SGOT และ SGPT

ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ใชวินิจฉัยการทํางานของตับ โดยระดับเอนไซม SGOT
และ SGPTที่เพิ่มข้ึน แสดงถึงความเสยีหายที่เกิดกับเซลลตับ และหลังจากนั้นเมื่อมีการลดลงของ
ระดับเอนไซม SGOT และ SGPTในเลือดก็เปนตัวชี้ใหเห็นถึงการกลับสูสภาพปกติของตับ (Zakim
และ Boyer, 1982)

ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 14 และ 18 สัปดาห มี
ระดับเอนไซม SGOT เพิ่มสูงขึ้น และในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปน
เวลา 10, 14 และ 18 สัปดาห มีระดับเอนไซม SGPTสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมในชวง
เวลาเดียวกัน ซึ่งพบวาระดับเอนไซม SGOT และ SGPTมคีาสูงสุดในชวงที่กบกลุมทดลองไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 14 สัปดาห  ซึ่งผลที่เกิดเหมือนกับการทดลองของ
Chakraborty และ Benerjee (1989) ที่พบวาสารพิษจากพืช Saponific plant toxicant ทําให
ระดับเอนไซม SGOT และ SGPT ในปลาดุกเพิ่มข้ึน และรายงานของ Skrzypinska และคณะ
(1991) ถึงผลของ Vanillin ที่ทําลายตับของหนูขาวโดยพิจารณาจากระดับเอนไซม SGOT และ
SGPTที่เพิ่มข้ึน หรือยารักษาวัณโรคในคนที่มีผลทําใหคนไขมีระดับเอนไซม SGOT และ SGPT
เพิ่มข้ึน (Krishnaswamy และคณะ, 1991)

เมื่อพิจารณาระดับเอนไซม SGOT และ SGPTที่เพิ่มข้ึนในกบกลุมทดลองจากการทดลอง
คร้ังนี้ พบวาสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับเนื้อเยื่อตับ คือมีการตายของเซลลตับใน
ลักษณะตางๆ

ลักษณะความผิดปกติของเนื้อเยื่อตับกบนา

เซลลตับ (liver cell หรือ hepatocyte) ปกติของกบมีขนาดใหญ รูปรางหลายเหลี่ยม มี
นิวเคลียสรูปรางกลม มีนิวคลีโอลัส 1-2 อันโดยที่นิวเคลียสจะถูกไขมันสะสมภายในเซลลดันใหไป
อยูบริเวณขอบเซลล เซลลตับกบเรียงตัวเปน 2 แถว การจัดเรียงตัวของเซลลตับกบไมเห็นเปนแนว
รัศมีที่เปนระเบียบเหมือนในคนหรือสัตวชั้นสูงอื่น ไมมี lobular อยางแทจริงซึ่งคลายกับตับปลาดุก
ดานและตับปลาชอน (สุภาพร อารีกิจ, 2540) ระหวางเซลลตับจะพบชองวางระหวางเซลล เรียกวา
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ชองไซนูซอยด กระจายอยางไมเปนระเบียบ ในกบนาไมวาจะเปนระยะลูกออดหรือ      ตัวเต็มวัย
ไมพบ hepato pancreas ที่อยูรอบ hepatic portal vein ในตับ (สุภาพร อารีกิจ, 2540) เหมือน
กับตับของปลา channel catfish (Grizzle และ Roger, 1976) ปลา striped bass (Groman,
1982)และปลาอีกหลายชนิดที่ศึกษาโดย Hibiya (1982) แตตางจากปลานิล ปลาดุกดาน และ
ปลาชอนที่มีเนื้อเยื่อตับออนรอบๆ hepatic vein  (สุปราณี ชินบุตร และคณะ, 2536)

ในตับของกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย เปนเวลา 6 สัปดาห เมื่อ
ศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง พบวาเกิดความผิดปกติดังตอไปนี้ เยื่อหุมตับหนาและแสดง
การอักเสบโดยมีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวใตเยื่อหุมตับ ชองไซนูซอยดขยายและมีเลือดคั่ง
ภายใน พบภาวะเลือดออกในเนื้อเยื่อตับ การแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อ
ตับบริเวณที่ถูกทําลาย นอกจากนี้ยังพบความผิดปกติของนิวเคลียส และมีการตายของเซลลตับทั้ง
แบบเปนกลุมๆและแบบแพรกระจาย ลักษณะความเสียหายดังกลาวคลายกับการอักเสบที่พบใน
ตับหนูที่เปนโรคตับอักเสบซึ่งรายงานโดย Kasai และคณะ (1990) และผลของยาฆาแมลงพวก
คารบาเมตความเขมขน 0.02 - 0.14 %ในลูกออดกบ Rana perezi ที่รายงานโดย Honrubia และ
คณะ (1993) รวมทั้งพิษของคลอโรฟอรมและคารบอนเตตระคลอไรดตอเซลลตับปลา rainbow
trout (Rabergh และ Lipsky, 1997) และผลของแคดเมียมที่ทําลายตับปลา rainbow trout
(Faverney และคณะ, 2001) ซึ่งความผิดปกติทั้งหมดนี้ยังคงเกิดขึ้นในกบกลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 10 และ 14 สัปดาห โดยทวีความรุนแรงขึ้นตามระยะเวลาที่ได
รับสาร แตเมื่อทําการทดลองครบ 18 สัปดาห ปรากฏวาตับของกบกลุมทดลองพบความเสียหาย
ของเนื้อเยื่อตับนอยกวาในชวงที่ไดรับสาร 14 สัปดาห คือพบภาวะเลอืดออกในเนื้อเยื่อตับลดลง
และการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวและมาโครฟาจในเนื้อเยื่อตับนอยลง ซึ่งความเสียหายที่ลดลง
ของเนื้อเยื่อตับสอดคลองกับคา %R ลดลงในกบกลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 18 สัปดาห

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ความเขมขน 49.66 ppm. ทําให
ตับกบนาไดรับความเสียหาย คือทําให %R เพิ่มข้ึน ระดับเอนไซม SGOT และ SGPTสูงขึ้น รวมทั้ง
เนื้อเยื่อตับไดรับความเสียหาย โดยที่ความเสียหายที่เกิดกับตับกบนาในลักษณะขางตน จะพบ
รุนแรงที่สุดในกบนากลุมทดลองที่ไดรับสารเปนเวลา 14 สัปดาห และเมื่อเวลานานขึ้นเปน 18
สัปดาหความเสียหายของเนื้อเยื่อตับลดความรุนแรงลง โดยพบวากบมีการสรางเซลลกลุมใหม
พวก fibrous connective tissue ขึ้นแทนที่เซลลตับที่ตาย  รวมกับคา%R และระดับเอนไซม
SGOT และ SGPTลดลง
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ความผิดปกติของเลือด

ผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่มีตอเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน
และคาเม็ดเลือดแดงอัดเเนน

สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยมีผลทําใหเกิดความผิดปกติตอเลือดของกบนากลุมทดลองที่ได
รับสารนี้ในระดับความเขมขน 49.66 ppm. เปนเวลา 10 และ 14 สัปดาห พบวามีจํานวนเม็ดเลือด
แดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน สูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน ซึ่งแสดงให
เห็นวากบนาที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยเปนเวลา 10 - 14 สัปดาห มีการสรางเม็ดเลอืดแดง
เพิ่มข้ึน เพื่อชวยในการลําเลียงออกซิเจน เหมือนกับที่ Cyriac และคณะ (1989) รายงานถึงพิษของ
ปรอทและตะกั่วที่มีผลตอเลือดของปลา Oreochromis mossambicus (Peter) โดยทําใหปลา
สรางเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึน ซึ่งพิจารณาจากคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน และฮีโมโกลบินที่เพิ่มข้ึน
สวนในชวงการทดลองครบ 18 สัปดาห คาตางๆเหลานี้ใกลเคียงกับกลุมควบคุม แสดงวามี
แนวโนมของการกลับสูสภาพปกติ

ผลของสารสกัดสะเดาไทยที่มีตอเม็ดเลือดขาว

กบนากลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยในระดับความเขมขน 49.66 ppm. เปน
เวลา 10 และ 18 สัปดาหมีจํานวนเม็ดเลือดขาวสูงกวากลุมควบคุมในชวงเวลาเดียวกัน เหมือนกับ
ผลของปลาดุกอินเดีย (Indian Catfish)ที่ไดรับ malathion จากรายงานของ Dutta และคณะ
(1992)  ที่สรุปวา malathion เปรียบเสมือนแอนติเจนที่กระตุนใหปลาดุกที่ไดรับสรางเม็ดเลือดขาว
เพิ่มข้ึน เหมือนกับในกรณีของปลา Rosy Bard Barbus (Puntius) conchonius ที่ไดรับโลหะหนัก
พวกตะกั่วและทองแดง ที่ศึกษาโดย Gill และคณะ (1991)

สวน%เม็ดเลือดขาวแตละชนิดที่เปลี่ยนแปลงชี้ใหเห็นถึงความผิดปกติของเลือดกบนา
กลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดเมล็ดสะเดาไทย ซึ่งพบวา%lymphocyte ในกบนากลุมทดลองที่ไดรับ
สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยมีคาลดต่ํากวากลุมควบคุม แสดงใหเห็นวาระบบภูมิคุมกันเสียหาย
(Duellman, 1994) สวน%monocyte และ neutrophil ที่สูงกวากลุมควบคุม  แสดงใหเห็นถึงภาวะ
อักเสบและมีการติดเชื้อ (Ellis, 1977) และ% basophil และ eosinophil ที่ทั้งเพิ่มและลดตลอด
ระยะเวลาที่ไดรับสาร ไมบงบอกถึงเรื่องอาการแพและการติดโรคพยาธิ (Duellman และ Trueb,
1994)
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จากการศึกษาครั้งนี้พบวาสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยหรือสะเดาไทย111  ในระดับความ
เขมขน 49.66 ppm. มีผลตอเลือดของกบนาโดยทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง โดยมีจํานวนเม็ดเลือด
แดง ฮีโมโกลบิน และคาเม็ดเลือดแดงอัดเเนนเพิ่มข้ึน  จํานวนเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน รวมทั้ง%เม็ด
เลือดขาวแตละชนิดผิดไปจากระดับปกติ



บทที่ 6

สรุปผลและขอเสนอแนะ

สรุปผลการทดลอง

1. สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่ระดับความเขมขนสูง ทําใหเกิดความเปนพิษเฉียบพลันตอลูกออด
กบนา

2. สารสกัดเมล็ดสะเดาไทยที่ระดับความเขมขนต่ําเปนเวลานาน ทําใหเกิดพิษกึ่งเรื้อรังตอตับ
และเลือดของกบนา

3. ผลของสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยทําใหเนื้อเยื่อตับกบนาเสียหาย โดยมีความรุนแรงเพิ่มข้ึนตาม
ระยะเวลาที่ไดรับสารในชวงตน โดยพบความผิดปกติของเซลลตับในลักษณะที่มีการอักเสบ
และตาย มีการเพิ่ม %Relative liver weight และระดับเอนไซม SGOT และ SGPT รวมทั้งการ
อักเสบของเยื่อหุมตับ

4. ความเปนพิษที่เกิดกับเลือดของกบนากลุมทดลอง โดยทําใหมีการสรางเม็ดเลือดแดง เม็ด
เลือดขาวเพิ่มข้ึน  และทําให%เม็ดเลือดขาวแตละชนิดผิดไปจากระดับปกติ

5. ผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลเบื้องตนที่จะนําไปพัฒนาการใชสารสกัดเมล็ดสะเดาไทยกําจัด
ศัตรูพืช ในบริเวณที่ทําการเกษตรแบบผสมผสาน โดยเฉพาะในบริเวณที่ใกลแหลงน้ํา

ขอเสนอแนะ

ควรทําการศึกษาความเปนพิษของสารธรรมชาติที่ใชกําจัดศัตรูพืชชนิดอื่นซึ่งใชรวมกับ
สะเดา ที่มีตอกบนา เพื่อนําขอมูลมาใชประโยชนในการกําจัดศัตรูพืชโดยไมสงผลกระทบตอกบนา
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ภาคผนวก ก

วัสดุอุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง

ก. วัสดุอุปกรณ
1. อุปกรณที่ใชสําหรับเลี้ยงกบ

1.1 โหลแกวกลมความจุประมาณ 12 ลิตร เสนผานศูนยกลาง 9 นิ้ว สูง 14 นิ้ว
จํานวน 30 ใบ สําหรับทดสอบหาคาความเปนพิษเฉียบพลัน

1.2 บอพลาสติกความจุ 500 ลิตร เสนผานศูนยกลาง 110 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร
จํานวน 4 ใบ

1.3 บอปูนขนาด 70 x 40 x 40 เซนติเมตร จํานวน 4 บอ
1.4 อุปกรณสําหรับใหออกซิเจนในน้ํา ประกอบดวยเครื่องอัดอากาศ สายยาง และหินอากาศ

จํานวน 6 ชุด
1.5 เครื่องถายน้ําตูปลาชนิดใชไฟฟา 2 ชุด
1.6 สวิงตักปลา

2. อุปกรณสําหรับชั่งน้ําหนักและวัดขนาดกบ
2.1 เครื่องชั่งไฟฟาแบบทศนิยม 3 ตําแหนง
2.2 เครื่องชั่งน้ําหนักขนาด 10 กิโลกรัม
2.3 ไมบรรทัด

3. อุปกรณสําหรับตรวจคุณภาพน้ํา
3.1 เทอรโมมิเตอร
3.2 เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส
3.3 บีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 6 ใบ

4. อุปกรณและเครื่องมือในการเตรียมชิ้นเนื้อตับและเก็บตัวอยางเลือด
4.1 กรรไกรผาตัดขนาดตางๆ
4.2 ปากคีบปลายโคงแหลมเล็ก
4.3 เข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร
4.4 ขวดขนาด 1 มิลลิลิตรสําหรับเก็บตัวอยางเลือด 200 ขวด
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4.5 ขวดขนาด 2, 4 และ 8 ออนซ สําหรับดองกบ
4.6 จานผาตัด

5. อุปกรณและเครื่องมือในการทําพาราฟน
5.1 ตูอบอุณหภูมิ 37-60 0 C
5.2 เครื่องตัดเนื้อเยื่อ Rotary microtome
5.3 สไลดแกวและกระจกปดสไลด
5.4 ขวดแกวขนาด 30 มิลลิลิตร
5.5 ปากคีบปลายมน
5.6 ขวดน้ํายาสําหรับสารละลายชนิดตางๆ
5.7 นาฬิกาจับเวลา
5.8 บล็อกสําหรับทําพาราฟน
5.9 ใบมีดสําหรับตัดพาราฟน
5.10 กลองสําหรับเก็บเนื้อเยื่อพาราฟน
5.11อุปกรณสําหรับยอมสีเนื้อเยื่อ
5.11 พูกัน

6. อุปกรณที่ใชในการวิเคราะหเลือด
6.1 หลอดแคปลารี ขนาด 75 มม. X 1.0 มม.
6.2 เครื่องปนความเร็ว 10,000 – 13,000 รอบ/นาที
6.3 ดินน้ํามัน
6.4 ปเปตสําหรับใชเจือจางเม็ดเลือดขาว
6.5 สไลดสําหรับนับเซลล
6.6 กลองจุลทรรศนแบบใชแสง

ข. สารเคมีที่ใชในการทดลอง
1. สารเคมีสําหรับทําพาราฟน

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

     1.9  Glycerol : J.T. Baker Chemicals สหรัฐอเมริกา
2. สารเคมีสําหรับตรวจวิเคราะหเอนไซมในเลือด

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

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

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

การเตรียมสารละลาย
การเตรียมสารละลายสําหรับการยอมสีเนื้อเยื่อพาราฟน

Enrich acid Haematoxylin
สูตร  Haematoxylin    8 กรัม

95% Ethyl alcohol 400 กรัม
(ละลายใน water bath แลวกรองสารละลายที่ได)
Potass หรือ Ammonium alum sulphate    8 กรัม
น้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร
(ละลาย Potass ในน้ําอุน)
ผสมสารละลายที่ไดทั้งหมดใหเขากัน แลวเติม
Glycerine 400 มิลลิลิตร
Glacial acetic acid   40 มิลลิลิตร
บรรจุสารละลายที่ไดในขวด ปดปากขวดดวยจุกสําลี แลวนําไปตั้งไวในที่ที่มีแสงแดดเปน

เวลาอยางนอย 6 สัปดาห

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

95% ethyl alcohol 100 กรัม
วิธีเตรียม

เติม Eosin 0.5 กรัม ลงใน 95 % ethyl alcohol  100 มิลลิลิตร คนจนละลาย
จากนั้นกรองแลวเก็บในขวด
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การเตรียมสารละลายสําหรับยอมสีเม็ดเลือด
Giemsa

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

วิธีเตรียม
ละลาย Giemsa powder ใน Glycerol บน water bath ที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา

2 ชั่วโมง แลวเติม Absolute methanol ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 7 วัน แลวกรอง

Phosphate buffer pH 7.2
สูตร Solution A :

KH2PO4 9.1 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

สูตร Solution B :
Na2HPO4 9.5 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร

สารละลายสําหรับเจือจางเม็ดเลือดขาว
น้ํายาสูตร Natt and Herrick’s solution

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



                                          ภาคผนวก ค

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

 Parameter estimates converged after 16 iterations.
 Optimal solution found.

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

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

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

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

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

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

Number of Observed Expected
CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

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

 Confidence Limits for Effective CONC
95% Confidence Limits

  Prob          CONC         Lower         Upper

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

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

 Parameter estimates converged after 17 iterations.
 Optimal solution found.

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

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

   CONC               .01469          .00166         8.83450

                   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E.

                    -4.83581          .54613        -8.85475

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

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

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

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

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

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

 Confidence Limits for Effective CONC

                            95% Confidence Limits
  Prob          CONC         Lower         Upper

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

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

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

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

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

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

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

Observed and Expected Frequencies
Number of Observed Expected

CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

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

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

 Confidence Limits for Effective CONC
 95% Confidence Limits

  Prob          CONC         Lower         Upper

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



110

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

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

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

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

                    -3.91705          .45106        -8.68403

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

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

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

Number of Observed Expected
CONC Subjects Responses Responses Residual Prob

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

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

 Confidence Limits for Effective CONC

                            95% Confidence Limits
  Prob          CONC         Lower         Upper

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

































ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวพัชราณี ฟกทองพรรณ เกิดเมื่อวันที่ 29 พฤศจิกายน พ.ศ. 2504 ที่
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา จากคณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2525 เขาทํางานเปนครูสอนวิทยาศาสตร
ที่โรงเรียนราชินี ถนนมหาราช ตั้งแตจบการศึกษาจนปจจุบัน และเขารับการศึกษาตอระดับ
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ในสาขาสัตววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2543
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