
บทที่ 2

อุปกรณและวิธีการวิจัย

1.  ปลาทีใ่ชในการทดลอง

ปลาตะเพียนขาว(Puntius  gonionotus Bleeker) วยัออนจากสถานีประมงนํ้ าจืดจังหวัด
พทัลงุขนาดความยาว 3-5 เซนติเมตร นํ ามาเลี้ยงในถังไฟเบอรบรรจุนํ้ าที่ปราศจากคลอรีนเพื่อปรับ
ตัวจ ํานวน 400 ตัวตอนํ้ า 200 ลิตร   ใชความหนาแนนนี้เชนเดียวกับการทดลองจริง ใหอากาศเต็ม
ที ่ เปนเวลา 14 วนัเปลี่ยนนํ้ าทุก 7 วัน ใหอาหารเม็ดสํ าหรับปลากินพืชยี่หอไทยลักซ สูตร 8932
(โปรตนีไมต่ํ ากวา 16 %, ไขมันไมต่ํ ากวา 4%, กากไมมากกวา 8%, ความชื้นไมมากกวา 12% ) ใน
อัตรารอยละ 3 ตอนํ้ าหนักตัว  โดยใหวันละ 2 เวลาคือ 10.00 น. และ 18.00 น.(เมฆ บุญ
พราหมณ,2530)

 2.  วสัดุอุปกรณ

- ขวดโหลแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 22  เซนติเมตร
- ถงัไฟเบอรขนาดเสนผาศูนยกลาง 110 เซนติเมตร
- แทงแกวคน
- ถาดหลุมกระเบื้อง
- เข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร
- สไลดขนาด 25.4 x 76.2 มลิลิเมตร
- แผนปดสไลดขนาด 24 x 50 มลิลิเมตร
- กลองจุลทรรศนแบบใชแสง
- กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพรุน Phase contrast & DIC (Nikon) model

Optiphot-2
- ฟลมขาว-ดํ า (ISO 100)
- หลอดหยด
- Hotplate



3.  สารเคมี

- สารละลายโคลชิซีน  0.01 %
- โปแทสเซียมไดโครเมต
- สียอมคารบอล ฟชูิน (carbol fushsin)
- สารละลายโปแทสเซียมคลอไรด 0.4 %
- คานาดาบาลซัม
- กรดอะซีติก 50 %
- เกลเชียลอะซีติก (glacial acetic acid)
- เมทานอล  100 %

วธิกีารดํ าเนินงานวิจัย

การศกึษาครัง้นีแ้บงการทดลองเปน 2 สวนคือ สวนที่ 1 เปนการสํ ารวจเบื้องตน
(Exploratory test) เพือ่หาความเขมขนระดับที่ทํ าใหโครโมโซมมีการเปลี่ยนแปลง และสวนที่ 2
เปนการทดสอบความเขมขนที่ต่ํ าลง (Full scale test) โดยทดสอบความเขมขนในชวงที่กฏหมาย
ก ําหนดจนถงึระดับต่ํ าสุดของการทดสอบสวนที่ 1 ที่ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครโมโซม ทํ าการ
ทดลองดังนี้

1. การสํ ารวจเบื้องตน

น ําปลาที่เลี้ยงในถังไฟเบอรครบ 14 วัน มาทดลองโดยเลีย้งในขวดโหลปริมาตรนํ้ า 5 ลิตร
จ ํานวน 10 ตัวตอขวดโหล ใหอากาศเต็มที่ ใหอาหารเม็ด จํ านวนครั้งและปริมาณเชนเดียวกับที่
เลีย้งในถงัไฟเบอร  ชุดทดสอบใชความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 2 ระดับคือ
0.3 และ 0.7 ppm ซึง่เปนความเขมขนที่พบในเขตอุตสาหกรรมฟอกหนัง (สํ านักงานเทคโนโลยีส่ิง
แวดลอมโรงงาน,2540) และการทดลองควบคุมซึ่งไมใสโพแทสเซียมไดโครเมต  วัดพีเอชของนํ้ า
กอนและหลงัทกุการทดลอง เมื่อครบกํ าหนด 72 ชั่วโมงนํ าปลาจากแตละการทดลองแบงเปน 2
สวนโดยเลีย้งในขวดโหลใหมที่ใสนํ้ าที่ปราศจากคลอรีน 2.5 ลิตรโหลละ 5 ตัว เพื่อศึกษาผลของ
สารตอการแบงเซลลโดยศึกษาไมโตติกอินเด็กซ (mitotic index) และผลของสารตอการเปลี่ยน
แปลงโครโมโซมตอไป



2 .  การทดสอบหาความเขมขนที่ต่ํ าลงไป

  จากการส ํารวจเบื้องตนนํ าความเขมขนระดับต่ํ าที่ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครโมโซม
มาศกึษาตอและเพิ่มชวงความเขมขนอีก 2 ความเขมขนคือ 0.05 ppm ซึ่งเปนความเขมขนที่กฏ
หมายกํ าหนด และ 0.15 ppm วธิกีารทดลองเชนเดียวกับการสํ ารวจเบื้องตน

3.  วธิกีารศึกษาไมโตติกอินเด็กซ

 ปลาทีน่ ํามาศึกษาไมตองฉีดสารละลายโคลชิซนี น ําปลาแตละตัวมาเตรียมสไลดตามขั้น
ตอนในขอ 4 ตรวจสอบและนับจํ านวนเซลลจากปลาแตละตัว ตัวละประมาณ 5000 เซลล
(Anitha,2000) โดยนบัจ ํานวนเซลลที่อยูในระยะอินเตอรเฟส โปรเฟส  เมตาเฟส แอนาเฟส และ
เทโลเฟส นํ ามาคํ านวณคาเปอรเซนตไมโตติกอินเด็กซ ดังนี้

      %ไมโตติกอินเด็กซ =    จ ํานวนเซลลในระยะ โปรเฟส  เมตาเฟส แอนาเฟส เทโลเฟส  x 100
                   จ ํานวนเซลลทั้งหมด

4.  วธิกีารศึกษาโครโมโซม

ดัดแปลงจากวิธีของ Kligerman และ Bloom (1977) ดังนี้
4.1การเตรียมเนื้อเยื่อ

4.1.1  น ําปลามาฉีดสารละลายโคลชิซนี 0.01 % เขาชองทองปริมาณ 25 ไมโครกรัม/กรัม
ของนํ ้าหนกัตัวปลอยปลาไว 8 ชั่วโมง เพื่อยับยั้งการสรางสายใยสปนเดิลใหเซลลอยูในระยะ
เมตาเฟส

4.1.2 ฆาปลาโดยการตัดหัว ผาตัดเอาเหงือก ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวนํ าเนื้อเยื่อไปแชใน
สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.4 %  ซึ่งเปนสารละลายไฮโปโทนกิ เปนเวลา 30 นาที เพื่อทํ าให
เซลลพอง

4.1.3  น ําเนือ้เยื่อแชในนํ้ ายาคงสภาพ (3 เมทานอล100 % : 1 เกลเชียลอะซีติก)เพื่อรักษา
สภาพเซลล โดยเตรียมนํ้ ายาใหมทุกครั้ง  แชอยางนอย 2 คร้ัง คร้ังละ 30 นาที โดยเปลี่ยนนํ้ ายาคง
สภาพใหม เนื้อเยื่อสามารถเก็บไวในนํ้ ายาคงสภาพประมาณ 1 เดือนที่อุณหภูมิ  40 C



       4.2  การเตรียมสไลดเพื่อศึกษาโครโมโซม
 4.2.1  น ําเนือ้เยือ่ออกจากนํ้ ายาคงสภาพวางบนกระดาษกรองเพื่อซับเอานํ้ ายาคงสภาพ

ทีต่กคางออก
 4.2.2  หลงัซบัเอานํ ้ายาคงสภาพ ออกจากเนื้อเยื่อแลว วางเนื้อเยื่อบนถาดหลุม หยดกรด

อะซติีก 50 % 2-3 หยด บดดวยแทงแกวคนเพื่อทํ าใหเนื้อเยื่อกระจายจากกัน สวนที่ยังเปนชิ้นอยู
เอากลบัไปแชในนํ้ ายาคงสภาพ ใหม  ใชหลอดหยดดูดเขาออกจะชวยใหเซลลกระจายดี

  4.2.3  ดูดสวนที่ใสไปเปาใหแหงบนสไลดที่สะอาดอุณหภูมิ 40-50 0 C บน Hot plate
การเปาตองใหบางที่สุดเพื่อใหเซลลกระจายไมทับกันหนาทึบ เสนผาศูนยกลางของหยดใสบน
สไลดประมาณ 1 เซนติเมตร
       4.3  การยอมสีโครโมโซม
            นํ าสไลดที่เปาแหงแลวแชในสีคารบอล ฟูชินนาน 20 นาทีนํ าสไลดข้ึนจากสี ลางสีที่
เกนิพอดวยนํ้ าสะอาด ทิ้งไวใหแหงแลวทํ าเปนสไลดถาวรดวยคานาดาบาลซัม นํ าไปตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศน

5.  การตรวจสอบเซลลและโครโมโซม

ในการตรวจโครโมโซมจะทํ าในเซลลที่อยูในระยะเมตาเฟสเทานั้นโดยตรวจสอบจากทุก
เซลลบนแผนสไลดที่โครโมโซมมีการซอนทับกันนอยที่สุด บันทึกภาพเซลลกํ าลังขยายเลนสวัตถุ
100 เทา ดวยฟลมขาวดํ า อัดขยายภาพขนาด 3.5 x 5.5 นิว้  แลวนํ าไปถายเอกสารขยายขนาด 2
เทา นบัจ ํานวนโครโมโซมในแตละเซลลและตรวจสอบความผิดปกติของโครงสรางโครโมโซม

5.1 กรณสีารทดสอบอาจกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจํ านวนโครโมโซม
 นบัจ ํานวนโครโมโซมในแตละเซลล แบงกลุมเซลลตามจํ านวนโครโมโซมโดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Ohshima (2001) ดังนี้
เซลลดิพลอยด (diploid) ไดแกเซลลที่มีจํ านวนโครโมโซมอยูในชวงคาเฉลี่ยของจํ านวน

โครโมโซมของเซลลที่ไดจากชุดการทดลองควบคุมบวกหรือลบดวยคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน    
(Mean + SD)

เซลลไฮโปดิพลอยด (hypodiploid) ไดแกเซลลที่มีจํ านวนโครโมโซมนอยกวาเซลล
ดิพลอยด (นอยกวา Mean - SD)



เซลลไฮเปอรดิพลอยด (hyperdiploid) ไดแกเซลลที่มีจํ านวนโครโมโซมมากกวาเซลล
ดิพลอยด (มากกวา Mean + SD)

รายงานผลเปนเปอรเซนตของกลุมเซลลที่พบในแตละความเขมขน

       5.2 กรณสีารทดสอบอาจกอใหเกิดความเสียหายตอโครงสรางโครโมโซม
 ศึกษาโครงสรางของโครโมโซมจดบันทึกความเสียหายดังนี้
- ชิน้สวนโครโมโซม(acentric fragment) เปนความผิดปกติที่โครมาติดเกิดการหักและ

ขาดออกจากกันโดยสิ้นเชิงโดยชิ้นสวนนั้นจะมีขนาดเล็กกวาโครโมโซมที่ไมผิดปกติ
อยางชัดเจนและไมมีเซนโตรเมียร

- ชองวางในโครมาติด (chromatid gap) เปนความผิดปกติที่เกิดจากการมีชองวางเกิด
ข้ึนในสวนโครมาติดแตไมถึงกับขาดออกจากกันทั้งนี้อาจเปนเพราะยังมีเสนใยโครมา
ติน(chromatin) ยดึใหเห็นบางๆ

- โครโมโซมเปนวง (ring chromosome) เปนความผิดปกติที่โครโมโซมเกิดการหักใน
ระยะ G1 สองตํ าแหนงและมีการเชื่อมตอของปลายทั้งสองเมื่อมีการแบงเซลลจนถึง
ระยะเมตาเฟสจะเห็นโครโมโซมเปนวง

รายงานผลเปนเปอรเซนตของเซลลที่เสียหายในแตละความเขมขน

6.  การวิเคราะหขอมูล

น ําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนดวยวิธี One-Way  ANOVA และตรวจ
สอบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยเปนรายคูเมื่อพบวามีความแตกตางระหวางกลุมอยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติโดยใชคาสถิติ least significant difference (LSD)เปนคาทดสอบเทียบกับผลตาง
คาเฉลีย่ของการทดลองที่ระดับนัยสํ าคัญ 0.05 ตามวิธีของ Zar (1996)



7.  ระยะเวลาที่ใชในงานวิจัย

เร่ิม      ตุลาคม 2543
ส้ินสุด             ตุลาคม  2544

8.  สถานที่ทํ าการวิจัย

- หองปฏิบัติการทางนํ้ า  B110  ภาควชิาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ

- หองปฏิบัติการ B311 ภาควชิาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา
นครนิทร วิทยาเขตหาดใหญ

- หองเครื่องมือและวิจัย  B206  ภาควชิาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ

- หองปฏิบัติการลางอัดรูป B306  ภาควชิาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ
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