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บทคัดยอ 
 

ศึกษาผลการเสริมซีลีเนียมในรูปซีลีโนเมทไธโอนีน (Selenomethionine, SM) โซเดียมซี
ลีไนท (Sodium selenite, NS) และวิตามินอี (Vitamin E) ในอาหารทดลอง (experimental feed) ตอ
การเจริญเติบโต การตอบสนองของภูมิคุมกัน และความตานทานเชื้อแบคทีเรีย (Streptococcus sp.) 
ในปลากะพงขาว (Lates calcarifer Bloch and Schneider, 1801) โดยเล้ียงปลากะพงขาวน้ําหนกั
เร่ิมตนเฉลี่ย 18.88±0.02 กรัม ดวยอาหารทดลอง 7 สูตร ๆ ละ 3 ซํ้า  ตดิตอกันนาน 8 สัปดาห สูตรที่ 
1 ไมเสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se)  สูตรที่ 2 ไมเสริมวิตามินอีแตเสริมซีลีโนเมทไธโอนนี 
และโซเดียมซลีีไนท อยางละ 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (-E+hSMhNS) สูตรที่ 3-7 เสริม
วิตามินอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารรวมกับซีลีเนียม โดยสูตรที่ 3 ไมเสริมซีลีเนียม (+E-Se) 
สูตรที่ 4 เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) สูตรที่ 5  เสริมซีลีโน
เมทไธโอนีน 2.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2)  สูตรที่ 6  เสริมโซเดียมซีลีไนท 1.0 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ENS1) และสูตรที่ 7 เสริมโซเดียมซีลีไนท 2.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร (+ENS2) ผลการทดลองพบวาการเจริญเติบโต การตอบสนองของภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะ 
และความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ในปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธ
โอนีน (สูตร +ESM1 และ +ESM2) สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 
และ +ESN2) แสดงใหเหน็วารูปแบบของซีลีเนียมที่เสริมในอาหารมีผลตอการเจริญเติบโต การ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันและความตานทานโรคในปลากะพงขาว โดยพบวาปลาที่ไดรับอาหาร
เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (สูตร +ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจากการ
วิเคราะหในอาหารทดลอง 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีการเจริญเติบโตสูงสุด การทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันแบบไมจําเพาะ ไดแกไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอร
ออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่งแปลกปลอม      รวมทั้งคาแอนติบอดีของปลาหลังไดรับ
เชื้อ Streptococcus sp.  และอัตรารอดตายหลังการฉีดเชือ้สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารไมเสริมซีลีเนียม 

(3)  



 

(+E-Se และ -E-Se) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (สูตร +ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจากการวิเคราะหในอาหารทดลอง 3.28 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) สามารถเพิ่มการเจริญเติบโต เสริมการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และ
เพิ่มความตานทานโรคในปลากะพงขาว 
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ABSTRACT  
 

The effects of selenomethionine (SM), sodium selenite (NS) and vitamin E 
supplementation in pellet diet on growth,  immune function and bacterial disease (Streptococcus 
sp.) resistance of Asian seabass (Lates calcarifer Bloch and Schneider, 1801) were studied by 
feeding the experimental fish of 18.88±0.02 g initial mean weight with seven experimental diets 
in triplicate for 8 weeks. Diet 1 was the basal diet without vitamin E and selenium  (-E-Se), diet 2 
without vitamin E added but supplemented with selenomethionine and sodium selenite at 0.5 
mg/kg diet each (-E+hSMhNS), diet 3-7 supplemented with 50 mg vitamin E /kg diet in 
combination with different selenium, diet 3 no selenium supplementation (+E-Se), diet 4 
supplemented with selenomethionine 1 mg/kg diet (+ESM1), diet 5 supplemented with 
selenomethionine 2 mg/kg diet (+ESM2), diet 6 supplemented with sodium selenite 1 mg/kg diet 
(+ENS1), and diet 7 supplemented with sodium selenite 2 mg/kg diet (+ENS2). Weight gain, feed 
efficiency, immune responses, antibody titer and survival rate after Streptococcus sp. injection of 
fish fed selenomethionine supplemented diet (diet +ESM1 and +ESM2) were greater than fish fed 
sodium selenite (diet  +ESN1 and +ESN2) at the same concentration indicating a significant 
effect of selenium sources on growth, immune responses and bacterial disease resistance of  
Asian seabass.  Considering the concentration of selenium, fish fed +ESM1 diet showed the 
highest growth performance, immune responses (lysozyme activity, complement activity, total 
immunoglobulin concentration, superoxide anion and phagocytic index), antibody titer and 
survival post Streptococcus sp. challenged. Thus supplementation of selenium from 
selenomethionine  source   at 1  mg /kg   diet   (actual   value  3.28  mg/kg) diet  is  recommended    
              (5) 



 

for enhancement of growth, immunity and survival of L. calcarifer. selenomethionine source at 1 
mg /kg diet (actual value 3.28 mg/kg) diet is recommended for enhancement of growth, immunity 
and survival of L. calcarifer. 
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บทที่ 1  
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
  

ปจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีความสําคัญอยางยิ่ง เนื่องจากจํานวน
ประชากรโลกที่เพิ่มมากขึ้น ทําใหปริมาณความตองการบริโภคอาหารเพิ่มมากขึ้นดวย ในขณะที่
ปริมาณสัตวน้ําในธรรมชาติลดลง การเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจึงมีบทบาทสําคัญในการผลิตอาหารให
เพียงพอกับความตองการที่เพิ่มขึ้น สําหรับประเทศไทยปลาทะเลเปนสินคาสัตวน้ําที่มีความสําคัญ
ทางเศรษฐกิจเปนอันดับสองรองจากกุงทะเล FAO (1999) รายงานวาในป 1997 การเพาะเลี้ยงปลา
ทะเลในภูมิภาคเอเชียมีผลผลิตหลักมาจากปลา 3 ชนิดคือ ปลากะพงขาว (Seabass; Lates calcalifer) 
ปลากะพงแดง (Red snapper; Lutjanus sp.) และปลากะรัง (Grouper; Epinephelus sp.) โดยมี
ผลผลิตรวมจํานวน 17,222 เมตริกตัน  

ปลากะพงขาว (Asian seabass) เปนปลาที่มีการเลี้ยงกันมากชนิดหนึ่งในประเทศไทย 
เนื่องจากเปนปลาที่เล้ียงงาย โตเร็ว สามารถปรับตัวอยูไดทั้งในแหลงน้ํากรอย น้ําจืดและน้ําเค็ม 
สามารถหาพันธุปลาไดงายทั้งจากธรรมชาติและจากการเพาะพันธุจากหนวยงานของรัฐและเอกชน
เนื้อมีรสชาติดี ราคาแพง เปนที่นิยมของผูบริโภคทั้งภายในและตางประเทศ โดยเฉพาะในประเทศ
แถบอาเซียน โดยพบวามีแนวโนมการเลี้ยงและบริโภคมากขึ้น รูปแบบที่นิยมเล้ียงกันมากคือ 
กระชังและบอดิน โดยผลผลิตปลากะพงขาวสวนใหญรอยละ 86 ไดจากการเลี้ยงในกระชัง สวนที่
เหลือรอยละ 14  ไดจากการเลี้ยงในบอดิน ในป พ.ศ 2542 ผลผลิตมีปริมาณ 6,200 ตันและเพิ่มขึ้น
เร่ือยๆ ทุกปจนถึง 12,400 ตัน ในป พ.ศ. 2546 (กรมประมง, 2548ข)  แหลงที่มีการเลี้ยงปลากะพง
ขาวจะอยูในแถบจังหวัดชายฝงทะเลทางภาคใตเชน จังหวัดสงขลา ปตตานี นราธิวาส สตูล กระบี่   
สุราษฎรธานี ระนอง เปนตน สวนภาคอื่นๆ เชน จังหวัดฉะเชิงเทรา สมุทรสงคราม ตราด 
สมุทรปราการ เปนตน (กรมประมง, 2548ก)  

การเลี้ยงปลากะพงขาวในปจจุบันสวนใหญเปนการเลี้ยงแบบหนาแนน (intensive 
culture) โอกาสที่ปลาเผชิญความเครียดและออนแอเพิ่มขึ้น สงผลใหปลาติดเชื้อและเกิดโรคไดงาย 
โรคสวนใหญมีสาเหตุมาจากเชื้อโปรโตซัว แบคทีเรีย และไวรัส เกษตรกรแกปญหาโดยการใชยา
ปฏิชีวนะและสารเคมีซ่ึงสามารถแกปญหาไดระดับหนึ่ง แตปญหาที่ตามมาคือ การปนเปอนหรือ
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การตกคางของยาปฏิชีวนะในตัวปลา ซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค แนวทางที่จะชวยลดปญหา
ดังกลาวไดคือ การกระตุนใหปลามีภูมิคุมกันที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นเพื่อตอสูกับเชื้อกอโรค  

สารอาหาร (Nutrients) เปนปจจัยที่มีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิดรวมทั้งสัตวน้ํา ใน
การเสริมสรางการเจริญเติบโต และการทํางานของระบบตางๆ ในรางกายใหสมบูรณ รวมทั้งระบบ
ภูมิคุมกัน (immunological system) ซ่ึงเปนกลไกสําคัญในการตอสูกับเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม
อ่ืนๆ สารอาหารมีความสัมพันธใกลชิดกับการเกิดโรค หากรางกายขาดสารอาหารที่จําเปนสามารถ
สงผลทําใหการทํางานของระบบภูมิคุมกันมีการเปลี่ยนแปลง (McKenzie et al., 1998) เปนผลให
รางกายออนแอและติดเชื้อโรคไดงาย จากการศึกษาเอกสารพบวา ไขมัน วิตามินซีและวิตามินอี 
เปนสารอาหารที่สามารถเสริมสรางการทํางานของระบบภูมิคุมกันโรคในปลาหลายๆ ชนิดได 
(Hardie et al., 1990, 1991; Ortuno et al., 2000, 2001; Lin and Shiau, 2003a, 2003b, 2005a)   

แรธาตุ (Mineral) เปนสารอาหารอีกประเภทหนึ่งที่จําเปนสําหรับสัตวน้ํา โดยเฉพาะ
ซีลีเนียม (Selenium) ซ่ึงจัดเปนแรธาตุและสารอาหารรอง (Micro nutrient) ที่มีความจําเปน สําคัญ
ตอการเจริญเติบโต และการทํางานของระบบภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ําในปลาหลายๆ ชนิด 
ความตองการซีลีเนียมเพื่อการเจริญเติบโตของปลาแตละชนิดแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณ จาก
การศึกษาของ Abdulah และคณะ (2005) พบวาในรางกายสัตวทุกชนิดจะมีซีลีเนียมเปน
องคประกอบที่อยูในรูปซีลีโนโปรตีนที่เปลี่ยนรูปมาจากซีลีโนเมทไธโอนีน โดยซีลีโนเมทไธ
โอนีนจะเปลี่ยนรูปไปเปนไฮโดรเจนซีลีไนทโดยขบวนการ trans-sulfuration จากนั้นไฮโดรเจนซีลี
ไนทเปลี่ยนรูปเปนซีลีโนฟอสเฟตเพื่อสังเคราะหซีลีโนโปรตีนพี และดับเบิ้ลยู ซ่ึงทําหนาที่เกี่ยวกับ
การขนสงโปรตีนในน้ําเลือด และเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อ ขณะเดียวกันรางกายอาจจะไดรับ
ซีลีเนียมในรูปของซีลีไนทหรือซีลีเนท เมื่อทําปฏิกิริยากับกลูทาไธโอนผลสุดทายก็จะไดไฮโดรเจน
ซีลีไนทเชนเดียวกัน อยางไรก็ตามถึงแมวาปลาจะตองการซีลีเนียมในการเจริญเติบโต แตปริมาณ
ความตองการนอยเมื่อเทียบกับสัตวน้ําชนิดอื่น ทั้งนี้เนื่องจากปลาสามารถรับซีลีเนียมไดจากน้ํา ซ่ึง
ปริมาณซีลีเนียมในน้ําจืดมีประมาณ 0.2-10 ไมโครกรัมตอลิตร ขณะที่น้ําทะเลมีซีลีเนียมประมาณ 
0.09 ไมโครกรัมตอลิตร (National Research Council, 1976) ประกอบกับ Cappon และ Smith 
(1982) พบวาในสัตวน้ําจืดมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทประมาณ 36 เปอรเซ็นต และสัตว
น้ําเค็มมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทเพียง 24 เปอรเซ็นตเทานั้น ดังนั้นความตองการซีลีเนียม
เพื่อการเจริญเติบโตของปลาแตละชนิดจึงแตกตางกัน ในปลาเทราทตองการ 0.15-0.38 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาแซลมอน 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Poston et al., 
1976) ปลาดุกอเมริกัน 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) และปลากะรัง 
0.79 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Lin and Shiau, 2005b) แตอยางไรก็ตาม Bell และคณะ (1987) 
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พบวาในปลาแซลมอนที่ไดรับอาหารมีปริมาณซีลีเนียมต่ํากวา 0.017 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร  
เปนเวลา 28 สัปดาห มีการเจริญเติบโตชา ปริมาณเม็ดเลือดแดง และเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออก
ซิเดสลดลง แตเมื่อไดรับซีลีเนียมปริมาณ 0.944 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหอาการดังกลาว
หมดไป ขณะที่ Wise และคณะ (1993) พบวาเมื่อปลาดุกอเมริกันไดรับซีลีเนียมปริมาณ 0.80 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร รวมกับวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปริมาณการ
ผลิตซุปเปอรออกไซดจากเซลลมาโครฟาจเพิ่มขึ้นเปน 4 เทา และมีอัตราการตายลดลง นอกจากนี้ 
Lin และ Shiau (2006) ยังพบวาหากเพิ่มปริมาณซีลีโนเมทไธโอนีนเปน 1.6 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร จากที่ปลากะรังตองการ สามารถลดการเกิด Oxidative stress เพิ่มการเจริญเติบโต และการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกัน โดยมีคา Respiratory burst activity, Total immunoglobulin และ 
Lyzoyme activity เพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้ Felton และคณะ (1996) อางตาม Santose (2002) พบวา
ปลา coho salmon ตองการซีลีเนียมสูงถึง 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร  

จากขอมูลการศึกษาขางตนพบวาปริมาณความตองการซีลีเนียมในปลาแตละชนิด
แตกตางกันขึ้นกับชนิดของสัตวน้ํ า  รูปแบบของซีลีเนียมที่ใช  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค เพื่อศึกษาผลของการเสริมซีลีเนียมในรูปซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนทใน
ปริมาณตางกันในอาหารสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว  (L. calcarifer) ตอการเจริญเติบโต และการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกัน เพื่อเปนแนวทางในการเพิ่มผลผลิตและเพิ่มอัตรารอดของปลากะพงขาว
ใหสูงขึ้น ซ่ึงเปนการเพิ่มศักยภาพในการผลิตปลากะพงขาวใหแขงขันไดในตลาดโลกตอไป 
 
วัตถุประสงค 

1.  เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตในปลากะพงขาว 
2.  เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของซีลีเนียมรวมกับวติามินอีตอระบบภูมิคุมกัน และความ 

ตานทานโรคในปลากะพงขาว 
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ตรวจเอกสาร 
  
1.  ปลากะพงขาว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 ปลากะพงขาว 
ท่ีมา : De Bruin และคณะ (1995) 
อนุกรมวิธานของปลากะพงขาว  
Phylum Chordata 

Class Pisces  
Subclass Teleostomi 

Order Perciformes 
Suborder Percoidei 

Family Centropomidae 
    Genus Lates 

Species: calcarifer  
ชื่อสามัญ: seabass, white seabass, silver seabass, giant perch, plamer, cock-up, barramundi, two 
finned seabass (Rabanal and Soesanto, 1992) และ giant seaperch (กรมประมง, 2531) 
ชื่อวิทยาศาสตร: Lates calcarifer (Bloch and Schneider, 1801) 

1.1  ลักษณะทั่วไป 
ปลากะพงขาวมีลักษณะลําตัวยาว (elongate) และหนา แบนขางเล็กนอย บริเวณลําตัว

สวนบนโคงมนปากกวาง ริมกระดูกแกมหยัก กระดูกริมฝปากบนยาวเลยตา บริเวณสวนปากยืดหด
ไดเล็กนอย ชองปากเฉียงลงดานลาง มีฟนเล็กละเอียด ครีบหลังมี 2 อัน แยกกันเห็นไดชัด กานครีบ
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แข็งอันที่ 3 จะยาวที่สุด ซ่ึงจะยาวกวาอันที่ 2 มาก มีตาขนาดกลางไมมีเยื่อไขมันหุม แผนปดเหงือก
มีขนาดใหญที่ขอบหลังเปนหนามแหลม 4 ซ่ี เกล็ดบริเวณลําตัวคอนขางใหญ ที่บริเวณฐานครีบหลัง
และครีบกนมีเกร็ดเล็กๆปกคลุม สีในตัวเต็มวัยเปนสีเทา หลังมีสีเทาหรือสีเทาปนเขียว สวนทองมีสี
น้ําเงินแกมเหลือง (บรรจง, 2517) บริเวณดานขางของลําตัวมีสีเงิน ครีบกนครีบหางมีสีเทาปนดํา
บางๆ ครีบหลังมี 2 ตอน ตอนแรกอยูตรงตําแหนงของครีบทอง มีกานครีบแข็งแหลมคมขนาดใหญ 
7-8 กาน เชื่อมตอกันเปนเยื่อบางๆ ครีบหลังตอนที่ 2 แยกจากตอนแรกชัดเจน มีกานครีบแข็ง 1 กาน 
กานครีบออนมีปลายแตกแขนง 10-11 กาน ครีบอกและครีบหูยาวไมถึงรูกน  ขอหางสั้น เสนขาง
ลําตัวโคงไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบนเสนขางลําตัว 52-61 เกล็ด (กรมประมง, 2531) 

1.2  การสืบพนัธุวางไข 
ในธรรมชาติปลากะพงขาวจะวางไขในชวงเดือนมีนาคมถึงเดือนมิถุนายน ในพื้นที่

ชายฝงทะเลอาวไทยและในเดือนกรกฎาคมถึงเดือนตุลาคมในพื้นที่ภาคใตฝงมหาสมุทรอินเดีย 
ความแตกตางที่เกิดขึ้นเปนเพราะไดรับอิทธิพลมรสุมทั้งสองครั้งในรอบป ฤดูผสมพันธุจะเริ่มขึ้น
กลางฤดูรอน โดยปลาที่อยูในวัยเจริญพันธุเดินทางจากแหลงน้ําจืดสูแหลงน้ํากรอยและจะไปอาศัย
อยูในทะเลจนถึงฤดูวางไขจะอพยพกลับเขามายังปากแมน้ําหรือปากทะเลสาบ ปลาเพศผูจะมีลําตัว
เรียวยาวกวาปลาเพศเมียแตมีน้ําหนักนอยกวาปลาเพศเมีย จากนั้นจะผสมพันธุกันบริเวณปากแมน้ํา
ซ่ึงติดตอกับทะเล ความเค็มของน้ําประมาณ 25-32 สวนในพันสวน ลูกปลาจะลอยตัวที่ผิวน้ําและ
ลองลอยตามกระแสน้ําเขาไปอาศัยบริเวณแองน้ําตามชายฝงรวมทั้งบริเวณปาชายเลนที่น้ําทะเลทวม
ถึง (สุจินตและคณะ, 2524)  ขณะที่พอแมพันธุปลากะพงขาวซึ่งนํามาเพาะพันธุสามารถวางไขใน
บอเพาะพันธุไดเชนเดียวกับการวางไขในธรรมชาติ ขนาดพอแมพันธุของปลากะพงขาวจะตองมี
อายุ 3 ปขึ้นไป มีขนาดน้ําหนักตั้งแต 3.5 กิโลกรัม การผสมพันธุจะเริ่มตั้งแตเดือนเมษายน-ตุลาคม 
ใกลเคียงกับปลาในธรรมชาติ พอแมพันธุปลาจะผสมพันธุระหวางแรม 3 ค่ํา ถึงแรม 5 ค่ํา เวลา 
18.00 ถึง 23.00 น. ไขที่ถูกผสมจะลอยขึ้นสูผิวน้ํา สวนไขที่ไมไดรับการผสมจะจมลงสูกนบอ ไข
จะฟกเปนตัวภายในเวลา 12-17 ช่ัวโมง ทั้งนี้ขึ้นอยูกับอุณหภูมิของน้ํา ลูกปลาที่ฟกออกเปนตัว จะมี
ขนาดความยาวประมาณ 1.5 มิลลิเมตร มีถุงอาหารรูปไขขนาดใหญ ภายในมีหยดน้ํามันอยูสวน
หนาสุด เมื่ออยูในน้ํานิ่ง ลําตัวยาวแบนขางและมีเม็ดสีกระจายไมเปนระเบียบ (สุพจน, 2528)  

1.3  การแพรกระจาย 
ในประเทศไทยพบปลากะพงขาวแพรกระจายอยูทุกจังหวัดชายทะเล ทั้งในอาวไทยและ

ฝงทะเลอันดามัน มักอาศัยอยูในแหลงน้ําที่ไมหางไกลจากฝงมากนัก มีชุกชุมบริเวณปากแมน้ําลํา
คลองและปากทะเลสาบ ปลากะพงขาวสามารถอพยพเคลื่อนยายไปมาระหวางแหลงน้ําจืดและ
แหลงน้ําเค็มจัดเปนปลาประเภทสองน้ํา เปนปลาเขตรอนพบกระจายตามชายฝงทะเลและหมูเกาะ
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ของประเทศในภูมิภาคอินโดแปซิฟก และภูมิภาคอินโดออสเตรเลีย หรือระหวางละติจูดที่ 50-165 
องศาใต และยังแพรกระจายขึ้นไปถึงตอนใตของประเทศจีน ตลอดจนถึงฝงทะเลตอนเหนือของ
ทวีปออสเตรเลีย ซ่ึงปจจัยที่จํากัดการแพรกระจายตามแถบตางๆ ของโลก ไดแก ความเค็มของน้ํา
ทะเล อุณหภูมิของน้ําซึ่งมีผลตอการฟกตัวของไข และการมีชีวิตรอดของลูกปลาวัยออน (สวัสดิ์
และสุจินต, 2517) 

1.4  อุปนิสัย 
เปนปลาที่มีนิสัยกาวราว วายน้ําเร็ว บางครั้งจะกระโดดลอยพนน้ํา ปกติจะวายน้ําชา แต

เมื่อตกใจหรือลาเหยื่อจะวายน้ําไดเร็วมาก  สวนใหญจะหลบซอนตัวอยูตามแนวหินหรือตอไม 
ตอนเล็กๆ จะอยูรวมเปนฝูงใหญในเขตน้ํากรอย แตเมื่อโตจะอพยพไปอยูในทะเล ชอบออกหากิน
ในชวงที่มีกระแสน้ําไหลเอื่อยๆ (สุรศักดิ์, 2543) ปลาขนาดใหญมักไมรวมฝูง นอกจากในฤดูผสม
พันธุวางไขจึงจะรวมเปนกลุมเล็กๆ (กรมประมง, 2536) 

1.5  การกินอาหาร        
ปลากะพงขาวเปนปลากินเนื้อ (Carnivorous) โดยธรรมชาติชอบกินสัตวน้ําขนาดเล็กกวา

เปนอาหาร เชนปลา กุง หมึก เปนตน (สุรศักดิ์, 2543) ถาเปนอาหารที่ไมมีชีวิตจะชอบอาหารที่นุม
มากกวาแข็งและเนื่องจากเปนปลาที่ตื่นตกใจงาย จึงไมชอบขึ้นมากินอาหารตามผิวน้ําแตจะกิน
อาหารที่กําลังเคลื่อนจมลง ไมชอบกินอาหารที่ตกถึงพื้นบอ อาหารที่ใหไดแก ปลาเปดสด เชนปลา
หลังเขียวสับเปนชิ้นเล็กๆ   อาหารผสมแบบเปยกและอาหารเม็ดแบบแหง เวลาใหอาหารจึงตองให
อยางชาๆและใหเปนเวลานานประมาณ 15 นาที (กรมประมง, 2536)  

1.6  ความสําคญั  
เปนปลาที่เล้ียงงาย โตเร็ว เนื้อมีรสชาติดี ราคาดี หาพันธุปลาไดงายทั้งจากธรรมชาติและ

การเพาะพันธุ มีการเพาะเลี้ยงกันมาก นิยมเล้ียงในกระชังและบอดิน ซ่ึงผลผลิตปลากะพงขาวสวน
ใหญรอยละ 86 ไดจากการเลี้ยงในกระชัง สวนที่เหลือรอยละ 14 ไดจากการเลี้ยงในบอดิน โดย
ผลผลิตจากป พ.ศ 2542 มีปริมาณ 6,200 ตันและเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ทุกปจนถึงป พ.ศ. 2546 มีประมาณ 
12,400 ตัน (ตารางที่ 1) (กรมประมง, 2548ก) เแหลงเลี้ยงปลากะพงขาวมีมากแถบภาคใตจังหวัด 
สงขลา ปตตานี นราธิวาส สตูล กระบี่ สุราษฎรธานี ระนอง เปนตน และภาคอื่นจังหวัด ฉะเชิงเทรา 
สมุทรสงคราม ตราด สมุทรปราการ (กรมประมง, 2548ข) 
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ตารางที่ 1  จํานวนฟารม เนือ้ที่เล้ียงปลา ปริมาณผลผลิตและมูลคาจากการเพาะเลีย้งปลากะพงขาว 
ป 2528 – 2546  

ป จํานวนฟารม 
(ฟารม) 

เนื้อท่ีการเลี้ยง 
 (ไร) 

ปริมาณผลผลิต 
(ตัน) 

มูลคาผลผลิต 
 (1,000 บาท) 

2528 599 325.07 512.06 36,196.21 
2529 867 353.00 763.75 56,353.15 
2530 961 404.49 1,157.91 80,098.10 
2531 1,203 585.37 1,034.43 70,928.73 
2532 1,205 525.85 1,290.23 94,323.00 
2533 1.190 451.19 1,214.00 90,273.00 
2534 1,149 351.57 1,650.00 131,723.00 
2535 1,828 1,399.78 2,591.00 186,286.00 
2536 1,627 1,735.31 2,747.00 177,962.00 
2537 1,616 1,428.68 2,503.00 238.411.00 
2538 1,659 1,400.55 3,882.00 416,287.00 
2539 1,803 1,916.65 4,067.00 450,145.00 
2540 2,021 1,701.13 4,090.00 402,063.00 
2541 2,458 1,396.41 6,813.00 682,665.00 
2542 2,774 2,977.09 6,056.08 617,122.35 
2543 3,183 2,988.74 7,752.14 753,966.53 
2544 3,482 3,884.11 8,003.53 755,748.65 
2545 4,570 3,877.88 11,032.06 1,054,912.02 
2546 5,610 5,468.37 12,229.55 1,163,310.61 

 

ท่ีมา: กรมประมง (2548ก) 
 
2.  ซีลีเนียม 

2.1  ลักษณะทั่วไป 
ซีลีเนียม (Selenium) ถูกคนพบในป ค.ศ 1817 โดย Jons Jacob  Berzelius  เปนแรธาตุ

ชนิดหนึง่มีสัญลักษณทางเคมีวา Se ในตารางธาตุอยูในหมูที่ 16 คาบที่ 4 มีเลขอะตอมเทากับ 34 
และมวลอะตอม 78.96 กรัมตอโมล เปนธาตุที่อยูระหวางธาตุเทลลูเรียมและโปโลเนยีม และ
ระหวางธาตแุทที่ไมใชโลหะคือ ออกซิเจนและซัลเฟอร   สามารถพบซีลีเนียมในรูปรีดิวซ -2 ซีลี
ไนด (selenide) หรือถูกออกซิไดซไปเปน +4 ซีลีไนท (selenite) หรือ +6 ซีลีเนท (selenate) โดย
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ซีลีเนียมเปนธาตุที่มีสีเทาหรือสีเทาผสมดํา ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวที่ 220.5 องศาเซลเซียส และมี
จุดเดือดเทากบั 684.9 องศาเซลเซียส (McDowell, 1992; Brown and Arthur, 2001)   

คุณสมบัติทางเคมีของซีลีเนียมจะคลายกับซัลเฟอร โดยซีลีเนียมในรูปสารประกอบ
อินทรีย ไดแก ซีลีโนเมทไธโอนีน (selenomethionine) ซีลีโนซิสทีน (selenocysteine) และซีลีโน
ยีสต (selenoyeast) มีความใกลเคียงกับอนุพันธของซัลเฟอรคือ ซิสเตอีน (cysteine) และเมทไธ
โอนีน (methionine) ขณะที่ซีลีเนียมในรูปสารประกอบอนินทรีย ไดแก โซเดียมซีลีไนท (sodium 
selenite) โซเดียมซีลีเนท (sodium selenate) ซีลีเนียมซัลไฟด (selenium sulfide) และซีลีเนียม
ซัลเฟต (selenium sulfate) มีความใกลเคียงกับอนุพันธของซัลเฟอรคือ ไฮโดรเจนซัลไฟด ซัลไฟด 
และซัลเฟต (Andreotti, 2003; Dodig and Cepelak, 2004) 

2.2  แหลงท่ีพบซีลีเนียม 
2.2.1 ดินและหิน สามารถพบซีลีเนียมไดในดินและหิน เชน ดินทราย หินปูน และแผนหิน 

พบวามีการสะสมของซีลีเนียมอยูระหวาง 0.1-2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และมีปริมาณสูง 1,200 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Andreotti, 2003) แตละพื้นที่มีการสะสมซีลีเนียมในปริมาณที่แตกตางกัน 
เชนประเทศจีนมีซีลีเนียมสะสมในดินเฉลี่ย 0.112 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และพบสูงสุดเพียง 7.865 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Sun et al., 1985)  

2.2.2  อากาศ ซีลีเนียมสะสมอยูในอากาศทั้งจากการหายใจของสิ่งมีชีวิตและจากมลภาวะ 
โดยทั่วไปพบวามีในปริมาณต่ํากวา 10 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร (National Research Council, 
1976) และจากการศึกษาของ Hashimoto และ Winchester (1967) พบวาซีลีเนียมที่ลองลอยใน
อากาศบริเวณเขตตัวเมืองมีอยูประมาณ 0.3-1.6 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร ซ่ึงเปนปริมาณที่สูงกวา
ในเขตพื้นที่อุตสาหกรรม ซีลีเนียมที่กอใหเกิดมลภาวะทางอากาศ คือ กาซไฮโดรเจนซีลีไนท 
(Hydrogen selenite) ซ่ึงเปนกาซไมมีสี (Ermakov and Kovalskij, 1974) 

2.2.3 อาหารและน้ํา ซีลีเนียมพบในอาหารสําหรับบริโภคไดแก อาหารทะเล เนื้อสัตว ไข 
ผัก และผลไม รวมทั้งหัวหอมและกระเทียม ซ่ึงปริมาณซีลีเนียมในเนื้อสัตว ผักและผลไมชนิดตาง 
ๆ ในแตละพื้นที่ของแตละประเทศไมเทากัน ขึ้นอยูกับปริมาณซีลีเนียมที่มีอยูในพื้นดินที่ใชปลูกพืช 
การกินกันตามลําดับหวงโซอาหารของผูบริโภครวมทั้งการกินของสัตวใหญกินสัตวเล็กดวย ดังนั้น
ปริมาณซีลีเนียมที่มีอยูในพืชและสัตวแตละชนิดจึงแตกตางกัน (Dodig and Cepelak, 2004; 
Sirichakwal et al., 2005) สําหรับในประเทศไทย Sirichakwal และคณะ (2005) ไดศึกษาปริมาณ
ซีลีเนียมที่พบในอาหารไทยทั้งพืชผัก ผลไมและเนื้อสัตวพวกวัว สุกร ไก ฯลฯ รวมทั้งสัตวทะเล
พวกหมึก กุง ปูและหอย เปนตน ดังตารางที่ 2 นอกจากนี้พบวาอาหารที่มีโปรตีนสูงจะมีปริมาณ
ซีลีเนียมสะสมอยูมากกวาอาหารที่มีโปรตีนต่ํา  
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ตารางที่ 2  ปริมาณซีลีเนียมที่สะสมในอาหารชนิดตาง ๆ ของประเทศไทย 
 

ชนิดอาหาร ปริมาณซีลีเนียมในอาหาร 
(µg/100 g) 

ชนิดอาหาร ปริมาณซีลีเนียมในอาหาร 
(µg/100 g) 

ขาว 5.0 มะเขือเทศ 1.2 
เนื้อวัว 15.4 แครอท 3.9 
เนื้อหมู 18.0 ฟกทอง 0.9 
เนื้อไก 22.3 มันฝรั่ง 1.2 
ไขไก 74.4 ผักกาดหอม 1.1 
ไขเปด 70.4 เห็ด 1.2 
กุง 35.5 พริกไทย 0.1 
หมึก 41.0 หัวหอม 0.6 
ปูดํา 46.1 กระเทียม 3.4 
หอยแมลงภู 42.6 กลวยน้ําหวา 0.3 
หอยนางรม 29.3 กลวยไข 0.6 
ปลาชอน 33.5 มะละกอสุก 1.2 
ปลาดุก  47.3 มะมวงอกรอง 1.0 
ปลาแมคคาเรล 88.1 สม 1.2 
ชะอม 12.7 กลวย 0.3 
หนอไมฝรั่ง 3.5 สับปะรด 0.2 
กะหล่ําดอก 0.7 นมสด 2.8 
กะหล่ําปลี 0.2 ถ่ัวลิสง 11.1 
แตงกวา 0.4 ถ่ัวเหลือง 12.7 

 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Sirichakwal และคณะ (2005) 
 

สวนซีลีเนียมที่พบในแหลงน้ําอยูในรูปเกลือซีลีเนียมอนินทรีย (inorganic selenium salt) 
ประมาณ 2-3 ไมโครกรัมตอลิตร (Ermakov and Kovalskij, 1974) จากการศึกษาของ Cappon และ 
Smith (1982) พบวาในสัตวน้ําจืดมีการสะสมของซีลีเนียมในรูปซีลีเนทประมาณ 36 เปอรเซ็นต 
สวนสัตวน้ําเค็มมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทเพียง 24 เปอรเซ็นต เทานั้น  

2.2.4 การเกษตรและอุตสาหกรรม ในดานเกษตรกรรมพบซีลีเนียมในสวนผสมของยากําจัด 
ศัตรูพืชและยาฆาเชื้อรา ดานอุตสาหกรรมการผลิต ไดแก โรงงานทําเหมืองแร โรงงานถลุงแร และ
โรงงานสกัดโลหะหนัก สวนอุตสาหกรรมการบริโภค ไดแก การทําแกว การฟอกสี อุปกรณอิเล็ก
โทรนิค หมึกพิมพ และสียอม (National Research Council, 1976) เปนตน   
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2.3.  เมตาบอลิซึมของซีลีเนียม 

ภาพที่ 2  เมตาบอลิซึมของซีลีเนียม 
ท่ีมา :      ดัดแปลงจาก Abdulah และคณะ (2005) และ Suzuki (2005)   

 
ในร างกายสัตวทุ กชนิดมี ซี ลี เนี ยม เปนองคประกอบอยู ในรูปซี ลีโนโปรตีน 

(selenoprotein) ชนิดตางๆ เชนซีลีโนโปรตีนพี (selenoprotein P) ซีลีโนโปรตีนดับเบิ้ลยู 
(selenoprotein W) เปนตน    ซีลีโนโปรตีนทั้งสองชนิดไดจากการเปลี่ยนรูปของซีลีโนเมทไธ
โอนีน (selenomethionine) ซีลีโนซิสทีน (selenocysteine) ซีลีไนท (selenite)  และซีลีเนท (selenate) 
เปนตน ดังภาพที่ 2 ซ่ึงซีลีโนโปรตีนแตละชนิดมีหนาที่ทางชีววิทยาที่แตกตางกัน (Arther, 1997)  
การรวมตัวของซีลีเนียมกับกรดอะมิโนซิสทีน (cysteine) ในสายโปรตีน เรียกวา ซีลีโนซิสทีน และ
เมื่อซีลีเนียมรวมตัวกับกรดอะมิโนเมทไธโอนีน (methionine) ในสายโปรตีนก็เรียกวา ซีลีโนเมทไธ
โอนีน ซ่ึงซีลีโนเมทไธโอนีนเปนซีลีโนโปรตีนชนิดแรกที่พบในรางกาย จากนั้นจะเปลี่ยนรูปไป

Selenophosphate 

   Methyl Selenol 
       (CH3SeH) 

        Dimethyl Selenide 
    ((CH3)2Se) 

       Selenium diglutathione 
               (GS-Se-SG) 

Glutathione Selenopersulfide 
                    (GS-SeH) 

General body proteins 

Selenomethionine 

Selenocysteine 

breath 

urine 

β-lyase 

Selenoproteins (P, W) 

Methyl Selenocysteine 
          (MSC) 

    Trimethyl Selenonium Ion 
((CH3)3Se+) 

       Hydrogen    
Selenide 

         (HSe- ) 

GSH 
   Selenite/ Selenate 
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เปนซีลีโนซิสทีนโดยผานกระบวนการ trans-sulfuration  และเปลี่ยนไปอยูในรูปของไฮโดรเจนซีลี
ไนด (hydrogen selenide; HSe-) โดยอาศัยเอนไซม β-lyase  ขณะเดียวกันหากรางกายไดรับซีลีเนียม
ในรูปของซีลีไนท (selenite)  ซ่ึงอยูในรูปไอออนสามารถทําปฏิกิริยากับกลูทาไธโอน (glutathione; 
GSH) เปลี่ยนเปนซีลีโนไดกลูทาไธโอน (selenodiglutathione; GS-Se-SG) และกลูทาไธโอนซีลีโน
เปอรซัลไฟด (glutathione selenopersulfide; GS-SeH) ตามลําดับ จากนั้นก็จะเปลี่ยนไปเปน
ไฮโดรเจนซีลีไนดเชนเดียวกัน ไฮโดรเจนซีลีไนดอยูในรูป Active form สามารถเปลี่ยนไปเปนซีลี
โนฟอสเฟต (selenophosphate) เพื่อสังเคราะหซีลีโนโปรตีนพีและซีลีโนโปรตีนดับเบิ้ลยู ซ่ึงเปนซี
ลีโนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญเกี่ยวกับการขนสงโปรตีนในน้ําเลือดและเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อ
ตามลําดับ และเมื่อไฮโดรเจนซีลีไนดไดรับกลุมเมทิล (methylation) จาก S-adenosylmethionine 
(SAM) จะเปลี่ยนเปนเมทิลซีลีนอล (CH3SeH), ไดเมทิลซีลีไนด ((CH3)2Se) และไตรเมทิลซีลีโน
เนียมไอออน ((CH3)3Se+) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาเมทิลซีลีโนซีสทีน (methylselenocystein; 
MSC) เปนซีลีโนโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบมากในกระเทียมและหอม ซ่ึงสามารถเปลี่ยนไปเปนเมทิลซี
ลีนอลไดเชนเดียวกัน เมทิลซีลีนอลมีผลในการฆาเซลลมะเร็งโดยการเกิด Apoptosis และยับยั้ง
ไมใหเซลลมะเร็งพัฒนากลายไปเปนเนื้องอก ซีลีเนียมจะถูกขับออกจากรางกายอยางรวดเร็ว
ทางการหายใจออกในรูปของไดเมทิลซีลีไนด และทางปสสาวะ (Urine) ในรูปของไตรเมทิลซีลีโน
เนียมไอออน (Abdulah  et al., 2005)   

 
2.4  ความสําคญัของซีลีเนียม 

2.4.1  เปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (Glutathione 
peroxidase; GSHPx) 

จากรายงานของ National Research Council (1989) พบวาซีลีเนียมเปนธาตุที่จําเปน 
(essential trace element) และสําคัญสําหรับสิ่งมีชีวิต เนื่องจากมีผลตอระบบเมตาบอลิซึมของ
รางกาย และยังเปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx) ทําหนาที่ใน
การเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide; H2O2) และลิปดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(lipid hydroperoxides)  ซ่ึงเปนผลิตผลที่ไดจากกลไกการทํางานของรางกายใหเปลี่ยนไปเปนน้ํา
และลิปดแอลกอฮอล ตามลําดับ (Rutruck et al., 1973) เอนไซมชนิดนี้ยังชวยในการกําจัดอนุมูล
อิสระ (O2

-  free radical) ปองกันเซลลจากการทําลายของสารเปอรออกไซด (Little et al., 1970) ได
อีกดวย กลไกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส ดังภาพที่ 3  ผลิตผลที่เกิดจาก
ขบวนการเมตาบอลิซึม ซ่ึงใชออกซิเจนของรางกายทําใหเกิดออกไซดที่สําคัญคือ ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และอนุมูลอิสระ (Free radical) ไดแก ซุปเปอรออกไซด (superoxide, O2

.-) และอนุมูล 
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ไฮดรอกซิล (hydroxyl radical; OH.-) ซ่ึงซุปเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นสามารถเปลี่ยนไปเปน
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยอาศัยเอนไซม superoxide dismutase (SOD) เปนตัวเรงปฏิกิริยา  
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นเปนอันตรายตอรางกาย และหากเปลี่ยนไปเปนอนุมูลไฮดรอกซิล
จะทําปฏิกิริยากับโปรตีนเกิด Protein peroxidation  เมื่อทําปฏิกิริยากับไขมันเกิด Lipid peroxidation 
และสามารถทําลายดีเอ็นเอ (DNA) ทําใหเกิดความผิดปกติตอรางกายได   

ภาพที่ 3   กลไกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  
ท่ีมา :       Spallholz และคณะ (2004) 

 
รางกายมีกลไกการปองกันตนเองจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้น โดยมีเอนไซมกลู

ทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนตัวทําลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมใหเปลี่ยนไปเปนอนุมูลไฮดรอก
ซิลแตเปลี่ยนเปนน้ําแทน โดยกลูทาไธโอนในสภาพรีดิวส (reduced glutathione, GSH) จับกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงอาศัยการทํางานรวมกับเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  
เปลี่ยนเปนน้ําและกลูทาไธโอนในสภาพออกซิไดส (oxidized glutathione, GSSG) จากนั้น GSSG 
เปลี่ยนกลับมาเปน GSH ได  โดยอาศัยเอนไซมกลูทาไธโอนรีดักเตส (glutathione reductase) 
รวมกับ NADPH ซ่ึงเปนโคเอ็นไซม ชวยในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดังสมการ   

Oxidative 
Burst
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glutathione reductase 

glutathione peroxidase                   
2GSH +  H2O2                                                                                    GSSG + 2H2O   

   
GSSG + NADPH + H+                                                                     2GSH + NADP+ 

 

2.4.2 เพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  
จากการศึกษาพบวาซีลีเนียมมีผลตอระบบภูมิคุมกันในสัตว   ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการ

สะสมของซีลีเนียมในสัตวบกและสัตวน้ํา สวนใหญอยูบริเวณ มาม ตับ ไตและตอมน้ําเหลือง 
(McKenzie et al., 1998 ) ซ่ึงเปนเนื้อเยื่อที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน (กิจการและคณะ, 2539)      
ทําใหซีลีเนียมมีผลตอการทํางานของภูมิคุมกันโรคทั้งแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) และ 
แบบจําเพาะ (specific immunity)  Arthur และคณะ (2003) พบวาซีลีเนียมมีผลตอระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะโดยการเพิ่มหรือลดการทํางานของเซลล เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ 
(macrophage) ในการจับกินสิ่งแปลกปลอม สําหรับภูมิคุมกันแบบจําเพาะนั้น มีผลตอการทํางาน
ของเม็ดเลือดขาว T-lymphocyte และ B-lymphocyte  Combs และ Combs (1986) พบวาการขาด
ซีลีเนียมทําใหปริมาณแอนติบอดีลดลง เนื่องจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด B-lymphocyte ซ่ึงทํา
หนาที่ในการสรางสารแอนติบอดี ถูกทําลายจากสารเปอรออกไซด และพบวาซีลีเนียมเปนสารตาน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) ที่ดี เชนเดียวกับวิตามินอีในการทําลายโมเลกุลของออกซิเจนไมให
เปลี่ยนไปเปนสารประกอบเปอรออกไซดซ่ึงมีผลทําลายผนังเซลล  
 
3.  ระบบภูมิคุมกันในปลา 

ระบบภูมิคุมกัน (Immunological system) เปนกลไกของรางกายในการปองกันตัวจากเชื้อ
โรค ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 2 ระบบ คือระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) 
และระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific immunity) แตละระบบจะประกอบดวยการทํางาน
รวมกันของภูมิคุมกันแบบเซลลและภูมิคุมกันแบบสารน้ํา ในการกําจัดสิ่งแปลกปลอม  

3.1  ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Non-specific immunity) 
  เปนระบบภูมิคุมกันที่สามารถตอตานสิ่งแปลกปลอมแบบไมจําเพาะเจาะจง สวนใหญมี

มาแตกําเนิด มีกลไกการทํางานโดยชวยไมใหเชื้อลุกลามหรือเพิ่มจํานวนออกไป กอนที่รางกายจะ
สรางภูมิคุมกันแบบจําเพาะขึ้นมา  ในปลาการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะมี
ความสําคัญมากในการปองกันการเกิดโรค (กิจการและคณะ, 2539) สามารถแบงระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะไดดังนี้ 
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3.1.1  กลไกสวนพื้นผิวของรางกาย (Surface barriers) เปนสวนแรกของรางกายที่ทํา 
หนาที่ตอตานสิ่งแปลกปลอมตางๆที่จะเขาสูรางกาย ไดแก เยื่อเมือก เกล็ด ผิวหนัง เหงือกและ
ระบบทางเดินอาหาร 

ก.  เยื่อเมือก (mucus)  
  ทําหนาที่ในการดักจับจุลชีพไมใหเคลื่อนที่เขาสูเนื้อเยื่อ การผลิตเมือกของปลาจะ

เพิ่มขึ้น  เมื่อมีการตอบสนองตอการติดเชื้อโรคหรือการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ  พบเยื่อเมือกปก
คลุมบริเวณเยื่อบุผิวหนัง เหงือกและทางเดินอาหาร 

ข.  ผิวหนัง (skin)  
   ผิวหนังของปลาจะทําหนาที่เกี่ยวกับการควบคุมสมดุลของของเหลวภายในและ

ภายนอกรางกาย เมื่อมีจุลชีพเขามารบกวนจะมีการตอบสนองโดยการสรางผิวหนังชั้นนอกใหมี
ลักษณะหนา หรือเกิดภาวะเนื้อเยื่อมีจํานวนของ mulpiglian เซลลเพิ่มขึ้นมากผิดปกติ (hyperplasia) 
เพื่อปองกันผิวหนังจากการรบกวนใหเกิดขึ้นนอยที่สุด   

ค.  เหงือก (gill)  
  เหงือกประกอบดวยพื้นที่ผิวขนาดใหญของเยื่อบุผิวที่ออนบาง เปนทางผานเขาออกของ

จุลชีพ  โดยเหงือกจะมีเมือกบุผิวและเกิดภาวะที่ เนื้อเยื่อมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากผิดปกติ 
(hyperplasia)    ตอบสนองตอการรบกวนเชนเดียวกับผิวหนัง  นอกจากนี้เหงือกยังมีเซลลฟาโก
ซัยท (phagocyte) ในบริเวณ branchial capillaries เพื่อกําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือจุลชีพเมื่อมีการติด
เชื้อกอโรค 

ง.  ทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) 
  บริเวณทางเดินอาหารจะมีเยื่อบุเมือกและพีเอชต่ําเนื่องจากมีการหล่ังน้ํายอยและน้ําดี

ออกมา ทําใหเกิดภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อกอโรค  
2.1.2  กลไกดานสารน้ํา (Humoral mechanism) เปนระบบภูมิคุมกันสารน้ํา      ซ่ึงเปน

ของเหลวในรางกาย รวมถึงสารคัดหล่ังตางๆ ซ่ึงสวนใหญเปนสารประเภทโปรตีน ทําหนาที่
ปองกันรางกาย สารน้ําแตละประเภทมีหนาที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และยอยสลาย
เซลลเชื้อโรคโดยการใชเอนไซมที่แตกตางกันดังนี้  

ก. สารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Inhibitors substance) เปนสารที่ทําใหจุลิน 
ทรียไมไดรับสารอาหารที่จําเปนตอรางกาย รบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย แบง
ออกเปน  

• ทรานสเฟอรริน (Transferrin) เปนโปรตีนที่มีความสามารถในการจับกับเหล็ก 
(iron)  ซ่ึงเหล็กเปนสารที่จําเปนในการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดรวมทั้ง 
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จุลชีพ  ดังนั้นเมื่อทรานสเฟอรรินขัดขวางไมใหจุลชีพไดรับเหล็ก จุลชีพก็จะไม
เจริญเติบโตและตายในที่สุด   ดังรายงานของกิจการและคณะ (2539) วาทรานส
เฟอรรินสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและเชื้อรา  

• อินเตอรฟรอน (Interferon) เปนสารชนิดหนึ่ง ซ่ึงหล่ังโดยเซลลที่ติดเชื้อไวรัส 
สงไปยังเซลลขางเคียงหรือเซลลอ่ืนๆ  ทําใหเซลลดังกลาวไมติดเชื้อไวรัสและ
สามารถตานทานเชื้อไวรัสได  (โพยม, 2532)  

• แอนตี้โปรติเอส (Antiprotease) เปนสารที่ตอตานเอนไซมของเชื้อโรค  เมื่อเชื้อ
โรคเขาสูรางกายเชื้อโรคจะปลอยเอนไซมออกมายอยสลายเซลลรางกายเพื่อนํา
สารอาหารไปใช    ในปลาแซลมอนพบวาแอลฟามาโครโกลบูลิน  (alpha-
macroglobulin) สามารถยับยั้งเอนไซมโปรติเอสจากเชื้อ Aeromonas salmonicida 
ได (Alexander, 1985 อางตามกิจการ และคณะ, 2539) 
• เลคติน (Lectins) เปนสารโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่สามารถเชื่อมตอกับ
คารโบไฮเดรตและโครงสรางที่มีความซับซอนของเซลลผิวหนังของเชื้อโรค
ชนิดตางๆได (สุทธิพันธ และคณะ, 2543) เมื่อเลคตินจับกับเชื้อโรคจะเกิดการ
รวมกลุม (agglutination)  ทําใหเชื้อโรคหมดประสิทธิภาพในการทํางาน  

2.  เอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการยอยสลาย  (Lysins) 
2.1  คอมพลีเมนท (Complement) 
เปนกลไกปองกันตัวเองที่ สําคัญเพราะมีหนาที่หลายอยางในการกําจัดเซลล

แปลกปลอม ตอตานเชื้อโรค โดยทําใหเกิดการอักเสบ มีการชักนําเม็ดเลือดขาวและกระตุนให
เซลลฟาโกซัยทจับกินสิ่งแปลกปลอม  คอมพลีเมนทเปนกลุมโปรตีนในน้ําเหลือง ในสภาพปกติจะ
ไมวองไวไมสามารถปฏิบัติหนาที่ได  ตองการการกระตุนกอนจึงจะทํางาน การทํางานจะตองอาศัย
คอมพลีเมนทหลายชนิดทํางานเชื่อมโยงกันเปนลูกโซ  ในปลาพบคอมพลีเมนทในน้ําเลือด สารคัด
หล่ังและเมือก การทํางานของคอมพลีเมนทมี 2 แบบ คือแบบทางตรง (classical pathway) จะ
ทํางานเมื่อเกิดปฏิกิริยาการรวมตัวของแอนติบอดีกับแอนติเจน มักเกิดในระบบภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะ  และแบบทางลัด (alternative pathway) เปนแนวทางที่รางกายใชกําจัดเชื้อโรคในระยะที่
ไดรับเชื้อใหมๆ ยังไมมีแอนติบอดีเกิดขึ้น จุลชีพหลายชนิดเชน ปรสิต ไวรัส เชื้อรา แบคทีเรีย 
พยาธิ เปนตน  สามารถกระตุนการเกิดคอมพลีเมนทไดโดยตรง ผลจากการกระตุนคอมพลีเมนทจะ
ชวยทําใหเชื้อจุลชีพถูกทําลายไดงายขึ้น ดังภาพที่ 4  
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ภาพที่ 4   การทํางานของระบบคอมพลีเมนทของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ   
ท่ีมา :       ดัดแปลงจาก Rotti (1991) 
 
ซ่ึงการทํางานของคอมพลีเมนททําใหเกิดเหตุการณดังนี้  

เกิดการ Lysis หมายถึง จากการกระตุนคอมพลีเมนทจะทําใหเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัส
บางชนิดแตกได  

เกิด Chemotaxis หมายถึง สารประกอบบางชนิดเกิดจากการกระตุนคอมพลีเมนท สามารถ
ชักนําใหเกิดการชุมนุมของเม็ดเลือดขาวในบริเวณที่มีการติดเชื้อ ใหมาจับกินจุลชีพเพิ่มมากขึ้น  

เกิด Opsonization หมายถึง จากการกระตุนคอมพลีเมนทจะไดสาร opsonin ซ่ึงจะไปจับกับ
จุลชีพเชน แบคทีเรีย แลวทําใหเซลลฟาโกซัยทสามารถจับและกลืนจุลชีพเกิด phagocytosis ดีขึ้น 
(สุทธิพันธ และคณะ, 2543) 

2.2  ไลโซไซม (Lysozyme)  
เปนเอนไซมซ่ึงสามารถทําลายสาร mucopolysaccharide ที่ผนังเซลลแบคทีเรียแกรม 

บวกทําใหเซลลแบคทีเรียแตก สวนใหญผนังเซลลดานนอกของแบคทีเรียจะถูกรบกวนโดยคอมพลี
เมนทกอน จากนั้นไลโซไซมจะเขามาทาํหนาที่ตอเพื่อทําการยอยสลายเซลลของเชื้อโรค ในปลา
พบไลโซไซมในน้ําเลือด และเมือกบุผิว มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย  



 

 

17

2.3  C-reactive protein (CRP)   
เปนโปรตีนในน้ําเลือดซึ่งจะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเมื่อรางกายเกิดการอักเสบหรือ

เนื้อเยื่อถูกทําลาย (acutephase protein) (วันเพ็ญ, 2525) CRP ทําหนาที่เปนสารชักนําหรือเชื่อมโยง
ใหเกิด opsonization มีผลตอกระบวนการฟาโกซัยโตชีส หรือกระตุนการทํางานของคอมพลีเมนท
แบบ classical pathway   

3.1.3  กลไกดานเซลล (Cellular mechanism) เปนระบบภูมิคุมกันซึ่งอาศัยเซลลชนิดตางๆ 
ในการปองกันการติดเชื้อ ดังนี้ 

ก. ฟาโกซัยท (Phagocytes) หรือ (phagocytic cells) ไดแกแมคโครฟาจ (macrophage) และ
นิวโทรฟล (neutrophil) (ชนกันต, 2545) เปนเซลลเม็ดเลือดที่ทําหนาที่จับกินและทําลายสิ่ง
แปลกปลอมโดยอาศัยกระบวนการฟาโกซัยโตซีส (phagocytosis) ซ่ึงเซลลฟาโกซัยท ประกอบดวย   

• แมคโครฟาจ (macrophage) พบมากในเนื้อเยื่อของปลากระดูกแข็งรวมถึงบริเวณ
เหงือกและบริเวณเยื่อบุชองทอง (peritoneum) แตพบมากสุดบริเวณไต มาม และ
บริเวณหัวใจหอง atrium       ในปลาบางชนิดไมพบบริเวณตับเหมือนสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม  

• โมโนซัยท (monocyte) พบไดในบริเวณไตและพบจํานวนเล็กนอยในกระแส
โลหิตสามารถเคลื่อนยายในกระแสโลหิตไปยังบริเวณที่เกิดการอักเสบเพื่อเพิ่ม
จํานวนแมคโครฟาจ    ทั้งโมโนซัยทและแมคโครฟาจสามารถจับกินสิ่ ง
แปลกปลอมหลายๆ ชนิดได เชน แบคทีเรีย อนุภาคคารบอน และยีสต     

• อีโอซิโนฟล (eosinophil) และเบโซฟล (basophil) ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เซลล
ดังกลาวจะมีหนาที่เกี่ยวของกับการเกิดการอักเสบ การปองกันตัวอ่ืนๆ แตในปลา
บทบาทและหนาที่ไมแนชัด 

• นิวโทรฟล (nutrophil) ในปลาเปนเซลลที่ทําหนาที่ในการจับกินสิ่งแปลกปลอมมี
ความคลายคลึงกับสัตวเล้ียงลูกดวยนม  พบนิวโทรฟลในไต มาม กระแสโลหิต 
และบริเวณบาดแผลที่เกิดการอักเสบ  การเกิดฟาโกซัยโตซีสสวนใหญมักเกิดใน
นิวโทรฟล ดังภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5   กระบวนการฟาโกซัยโตซีสในการกําจัดเชื้อแบคทีเรีย   
ท่ีมา : สุทธิพันธ และคณะ (2543) 
 
ขั้นตอนการเกดิ phagocytosis  มีดังนี้   

1. Adherence (attachment) คือการที่จุลชีพและฟาโกซัยทเขามาประชิดกนั เปนขั้นตอนแรก 
กอนที่จุลชีพจะถูกกลืนเขาสูซัยโตพลาสซึมของเซลลฟาโกซัยทและถูกทําลายตอไป 

2. Ingestion เมื่อเซลลฟาโกซัยทสัมผัสกับจุลชีพจะเกดิ pseudopod ยื่นออกไปเพื่อโอบลอม
จุลชีพ  ปลาย pseudopod 2 ขางที่ยื่นออกไปจะประสานกัน  เกิดเปนถุงที่ภายในมีจุลชีพอยู ถุงนี้
เรียกวา phagosome 

3. Degranulation  เมื่อมี phagosome เกิดขึ้นในซัยโตพลาสซึม (cytoplasm)      แลว lysosome 
หรือ granule ของฟาโกซัยทจะเคลื่อนที่มาอยูรอบๆ phagosome แลวมีการเชื่อมตอกันระหวาง 
phagosome และ lysosome กลายเปน phagolysosome 

4. Intra cellular killing จุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอมที่อยูภายใน phagosome และ phago- 
lysosome ถูกทําลายดวยกรด และเอนไซมหลายชนิด 

ข.  Natural cytotoxic cell (NCC) จะมลัีกษณะคลายกับ Natural Killer cell (NK-cell)   
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม และมักเกิดในเซลลที่ติดเชื้อไวรัสและเนื้องอก เมื่อเซลล NCC ไดรับการ
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กระตุนจากการติดเชื้อไวรัส จะปลอยสารภายใน granule ออกมาทําลายเยื่อหุมเซลลไวรัสและยับยั้ง
การเพิ่มจํานวนของไวรัส  
 

3.2  ระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Specific immunity) 
เปนระบบภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นเมื่อรางกายไมสามารถกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยภูมิคุมกัน

แบบไมจําเพาะได ภูมิคุมกันแบบจําเพาะเกิดขึ้นเมื่อถูกกระตุนดวยจุลชีพหนึ่ง และมีความจําเพาะ
ตอจุลชีพนั้นเทานั้น ในการกําจัดจุลชีพมีการใชสารน้ํา (humoral immunity) และเซลล (cellular 
immunity) ทํางานรวมกัน เซลลที่สําคัญในการทํางานของภูมิคุมกันแบบจําเพาะไดแก ลิมโฟซัยท 
(lymphocytes) ซ่ึงพบลิมโฟซัยทในระบบหมุนเวียนเลือดและลิมฟอยดออรแกน (lymphoid organ) 
ไดแก  ไธมัส  ไต  มาม และเนื้อเยื่อบุผิวของปลา (ผิวหนัง เหงือกและทางเดินอาหาร) ลิมโฟซัยท
แบงออกไดเปน 2 กลุมคือ T-lymphocyte และ B-lymphocyte โดย T-lymphocyte ตอบสนอง
ภูมิคุมกันแบบเซลล (CMIR) และยังชวย B-lymphocyte ในการสรางแอนติบอดีดวย สวน B-
lymphocyte ตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (HIR)  นอกจากนี้ทั้ง T-lymphocyte และ B-
lymphocyte เปนเซลลที่มีบทบาทตอการสรางเซลลเก็บความจํา (memory cells) ใหเกิดขึ้นในปลา 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ แบงเปน 2 หลักใหญๆ ดังนี้ 

3.2.1 Cell-Mediated Immune Response (CMIR)  เปนการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันดานเซลลที่กระทําโดย T-lymphocyte ซ่ึงไมมีการสรางแอนติบอดี มีความสําคัญในการ
ตอตานโรคติดเชื้อที่ เกิดจากเชื้อไวรัส โรคติดเชื้อจากปรสิตและโรคติดเชื้อรา โดยเมื่อ T-
lymphocyte ถูกกระตุนดวยแอนติเจน เกิดการเปลี่ยนแปลงของ T-lymphocyte เปล่ียนเปน 
cytotoxic T cell หรือ killer T cell  ที่จําเพาะตอแอนติเจนที่เปนเซลลจากการติดเชื้อไวรัส ปรสิต
และเซลลเนื้องอก ซ่ึง T-lymphocyte สวนหนึ่งจะหลั่งลิมโฟไคเนส (lymphokinase) หลายๆ ชนิด
ออกมาโดยทําหนาที่ตางๆ กันดังนี้ 

• Macrophage activated factor (MAF) มีคุณสมบัติทําใหแมคโครฟาจมาชุมนุมกัน
อยูในบริเวณที่มีการหลั่งสารและกระตุนใหแมคโครฟาจทําหนาที่ฟาโกซัยโตซีส
ไดดีขึ้น 

• Lymphocyte mitogenic factor มีหนาที่กระตุนลิมโฟซัยทปกติที่ไมมีการ
ตอบสนองตอแอนติเจนใหมีการแบงตัวเพิ่มจํานวน ชวยลิมโฟซัยทที่ถูกกระตุน
ดวยแอนติเจนทํางาน 

• Lymphotoxin เปนสารที่เมื่อสัมผัสกับเซลลของแอนติเจนแลวสามารถทําลายได 
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จากการทํางานของ T-lymphocyte ทําใหแมคโครฟาจถูกกระตุน (activated macrophage) 
มีความสามารถสูงขึ้นในการกําจัดแอนติเจน 

3.2.2 Humoral Immune Response (HIR)  มีการสรางแอนติบอดีจากปฏิกิริยาของระบบ
ภูมิคุมกันตอแอนติเจน โดย B-lymphocyte เมื่อถูกกระตุนดวยแอนติเจนก็จะกลายเปน blast cell 
แบงตัวเพิ่มจํานวนแลวแยกออกเปน 2 ทางคือ ทางหนึง่กลายเปนเซลลเก็บความจํา อีกทางหนึ่งจะ
กลายเปน plasma cell เพื่อสรางแอนติบอดีใหกับรางกายซึ่งแอนติบอดีที่สรางขึ้นเปนโกลบูลินทํา
หนาที่เกีย่วกับภูมิคุมกันในรางกายจึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulins) หรือ Ig 
โครงสรางทั่วไปของอิมมูโนโกลบูลิน  1 โมเลกุล ประกอบดวยสาย polypeptide 4 สาย คือ  heavy 
chain (H) 2 สายที่เหมือนกนั ซ่ึงเปนแนวยาวเชื่อมตอกนัดวย disulfide bond และอีก 2 สายส้ันที่
เหมือนกนั เรียกวา  light chain (L)  ดังภาพที่ 6   ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะมีอิมมูโนโกลบูลิน   อยู 5 
ชนิด  แตในปลามีเพียงชนิดเดียวคือ IgM ในปลาฉลามพบ IgM แบบ tetramer (กิจการ และคณะ, 
2539) สามารถพบอิมมูโนโกลบูลิน  ในสารคัดหล่ังเมือกของผิวหนัง  ทางเดินอาหาร  ทอน้ําดี และ
ในไขของปลาบางชนิด เชน ปลาคารพ   

อิมมูโนโกลบูลินมีหนาที่กําจัดไวรัส เชื้อปรสิตและยังทําหนาที่กระตุนการทํางานระบบ
คอมพลีเมนทไดดียิ่งขึน้ เนือ่งจากปลาสราง IgM โดยไมมี IgG เปนองคประกอบคูกันเหมือนใน
สัตวช้ันสูง (ชลอ, 2528)  ดังนั้นเมื่อแอนติเจน เชนไวรัส เขาสูตัวปลา เซลลที่สราง IgM มี
ความสามารถในการจําแอนติเจนไดไมดนีกั ทําใหปลาขาดภูมิคุมกนัที่ถาวร (โพยม, 2532) 
นอกจากนี้ T-lymphocyte ยังชวย B-lymphocyte สรางแอนติบอดีตอบสนองตอแอนติเจนพวก
โปรตีนและคารโบไฮเดรตอีกดวย ในการสรางแอนติบอดี เบญจะ (2525) รายงานวาหากแยกเอา
แมคโครฟาจออกไป การสรางแอนติบอดีจะลดลง แสดงวาแมคโครฟาจมีผลตอการสราง
แอนติบอด ี เมื่อแอนติบอดจีับกับแอนติเจนเกิดเปนแอนติเจน-แอนติบอดีคอมเพล็กกระตุนคอมพลี
เมนทใหทําลายเซลลติดเชื้อ 
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ภาพที่ 6  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน   
ท่ีมา : สุทธิพันธ และคณะ (2543) 
 
4.  ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

ในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตไมวาจะเปนในสัตวบกหรือสัตวน้ํา  
จะมีการเปลี่ยนแปลงแตกตางกันออกไป ขึ้นอยูกับสิ่งเราหรือมีปจจัยตางๆที่เขามาเกี่ยวของ ซ่ึง
ปจจัยที่มีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในปลามีดังนี้ 

1. ความเครียด   ความเครียดสงผลกระทบตอระบบสรีระและพฤติกรรมที่แสดงออกของปลา 
สามารถสังเกตไดจากลักษณะภายนอก เชน การเปลี่ยนสีผิวของปลา โดยสีผิวของปลาจะคล้ําขึ้น
เมื่อมีการปรับเปลี่ยนสถานที่หรือส่ิงแวดลอมใหม หากความเครียดมีความรุนแรงและเกิดขึ้นใน
ระยะเวลานาน อาจทําใหระบบภูมิคุมกันและระบบการทํางานอื่นๆ ในรางกายลดลงเชน ผลจาก
ความเครียดทําใหปลาแซลมอนเพศผูหล่ังฮอรโมนคอรติโคสเตอรรอยด (corticosteroids) ออกมา
ทําใหประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันในปลาลดลง หรือความเครียดจากการจัดการเลี้ยงไม
เหมาะสม เชน คุณภาพน้ํามีการเปลี่ยนแปลงในรอบวันแตกตางกัน  การลําเลียงและการขนยายปลา 
เปนตน   
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2. สิ่งแวดลอม   ส่ิงแวดลอมรอบๆ ตัวปลามีความสําคัญมากเชน อุณหภูมิและฤดูกาลรวมถึง
ชวงระยะเวลาในการไดรับแสง ตางมีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในปลาทั้งแบบจําเพาะและ
ไมจําเพาะ เนื่องจากอุณหภูมิมีความสัมพันธกับฤดูกาล ในชวงฤดูรอนอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นแตในชวง
ฤดูหนาวอุณหภูมิลดต่ําลง  สวนความแตกตางระหวางระยะเวลากลางวัน และกลางคืนในแตละ
ฤดูกาล    มีผลทําใหระบบภูมิคุมกันในปลามีการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกัน (กิจการ และคณะ, 2539) 

 3. สารอาหาร  เปนปจจัยสําคัญตอการดํารงชีวิตของปลา  สารอาหารแบงออกเปน 2 ประเภท  
คือ สารอาหารหลัก (macronutrient)  เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน และสารอาหารรอง 
(micronutrient) เชน วิตามินและเกลือแร   หากรางกายไดรับสารอาหารทั้งสองประเภทในปริมาณ
เพียงพอและเหมาะสมนอกจากจะทําใหการเจริญเติบโตดีแลวยังสามารถสงเสริมใหระบบการ
ทํางานของรางกาย รวมทั้งระบบภูมิคุมกันมีประสิทธิภาพเชนเดียวกัน  (วุฒิพร, 2541) 
 
5.  วิธีการตรวจวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในปลา 

ในการตอบสนองของภูมิคุมกันโดยทั่วไป เกิดขึ้น 2 แบบ คือ การตอบสนองตอ
แอนติเจนที่เขาสูรางกายครั้งแรกเรียกวา primary immune response  และการตอบสนองตอ
แอนติเจนชนิดเดิมในครั้งตอไปเรียกวา secondary immune response ซ่ึงการตอบสนองทั้งสองแบบ
มีบทบาทในการกําหนดการเกิดและไมเกิดโรค  ภูมิคุมกันของรางกายเกิดการตอบสนองตอ
แอนติเจนที่เขาสูรางกายครั้งแรกชาและเกิดในปริมาณต่ํา หากเชื้อโรคมีปริมาณมากเกินกวา
ภูมิคุมกันของรางกายจะตานทานไดก็จะทําใหเกิดโรค ภูมิคุมกันภายในรางกายจะเกิดการ
ตอบสนองตอแอนติเจนชนิดเดิมในครั้งตอไปอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูง เชื้อโรคชนิดเดิมที่เขาสู
รางกายในครั้งหลังจึงมักจะถูกกําจัดทําใหไมเกิดโรค (สุทธิพันธ และคณะ, 2543)  

การตอบสนองของภูมิคุมกันในปลาสวนใหญเกิดขึ้นในระดับโมเลกุลและเซลล   วิธีการ
ตรวจสอบหรือวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงและแบบจําเพาะเจาะจงที่
เกิดขึ้นจึงมีหลายวิธีการ  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของการตรวจสอบ ความไวและความแมนยํา
ของแตละวิธี  เชน การตรวจวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบสารน้ํา เชน คอมพลีเมนทและ    
ไลโซไซม เปนตน   การตรวจวัดการทํางานของคอมพลีเมนททําได โดยการตรวจวัดปริมาณคอม
พลีเมนทที่มีอยูในน้ําเลือด (serum) หรือในพลาสมา (plasma) ที่สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงกระตาย
ซ่ึงรูปริมาณแตก 50 เปอรเซ็นต (haemolytic complement (ACH50)) มีหนวยเปนจํานวนหนวย 
(units) ACH50 ตอหนึ่งมิลลิลิตรของซีรัม  โดยการใชเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
(spectrophotometer) เปนเครื่องมือในการตรวจวัดปฏิกิริยาจากการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสง
หรืออาจใชเครื่อง ELISA ก็ได สําหรับภูมิคุมกันแบบเซลลสวนใหญจะวัดพารามิเตอรที่เกิดขึ้นจาก
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กระบวนการเกิดฟาโกซัยโตซีส เชน การกลืนกินสิ่งแปลกปลอมของเซลลฟาโกซัยทดวยการใช 
fluorescence bead เปนสิ่งแปลกปลอม จําเปนตองดูการจับกินเม็ด fluorescence bead ของเซลลฟา
โกซัยทดวยกลองจุลทรรศนแบบ fluorescence หรือสามารถใชเครื่องมือ flowcytometry  ในการ
ตรวจวัดชนิดของเซลลฟาโกซัยทในขณะเกิดฟาโกซัยโตซีส  การตรวจสอบการตอบสนอง
ภูมิคุมกันพารามิเตอรอ่ืนๆ  ดังในตารางที่ 3 
ตารางที่ 3   วิธีการตรวจวัดการตอบสนองของระบบภูมคิุมกัน 
 

Parameters Methodology Determination 
Chemotaxis Migration test in specific chambers 

and macroscopic observation 
Migration index 

Phagocytosis 
- ingestion of yeasts 
- ingestion of latex  beads    

- Staining and microscopic 
observation 
- Flow cytometry 
- Fluorescence 

Phagocytic activity/index 
 
 

Oxidative burst 
- intra cellular 
- extra cellular 
- Total 

- Flow cytometry 
- Chemiluminescence with luminal 
or colorimetric assay 

Reactive oxygen species and 
free radical production 

Lymphocyte proliferation 
induced by mitogen or 
antigen-specific 

Uptake of tritiated thymidine  
Flow cytometry 
Tetrazolium salts 

Stimulation index 

Non specific cytoxicity 
(NCC) 

Chromium release assay 
Flow cytometry 
LDH assay 

Percentage lysis of target cells 

Lysozyme Turbidimetry 
Fluorimetry 

Units: decrease in optical 
density (plasma, tissue, mucus) 

Complement 
 

Spectrophotometry ACH50 units determined using  
a 50% hemolytic assay 

Specific antibody  ELISA 
Passive hemolytic assay 

Antibody levels or titers 
Plaque counts 

Total immunoglobulin Spectrophotometry Molecular weight based 
precipitation 

 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Verlhac และ Kiron (2004) 
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6.  ความสัมพันธของซีลีเนียมกับวิตามินอี 
ซีลีเนียมและวิตามินอีมีความสัมพันธกันในการปองกันการทําลายเนื้อเยื่อ อันเกิดจาก

กระบวนการ peroxidation ซ่ึงเกิดจากสารประกอบ peroxides และ hydrogen peroxides ผลจากการ
ที่เนื้อเยื่อถูกทําลายทําใหงายตอการเกิดโรค (สุนียรัตน, 2541) ทั้งซีลีเนียมและวิตามินอีสงเสริมการ
ทํางานซึ่งกันและกัน (Combs and Combs, 1986; Thorarinsson et al., 1994)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7   ความสัมพันธของสารแอนตี้ออกซิแดนทระหวางซีลีเนียมและวิตามินอ ี 
ท่ีมา :       ดัดแปลงจาก Hoekstra และคณะ (1974)  

 

Enzyme systems as 
amino acid oxidases H2O2 2H2O 

H2O+1/2 O2 Chemical damage to 
critical SH-proteins 

Oxidant stressors 

Unsaturated lipids ROOH ROH + H2O 

Lipid peroxidation 

2 GSH 2 GSSH 

1 

2 

1 Vitamin E “block” reaction 

2 Se as component of GSH-Peroxidation 
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จากรายงานของ Hoekstra และคณะ (1974) พบวาวิตามินอีทําหนาที่เปนสารตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ภายในเซลลช้ันใน ปองกันการเกิดออกซิเดชั่นของสารเปอรออกไซดกับกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวบริเวณผนังเซลล ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดส ปองกันการเกิดออกซิเดชั่นโดยเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดและลิปดไฮโดรเปอร
ออกไซดเปนน้ําและแอลกอฮอลตามลําดับ ซีลีเนียมและวิตามินอีทํางานตางกันแตมีความสัมพันธ
กันในการปองกันเซลลจากการทําลายจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ภาพที่ 7   

จากการทดลองของ Poston และคณะ (1976) เกี่ยวกับความสัมพันธของวิตามินอีและ
ซีลีเนียมในปลาแซลมอน (Salmo salar) พบวา การเสริมซีลีเนียม 0.1 µg/g รวมกับวิตามินอี 0.5 
IU/g อาหาร ชวยลดอัตราการตายของปลาแซลมอนน้ําหนักเริ่มตน 0.1 กรัม และสามารถปองกัน
โรคกลามเนื้อพิการ (muscular dystrophy) ในปลาที่มีน้ําหนักเริ่มตน 0.9 กรัมได นอกจากนี้ยังพบวา
เมื่อปลาแซลมอนไดรับอาหารที่ขาดทั้งวิตามินอี และซีลีเนียมทําใหเกิดภาวะเลือดจาง เม็ดเลือดแดง 
เปราะบางแตกงายกวาปกติ เหงือกซีด ผิวหนังซีด และการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดสลดลง ทําใหอัตราการตายของปลาเพิ่มสูงขึ้น  ปลาแซลมอนเกิดอาการกลามเนื้อพิการ 
(muscular dystrophy) ขณะที่ในปลาเทราทเกิดการบวมน้ํา มีของเหลวใตผิวหนัง (exudative 
diathesis)  (Bell et al., 1986)  ดังนั้นจึงจําเปนตองไดรับการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในอาหาร
เพื่อปองกันการเกิดโรค  ทิพยวรรณ (2542)  กลาววาการทําหนาที่ในการปองกันเซลลของวิตามินอี
และซีลีเนียมมีความสัมพันธกัน อาการขาดวิตามินอีจะรุนแรงเพิ่มมากขึ้น เมื่อขาดซีลีเนียมรวมดวย 
แตอยางไรก็ตามถึงแมสารอาหารทั้งสองชนิดจะทดแทนกันไดในบางสวน  แตการเพิ่มวิตามินอีใน
ปริมาณมากขึ้น ไมไดชวยลดภาวะการขาดซีลีเนียมได  

จากการศึกษาของ Bell และคณะ (1985) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอการ
ทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส และการเกิดเปอรออกซิเดชั่นในเนื้อเยื่อของปลาเท
ราท โดย พบวาน้ําหนักปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย (วิตามินอี 
1.96 และซีลีเนียม 0.060 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีน้ําหนักตัวและปริมาณเม็ดเลือดแดงอัด
แนนต่ํากวาชุดการทดลองอื่นๆอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และพบวาปลาแสดงอาการของ
โรค exudative diathesis คือตัวเหลืองซีดและทองบวมเนื่องจากมีน้ําในชองทอง นอกจากนี้ปริมาณ
วิตามินอีมีผลตอปริมาณซีลีเนียมในพลาสมา นั่นคือปริมาณซีลีเนียมในพลาสมามีคาสูงในปลาที่
ไดรับวิตามินอีสูง ขณะเดียวกันการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในตับและ
พลาสมาขึ้นกับปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร สวน Plasma pyruvate kinase มีคาสูงสุดในเมื่อ
ไดรับซีลีเนียมและวิตามินอีนอย สงผลใหมีการรั่วซึมของเอนไซมออกนอกเซลล 
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และจากการศึกษาของ Zhu และคณะ (1992) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอ
การทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระในหนูแตกตางกันดังนี้  

1. วิตามินอีทําหนาที่บนผนังเซลลมีชีวิต ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซม
กลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสทําหนาที่ในไซโตพลาสซึม  

2.  วิตามินอีปองกันการเกิดลิปดเปอรออกซิเดชั่นไดมีประสิทธิภาพมากกวาซีลีเนียม 
ขณะเดียวกันซีลีเนียมปองกันการเกิดอนุมูลอิสระไดมีประสิทธิภาพมากกวาวิตามินอี   

3. วิตามินอีปองกันไขมันบริเวณผนังเซลลไมใหมีการออกซิแดนทสวนซีลีเนียมปองกัน  
กลุมซัลเฟอรของโปรตีนบริเวณผนังเซลลไมใหมีการออกซิแดนท 

จากการศึกษาของ Wise และคณะ (1993) เกี่ยวกับผลของซีลีเนียมและวิตามินอีตอการ
แตกของเซลลเม็ดเลือดแดง การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส และการผลิต
ซุปเปอรออกไซดของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกัน พบวาปลาที่ไดรับอาหารขาดวิตามินอี
เกิดการแตกของเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวาชุดการทดลองที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอี อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมีคาสูงใน
ปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีเนียม และพบวาเมื่อปริมาณซีลีเนียมสูงขึ้นปริมาณเอนไซมกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดสก็เพิ่มขึ้นตามไปดวย สําหรับปริมาณซุปเปอรออกไซดที่ผลิตจากเซลลแมคโครฟาจ
มีคาสูงสุดในปลาที่ไดรับอาหารเสริมที่มีปริมาณวิตามินอีและซีลีเนียมสูง (วิตามินอี 240 และ
ซีลีเนียม 0.8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร)  

จากการศึกษาของ Thorarinsson และคณะ (1994) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียม
ตอการเจริญเติบโตและอัตรารอดในปลา Chinook salmon  (Oncorhynchus tshawytscha) พบวาเมื่อ
ปริมาณวิตามินอีสูงมีผลตอการเจริญเติบโตสูง ซ่ึงความสัมพันธทางสถิติระหวางวิตามินอีและ
ซีลีเนียมอยูที่  P=0.061 ช้ีใหเห็นวาวิตามินอีในปริมาณสูงอยางเดียวมีผลตอการเจริญเติบโตมากกวา
มีทั้งวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณสูง ในสวนของอัตรารอดพบวาวิตามินอีและซีลีเนียมใน
ปริมาณสูงมีผลทําใหปลามีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต ขณะที่เมื่อปลาไดรับอาหารเสริมวิตามินอี
อยางเดียวมีอัตรารอดเพียง 71 เปอรเซ็นต และพบวาวิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน
สวนซีลีเนียมไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน แตมีผลตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดส ขณะที่วิตามินอีไมมีผล  อยางไรก็ตามผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอการเกิด
โรค Renibacterium salmoninarum ยังไมชัดเจน 

ขณะที่ Sheffy และ Schultz (1979) พบวาซีลีเนียมมีบทบาทสําคัญตอกลไกการทํางาน
ของระบบภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ํา การเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในปริมาณที่มากกวา
ปริมาณที่ปลาตองการเพื่อการเจริญเติบโต มีผลในการกระตุนภูมิคุมกัน เชนเดียวกับ Oh และคณะ 
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(1982) พบวาการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารใหหนูกินทําใหอัตรารอดของเซลลฟาโก
ซัยทเพิ่มขึ้น เพราะสารอาหารทั้งสองรวมกันปองกันเซลลฟาโกซัยทจากเปอรออกไซดขณะจับกิน
ส่ิงแปลกปลอม  (phagocytosis) 

 
7.  บทบาทของซีลีเนียมตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันในปลา 

ปลาเปนสัตวน้ําที่ตองการซีลีเนียมในการเจริญเติบโต แตตองการในปริมาณนอยมากเมื่อ
เทียบกับสัตวบก ปลาสามารถรับซีลีเนียมผานทางน้ําได (Hodson et al., 1980 อางตาม Santosh, 
2002) National Research Council (1976) รายงานปริมาณซีลีเนียมในแหลงน้ําจืดมีประมาณ 0.2-
10.0 ไมโครกรัมตอลิตร ในแหลงน้ําทะเลมีซีลีเนียมประมาณ 0.09 ไมโครกรัมตอลิตร จาก
การศึกษาของ Hodson และคณะ (1980) อางตาม Santosh (2002) พบวาปลาแซลมอนไดรับซีลีเนยีม
จากน้ําในรูปของซีลีไนทผานทางเหงือก  สําหรับซีลีเนียมสวนเกินจะถูกขับออกทางเหงือก และ
ขับถายออกจากรางกายในรูปของยูรีน (urine)  

ปลาไดรับซีลีเนียมทั้งจากอาหารและแหลงน้ําที่อาศัยอยู ปริมาณซีลีเนียมที่เหมาะสมใน
ปลาแตละชนิดแตกตางกันขึ้นอยูกับรูปแบบของซีลีเนียม ปริมาณวิตามินอีที่มีอยูในอาหาร และ
ปริมาณซีลีเนียมที่มีในน้ํา (Santosh, 2002) ปริมาณซีลีเนียมที่ปลาแตละชนิดไดรับมีผลตอการ
ดํารงชีวิต ดังนี้ 

 
7.1  ซีลีเนียมในปริมาณที่ไมเพียงพอ (Deficiency)  
บทบาทของสารอาหารมีความสําคัญและสัมพันธตอการเกิดโรค  ในสภาวะที่รางกายขาด

สารอาหารหรือไดรับในปริมาณนอยเกินไปไมเพียงพอกับความตองการของรางกายจะทําใหปลา
งายตอการเกิดโรค เนื่องจากการตอบสนองของภูมิคุมกันภายในรางกายมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น 
(McKenzie et al,. 1998) ซ่ึง Beck และคณะ (2003) พบวาหากรางกายไดรับซีลีเนียมในปริมาณที่ไม
เพียงพอตอความตองการจะทําใหปลาไมโต ไมแข็งแรง การทําหนาที่ของระบบภูมิคุมกันในการ
ปองกันการเกิดโรค รวมทั้งองคประกอบตางๆ ของระบบภูมิคุมกันลมเหลว ไมสามารถทําหนาที่ได
ตามปกติ   ซ่ึงในแตละพื้นที่ของแตละประเทศจะมีปริมาณซีลีเนียมที่แตกตางกัน หากพื้นที่ใดมี
ปริมาณซีลีเนียมในดินและน้ํานอยจะทําใหพืชและสัตวในบริเวณดังกลาวไดรับซีลีเนียมนอยไม
เพียงพอกับความตองการ สงผลใหสัตวที่เล้ียงในบริเวณดังกลาวเปนโรคที่เกิดจากการขาดซีลีเนียม
ได ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการนําซีลีเนียมมาเสริมในอาหารสัตวแตละชนิดเพื่อเพิ่มภูมิตานทานโรค
ใหกับสัตวเหลานี้ 
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ปลาไดรับซีลีเนียมผานทางเหงือก ผิวหนังและลําไส มีการสะสมและสงผานซีลีเนียม
ตามลําดับหวงโซอาหาร (Hodson et al., 1980 อางตาม Santosh, 2002) การไดรับซีลีเนียมใน
ปริมาณไมเพียงพอกับความตองการเปนสาเหตุใหการเจริญเติบโตของปลาหลายชนิดลดลง เชน 
ปลาเทราท (Hilton et al., 1980) ปลาคารพ (Satoh et al., 1983b อางตาม Santosh, 2002) และปลา
ดุกอเมริกัน (Gatlin and Wilson, 1984) 

Bell และคณะ (1987) พบวาหากปลาแซลมอนไดรับอาหารที่มีซีลีเนียมต่ํากวา 0.017 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนวลา 28 สัปดาห จะทําใหการเจริญเติบโตชา ปริมาณเม็ดเลือดแดง
และปริมาณซีลีเนียมในเนื้อเยื่อและการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลง และ
อาการจะดีขึ้นเมื่อไดรับซีลีเนียม 0.944 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 

Lovell และ Wang (1987) ไดศึกษาผลของซีลีเนียมตอความตานทานโรค Enteric- 
Septicaemia of Catfish (ESC) ในปลาดุกอเมริกัน โดยพบวาปลาที่ขาดซีลีเนียมจะมีอัตราการตายสงู
ถึง 92 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับเชื้อโรค ESC เนื่องจากการสรางแอนติบอดีจะลดลง   ซ่ึง Spallholz 
(1990) ศึกษาพบวาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลงเมื่อขาดซีลีเนียมและ
สงผลตอการผลิตแอนติบอดีจาก B-cell ลดลง    

Wise และคณะ (1993) พบวาหากปลาดุกอเมริกันไดรับอาหารที่ขาดซีลีเนียม จะทําให
ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อโรคของแมคโครฟาจลดลง แตเมื่อไดรับซีลีเนียม 0.80 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร และวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ปริมาณการผลิต superoxide จาก
แมคโครฟาจเพิ่มสูงขึ้น ทําใหอัตราการตายลดลง  

Gatlin และ Wilson (1984) กลาววาเพื่อปองกันการขาดซีลีเนียมจึงจําเปนตองไดรับการ
เสริมซีลีเนียมในปริมาณที่ปลาตองการ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร หากขาดซีลีเนียมหรือ
ไดรับไมเพียงพอจะสงผลตอการทํางานของตับ (Hepatic) ทําใหการกินอาหาร ประสิทธิภาพในการ
ใชอาหารและการเจริญเติบโตลดลง เนื่องจากการทํางานของเอ็นไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
ในพลาสมาและตับลดลง สงผลใหการทําหนาที่ของภูมิคุมกันลดลง  

 
7.2  ซีลีเนียมในปริมาณที่เหมาะสม (Optimum) 

การที่ซีลีเนียมจะสามารถเพิ่มภูมิคุมกันใหเกิดขึ้นภายในรางกายไดนั้นขึ้นอยูกับปริมาณ
ซีลีเนียมที่เปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนสําคัญ ดังรายงานของ 
Combs และ Scott (1974) กลาววาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมี
ความสําคัญในการทําหนาที่ของกระบวนการเมตาบอลิซึมที่เกิดขึ้นภายในรางกาย และจากรายงาน
ของ Santosh (2002) พบวาปริมาณความตองการซีลีเนียมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตสงผลให
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การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในพลาสมามากที่สุด การทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันจะดําเนินไปไดดีมีประสิทธิภาพตองอยูภายในรางกายที่มีการเจริญเติบโตที่สมบูรณ 
แข็งแรง (McKenzie et al,. 1998)   ดังนั้นจึงจําเปนตองศึกษาชนิดและปริมาณซีลีเนียมที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตในปลาแตละชนิด เมื่อปลาโตดี แข็งแรง ยอมสงผลใหภูมิคุมกันทํางานไดดี
เชนเดียวกัน  

จากการศึกษาในปลาเทราทพบวาปริมาณซีลีเนียมที่ปลาเทราทตองการในการ
เจริญเติบโต เทากับ 0.15-0.38 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาดุกอเมริกัน
ตองการซีลีเนียมปริมาณ  0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) 
ปลาแซลมอนตองการซีลีเนียมปริมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Poston et  al., 1976)  และ
ปลากะรังตองการปริมาณ 0.79 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Lin and Shiau, 2005b) ขณะที่ปลา 
Coho salmon ตองการซีลีเนียมสูงประมาณ 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Felton et al., 1996 
อางตาม Santosh, 2002)  จากการศึกษาของ Combs และ Combs (1986) พบวาปริมาณซีลีเนียมที่
เหมาะสมกับความตองการในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีผลตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดสในการปองกัน B-cell จากการทําลายของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงเกิดขึ้นจาก
กระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) ของเซลลได  

Dodig และ Cepelak (2004) กลาววาปริมาณซีลีเนียมเพิ่มขึ้นจากปริมาณที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตมีผลเพ่ิมการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสัตวได ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 
Finch และ Turner (1996) ที่พบวาการไดรับซีลีเนียมรวมกับวิตามินอีในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่
ตองการเพื่อการเจริญเติบโต มีผลเพิ่มการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส รวมทั้ง
การตอบสนองของภูมิคุมกันใหเพิ่มขึ้นไดดังนี้  

Liang และคณะ (2006) พบวาการเพิ่มกลูทาไธโอน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในหลอดทดลอง
ซ่ึงมีอาหารเลี้ยงเซลลแมคโครฟาจของปลานิล มีผลทําใหการตอบสนองของเซลลแมคโครฟาจ 
เพิ่มขึ้น โดยมีคา Respiratory burst activity สูงสุด 90 เปอรเซ็นต   

Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีสูงกวาที่ปลาดุกอเมริกัน
ตองการเพื่อการเจริญเติบโต 4 เทา (0.8 mg Se/kg, 240 mg tocopherol acetate/kg) หรือเพิ่มอยางใด
อยางหนึ่งมีผลเพิ่มการทํางานของเซลลแมคโครฟาจ 

Lin และ Shiau (2006) พบวาหากเพิ่มปริมาณซีลีโนเมทไธโอนีน 2 เทา (1.6 mg Se/kg) 
จากที่ปลากะรังตองการสามารถลดการเกิด Oxidative stress เพิ่มการเจริญเติบโตและภูมิคุมกันใน
ปลา โดยมีคา Respiratory burst activity Total immunoglobulin และ Lysozyme activity เพิ่มสูงขึ้น 
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7.3  ซีลีเนียมในปริมาณที่มากเกินไป (Excessive) 
ปลาสามารถขับซีลีเนียมสวนเกินจากที่รางกายตองการผานทางเหงือกและการขับถายใน

รูป urine (Hodson et al.,1980; อางตาม Santosh, 2002) แตหากไดรับอยางตอเนื่องจะเกิดการสะสม
ซีลีเนียมมากขึ้นสงผลใหเกิดความเปนพิษของซีลีเนียม (selenium toxicity) ขึ้นได 

จากการทดลองของ Gatlin และ Wilson (1984) ในปลาดุกอเมริกันพบวาหากปลาดุก
ไดรับซีลีเนียมในรูปของโซเดียมซีลีไนท 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร จะทําใหปลามีอัตราการ
เจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง กอนตาย 12-24 ช่ัวโมงจะวายน้ําควงสวานไม
สัมพันธกัน และมีอัตราการตายสูงเชนเดียวกับปลาเทราทที่ไดรับโซเดียมซีลีไนท 13 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Goettl and Davies, 
1978) ซ่ึง Hilton และคณะ (1980) กลาวไววาปลาเทราทเมื่อไดรับซีลีเนียมมากเกินไปในระยะเวลา
ส้ันๆ ปลาจะมีการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมและสรีระวิทยาของรางกายเพื่อลดซีลีเนียมในรางกายได
โดยการปสสาวะ ขับถาย  และการหายใจผานเหงือก  

และจากการศึกษาของ Lemly (1997) พบวาเมื่อลูกปลาหางนกยูงไดรับซีลีเนียมมากกวา 
3 ไมโครกรัมตอกรัมอาหาร มีผลใหกลามเนื้อสวนครีบ หัว และปากผิดปกติ เพราะโครงสราง
โมเลกุลโปรตีนถูกบล็อก เกิดการแทนที่ซัลเฟอรดวยซีลีเนียมในตําแหนงที่ไมเหมาะสม ทําให
เนื้อเยื่อบางสวนไมเจริญเติบโต เกิดความผิดปกติหรือพิการ (teratogenesis) 

ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบการปนเปอนของซีลีเนียมในทะเลสาบ Belews  โดยมี
ปริมาณซีลีเนียมสูงถึง 20 ไมโครกรัมตอลิตร ทําใหลูกปลาที่อาศัยอยูในทะเลสาบมีอาการตาโปน  
การพัฒนาการเปนตัวออนผิดปกติ  กระดูกสันหลัง และกระดูกดานขางโคงงอ ระบบการสืบพันธุ
ลมเหลวไมมีการฟอรมไข สงผลใหปลาหลายชนิดในทะเลสาบมีปริมาณลดนอยลง และบางชนิด
สูญพันธุไป นอกจากนี้ยังพบวาอาการเริ่มแรกที่ปลาตอบสนองเมื่อไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงคือ  
ซ่ีเหงือกมีการบวม และโปงพองจากการคั่งของเม็ดเลือดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลงจาก 39
เปอรเซ็นต เปน 33 เปอรเซ็นต  เชนเดียวกับปริมาณ Hemoblasts ลดลง ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาว
เพิ่มมากขึ้น (Lemly, 2002) 

 
8.  การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในปลากะพงขาว 

Obach และคณะ (1993)  พบวาวิตามนิอีมีผลตอระบบภูมิคุมกันในปลากะพงขาวสาย
พันธุที่เล้ียงในยุโรป (Dicentrarchus labrax) ซ่ึงในปลาทดลองที่ไดรับวิตามินอีในปริมาณ 40 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มีการแตกของเม็ดเลือดแดงสูงกวากลุมที่ไดรับวิตามินอใีนปริมาณ 300 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร และเมื่อทดสอบความสามารถในการตานทานโรคตอเชื้อ Vibrio 
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anguillarum พบวาปลาที่ไดรับวิตามินอ ี 300 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารสามารถตานทานเชื้อได
สูงกวาปลาที่ไดรับวิตามินอใีนปริมาณ 40 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร และมีการตอบสนองของ
ภูมิคุมกันของสารน้ําไดแก complement activity สูงกวา แตไมพบความแตกตางในการสราง
แอนติบอดีทกุกลุมทดลอง 

Sitja-Bobadilla และ Perez-Sanchez (1999)  พบวาเมื่อมีการเพิ่มเปอรเซ็นตไขมันและ
โปรตีนในอาหารเม็ดเลี้ยงปลากะพงขาว (Dicentrarchus labrax) จากเดิมเปนอาหารเม็ดที่มี
เปอรเซ็นตไขมัน และโปรตีน 9 และ 46 เปอรเซ็นต เปน 17 และ 55 เปอรเซ็นต ทําใหการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันของสารน้ําไดแก lysozyme activity ลดลง จาก 2,581.30±161.3  ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เปน 1,210.53±100.1  ยูนิตตอมลิลิลิตร ขณะที่การผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของ
เซลลเม็ดเลือดขาวจากการกลืนกิน lipopolysaccharide (LPS) ซ่ึงสกัดจากผนังเซลล Salmonella 
typhimurium มีคาสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารที่มีเปอรเซ็นตไขมัน 17 โปรตีน 55 เปอรเซ็นต 

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Bagni และคณะ (2005)  ในการเสริมเบตากลูแคนซึ่งสกัด
จากยีสต Saccaromyces cerevisiae และกรดอัลจินิค (alginic acid) ซ่ึงไดจากการสกัดสาหราย 
Laminaria digitata 99 เปอรเซ็นต  รวมกบั Ascofillum nodosum 1 เปอรเซ็นต ในอาหารสําเร็จรูป
เล้ียงปลากะพงขาว (D. labrax)   ที่มีน้ําหนักเฉลีย่ 80±12  กรัม เปนเวลา 15 วัน จากนั้นใหกนิ
อาหารปกติเล้ียงตอไปจนครบ 60 วัน พบวาหลังใหกนิอาหารทดลองทั้งสองสูตรเปนเวลา 15 วัน 
ปลามีปริมาณ complement activity และ lysozyme activity เพิม่ขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต (p<0.05)  เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เมื่อเล้ียงครบ 30 วัน ปลาที่ไดรับอาหารเสริมกรดอัลจิ
นิคเทานั้นที่มปีริมาณ complement activity เพิ่มขึ้น หลังจากเลี้ยงครบ 45 วัน ปริมาณ complement 
activity และ  lysozyme activity ไมแตกตางกันระหวางแตละชุดการทดลอง นอกจากนี้พบวาการ
ลดลงของปริมาณ complement activity และ  lysozyme activity มีความสัมพันธกับการ
เปลี่ยนแปลงอณุหภูมิน้ําที่ระดับความเชื่อมัน่ 99 เปอรเซ็นต แสดงวาการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิมีผล
ใหการทํางานของระบบภูมคิุมกันในปลากะพงขาวเปลีย่นแปลง 

Salati และคณะ (2005) พบวาวัคซีน crude lipopolysaccharide จากเชือ้ Tenacibaculum 
maritimum สามารถเพิ่มปริมาณแอนติบอดีไตเตอร ในปลากะพงขาว หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 1 
สวนคา phagocytosis เพิ่มขึน้หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 2 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

เยาวนิตยและจารุรัตน (2527) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงระบบเลือดในปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) ที่เปนโรคไต (kidney disease) เปรียบเทียบกบัปลาปกติ พบวาปลาที่เปนโรคทุกตัว มีคา
เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแดงอัดแนน (haematocrit) เฉลี่ย 9.3 เปอรเซ็นต ต่ํากวาปลาปกติเฉลี่ย 40.39
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เปอรเซ็นต สวนคาปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ลดต่ําลงในปลาบางตัวเทานัน้ ขณะที่ปลาบาง
ตัวยังปกต ิ

เยาวนิตยและคณะ (2530) พบวาการแชปลากะพงขาว (L. calcarifer) ในมาลาไคทกรี
นเขมขน 0.1 สวนในลานสวน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใหคาเปอรเซน็ตเม็ดเลือดแดงอัดแนนสูงขึ้น 
ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และกลับสูสภาพปกติภายใน 
24 ช่ัวโมง สําหรับปริมาณฮโีมโกลบิน (haemoglobin)โปรตีนรวม เม็ดเลือดแดง และเปอรเซ็นตเม็ด
เลือดขาวแตละชนิด (differential leukocyte count) ไมมีการเปลี่ยนแปลง สวนปลาที่แชในมาลา
ไคทกรีนที่มีความเขมขนต่ํา จะเกิดอาการเครียด ความตานทานลดลงเพียงเล็กนอย เพราะคา
องคประกอบเลือดสามารถเปลี่ยนกลับคืนสูสภาพปกติภายใน 24 ช่ัวโมง 

เยาวนิตย (2540) ศึกษาองคประกอบเลือดของปลากะพงขาว (L .calcarifer) จากการติด
เชื้อ iridovirus เปรียบเทียบกบัปลาปกติพบวา ปริมาณเมด็เลือดแดง และเปอรเซ็นตเมด็เลือดแดงอดั
แนนในปลาปวยลดลงมาก ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวใกลเคยีงกัน สวนเปอรเซ็นตนิวโทรฟล 
(neutrophil) ในปลาปวยสูงกวาปลาปกติถึง 4 เทา แตเปอรเซ็นตของลิมโฟซัยท (lymphocyte) และ
โมโนซัยท (monocyte) ลดลงเมื่อเทียบกับปลาปกติ ดังตารางที่ 4     นอกจากนี้ในปลาปวยมีความ
ผิดปกติของเซลลแมคโครฟาจ คือมีขนาดใหญขึ้นเมื่อเทียบกับปลาปกต ิ และมีจํานวนเม็ดเลือดขาว
ตาย (necrosis) สูงมากกวาในปลาปกติ ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดทีจ่ะนําลักษณะของเซลลแมคโคร
ฟาจขนาดใหญและปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวที่ตายมาใชในการตรวจวินิจฉยัโรคที่มีสาเหตุจากการ
ติดเชื้อ iridovirus  
ตารางที่ 4   คาองคประกอบเลือดในปลาปวยจากการตดิเชื้อ iridovirus และในปลาปกติ 
 

องคประกอบเลือด ปลาปวย (คาเฉลี่ย) ปลาปกติ (คาเฉลี่ย) 
RBC (x 10 6 cell/mm 3 ) 2.0±0.8 4.9±0.7 
WBC (x 10 6 cell/mm 3 ) 2.9±2.3 2.4±1.0 
Hct (%) 13.5+4.8 29.6+7.9 
Differential leukocyte count   
- lymphocyte (%) 80.6±9.3 91.9±3.8 
- monocyte (%) 1.0±0.8 2.9±2.0 
- neutrophil (%) 18.4±9.9 5.2±3.5 

 

คาเฉลี่ยที่ไมมีอักษรกํากับตวัเดยีวกันแสดงวามีความแตกตางอยางนยัสําคัญที่ p<0.05 
ท่ีมา : ดัดแปลงจากเยาวนติย (2540) 



 

 

33

และจากการศึกษาของอรัญญา (2538) เกี่ยวกับผลของเมทิลพาราไธออนซึ่งเปนสารเคมี
ในยากําจัดแมลงแลวมีการปนเปอนลงในแหลงน้ําอาจเปนสาเหตุใหเกิดความเปนพิษตอสัตวน้ํา 
โดยไดทําการศึกษาถึงผลของเมทิลพาราไธออนความเขมขนตางๆ ตอระบบภูมิคุมกันชนิดเซลลคือ 
การวัดเปอรเซ็นต phagocytosis ของเซลลฟาโกซัยทจากไตสวนตนของปลากะพงขาว 
(L.calcarifer) พบวา ปลาในกลุมที่มีความเขมขนของเมทิลพาราไธออนตั้งแต 0.6 มิลลิกรัมตอลิตร
ขึ้นไป มีเปอรเซ็นต phagocytosis ลดลง โดยปลาในกลุมที่มีเมทิลพาราไธออนเขมขน 2.4 มิลลิกรัม
ตอลิตร มีเปอรเซ็นต phagocytosis ลดลงมากที่สุด 20.12±11.37 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับชุดควบคุมซึ่งไมมีการปนเปอนของสารเคมี โดยมีเปอรเซ็นต phagocytosis อยูที่ 
52.25±11.14 และพบวาปลาที่สัมผัสสารดังกลาวแสดงอาการผิดปกติ โดยลอยตัวนิ่งไมตอบสนอง
ตอส่ิงกระตุน นอนตะแคง กอนตายแสดงอาการกลามเนื้อเกร็ง อาปากและแผนปดเหงือกกางออก
จนสุด 

เยาวนิตยและจีรนันท (2544) ศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตอระบบภูมิคุมกนัใน
ปลากะพงขาว (L. calcarifer) พบวา การลดและเพิ่มอณุหภูมิทําใหระบบภูมิคุมกนัในปลาต่ําจาก
ภาวะปกติ โดยพบวาคาเปอรเซ็นต phagocytosis และ phagocytic index ในปลาชุดการทดลองทัง้
ลดและเพิ่มอณุหภูมิมีคาต่ํากวาปลาในชดุควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลจากการลด
อุณหภูมิทําใหภูมิคุมกันลดลงมากกวาการเพิ่มอุณหภูมิ ดงัตารางที่ 5  
ตารางที่ 5 ผลการเพิ่มอุณหภูมิจาก 26 เปน 29 องศาเซลเซียส และการลดอุณหภูม ิจาก 26 เปน 20 

องศาเซลเซียส ตอเปอรเซ็นต phagocytosis และ phagocytic index ในปลากะพงขาว 
 

ชุดการทดลอง การตอบสนองระบบภูมิคุมกันของเม็ดเลือดขาว 
 % phagocytosis (n=8) phagocytic index (n=8) 

ชุดควบคุมไมมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 43.06±40.36 a 35.36±17.90 a 
ชุดลดอุณหภูมิจาก 26  oC เปน 20 oC   25.78±10.01 b 11.87±8.20 b 
ชุดเพิ่มอุณหภูมิจาก 26  oC เปน 29 oC   31.81±5.12 b 17.72±5.37 b 

 

คาเฉลี่ยที่ไมมีอักษรกํากับตวัเดยีวกันแสดงวามีความแตกตางอยางนยัสําคัญที่ p<0.05 
ท่ีมา : ดัดแปลงจากเยาวนติย และจีรนนัท (2544)  



บทที่ 2  
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

วัสดุ 
 

1.  พันธุปลา 
ปลากะพงขาว น้ําหนักเฉลี่ยตัวละ 17-19 กรัม           จํานวน 600 ตัว จากฟารมเพาะเลี้ยงปลา

กะพงขาวเอกชน ต. ปากน้ํา  อ. ละงู  จ. สตูล   
       
2.  สารเคมี 

2.1  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของอาหาร (ภาคผนวก  ก. 1)                                  
2.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ภาคผนวก  ก. 2) 
2.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหซีลีเนียม (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.4  สารเคมีสําหรับวิเคราะหวิตามินอี (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.5  สารเคมีสําหรับวิเคราะหเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.6  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือด  (ภาคผนวก  ก. 4) 
2.7  สารเคมีสําหรับวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  (ภาคผนวก  ก. 4) 
2.8  สารเคมีสําหรับวิเคราะหภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (ภาคผนวก  ก. 4) 

 
อุปกรณ 

 
1.  อุปกรณเล้ียงปลาทดลอง 

1.1  ถังไฟเบอรกลาสกลม ความจุน้ํา 200 ลิตร จํานวน 21 ถัง 
1.2  อุปกรณใหอากาศ ไดแก เครื่องใหอากาศ ทอลม สายยาง และหัวทราย 
1.3  อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ไดแก สายยางดูดตะกอน และปมน้ําชนิดจุม 
1.4  อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิง และถังพลาสติก 

           
2.  อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา 

2.1  อุปกรณวัดอุณหภูมิน้ํา ไดแก เทอรโมมิเตอร (thermometer) 
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2.2  อุปกรณวดัความเค็ม ไดแก เครื่องวดัความเค็ม Refractosalinometer ของ ATAGO 
รุน S-10E 

2.3  อุปกรณวดัคาความเปนกรด-ดาง (pH) ไดแก เครื่องพีเอชมิเตอร (pH-meter) ของ 
Denver Instrument รุนModel 50 

2.4  อุปกรณวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก ขวดรูปชมพู บีกเกอร ปเปต 
กระบอกตวง ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรต และชุดจับบิวเรต 

2.5  อุปกรณวดัปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ํา (dissolved oxygen, DO) ดวย DO meter 
ของ YSI รุน 550 DO 

2.6  อุปกรณวเิคราะหปริมาณแอมโมเนยี (ammonia) ไดแก หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 50 
มิลลิลิตร ปเปต ลูกยาง หลอดหยด ขวดเก็บตวัอยางน้ํา และเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 

2.7  อุปกรณวเิคราะหปริมาณไนไตรท (nitrite) ไดแก  กระบอกแกวแยกไนเตรท (reduction 
column) หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปต ลูกยาง หลอดหยด ขวดเก็บตัวอยางน้ํา และ
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 

 
3.  อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง 

3.1  เครื่องเตรียมอาหารทดลองของ Hobart Model A 200 ประกอบดวยชุดผสมอาหารแบบมี 
ใบพัด และชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร 

3.2  อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนงของ Satorius รุน 
Basic  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research กระบอกตวง  บีกเกอร มีดตัด
อาหาร  

3.3  ถาดเตรียมอาหารและตูอบอาหาร 
3.4  ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของ SR songsern  รุน HF 201 ใชสําหรับเก็บ 

อาหารทดลอง 
 

4. อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง 
4.1  อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air  oven) ของ 

Memmert โถดูดความชื้น (desiccators) เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน 
Research 

4.2  อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ Gerhardt  
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รุน Kjeldatherm เครื่องกล่ัน (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I หลอดยอย
โปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต และขวดรูปชมพู 

4.3  อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec System HT6  
ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง โถดูดความชื้น และเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
ของ Satorius รุน Research 

4.4  อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle furnace) ของ 
Gallenkamp โถดูดความชื้น (desiccator) และเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน 
Research 

 
5.  อุปกรณวิเคราะหซีลีเนียม 

5.1  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research 
5.2  เตาทําความรอน (hot plate) ของ Ikamag รุน Rec-G 
5.3  บีกเกอร 
5.4  ขวดรูปชมพู 
5.5  กระดาษกรองสารและกรวยกรองแกว 
5.6  ขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  
5.7  เครื่องอิมิสชันสเปกโตรมิเตอร (ICP-OES) ของ Perkin Elmer Instruments รุน 

Optical Emission Spectrometer (Optima 4300 DV)  
 
6.  อุปกรณวิเคราะหวิตามินอี 

6.1  เครื่อง HPLC (High Performance Liquid Chromatograph) ของ Agilent  รุน 1100      
6.2  คอลัมน  Lichrospher 100 RP-18 
6.3  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research 
6.4  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
6.5  เตาทําความรอน (hot plate) ของ Ikamag รุน Rec-G 
6.6  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6.7  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K15 
6.8  ชอนตักสาร หลอดหยด และบิกเกอร 
6.9  ไมโครปเปต  และทิป 
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7.  อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโต 
ประกอบดวยเครื่องชั่งไฟฟา 2 ตําแหนง ของ Mettle  รุน AB 204  สวิงชอนปลา และถัง

พลาสติกขนาด 10 ลิตร 
 

8.  อุปกรณวิเคราะหเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส 
ประกอบดวยชุดทดสอบไมโครเพลทขนาด 96 หลุมกนหลุม  ไมโครปเปต  ทิป และ 

เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader)  ของ Biotech รุน ELX  800  
 

9.  อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด 
9.1  อุปกรณเก็บเลือด ไดแก เข็มขนาด 25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 

มิลลิลิตร หลอดพลาสติก (micro tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
9.2  เครื่องสําหรับแยกซีรัม ไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ของ Sigma รุน 2K15 

และเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
9.3  อุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือด ไดแก ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) กลองจุลทรรศน  

ของ Zeiss  รุน Exioskop 2plus   
9.4  อุปกรณสําหรับเจือจางเลือด ไดแก หลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต ทิป 

เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
9.5  อุปกรณสําหรับปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน ไดแก หลอดฮีมาโตคริต (haematocrit  

tube) แผนอานคาฮีมาโตคริต (heamatocrit reader) ฮีมาโตคริตเซนติฟวส (haematocrit centrifuge) 
ของ Kokusan รุน H-25 FI 

 
10.  อุปกรณวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 

10.1  เข็มขนาด 25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร  
10.2  หลอดพลาสติก (micro tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
10.3  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K 15 
10.4  ไมโครปเปต  ทิป สไลด  และแผนปดสไลด 
10.5  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
10.6  เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader) ของ Biotech รุน ELX  800  
10.7  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร  
10.8  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
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11.  อุปกรณวิเคราะหภูมิคุมกันแบบแบบจําเพาะ 
11.1  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
11.2  ไมโครเพลทขนาด 96 หลุมกนหลุม   
11.3  ไมโครปเปต และทิป   
11.4  หลอดพลาสติก (micro tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
11.5  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K 15   
11.6  ขวดแกวขนาด 100 มิลลิลิตร 
11.7  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร  
11.8  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 

 
12.  อุปกรณสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

12.1  จานเพาะเชื้อ (plate)  
12.2  ลูปเขี่ยเชื้อ  
12.3  ตะเกยีงแอลกอฮอล  
12.4  ตูบมเชื้อ (incubator) ของ Mitamura riken kooyo รุน MRK -14-82-2 
12.5  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
12.6  บีกเกอร 
12.7  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 

   
วิธีการทดลอง 
1.  การเตรียมการทดลอง 

1.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง 
ใชถังไฟเบอรกลาสกลม ความจุน้ํา 200 ลิตร (ตอหนวยทดลอง) ทําความสะอาด และ

ติดตั้งอุปกรณใหอากาศใหพรอมสมบูรณแลว เติมน้ําทะเลที่มีความเค็มประมาณ 27-29 สวนในพัน
สวน ใหไดปริมาตร 170 ลิตร น้ําทะเลที่ใชมาจากบอพักน้ําที่สูบจากทะเลสาบสงขลา ระบบน้ําที่ใช
เปนระบบน้ําใชแลวทิ้ง  

 
1.2 การเตรียมปลาทดลอง 

ใชปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ขนาดน้ําหนกัประมาณ 17-19 กรัม ที่ผานการฝกให
กินอาหารอัดเม็ดสําเร็จรูปมาแลว มีสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค จํานวน 600  ตัว อนุบาลในบอ
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คอนกรีตขนาดความจ ุ 5,000 ลูกบาศกเมตร จํานวน 2 บอ ที่ระดับความเค็มของน้าํ 27-29 สวนใน
พันสวน ใหกนิอาหารเม็ดสาํเร็จรูป วันละ 2 คร้ัง คือเชาเวลา 9.00 น. และเย็นเวลา 16.00 น เปนเวลา 
2 สัปดาห หลังจากนั้นฝกใหปลาทดลองกินอาหารทดลองสูตร 3 ผสมวิตามินอีไมผสมซีลีเนียม 
(+E-Se) เปนเวลา 7 วัน หลังจากปลาคุนเคยกับสภาพถังและอาหารทดลองแลว ทําการชั่งน้ําหนกั
ปลาทดลอง คัดปลาที่มีน้ําหนักใกลเคียงไวสําหรับการทดลอง 
        

1.3  การเตรียมอาหารทดลอง 
อาหารทดลองสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาวมทีั้งหมด 7 สูตร โดยสวนประกอบของอาหาร

ทดลองทั้ง 7 สูตร ดัดแปลงสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตจากจูอะดี และมะลิ (2538) ดัง
ตารางที่ 6  ซ่ึงแตละสูตรอาหารแตกตางกันตาม ชนิด และปริมาณซีลีเนียมที่เสริมในรูปของ
สารละลาย (ภาคผนวก ข) การเสริม และไมเสริมวิตามินอี ดังนี้ สูตรที่ 1 ไมเสริมวิตามินอีและ
ซีลีเนียม (-E-Se)  สูตรที่ 2 ไมเสริมวิตามนิอี แตเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดยีมซีลีไนท อยาง
ละ 0.5 พีพีเอม็ (-E+hSMhNS) สูตรที่ 3-7 เสริมวิตามนิอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารรวมกับ
ซีลีเนียม โดยสูตรที่ 3 ไมเสริมซีลีเนียม (+E-Se) สูตรที่ 4 เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1.0 พีพีเอ็ม 
(+ESM 1) สูตรที่ 5  เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 2.0 พีพีเอ็ม (+ESM 2) สูตรที่ 6  เสริมโซเดียมซีลีไนท 
1.0 พีพีเอ็ม (+ENS 1) และสูตรที่ 7 เสริมโซเดียมซีลีไนท 2.0 พีพีเอ็ม (+ENS 2)  ซ่ึงอาหารทดลอง
ทั้ง 7 สูตรเปนอาหารเม็ดแบบแหง เตรยีมเองในหองปฏบิัติการ โดยช่ังวัตถุดิบอาหารดังแสดงไวใน
ตารางที่ 6 ช่ังแยกใสถุงไวสําหรับอาหารทดลองแตละสูตร จากนัน้นําสวนผสมทั้งหมดยกเวน
น้ํามัน ผสมรวมกันและคลกุเคลาใหเขากนัดวยเครื่องผสมอาหาร จนเปนเนื้อเดยีวกันจึงเติมน้ํามนั
ลงไป เมื่อสวนผสมเขากันด ี เติมน้ํากลั่นซึง่มีซีลีเนียมแตละความเขมขนละลายอยู (ภาคผนวก ข) 
ผสมลงในอาหารแตละสูตร 35 เปอรเซ็นต นําวัตถุดิบอาหารที่ผสมกันดีแลวเขาเครื่องอัดเม็ดอาหาร 
ผานหนาแวนขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร  โดยตัดเม็ดอาหารใหมีขนาดใกลเคียงกัน อบ
อาหารที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  นาน 24 ช่ัวโมง ผ่ึงอาหารที่เตรียมเสร็จแลวใหแหงในทีร่ม 
แลวบรรจุใสถุงพลาสติก เก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร , 2541) นําอาหาร
ทดลองแตละสูตรที่ไดวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการ ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้นและเถา
ตามวิธีการของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ก. 1) วเิคราะหปริมาณซีลีเนียมในอาหารทดลอง เนือ้
ปลากะพงขาว ดัดแปลงวิธีการจาก AOAC (1993) (ภาคผนวก ก. 3) และปริมาณวติามินอี ตามวธีิ
ของ Buttriss และ Diplock (1984) (ภาคผนวก ก. 3) 
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ตารางที่ 6  สวนประกอบของอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร สําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว 
ดัดแปลงจากสูตรอาหารของจูอะดี และมะลิ (2538) 
 

  วัสดุอาหาร สูตรอาหาร  
(เปอรเซ็นต) 1 2 3 4 5 6 7 

ปลาปน  
กากถั่วเหลือง  
หัวกุงปน 
แอลฟาสตาช 
แปงสาลี 
น้ํามันปลา 
น้ํามันถ่ัวเหลือง 
วิตามินรวม1 
วิตามินซ ี
แรธาตุรวม2 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

42.0 
17.0 
10.0 
8.0 
7.5 
5.0 
3.0 
2.0 
0.5 
4.0 

วิตามินอี  
เซลลูโลส 

- 
1.000 

- 
1.000 

0.005 
0.995 

0.005 
0.995 

0.005 
0.995 

0.005 
0.995 

0.005 
0.995 

รวม 100 100 100 100 100 100 100 
ซีลีโนเมทไธ-
โอนีน*3(มก./กก.) 
โซเดียมซีลีไนท*4 

(มก./กก.) 

- 
 
- 
 

0.5 
 

0.5 

- 
 
- 
 

1.0 
 
- 

2.0 
 
- 
 

- 
 

1.0 

- 
 

2.0 

1 วิตามินรวม (กรัม/ 100 กรัมสวนผสมวิตามินรวม) ประกอบดวย Thiamine hydrochloride 0.025 ก.; Riboflavin 
0.10 ก.; Calcium pantothenate  0.25 ก.; Nicotinic acid 0.375 ก.; Pyridoxine hydrochloride 0.025 ก.; Folic acid 
0.0075 ก.; Inositol 1.0 ก.; Choline chloride 50.0 ก.; Menadione 0.02 ก.; Biotin 0.0025 ก.; Vitamin B12 0.0001 
ก. Vitamin A 0.015 ก.; Vitamin D3 0.0003 ก.; cellulose 95.6797 ก. 
2 แรธาตุรวม (กรัม/ 100 กรัมสวนผสมแรธาตุรวม) ประกอบดวย Calcium lactate 32.525 ก.; KH2PO4 23.850 ก.; 
CaH2PO4.2H2O 13.50 ก.; MgSO4.7H2O 13.625 ก.; NaH2PO4.2H2O 8.675 ก.; NaCl 4.363 ก.; Ferric citrate 2.950 
ก.; ZnSO4 0.2985 ก.; CoCl2 0.0995 ก.; MnSO4 0.0796 ก.; KI 0.0149 ก.; AlCl3 0.0099 ก.; CuCl20.0099 ก.  
3 เสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในรูปสารละลาย ตามตารางภาคผนวก ข. 4 
4 เสริมโซเดียมซีลีไนทในรูปสารละลาย ตามตารางภาคผนวก ข. 4 
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1.4   การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 นําเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. บริสุทธิ์ เก็บอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar 

(TSA) นําเชื้อมาทดสอบ pathogenicity โดยนําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth 
(TSB)ใหอากาศโดยการเขยาในอางควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 20-24 ช่ัวโมง จนเชื้อ
เจริญเพิ่มจํานวน จากนั้นนาํไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที แลวละลายตะกอนเชื้อแบคทีเรียในน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ใหมีความ
เขมขนของเชื้อประมาณ 1×108 เซลล/มิลลิลิตร (O.D.=0.1) ฉีดเชื้อแบคทีเรียเขาชองทองปลากะพง
ขาวปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอปลา 1 ตัว เก็บตัวอยางปลาทีต่ิดเชื้อและเพิง่ตาย นาํมาเขีย่เชื้อ 2 บริเวณ 
คือ แผล และไตสวนหลัง ในอาหารเลี้ยงเชือ้ TSA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง เลือก
โคโลนีเชื้อจากจานเพาะเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีเดี่ยว มีสีขาวขุน และขนาดเล็ก มาเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อใหมหลายๆครั้ง (subculture) และนํามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบแบบ 
API 20 STREP (bioMerieux, France) แลวนํามาเลี้ยงในอาหาร TSA เก็บไวในการทดลองตอไป 
 

1.5  การทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารทดลอง 
การทดลองแบงออกเปน 7 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า (replication) ซํ้าละ 20 ตัว ดังนี้ 
ชุดการทดลองที่ 1 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 1 (-E-Se) 
ชุดการทดลองที่ 2 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 2  (-E+hSMhNS) 
ชุดการทดลองที่ 3 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 3  (+E-Se) 
ชุดการทดลองที่ 4 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 4  (+ESM1) 
ชุดการทดลองที่ 5 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 5  (+ESM2) 
ชุดการทดลองที่ 6 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 6  (+ENS1) 
ชุดการทดลองที่ 7 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 7  (+ENS2) 

  โดยแตละชดุการทดลองใชปลากะพงขาวที่เตรียมไวในขอ 1.2     แบงปลาใสถังไฟ
เบอรกลาสกลม ขนาด 200 ลิตร จํานวน 21 ถัง ซ่ึงไดจัดเตรียมระบบการใหอากาศไวพรอมแลวตาม
ขอ 1.1 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (CRD, Completely Randomized Desige) โดยชุดการ
ทดลองละ 3 ถังๆ ละ 20 ตัว ใหอาหารทดลองแตละสูตรวันละ 2 คร้ัง คือ เชาเวลา 9.00 น. และเยน็
เวลา 16.00 น. หลังจากปลากินอาหารอิ่มประมาณ 1 ช่ัวโมง 30 นาท ีดูดอาหารที่เหลือออก บันทึก
น้ําหนกัอาหารที่ใหทุกสัปดาหตลอดการทดลอง กอนใหอาหารเยน็จะดูดตะกอนทาํความสะอาดถัง
ปลา โดยเปลี่ยนถายน้ําวันละ 50 เปอรเซ็นตทุกวัน และเปลี่ยนถายน้ําประมาณ 90 เปอรเซ็นต ทุกๆ  
2  สัปดาห   ระยะเวลาทดลอง 8 สัปดาห  
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2.  การเก็บรวบรวมขอมูล 
2.1  การศึกษาการเจริญเติบโต 

ระหวางทดลองจะทําการชั่งน้ําหนักปลาทดลองทุก 2 สัปดาห ทุกชุดการทดลองโดยการ
ช่ังน้ําหนักปลาทดลองทุกตัวดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (งดใหอาหาร 1 มื้อกอนวันที่ช่ัง
น้ําหนักปลา) พรอมจดบันทึก น้ําหนักปลา จํานวนปลา อัตราการรอดตาย และน้ําหนักอาหาร
ทดลอง ของปลาทุกชุดการทดลอง รวมทั้งสังเกตลักษณะอาการของปลาตลอดการทดลอง จน
ส้ินสุดการทดลอง 8 สัปดาห นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาอัตราการรอด (Survival Rate) ตามวิธีของ 
Nankervis และคณะ (2000) ประสิทธิภาพการกินอาหาร (Feed Efficiency, FE) และน้ําหนักที่
เพิ่มขึ้น (% Weight Gain) (De Silva and Anderson, 1995) ดังนี้ 
อัตราการรอด (%)                            =               จํานวนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง × 100                                         

จํานวนปลาเมือ่เร่ิมตนทดลอง 
ประสิทธิภาพการกินอาหาร (%)      =               น้ําหนกัปลาที่เพิ่มขึ้น        × 100                                        

น้ําหนกัอาหารที่ปลากิน 
น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (%)   =   (น้ําหนักปลาสิ้นสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเริ่มตนการทดลอง) x 100                           

น้ําหนักปลาเริ่มตนการทดลอง 
 

2.2  การศึกษาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส 
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 นําพลาสมาของปลากะพงขาวที่ไดจากขอ 2.3 จาก

แตละชุดการทดลองมาวิเคราะหการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx)  
โดยใชชุดทดสอบ Glutathione Peroxidase Assay Kit No. 70312, Cayman, USA. (ภาคผนวก ก. 3) 
 

2.3  การศึกษาองคประกอบเลือด และระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 สุมตัวอยางปลากะพงขาวจํานวน 15 ตัวตอชุดการ

ทดลอง โดยสลบปลาทดลองดวย MS 222 เขมขน 150 พีพีเอ็ม เจาะเลือดจากบริเวณสวนหาง 
(caudal peduncle) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง ดวยหลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตรใชเข็มฉีด
ยาขนาด 25G  
คร้ังที่ 1 ใชหลอดฉีดยาที่ไมเคลือบสารกันการแข็งตวัของเลือด (Heparin 150 Unit) สําหรับแยกน้ํา
เลือดสวนที่เรียกวาซีรัม (Serum) ไปใชวเิคราะหหาปรมิาณไลโซไซม (Lysozyme activity) ตาม
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วิธีการของ Demers และ Bayne (1997) ปริมาณคอมพลีเมนท (Alternative complement activity 
(ACH50)) ตามวิธีของ Yano (1992) (ภาคผนวก ก. 4)  
คร้ังที่ 2 ใชหลอดฉีดยาเคลอืบสารกันการแข็งตัวของเลอืด สําหรับนําเลือดไปหาปริมาณเม็ดเลือด
แดง (Red Blood Cell Count, RBC)  เม็ดเลือดขาว (White Blood Cell Count, WBC) ปริมาณเม็ด
เลือดแดงอัดแนน (% Hematocrit, Hct) ตามวิธีการของ  Blaxhall และ Daisley (1973) และแยกน้ํา
เลือดสวนพลาสมา (Plasma) ไปวิเคราะหปริมาณกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx) โดยใชชุด
ทดสอบ Glutathione Peroxidase Assay Kit No. 70312, Cayman, USA. และปริมาณอิมมูโนโกลบู
ลิน (Total Immunoglubulin) ตามวิธีการของ Siwicki และคณะ (1994) (ภาคผนวก ก. 4) 

หลังจากเก็บเลือดแลว ตัดเอาไตสวนหนา (Head kidney) ของปลาแตละตัวในแตละชุด
การทดลองเพือ่แยกเซลลเม็ดเลือดขาวสําหรับตรวจวัดภูมิคุมกันดานเซลล คือปริมาณการจับกินสิ่ง
แปลกปลอม (Phagocytic  index) ตามวิธีการของ Thuvander และคณะ (1987) และซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน (Respiratory burst activity) ตามวิธีการของ Siwicki และคณะ (1994) 
(ภาคผนวก ก. 4)  

 
2.4  การศึกษาระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ  

เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 สุมตัวอยางปลากะพงขาวจํานวน 12 ตัวตอชุดการ
ทดลอง  มาฉีดวัคซีนที่เตรยีมจากเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ความเขมขนเทากบั 108 CFUตอ
มิลลิลิตร ในสารละลายน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต และเติมฟอรมาลิน 0.1 เปอรเซ็นต โดยการฉีดเขา
ชองทอง 0.1 มิลลิลิตรตอตัว เก็บซีรัมปลาทดลองทุกสัปดาห โดยสุมปลากะพงขาวจํานวน 3 ตัวตอ
ชุดการทดลอง เพื่อนําไปหาปริมาณแอนตบิอดีโดยวิธี passive haemagglutination ตามวิธีการของ
อภิญญา (2545)  (ภาคผนวก ก. 4) 
 

2.5  การศึกษาความตานทานโรค 
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 นําปลากะพงขาวจาํนวน 30 ตัวตอชุดการทดลอง 

ฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ระดับความเขมขนของเชื้อประมาณ 1 x 106 CFUตอมิลลิลิตร 
(LD50 ที่ 14 วัน) เขาบริเวณชองทองตัวละ 0.1 มิลลิลิตร แลวนําไปเลี้ยงตอในถังไฟเบอรกลาสกลม
ขนาด 200 ลิตร สังเกตและบันทึกอัตราการตายหลังฉดีเชื้อ เปนเวลา 14 วัน นําเปอรเซ็นตการตาย
เฉลี่ยของปลาในแตละชุดการทดลองไปหาคา Relative Percent Survival (RPS) (Ellis, 1988) 

RPS (%) = 1 – อัตราการตายของกลุมที่ไดรับเชื้อ       x 100                                                    
      อัตราการตายของกลุมควบคุม 
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2.6  การวิเคราะหผล  
นําขอมูลที่ไดจากแตละชุดการทดลองมาวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD 

เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test  (DMRT) (Steel and 
Torrie, 1980) โดยใชโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) version 6.0 (SAS 
Institute.,1990) 

 
2.7  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา 

ดําเนินการตรวจวัดคุณภาพน้ําภายในถังเลี้ยงปลาแตละชุดการทดลอง จํานวน 2 คร้ังตอ
สัปดาห (จันทร พฤหัสบดี) เวลา 8.45 น. กอนใหอาหารมื้อเชา โดยตรวจวัดอุณหภูมิน้ําดวย
เทอรโมมิเตอรแบบปรอท  ออกซิเจนที่ละลายน้ําดวย D.O. meter ยี่หอ YSI รุน 550 DO  ความเค็ม
ดวย Refractosalinometer ยี่หอ ATAGO รุน S-10E  ความเปนกรดเปนดางของน้ํา (pH) ดวย pH 
meter ยี่หอ Denver Instrument รุน  Model 50  ความเปนดางของน้ํา (Total alkaline) โดยวิธีไตรเตร
ชัน ดวยเครื่องจายอัตโนมัติยี่หอ BRAND ตามวิธี American Public Health Association (1980) 
ปริมาณไนไตรท และแอมโมเนียรวม ตามวิธีของ Strickland และ Parsons (1972) (ภาคผนวก ก. 2) 

 
 



บทที่ 3  
 

ผลการทดลอง 
 

1.  ผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตในปลากะพงขาว 
1.1  น้ําหนักเฉล่ียตอตัว 

เมื่อเร่ิมตนทดลองน้ําหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวอยูในชวง 18.86-18.89 กรัม (ตารางที่ 
7) น้ําหนักเฉลี่ยของปลาที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร  เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเลี้ยง และเริ่มมี
ความแตกตางทางสถิติตั้งแตสัปดาหที่ 4 (p<0.05) โดยปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-
Se, +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 มีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวมากกวาสูตร -E-Se อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนในสัปดาหที่ 6 พบวาปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
และ +ESM2 มีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวมากกวาสูตร  -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ENS1 และ +ENS2 
ในสัปดาหที่ 8 น้ําหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทุกสูตรเพิ่มขึ้นแตกตางกันทางสถิติ 
(p<0.05) โดยน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวของปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 80.71±0.21 
กรัม รองลงมาคือสูตร +ESM2, +ENS2, +ENS1, -E+hSMhNS, +E-Se และ -E-Se ซ่ึงมีน้ําหนัก
เฉลี่ยตอตัว 78.95±0.57, 76.51±0.06, 71.40±0.47, 70.27±0.33, 68.20±0.83 และ 64.41±0.38 กรัม 
ตามลําดับ 
ตารางที่ 7  น้ําหนักเฉลีย่ตอตัวของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 

สูตรอาหาร สัปดาห 
 0 2 4 6 8 
-E-Se 18.89±0.02 29.34±1.46a 36.32±1.10 a 55.11±0.08 a 64.41±0.38 a 
-E+hSMhNS 18.88±0.03 29.58±1.66 a 36.91±1.43 bc 55.83±1.13 ab 70.27±0.33 c 
+E-Se 18.88±0.02 29.68±0.84 a 38.00±0.27 cd 56.77±0.75b 68.19±0.83 b 
+ESM 1  18.88±0.02 30.06±0.82 a 39.45±1.08 d 68.97±0.87 e 80.72±0.21 g 
+ESM 2 18.86±0.02 29.39±0.64 a 39.06±0.15 d 67.92±0.18 e 78.95±0.57 f 
+ENS 1  18.86±0.01 28.80±0.47 a 38.05±0.68 cd 58.39±0.18c 71.40±0.47 d 
+ENS 2  18.88±0.03 29.20±0.55 a 38.86±0.78 d 59.85±0.49 d 76.51±0.06 e 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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1.2  น้ําหนักท่ีเพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการกนิอาหาร และอัตราการรอด 
เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีน้ําหนักเพิ่มขึ้น

สูงสุดคือ 327.43±1.05 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS2, +ENS1,   
-E+hSMhNS, +E-Se และ -E-Se ซ่ึงน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น 318.67±3.35, 305.37±0.62, 278.49±2.67, 
272.12±1.26, 261.13±4.61 และ 240.97±2.11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นของปลา
ทุกชุดการทดลอง แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 8 

ประสิทธิภาพการกินอาหารของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุด
คือ0.55±0.010 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS1, +ESM2, +ENS2, +E-Se,           
-E+hSMhNS และ -E-Se ซ่ึงมีประสิทธิภาพการกินอาหาร 0.53±0.009, 0.52±0.005, 0.51±0.010, 
0.51±0.006, 0.50±0.005 และ 0.48±0.006 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร +E-
Se, +ESM2 และ +ENS2 มีประสิทธิภาพการกินอาหารไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  ขณะที่
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีประสิทธิภาพการกินอาหารดีกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se,            
-E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ  +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05 (ตารางที่ 8) 

อัตราการรอดตายของปลากะพงขาวทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีอัตรารอดตายอยูในชวง 93.33 - 96.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 8) 
ตารางที่ 8 น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการกินอาหาร และอัตราการรอดของปลากะพงขาวที ่

ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร น้ําหนกัที่เพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการกินอาหาร อัตราการรอด 

 (%) (%) (%) 
-E-Se 240.97±2.11 a 0.48±0.006 a 93.33±2.89 a 
-E+hSMhNS 272.12±1.26 c 0.50±0.005 b 96.67±2.89 a 
+E-Se 261.13±4.61 b 0.51±0.006 c 95.00±0.01 a 
+ESM 1  327.43±1.05 g 0.55±0.010 e 96.67±2.89 a 
+ESM 2 318.67±3.35 f 0.52±0.005 cd 95.00±5.00 a 
+ENS 1  278.49±2.67 d 0.53±0.009 d 96.67±2.89 a 
+ENS 2  305.37±0.62 e 0.51±0.010 c 96.67±2.89 a 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า)   
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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2.  ผลของซีลีเนียมตอเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลากะพงขาว  
เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสของปลา

กะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2 มีคาสูงสุดคือ 592.16±78.40 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1, +ENS2, -E+hSMhNS, +ENS1, +E-Se และ -E-Se ซ่ึง
มีการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  577.30±83.96,  558.20±49.27, 
545.46±39.80, 511.51±85.77, 490.28±88.50  และ 469.06±32.63 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ โดยการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-
Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนการทํางาน
ของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 และ +ESM2 สูงกวา
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 9 
ตารางที่ 9  การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลากะพงขาวที่ไดรับ 

อาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส   

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร) 
-E-Se 469.06±32.63a 
-E+hSMhNS 545.46±39.80abc 
+E-Se 490.28±88.50ab 
+ESM 1  577.30±83.96bc 
+ESM 2 592.16±78.40c 
+ENS 1  511.51±85.77abc 
+ENS 2  558.20±49.27abc 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
3.  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 

3.1  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดในปลากะพงขาว 
3.1.1  ปริมาณเม็ดเลือดแดงและปริมาณเม็ดเลือดขาว 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 26.01 

±4.98 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, -E+hSMhNS, 
+ENS2, +E-Se และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณเม็ดเลือดแดง 24.29±4.08, 24.17±3.44, 24.16±3.34, 
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23.99±4.28, 23.95±4.65 และ 20.13±4.28 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ    โดยปริมาณเม็ด
เลือดแดงของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีคาต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-
Se, +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2    อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตาราง
ที่ 10 

ปริมาณเม็ดเลือดขาวในปลากะพงขาวทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
โดยปริมาณเม็ดเลือดขาวอยูในชวง 3.57 - 4.29 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 10) 

 
3.1.2  ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 

28.73±1.68 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, 
+ENS2, +ENS1 และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน 28.25±2.29, 27.85±1.72, 
27.53±2.67, 26.85±1.14, 26.46±2.38 และ 25.30±2.87 x 107 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยปริมาณเม็ด
เลือดแดงอัดแนนในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM1 และ +ESM2 ไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
มีคาสูงกวาสูตรอาหาร -E-Se, +ENS1 และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
ตารางที่ 10  ปริมาณเม็ดเลือดแดง เมด็เลือดขาว และเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที ่

  ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดงอัดแนน 

 (x 107 cells/ml)    (x 107 cells/ml) (%) 
-E-Se 20.13±4.28 a 3.57±1.06 a 25.30±2.87 a 
-E+hSMhNS 24.16±3.34 b 3.60±0.74 a 28.25±2.29 cd 
+E-Se 23.95±4.65 b 4.13±0.91 a 27.85±1.72 cd 
+ESM 1  26.01±4.98 b 4.29±0.96 a 28.73±1.68 d 
+ESM 2 24.29±4.08 b 3.63±0.94 a 27.53±2.67 bcd 
+ENS 1  24.17±3.44 b 4.07±1.02 a 26.46±2.38 bc 
+ENS 2  23.99 ±4.28 b 4.11±1.07 a 26.85±1.14 bc 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 



 
 

 
 

49

3.2  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลากะพงขาว 
3.2.1  ปริมาณไลโซไซม แอคติวิตี ้
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณไลโซไซมสูงสุดคือ 9.87±2.66 

units/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +E-Se, -E+hSMhNS, +ESM2, +ENS1, +ENS2 และ 
-E-Se ซ่ึงมีปริมาณไลโซไซม 9.36±2.15, 9.25±2.67, 8.80±1.81, 6.79±1.26, 6.54±2.46 และ 
6.15±2.73 units/ml. ตามลําดับ โดยปริมาณไลโซไซมในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, +ENS1 
และ +ENS2 ต่ํากวาสูตรอาหาร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM1  และ +ESM2 อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05)   ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8  ไลโซไซมของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 

3.2.2 ปริมาณคอมพลีเมนท แอคติวิตี้ (ACH50) 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณคอมพลีเมนทสูงสุดคือ 32.64±6.83 

units/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS1, +ESM2, +ENS2, +E-Se, -E+hSMhNS และ 
-E-Se ซ่ึงมีปริมาณคอมพลีเมนท 27.81±2.97, 26.86±3.88, 26.30±2.41, 25.48±4.89, 22.09±4.74 
และ 21.21±4.87 units/ml. ตามลําดับ โดยปริมาณคอมพลีเมนทในสูตรอาหาร +E-Se, +ESM2, 
+ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณคอมพลีเมนทในปลาที่ไดรับ
อาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 
และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 9 
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ภาพที่ 9  คอมพลีเมนทของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
 

3.2.3  ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินสูงสุดคือ 0.235±0.11 

mg/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS1, +E-Se, +ENS2, +ESM2, -E+hSMhNS    และ 
-E-Se ซ่ึงมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 0.164±0.08, 0.154±0.08, 0.132±0.10, 0.121±0.09, 0.119±0.08 
และ 0.109±0.08 mg/ml. ตามลําดับ โดยปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในปลาที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  อิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
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3.2.4 ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอม 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอมสูงสุดคือ 

1.20±0.28 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS2, +ESM2, +ENS1, +E-Se, -E+hSMhSN 
และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอม 1.07±0.24, 1.04±0.23, 0.99±0.30, 0.87±0.23, 
0.66±0.22 และ 0.65±0.29 ตามลําดับ โดยปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอมในสูตรอาหาร +E-Se, 
+ESM2 และ +ENS1 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอมใน
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se และ 
+ENS1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  การจับกินสิ่งแปลกปลอมของปลากะพงขาวทีไ่ดรับอาหารทดลอง 7 สูตร  

 เปนเวลา 8 สัปดาห 
 

3.2.5 ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน  
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 ผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออนจากเม็ดเลือด

ขาวไดสูงสุดคือ 0.63±0.28 OD รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +E-Se,          
-E+hSMhSN, ENS2 และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน 0.59±0.27, 0.55±0.23, 
0.51±0.28, 0.41±0.18, 0.34±0.13 และ 0.33±0.17 OD ตามลําดับ    โดยปริมาณซุปเปอรออกไซด
แอนไอออนที่ผลิตจากเม็ดเลือดขาวของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM1 และ 
+ESM2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออนที่ผลิตจาก
เม็ดเลือดปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, +ENS1 และ 
+ENS2  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12  ซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร 

 เปนเวลา 8 สัปดาห  
 
4.  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะในปลากะพงขาว 

หลังจากฉีดวัคซีนจากเชื้อสเตร็บโตคอคคัสใหปลากะพงขาว 1 สัปดาห พบวาปลากะพงขาว
ที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดคือ 60.00±34.6 รองลงมาคือปลาที่
ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +E-Se, +ENS1, +ENS2, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณ
แอนติบอดีไตเตอร 46.67±30.60, 33.33±11.50, 33.33±11.50, 26.67±11.50, 16.67±5.77 และ 
16.67±5.77 ตามลําดับ โดยปริมาณแอนติบอดีไตเตอร ในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +E-Se, +ESM1, 
+ESM2, +ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณแอนติบอดีไตเตอร
ในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se และ -E+hSMhSN อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 

ในสัปดาหที่ 2 หลังการฉีดวัคซีน ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวทุกชุดการ
ทดลองเพิ่มขึ้นจากสัปดาหแรก โดยปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณแอนติบอดี
ไตเตอรเพิ่มขึ้นสูงสุดคือ 106.70±46.91 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS1, +ESM2, +E-
Se, +ENS2, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณแอนติบอดีไตเตอร 66.67±23.09, 53.33±23.09, 
53.33±23.09, 46.67±30.55, 33.33±11.55 และ 26.67±11.55 ตามลําดับ โดยปริมาณแอนติบอดีไต
เตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 ไม
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แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
สูงกวาสูตรอาหาร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2  อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 
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ภาพที่ 13  แอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวในสัปดาหที่ 1, 2 และ 3 หลังจากไดรับอาหาร 

ทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
 

ในสัปดาหที่ 3 หลังการฉีดวัคซีน ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 สูงสุดคือ 20.00±0.00 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +E-Se, 
+ENS2, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณแอนติบอดีไตเตอร 16.70±5.77, 16.70±5.77, 
13.33±5.77, 13.33±5.77, 6.77±5.77 และ 6.77±5.77 ตามลําดับ โดยปริมาณแอนติบอดีไตเตอร ใน
สูตรอาหาร +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณ
แอนติบอดีไตเตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาสูตรอาหาร -E-Se และ -E+hSMhSN 
อยางมันัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 
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5.  ผลของซีลีเนียมตอความตานทานโรคในปลากะพงขาว 
ผลการทดสอบความตานทานตอเชื้อ Streptococcus sp. ของปลากะพงขาวหลังเลี้ยงดวย

อาหารทดลองเปนเวลา 8 สัปดาห พบวาอัตรารอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงสุด
คิดเปน 60.00±6.67 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +ENS2, +E-
Se, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึงมีอัตรารอดตาย 48.89±3.85, 36.67±3.33, 33.33±3.33, 27.78±5.09, 
26.67±3.33 และ 23.33±6.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยอัตรารอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร    
-E-Se, -E+hSMhSN และ +E-Se ไม แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่อัตรารอดตายของปลาที่
ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร  -E-Se, - E+hSMhSN, +E-Se, 
+ESM2, +ENS1 และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 14 

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

-E-Se -E+hSMhNS +E-Se +ESM 1 +ESM 2 +ENS 1 +ENS 2

สูตรอาหาร

อัต
รา
รอ
ด

 (%
)

 
ภาพที่ 14  อัตรารอดตาย (%) หลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ของปลากะพงขาวหลังจากไดรับ 

อาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
 

และเมื่อนํามาหาความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตาย (RPS) พบวาปลากะพงขาวที่
ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาความสัมพันธของการรอดตายสูงสุด 47.83±6.70 เปอรเซ็นต 
รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +ENS2, +E-Se, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึง
มีความสัมพันธของการรอดตาย 33.35±3.81, 17.39±3.35, 13.04±3.35, 5.78±5.08, 4.35±3.35 และ 
0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 และ +ESM2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอด
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ตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, - E+hSMhSN และ +E-Se ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
ดังแสดงในภาพที่ 15 
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ภาพที่ 15  ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตาย (RPS) หลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ของ   

ปลากะพงขาวหลังจากไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
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บทที่ 4  
 

วิจารณผลการทดลอง 
   
1.  ผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโต 

  จากการทดลองพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหารทดลอง (สูตร +ESM1 และ 
+ESM2) สําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว เปนเวลา 8 สัปดาห สงผลใหปลามีการเจริญเติบโตสูงกวาการ
เสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเฉพาะ
ปริมาณการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจาก
การวิเคราะหในอาหาร 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีผลทําใหปลามีการเจริญเติบโตสูงสุด 
โดยมีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัว เปอรเซ็นตน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น และประสิทธิภาพการกินอาหารสูงกวาปลาที่
ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อัตรารอดของปลาทุกสูตรอาหาร
ทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  แสดงใหเห็นวาการเสริมซีลีเนียมในอาหารเลี้ยงปลากะพง
ขาวในรูปของซีลีเนียมอินทรีย (Organic selenium) คือซีลีโนเมทไธโอนีนทําใหปลาเจริญเติบโต
ดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท ซ่ึงเปนซีลีเนียมอนินทรีย (Inorganic selenium) เชนเดียวกับ
การศึกษาในปลาแซลมอน ปลาดุกอเมริกัน และปลาคารพ (Lorentzen et al., 1994; Wang and 
Lovell, 1997; Wang  et al., 2007) จากการทดลองพบวาปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีที่สุดเมื่อ
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร สอดคลองกับการทดลองของ 
Lin และ Shiau (2005b)  ซ่ึงพบวาปลากะรังไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 0.79 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร มีผลทําใหน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการกินอาหารเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับ
ปลาแซลมอนที่ตองการซีลีโนเมทไธโอนีน 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารเพื่อใชในการ
เจริญเติบโต (Poston et al., 1976) ขณะที่ปลาเรนโบวเทราตองการโซเดียมซีลีไนท 0.15-0.38 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาดุกอเมริกันตองการโซเดียมซีลีไนท 0.25 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) และปลาโคโฮแซลมอนตองการโซเดียมซีลี
ไนทในการเจริญเติบโตสูงถึง 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Felton et al., 1996 อางตาม 
Santosh, 2002) จากการศึกษาขางตนสรุปไดวาปลาแตละชนิดตองการซีลีเนียมที่เหมาะสมสําหรับ
การเจริญเติบโตแตกตางกัน ขึ้นอยูกับปริมาณ และรูปแบบของซีลีเนียมที่ใช อายุปลา ระยะเวลาการ
ไดรับซีลีเนียม และสภาพแวดลอมในการเลี้ยงปลาขณะทําการทดลอง (Paripatananont and Lovell, 
1997) และปลากะพงขาวที่ไดรับซีลีโนเมทไธโอนีนมีการเจริญเติบโตดีกวาโซเดียมซีลีไนท ทั้งนี้
เนื่องจากเมทไธโอนีนเปนกรดอะมิโนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของปลา  โดยความตองการเมท
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ไธโอนีนในปลาทะเลเทากับ  1.4 เปอรเซ็นตอาหาร   (National Research Council, 1989)  
นอกจากนี้เนื่องจากซีลีโนเมทไธโอนีนมีความจําเพาะกับเมทไธโอนีนที่มีอยูในโปรตีน (Schrauzer, 
2000) จึงสามารถเขาแทนที่เมทไธโอนีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่ใชในการสังเคราะหโปรตีนไดดี จึง
สะสมในเนื้อเยื่อไดดีกวา (Jacques, 2001) 

จากการศึกษาครั้งนี้ตลอดการทดลอง 8 สัปดาห ปลากะพงขาวไมแสดงอาการผิดปกติ
หรือเปนพิษจากการไดรับซีลีเนียมเกินความตองการของรางกาย ซ่ึงปริมาณซีลีเนียมสูงสุดจากการ
ทดลองคือ 4.50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนปริมาณที่ไมเปนพิษตอปลากะพงขาว ขณะที่ใน
ปลากะรังเมื่อไดรับอาหารผสมซีลีโนเมทไธโอนีน  4.00 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนเวลา 8 
สัปดาห มีผลใหน้ําหนักตัว และประสิทธิภาพการกินอาหารของปลาลดลง (Lin and Shiau, 2005b) 
ปลาดุกอเมริกันไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปลามีอัตรา
การเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง และกอนตาย 12-24 ช่ัวโมง ปลาจะวายน้ํา
ควงสวาน ทําใหมีอัตราการตายสูง ซ่ึงลักษณะอาการดังกลาวพบในปลาเทราทที่ไดรับโซเดียมซีลี
ไนท 13 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารดวยเชนกัน (Gatlin and Wilson, 1984; Hilton et al., 
1980; Goettl and Davies, 1978) โดยปกติปลาสามารถขับซีลีเนียมสวนเกินออกจากรางกายผานทาง
เหงือกและการขับถาย แตหากไดรับติดตอกันเปนเวลานานจะเกิดการสะสมและสงผลใหเกิดความ
เปนพิษของซีลีเนียมได (Hodson et al.,1980 อางตาม Santosh, 2002)  

วิตามินอีและซีลีเนียมมีความสัมพันธกันในการทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ 
ปองกันเซลลจากการทําลายของปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Gatlin et al., 1986; Hoekstra et al., 1974) จึง
มีการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในอาหารเพื่อปองกันการเกิดโรคในปลาหลายๆ ชนิด เชนการ
ทดลองของ Thorarinsson และคณะ (1994) ซ่ึงพบวาการเสริมวิตามินอีรวมกับซีลีเนียมทําใหปลา 
Chinook salmon มีการเจริญเติบโตดีกวาการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย 
เชนเดียวกับที่รายงานในปลาเทรา (Bell et al., 1986)  จากการทดลองครั้งนี้ที่พบวาการเสริมวิตามิน
อี (50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) รวมกับซีลีเนียมในอาหารสูตร +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ 
+ENS2  มีผลใหปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีกวาปลาที่ไมไดรับการเสริมวิตามินอีในสูตร
อาหาร (-E-Se และ -E+hSMhNS) แสดงวาการเสริมวิตามินอีชวยเสริมสรางการเจริญเติบโตของ
ปลากะพงขาวได  

 
2.  ผลของซีลีเนียมตอเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  

การทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนพื้นฐานสําคัญของเซลลในการ
ลดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการปองกันเซลลจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Rutruck et 
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al., 1973) ซ่ึงเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมีซีลีเนียมเปนองคประกอบ ปริมาณซีลีเนียมใน
อาหารที่แตกตางกันจึงมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  จากการทดลอง
คร้ังนี้พบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร             
(+ESM2, +ENS2)   สงผลใหการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสสูงกวา 1 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, +ENS1 และ-E+hSMhNS) แสดงวาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้นตามปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
Omaye และ Tapple (1974) ที่พบวาการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมี
ความสัมพันธกับปริมาณซีลีเนียมในอาหาร หากปริมาณซีลีเนียมในอาหารมากการทํางานของเอน
ไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสก็จะเพิ่มสูงขึ้น เชนเดียวกับการศึกษาของ Lin และ Shiau (2005b) 
ที่พบวาในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของปลากะรังมีการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
เพิ่มขึ้นตามปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร   

เมื่อพิจารณาผลของวิตามินอีตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสพบ
วา การทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se ไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) แสดงวาวิตามินอีไมมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดส เชนเดียวกับการศึกษาของ Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมเฉพาะซีลีเนียมใน
อาหารปลาดุกอเมริกัน มีผลเพิ่มปริมาณเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสไดมากกวาการเสริม
เฉพาะวิตามินอีและการไมไดเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) สอดคลองกับการศึกษาของ Bell และคณะ (1985) พบวาปลาเทราที่ไดรับอาหารเสริม
ซีลีเนียมในปริมาณนอยและเพิ่มปริมาณวิตามินอีใหสูงขึ้นการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดสนอยกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีปริมาณนอยแตเพิ่มปริมาณซีลีเนียมสูงขึ้น 
เชนเดียวกับการทดลองครั้งนี้ที่พบวาการเสริมซีลีเนียมเพิ่มขึ้นในสูตรอาหาร +ENS1, +ENS2, 
+ESM1 และ +ESM2 มีผลใหการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้นตาม
ปริมาณการเสริมซีลีเนียมในอาหาร ดังนั้นหากสัตวน้ําไดรับการเสริมซีลีเนียมรวมกับวิตามินอีใน
ปริมาณที่ เหมาะสมสามารถเพิ่มการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสได 
(Thorarinsson et al., 1994)  

 
3.  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดและภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ   

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาองคประกอบเลือดไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว 
และปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน ของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และ
เสริมโซเดียมซีลีไนทไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีปริมาณ
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เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนนต่ํากวาปลาที่ไดรับการเสริมวิตามินอีทุกสูตรอาหาร แสดงวา
วิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนน ขณะที่การเสริมหรือไมเสริม
ซีลีเนียมในอาหารไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนน เพราะวิตามินอีทํา
หนาที่ปองกันผนังเซลลไมใหเกิดลิปดออกซิเดชั่น ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซมกลู
ทาไธโอนเปอรออกซิเดส ปองกันการเกิดอนุมูลอิสระไดดีกวา (Zhu et al., 1992) สอดคลองกับ
การศึกษาของ Bell และคณะ (1985) พบวาเมื่อปลาเทราไดรับวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย 
มีผลใหกลามเนื้อถูกทําลาย เกิดการรั่วซึมของเอนไซม ซ่ึงจากการทดลองพบวาการเสริมหรือไม
เสริมวิตามินอีในอาหารใหผลเกี่ยวกับคาองคประกอบเลือดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  
เนื่องจากในวัตถุดิบการทําอาหาร เชน น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปลาหมึก ปลาปน มีปริมาณวิตามินอี
คอนขางสูง (ปริมาณวิตามินอีจากการวิเคราะหในอาหารทดลอง 30-35 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร) ไมแตกตางจากการเสริมวิตามินอีในอาหาร (ปริมาณวิตามินอีจากการวิเคราะหในอาหาร
ทดลอง 40-49 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) เชนเดียวกับการศึกษาของสุนียรัตน (2541) ซ่ึงพบวา
ปริมาณวิตามินอีในอาหารทดลองที่เสริมวิตามินอีสังเคราะหในรูป α-tocopherol acetate มีคานอย
กวาปริมาณวิตามินอีในอาหารสูตรพื้นฐานที่ไมมีการเสริมวิตามินอี 

จากการทดลองพบวา ปลากะพงขาวที่ไดรับการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหาร
สามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะไดดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท 
โดยเฉพาะการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปลากะพงขาวมี
ปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่ง
แปลกปลอม สูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เชนเดียวกับการศึกษาของ Lin และ Shiau 
(2006)  ในปลากะรังพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหาร 1.6 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มี
ผลทําใหปริมาณ Respiratory burst activity  อิมมูโนโกลบูลิน และไลโซไซมเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบ
กับชุดควบคุมที่ไมมีการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน การเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนรวมกับกลูแคน
สามารถเพิ่มปริมาณไลโซไซมในปลา Hybrid Striped Bass ไดเชนกัน (Jaramillo and Gatlin, 2004) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Liang และคณะ (2006) พบวาการเพิ่มกลูทาไธโอน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในหลอดทดลองซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลลแมคโครฟาจของปลานิล มีผลทําใหการตอบสนองของเซลล
แมคโครฟาจเพิ่มขึ้น โดยมีคา Respiratory burst activity สูงสุด 90 เปอรเซ็นต  และการศึกษาของ 
Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมซีลีไนท 0.8 รวมกับวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร ทําใหการทํางานของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกันเพิ่มขึ้น  

จากการทดลองพบวา ปลากะพงขาวไดรับอาหารที่ไมมีการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอี     
(-E-Se) มีปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และ



 

 

60

การจับกินสิ่งแปลกปลอมต่ําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึง Wise และคณะ (1993) กลาววา
การไดรับวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย อาจเปนสาเหตุใหการผลิตซุปเปอรออกไซดของ
เซลลแมคโครฟาจลดลงในปลาดุกอเมริกัน เพราะเซลลเมมเบรนของเซลลแมคโครฟาจถูกทําลาย   
การผลิตเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลง (Spallholz et al., 1990) การทํางานของ
ภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ําของปลาเรนทโบวเทรามีประสิทธิภาพลดลง (Blazer and Wolke, 
1984)  ปริมาณเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในพลาสมา และตับลดลง สงผลใหการทํา
หนาที่ของภูมิคุมกันลดลง (Gatlin and Wilson,1984) 
 
4.  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ และความตานทานโรค 

เมื่อพิจารณาผลของการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว
ตอการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ โดยการวัดแอนติบอดีไตเตอรหลังจากปลาไดวัคซีน
เชื้อ Streptococcus sp. ที่ฆาดวยฟอรมาลีน พบวาในสัปดาหที่หนึ่งหลังไดรับวัคซีน ตรวจพบ
ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีโนเมทไธ
โอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) โดยมีแนวโนมสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริม
วิตามินอีและซีลีเนียมสูตรอื่นๆ (+E-Se, +ESM2, +ENS1, +ENS2) และสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารที่
ไมเสริมวิตามินอี (-E-Se, -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวาวิตามินอีมีผล
ในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีในปลากะพงขาวไดดีระดับหนึ่ง เชนเดียวกับการทดลองของ Ndoye 
และคณะ (1989) ในปลาเรนโบวเทราพบวา ปลาจะสรางแอนติบอดีเพิ่มขึ้นตามปริมาณวิตามินอีที่
ไดรับสูงขึ้น จากการทดลองปริมาณแอนติบอดีในสัปดาหที่สองเพิ่มสูงขึ้นจากสัปดาหแรก โดย
พบวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอี และซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 
(+ESM1) มีปริมาณแอนติบอดีสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) อาจเนื่องจากซีลีเนียมชวยปองกันเม็ดเลือดขาวชนิด B lymphocyte ไมใหถูกทําลายจาก
เปอรออกไซดที่เกิดขึ้นในระหวางขบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) จึงทําให B 
lymphocyte มีการผลิตแอนติบอดีเพิ่มขึ้น (Combs and Combs, 1986) ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณเม็ด
เลือดขาวที่มีปริมาณสูงสุดในปลาที่ไดรับอาหารชุดเดียวกัน (ตารางที่ 10) อยางไรก็ตามปริมาณ
แอนติบอดีในสัปดาหที่สามลดลงจากปริมาณแอนติบอดีในสัปดาหที่สองและสัปดาหที่หนึ่ง ทั้งนี้
อาจเนื่องจากระยะเวลาการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะตอแอนติเจนชนิดใดชนิดหนึ่ง
แตกตางกัน ซ่ึงในระยะ lag phase หรือ latent phase เปนระยะที่ B lymphocyte รับรูวาแอนติเจน
เปนสิ่งแปลกปลอม จึงแบงตัวเพิ่มจํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปราง จนสามารถตรวจพบแอนติบอดี
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ได ซ่ึงใชเวลาตั้งแต 1-30 วัน ขึ้นกับปริมาณแอนติเจน และแนวทางที่แอนติเจนเขาสูรางกาย (สุทธิ
พันธ และคณะ, 2543) 

การศึกษาความตานทานโรคโดยการนําปลากะพงขาวที่เล้ียงดวยอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร 
เปนเวลา 8 สัปดาห มาฉีดเชื้อ Streptococcus sp. และตรวจวัดอัตรารอดตายเปนเวลา 14 วัน พบวา
อัตรารอดของปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซี
ลีไนทอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05) โดยเฉพาะปลาที่ไดรับซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหารมีอัตรารอดสูงสุด  60  เปอรเซ็นต มีคา RPS 47.83 เปอรเซ็นต สอดคลองกับปริมาณ
แอนติบอดีที่ตรวจพบสูงสุดในปลาที่เล้ียงดวยอาหารสูตรดังกลาว ขณะที่ปลาซึ่งไดรับอาหารไม
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se) มีอัตรารอดตายต่ําสุด  สอดคลองกับการทดลองในปลา 
Chinook salmon ที่ไดรับอาหารที่ขาดซีลีเนียมมีอัตราการตายสูงหลังไดรับเชื้อ Renibacterium 
salmoninarum เมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีเนียม (Thorarinsson  et al., 1994) 
เชนเดียวกับปลาดุกอเมริกันที่มีความตานทานตอการติดเชื้อ E. ictaluri  ต่ํา โดยมีอัตราการตายถึง 
90 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับอาหารเสริมที่ขาดซีลีเนียม ( Wang et al., 1997)  

นอกจากนี้ในการทดลองครั้งนี้ยังพบวา ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธ
โอนีน และโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2 และ +ENS2) มีปริมาณไลโซ
ไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน แอนติบอดี อัตราการรอด และ
คา RPS ต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (+ESM1 และ +ENS1) แสดงวาการไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงนอกจากไม
สามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และความตานทานโรคในปลากะพงขาว ยังทําใหระบบ
ภูมิคุมกันลดลงดวย ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาของ Lin และ Shuai (2006) ที่พบวาการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันของปลากะรังเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มปริมาณซีลีเนียมขึ้นเปนสองเทา เชนเดียวกับ
การศึกษาของ Wise และคณะ (1993) ที่พบวาการทํางานของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกัน
เพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มปริมาณซีลีเนียมเปน 4 เทา 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตและระบบภูมิคุมกันโรคในปลากะพงขาว 
สามารถสรุปไดดังนี้ 

1.  การเสริมซีลีเนียมในอาหารทดลองสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว ในรปูซีลีเนียมอินทรีย 
(Organic form) ไดแกซีลีโนเมทไธโอนีน (สูตร +ESM1 และ +ESM2) สงผลใหปลามีการเจริญเติบ 
โตดีกวาการเสริมในรูปโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2) ซ่ึงเปนซีลีเนียมอนินทรีย 
(Inorganic form) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

2.  ปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, 
ซีลีเนียมจากการวิเคราะห 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีการเจริญเติบโตสูงสุด โดยมีน้ําหนัก
เฉลี่ยตอตัว เปอรเซ็นตน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น และประสิทธิภาพการกินอาหารสูงกวาปลาที่ไดรับอาหาร
สูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อัตรารอดของปลาทุกสูตรอาหารทดลองไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)        

3.  ปริมาณซีลีเนียมสะสมในเนื้อปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนนี (สูตร 
+ESM1 และ +ESM2) มากกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2)   

4.  การเสริมวิตามินอี (50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) รวมกับซีลีเนียมในอาหาร (สูตร 
+ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2) สงผลใหปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีกวาปลาที่ไดรับ
อาหารที่ไมเสริมวิตามินอี (สูตรอาหาร -E-Se และ -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 

5.  รูปแบบของซีลีเนียมที่ใชไมมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
ในพลาสมาของปลากะพงขาว เนื่องจากปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลี
ไนท มีการทํางานของปริมาณเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสไมแตกตางกัน ขณะที่
แนวโนมกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้น ตามปริมาณซีลีเนียมที่
เพิ่มขึ้นในอาหาร โดยพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (+ESM2, +ENS2) มีการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสใน
พลาสมาสูงกวา 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, +ENS1) นอกจากนี้พบวาวิตามินอีไมมีผล
ตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส เนื่องจากการทํางานของเอนไซนกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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6.  จํานวนเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที่
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และเสริมโซเดียมซีลีไนทไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนนต่ํากวาปลาที่
ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีทุกสูตรอาหาร แสดงวาวิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ด
เลือดแดงอัดแนน ขณะที่การเสริมหรือไมเสริมซีลีเนียมในอาหารไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดง
และเม็ดเลือดแดงอัดแนน 

7.  การเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหารสามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะไดดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท โดยเฉพาะการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร ทําใหปลากะพงขาวมีการตอบสนองของภูมิคุมกัน ไดแกไลโซไซม คอมพลีเมนท 
อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่งแปลกปลอม สูงกวาชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อาหารซึ่งไมมีการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอี
(สูตร -E-Se)   ทําใหปลามีการตอบสนองของไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอร
ออกไซดแอนไอออน และการจับกินกินสิ่งแปลกปลอมต่ําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

8.  ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีโน
เมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) โดยมีแนวโนมสูงกวาปลาที่ไดรับอาหาร
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียมสูตรอื่นๆ (+E-Se, +ESM2, +ENS1, +ENS2) และสูงกวาปลาที่ไดรับ
อาหารที่ไมเสริมวิตามินอี (-E-Se, -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวา
วิตามินอีมีผลในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีในปลากะพงขาว 

9.  อัตรารอดของปลาทดลองหลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ต่ําสุดในปลาที่ไดรับอาหารที่ไม
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se) สวนอัตรารอดของปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน
สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนทอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเฉพาะปลาที่
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มีอัตรารอดสูงสุดคือ 60 
เปอรเซ็นต ขณะที่ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตายเทากับ 47 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับ
ปริมาณแอนติบอดีสูงสุดที่วัดไดในปลาที่เล้ียงดวยอาหารสูตรดังกลาว  

10.  ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 2  มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2 และ +ENS2) มีปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน 
ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน แอนติบอดี อัตราการรอดและคา RPS ต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารเสริม
ซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1 และ +ENS1) แสดง
วาการไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงนอกจากไมสามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และความ
ตานทานโรคในปลากะพงขาว ยังทําใหระบบภูมิคุมกันลดลงดวย 
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11.  จากการทดลองในครั้งนี้พบวาการเสริมซีลีเนียมในอาหารปลากะพงขาวในรูปซีลีโนเมท
ไธโอนีน ที่ระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัม รวมกับการเสริมวิตามินอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร
ชวยเสริมสรางการเจริญเติบโต เพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของภูมิคุมกันและความตานทานตอเชื้อ
แบคทีเรีย Streptoccocus sp. 

 
ขอเสนอแนะ 

1.  จากการศึกษาครั้งนี้พบปริมาณซีลีเนียมในอาหารสูงสุดถึง 4.50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร ควรใชระยะเวลาทดลองมากกวานี ้เพื่อศึกษาความเปนพิษที่อาจจะเกิดขึ้นกับปลากะพงขาว 
และควรศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพทางเนื้อเยือ่รวมดวย 

2.  การศึกษาเกี่ยวกับสารอาหารปริมาณนอยโดยเฉพาะซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันและความ
ตานทานโรคในสัตวน้ําของประเทศไทยมนีอยมาก โดยเฉพาะปลาทะเลซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจ  
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ภาคผนวก ก 
 

ภาคผนวก ก. 1 
 

1. การวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลอง (ตามวิธีการของ AOAC, 1990) 
1. 1  การวิเคราะหความชื้น  

1.  อบถวยกระเบื้องเคลือบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-3 ช่ัวโมง  
นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น จนกระทั่งอุณหภูมิของถวยกระเบื้องเคลือบลดลงจนถึง
อุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 

2.  กระทําเชนเดียวกับขอ 1 ซํ้า จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 
1-3 มิลลิกรัม 

3.  ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอน 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหาความชื้นซึ่งทราบ 
น้ําหนักที่แนนอนแลว 

4.  นําไปอบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ช่ัวโมง 
5.  นําออกจากตูอบใสในภาชนะโถดูดความชื้น ตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวช่ังน้ําหนัก 
6.  อบซ้ําอีกครั้งประมาณ 30 นาที และกระทําเชนเดิม จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้ง

สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
7.  คํานวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 

การคํานวณ 
ปริมาณความชื้น (เปอรเซ็นต)   =      (a-b)  X 100 

      w 
เมื่อ   a  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนอบแหง 
   b  =  น้ําหนักของตัวอยางหลังอบแหง 

w  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนอบ 
 

1.2  การวิเคราะหปริมาณเถา  
1.  เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 3 

ช่ัวโมง ปดสวิตซเตาเผารอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิเตาเผาลดลงกอน แลวนําออกจาก
เตาเผาใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 

2.  เผาซ้ําอีก คร้ังละประมาณ 30 นาที และกระทําเชนขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักทั้ง 
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สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
3. ช่ังน้ําหนักใหไดน้ําหนักแนนอน (ประมาณ 3 กรัม) ใสในถวยกระเบื้องซึ่งทราบ 

น้ําหนักแนนอนแลว นําไปเผาในตูควันจนหมดควันแลวจึงเขาเตาเผาอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส 
และกระทําเชนเดียวกับขอ 1-2 
การคํานวณ 
   ปริมาณเถา (เปอรเซ็นต)    =      (b - a)  X 100 

   w 
เมื่อ   a  =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ 
   b  =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ําหนักของตัวอยางหลังเผา 

w  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนเผา 
 

1.3  การวิเคราะหหาโปรตีน  
สารเคมี 

1.  กรดซัลฟวริกเขมขน (sulfuric acid , H2SO4) 93-98 เปอรเซ็นต 
2.  สารเรงรวม (catalyst mixture): เตรียมโดยชั่งคอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate,  

CuSO4) 7.0 กรัม กับโปแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100.0 กรัม ผสมใหเขากัน 
3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, NaOH) 45 เปอรเซ็นต: เตรียม 

โดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ชนิดเกล็ด 450.0 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
4.  สารละลายกรดเกลือ (Hydrochloric acid, HCl) 0.1 นอรมอล: เตรียมโดยละลายกรด 

เกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
5.  สารละลายกรดบอริค (boric acid, H3BO3) 4 เปอรเซ็นต: เตรียมโดยตมน้ํากลั่น 50 

มิลลิลิตร ใหรอนแลวใสกรดบอริคลงไป 4.0 กรัม คนจนละลายหมด เมื่อสารละลายเย็นลงแลว จึง
เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

6.  อินดิเคเตอรรวม (mixed indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลเรด (methyl red) 0.2 กรัม 
ในแอลกอฮอร 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร และละลายเมทิลินบลู 
(methyllene blue) 0.2 กรัม ในแอลกอฮอร 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร นํา
สารละลายเมทิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทิลินบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน 

 7.  สารละลายโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอรมอล: เตรียม 
โดยอบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260-270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ช่ังสารที่อบแลว 
1.325 กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร 
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8.  เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 
0.1 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
 

การหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน 
ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2-3 หยด ทําการไตเตรท ดวยสารละลาย
กรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร  

N1V1  =  N2V2 
เมื่อ   N1  =  ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา 

N2  =  ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ 
V1  =  ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา 
V2  =  ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ  

 
วิธีการ 
ก.  ขั้นตอนการยอย (digestion) 

1.  ช่ังตัวอยางดวยกระดาษชั่งสารที่ปราศจากไนโตรเจน ใหไดน้ําหนักประมาณ 0.5-1.0 กรัม  
(ตัวอยางของเหลวใชปริมาตร 10-15 มิลลิลิตร) ใสในหลอดยอยโปรตีนและทําแบลงคดวย บันทึก
น้ําหนักโดยละเอียด 

2.  เติมสารเรงรวม 3 กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย 
3.  เติมกรดกํามะถันซัลฟูริกเขมขน 15 มิลลิลิตร 
4.  นําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน วางหลอดยอยในเตาเผายอย ที่อุณหภูมิ 375  

องศาเซลเซียส เวลา 90-120 นาที (สามารถเพิ่มเวลาในการยอยไดจนไดสารละลายใส) เมื่อยอยจน
ใสหรือไดสารละลายสีฟาหรือสีเขียวอมฟา ทิ้งไวใหเย็น 
ข.  ขั้นตอนการกลั่น (distillation) 

1.  เมื่อสารละลายเย็นลง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดวิเคราะห 
2.  ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลายตอหลอดแกววิเคราะหโปรตีน

เขากับชุดเครื่องกล่ันที่มีขวดรูปชมพูบรรจุกรดบอริก 40 มิลลิลิตร โดยใหปลายของทอยางที่ตอจาก
กระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริก เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในหลอดแกววิเคราะหชาๆ 
จนกระทั่งสารละลายมีสีดํา 

3.  หยดอินดิเคเตอรรวมลงในกรดบอริก 2-3 หยด 
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4.  ทําการกลั่นจนกระทั่งไมมีกาซแอมโมเนียออกมา เมื่อกรดบอริกเปลี่ยนเปนสีเขียวแลวจึง 
ทําการกลั่นตอไปอีก 10 นาที จากนั้นจึงนําขวดรูปชมพูออกจากเครื่องกล่ัน 
 ค.  ขั้นตอนการไตเตรท (titration) 

1.  นําไปไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) 
จนกระทั่งกรดบอริกเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน 

 2.  บันทึกปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชเพื่อการคํานวณตอไป 
การคํานวณ 
   โปรตีน (เปอรเซ็นต) = 1.4 X (V1 – V2) X N X 6.25 

     W 
เมื่อ                 V1  =  ปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยาง 
           V2 =  ปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใช
ตรวจสอบ 
                  N   =  ความเขมขนของกรดเกลือ (นอรมอล) 
   W  =  น้ําหนักตัวอยาง 
 

1.4  การวิเคราะหปริมาณไขมัน  
สารเคมี 

1.  สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)  
2.  เมทธานอล (methanol)  
 

วิธีการ 
1.  อบถวยสกัดไขมัน (cup) ที่มีลูกแกว 2-3 เม็ด ในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  

ประมาณ 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถดูดความชื้น 
2.  อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 คืน ทิ้งไวใหเย็นใน 

โถดูดความชื้น 
3.  ช่ังน้ําหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวใหไดน้ําหนักคงที่ (W1) 
4.  ช่ังตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรอง ประมาณ 1.0-2.0 กรัม (W2) หอให 

มิดชิดใสลงในไสกรอง (thimble) ที่เตรียมไวนําไปใสเขาเครื่องสกัดไขมัน 
4. นําถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวที่ช่ังไวแลวมาเติมสารละลายคลอโรฟอรม : เมทธา 

นอลในอัตราสวน 2:1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องสกัดไขมัน 
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6.  เปดเครื่องสกัดไขมัน ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง เปด
วาลวเล่ือนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที 

7.  จากนั้นเลื่อนปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที 
8.  ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เล่ือนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหยออกไป 5 

นาที 
9.  ปดสวิทซอากาศและเครื่องทําความเย็น  เล่ือนปุมไปที่ evaporation กลับตําแหนงเดิม 

นําถวยสกัดไขมันออกจากเครื่อง จากนั้นวางทิ้งไวใหเย็นแลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส จนแหง หรือ 135 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

10.  นําถวยสกัดไขมันออกมาใสในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก (W3) 
การคํานวณ 

ไขมัน (เปอรเซ็นต)  =  (W3 – W1)  
 W2 

 เมื่อ     W1  =  น้ําหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกว 
W2   =  น้ําหนักตัวอยาง 

  W3  =  น้ําหนกัถวยสกดัไขมันพรอมลูกแกวและตัวอยางหลังการอบ  
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ภาคผนวก ก. 2 
 

1.  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992) 
1.1  การวิเคราะหความเปนดางของน้ํา 
สารเคมี 

1.  ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายฟนอลฟทาลีน 0.5 กรัม ใน 
เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2.  เมทิลเรด อินดิเคเตอร:  เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.5 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตร 
ใหได 100 มิลลิลิตร 

3.  เมทิลออเรนจ อินดเิคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับ 
ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

4.  สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม 
คารบอเนต ซ่ึงอบแหงจํานวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที ทํา
ใหเย็นในโถอบแหง จากนัน้ละลายในน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ วางใหเยน็ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
จนครบ 1 ลิตร 

5.  สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆเทกรดซัลฟูริก
เขมขน 6 มิลลิลิตร  ลงในน้ํากลั่น (ที่ตมเดือดใหมๆ ทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 
ลิตร 

 
การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย 

1.  ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  ใสลงในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

2.  หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหเขากนัจะไดสารละลายสีเหลือง 
3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก จนสารละลายเปนสีชมพู 
4.  นําสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพื่อไลกาชคารบอนได 

ออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง 
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสี 

ชมพูอีกครั้งหนึ่ง 
6.  บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป 

การคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก  โดยใชสูตร 
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ความเขมขน (นอรมอล) =     0.2 × 5     
ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช 

หลังจากนัน้ทาํการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขมขน
เทากับ 0.02 นอรมอล  โดยใชสูตร   

N1V1  =  N2V2 
เมื่อ   N1      =    ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา 

N2         =    ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ 
   V1     =    ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา 
   V1     =    ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ 

 
วิธีการ 

1.  นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
2.  หยดฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหเขากนั 

  ก.  ถาสารละลายใส ใหทําขอ 3 ตอไป 
  ข.  ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 
จนกระทั่งสารละลายสีชมพูหายไป บนัทกึปริมาตรที่ใชไป (นําไปรวมกับปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4) ทําตอไปในขอ 3 

3.  หยดเมทิลออเรนจ 2-3 หยด เขยาใหเขากัน จะไดสารละลายสีเหลือง 
4.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสารละลาย 

เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด 
การคํานวณคาความเปนดางของน้ํา โดยใชสูตร 
คาความเปนดางของน้ํา (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

=   ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช × นอรมอลิตี้ของกรดซัลฟูริก × 50 × 1,000 
     ปริมาตรของน้ําตัวอยาง 
 

1.2  การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียในน้ํา 
สารเคมี 

1.  สารละลายออกซิไดซิ่ง: ผสมน้ํายาซักผาขาว (มีคลอรีน 5%) 20 มลิลิลิตร กับน้ํากลั่น  
80 มิลลิลิตร แลวปรับคาความเปนกรดดาง ใหอยูในชวง 6.5-7 โดยใชสารละลายกรดเกลือ (กรด 1 
สวนตอน้ํากลัน่ 3 สวน) ควรเตรียมสารละลายออกซิไดซิ่งใหม ทุก 4-5 วัน 



 83

2.  สารละลายฟนอล: สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2.5 กรัม และฟนอล 10.0 กรัม ใน 
น้ํากลั่น 100 มลิลิลิตร 

3.  สารละลายเกลือโรเชล: ละลายเกลือโรเชล (KnaC4H4O6.4H2O) 50.0 กรัม ในน้ํากลั่น 
100 มิลลิลิตร แลวตมใหเดือดเพื่อไลแอมโมเนียที่อาจปนเปอนในเกลือ จนปริมาตรสารละลายเหลือ
ประมาณ 70 มิลลิลิตร จึงทําใหเย็น จากนัน้เติมแมงกานสีซัลเฟต (MnSO4.H2O) 50 มิลลิกรัม แลว
เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

4.  สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย-ไนโตรเจน 0.3 มิลลิลิตร: ขั้นแรกเตรียมสารละลาย 
มาตรฐานแอมโมเนีย-ไนโตรเจนทั้งหมด (total ammonia-nitrogen หรือ Tan) เขมขน 1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 1.079 กรัม ในน้าํกลั่น แลวปรับ
ปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร จากนัน้เจอืจาง 5.0 มิลลิลิตร ของสารละลายมาตรฐาน TAN  1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ดวยน้ํากลัน่จนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร ซ่ึงจะไดสารละลายมาตรฐาน TAN 
10 มิลลิลิตร ขั้นสุดทายเจือจาง 15 มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐาน TAN 10 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กล่ันจนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐาน TAN 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
วิธีการ  

1. กรองน้ําตัวอยางดวยกระดาษกรอง GF/C ใชปเปตดูดน้ําตัวอยางที่ผานการกรอง หรือ 
สารละลายมาตรฐาน TAN 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร น้ํากลั่นมา 10 มิลลิลิตร ในหลอดแกวฝาเกลียว 

2.  เติมสารละลายเกลือโรเชล 1 หยด เขยาใหสารละลายเขากัน เติมสารละลายออกซิได 
ซ่ิง 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายเขากัน จากนั้นเตมิสารละลายฟนอล 0.6 มิลลิลิตร เขยาให
สารละลายเขากัน วางทิ้งไวประมาณ 15 นาที เพื่อใหเกดิสี 

3.  นําสารละลายมาตรฐานและน้ําตัวอยางไปวัดคาการดดูกลืนแสง ดวยเครื่องวัดการ 
ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร 
หาความเขมขนของแอมโมเนียในน้ําตวัอยาง ตามสูตร 
การคํานวณ 

Csp = Asp × Csd 
Asd  

เมื่อ   Csp  =  ความเขมขนของ TAN ในน้ําตวัอยาง 
Csd  =  ความเขมขนของ TAN ในสารละลายมาตรฐาน 
Asp  =  คาการดูดกลืนแสงในน้ําตัวอยาง 

   Asd  =  คาการดูดกลืนแสงในสารละลายมาตรฐาน 
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1.3  การวิเคราะหปริมาณไนไตรท 
สารเคมี 

1.  Copper-cadmium granules: ลางเม็ดแคดเมี่ยมน้ําหนกั 25.0 กรัม ดวยสารละลายกรด 
ไฮโดรคลอริก 6 นอรมอล แลวลางดวยน้ํากลั่น จากนั้นเติมสารละลายแคดเมีย่มเปอรซัลเฟต 2
เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แกวงเม็ดแคดเมีย่มจนสีฟาของสารละลายคอปเปอรซัลเฟตจาง
ลง รินสารละลายทิ้งแลวเตมิใหม ทําซ้ําจนกระทั่งเกิดตะกอนสีน้ําตาล จากนั้นจึงคอยๆ ใชน้ํากลั่น
ลางเอาตะกอนออกไป นําแคดเมี่ยมนีไ้ปเติมใน reduction colum 

2.  สารกอสี (color reagent): เติม 85 เปอรเซ็นต ฟอสฟอริก แอสิค ปริมาตร 100  
มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร แลวเติมซัลฟานิลาไมด 10.0 กรัม เมื่อซัลฟานิลาไมดละลาย
หมดแลวจึงเตมิ N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride 1.0 กรัม ละลายใหเขากนั แลว
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 1 ลิตร เก็บสารละลายในขวดทึบแสง เก็บไวนานประมาณ 1 เดือน 

3.  สารละลาย NH4Cl-EDTA: ละลาย NH4Cl ปริมาณ 13.0 กรัม Na2EDTA 1.7 กรัม ใน 
น้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายนี้ดวย NH4OH เขมขน จนไดพีเอช 8.5  จึงปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร 

4.  สารละลายเจือจาง NH4Cl-EDTA: เจือจางสารละลาย NH4Cl-EDTA (ขอ 3) 300 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร 

5.  สารละลายกรด HCl  6  นอรมอล: โดยเจือจางกรด HCl  เขมขนกับน้ํากลัน่ใน
ปริมาตรที่เทากัน 

6.  สารละลาย CuSO4 2 เปอรเซ็นต: ละลาย CuSO4.5H2O ปริมาณ 20.0 กรัม ในน้ํากลั่น 
500 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 

7.  สารละลายมาตรฐานไนไตรท: นํา  NaNO2 1.232 กรัม ละลายน้ํากลั่นแลวปรับ 
ปริมาตรใหครบ 1 ลิตร จนไดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน 250 มิลลิกรัม NO2-N/ลิตร นํา
สารละลายมาตรฐานนี้ไปเจอืจางดวยน้ํากลั่น จนไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 50 มิลลิกรัม NO2-
N/ลิตร จากนัน้นําสารละลายมาตรฐานไนไตรท: สารละลายมาตรฐานไนไตรทที่เตรียมไดคร้ังหลัง
นี้ไปเตรียมสารละลายมาตรฐานไนไตรทใหมีความเขมขนอยางนอย 6 ระดับ อยูในชวง 0.00-0.50 
มิลลิกรัม NO2-N/ลิตร 

 
วิธีการ 

1.  กรองน้ําตัวอยางผานชุดกรองสูญญากาศ 
2.  ปรับพีเอชของน้ําที่กรองแลว ใหอยูในชวงพีเอช 7-9 ดวยกรด HCl หรือดาง NaOH  
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ที่เจือจาง 
3.  ผสมน้ําตัวอยาง 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย NH4Cl-EDTA 75 มิลลิลิตร แลวเทให

ไหลผานคอลัมนแคดเมีย่มในอัตรา 7-10 มิลลิลิตรตอนาที ทิ้งน้ําตวัอยางที่ผานคอลัมน 25 มิลลิลิตร
แรก เก็บตวัอยางที่ผานคอลัมนสวนที่เหลือไปวัดความเขมขนของไนไตรท ภายใน 15 นาที 
หลังจากผานคอลัมน 

4.  นําน้ําตัวอยางที่ตองการวดัความเขมขนของไนไตรท  ทั้งน้ําตัวอยางที่ผานการกรอง 
และน้ําตวัอยางที่ผานคอลัมนแลว) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมสารกอสี 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

5.  ภายหลังเตมิสารกอสีอยางนอย 10 นาท ีแตไมเกนิ 2 ช่ัวโมง นําสารละลายไปวัดการ 
ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร 

6.  เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย 
มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากน้ําตัวอยางไปเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน จะทราบความเขมขนของไนไตรทในน้ําตัวอยาง 
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ภาคผนวก ก. 3 
 

1.  การวิเคราะหหาปริมาณซลีีเนียม  ดัดแปลงวิธีการจาก AOAC (1993) 
สารเคมี 
1.  กรดไนตรกิเขมขน 65 เปอรเซ็นต (conc. H2NO3)  
2.  น้ํากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) 

 
วิธีการ 
1.1  ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 

วิเคราะหซีลีเนียมในอาหารทดลองแตละชดุการทดลองและในปลากะพงขาวทดลองทั้ง
กอนและหลังการทดลอง สําหรับตัวอยางปลากะพงขาว แลเอาแตกลามเนื้อของปลาจากแตละชดุ
การทดลอง ใหไดน้ําหนกัประมาณ 200.0-300.0 กรัม นาํไปผานการอบตัวอยางที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส ช่ังน้ําหนกัตัวอยางปลาที่อบทุกวันจนกวาจะไดน้ําหนักคงที่ และนําตวัอยางไปบดให
ละเอียดดวยโกรงบดยา เชนเดียวกับอาหารทดลอง  

1.2  ขั้นตอนการยอย  
การยอยแบบเปยกเปนการยอยตัวอยางดวยกรด (wet acid digestion) ดังนี้  

1.  ช่ังตัวอยางที่ผานการอบและบดละเอยีด ปริมาณ 1.0 กรัม ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 
ตําแหนง ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 

2.  เติมกรดไนตริกเขมขน 65 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อยอยตัวอยาง  
3.  นําตัวอยางไปยอยบนเตารอน (hot plate) คอย ๆ ปรับความรอนใหได 100 

องศาเซลเซียส เมื่อสารละลายตัวอยางเดือดจะเกิดฟองและควันสีน้ําตาลออกมา ซ่ึงเกิดจากการทํา
ปฏิกิริยาของกรดไนตริกกบัอินทรียคารบอน เมื่อควันสีน้ําตาลหายปรับอุณหภูมเิปน 190 องศา
เซลเซียส  

4.  เมื่อสารละลายตัวอยางระเหยจนเกือบแหงใหยกออกจากเตา ควรระวังอยาให 
ตัวอยางทีย่อยเกิดเปนสีดํา (charring) ขึ้นในระหวางยอย อาจทําใหมกีารสูญเสียสารตัวอยางได 

5.  เติมกรดไนตริกเขมขน 65 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อทําการยอยอีกครั้ง 
6.  ยอยตวัอยางจนไดสารละลายสีใส (สีเหลืองออน) และปลอยควนัสีขาวออกมา 

เมื่อสารละลายตัวอยางระเหยจนเกือบแหงยกออกจากเตา (หากสยีังไมใสใหทําตามขอ 5. อีกครั้ง)  
7.  จะไดสารละลายตัวอยางมีสีใส (สีเหลืองออน) และตะกอนสีขาว เติมน้ํากลั่น 
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ปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ยอยตวัอยางอกีครั้งหนึ่ง จนสารละลายตัวอยางเกือบแหง
แลวยกลงจากเตา 

8.  เติมน้ํากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 5 มิลลิลิตร และกรองสารละลายตัวอยาง 
ดวยกระดาษกรองหมายเลข 1 ในขวดปรับปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร สารละลายมีลักษณะสี
เหลืองใส 

9.  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนใหครบ 10 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไป 
วิเคราะหปริมาณซีลีเนียมดวยวิธี ICP-OES  โดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  196.026 นาโน
เมตร เปรียบเทียบกับความยาวคลื่นของซีลีเนียมมาตรฐาน    
 
2.  การวิเคราะหหาปริมาณวติามินอ ีตามวธีิการของ Buttriss และ Diplock (1984) 

สารเคมี 
1.  วิตามินอีเขมขน 50 เปอรเซ็นต (alpha-tocopherol acetate)  
2.  สารละลายไพโรแกลรอน (pyrogallol)  1 เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล: ละลายไพโร- 

แกลรอน 0.1 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 20 มิลลิลิตร 
3.  โปแทสเซียมไฮดรอกไซด 50 เปอรเซ็นต: โปแทสเซียมไฮดรอกไซดเขมขน 50  มิลลิลิตร 

ผสมกับน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
4.  เมทธานอล 30 เปอรเซ็นต: นําเมทธานอลเขมขนมา 30 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 100 

มิลลิลิตร 
5.  เฮกเซนเขมขน (n-hexane) 
6.  อะซิโตไนไตรท 70 เปอรเซ็นต: นําอะซิโตไนไตรทเขมขนมา 70 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํา 

กล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีการ 
1.  ช่ังอาหารที่บดละเอียดแลว 0.25 กรัม ใสหลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร เติมไพโร 

แกลรอน (pyrogallol)  1 เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไป
ตมในน้ําอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

2.  เติมโปแทสเซียมไฮดรอกไซด 50 เปอรเซ็นต 300 ไมโครลิตร และตมตอในน้ําอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที วางทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

3.  เติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร และเฮกเซนเขมขน 4 มิลลิลิตร ลงในหลอด ผสมใหเขากัน 
จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบ นาน 5 นาที อุณหภูมิหอง  
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4.  ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดแกวใหมขนาด 5.0 มิลลิลิตร สวนชั้นลางนําไปเติมเฮกเซน 
เขมขน 2.0 มิลลิลิตร เพื่อสกัดวิตามินอีคร้ังที่สอง  และครั้งที่สาม 

5.  นําหลอดแกวที่ใสสารละลายชั้นบน มาระเหยเอาเฮกเซนออกดวยกาซไนโตรเจน 
6.   เติมเมทธานอลเขมขน 1,000 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ความยาวคลื่น 292 นาโนเมตร ใชโมบายเฟส (mobile phase) ระหวางอะซิโตไนไตรท 70 
เปอรเซ็นต ตอเมทธานอล 30 เปอรเซ็นต  อัตราการไหลผานคอลัมน (flow rate) 1 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบพื้นที่กราฟของตัวอยางกับพื้นที่กราฟของวิตามินอี
มาตรฐานซึ่งทราบความเขมขนแลว ก็จะทราบความเขมขนของวิตามินอีในตัวอยาง 

 
3.  ปริมาณเอนไซมกลูธาไธโอนเปอรออกซิเดส (Activity of selenium dependent GSHPx)  
ในพลาสมา ใชชุดทดสอบ Glutathione Peroxidase  Assay Kit, No. 70312, cayman, USA. 

สารเคมี  
1.  สารละลาย Assay Buffer: นํา Assay Buffer เขมขนปริมาตร 2 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ํา 

กล่ันปราศจากไอออน 18 มิลลิลิตร  เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  **ใชงาน ณ อุณหภูมิหอง 
2.  สารละลาย Sample assay: นํา Sample assay เขมขนปรมิาตร 2 มิลลิลิตร เจือจางดวย 

น้ํากลั่นปราศจากไอออน 18 มิลลิลิตร  เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  **ใชงาน ณ อุณหภูมิหอง 
3.  สารละลาย Glutathion Peroxidase: นํา Glutathion Peroxidase เขมขน มาปริมาตร 10 

ไมโครลิตร เจือจางดวยสารละลาย Sample assay  490 ไมโครลิตร เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4.  สารละลาย Co-Substrate mixture: นําสารละลาย Co-Substrate มา 1 หลอด เติมน้ํากลั่น 

กล่ันปราศจากไอออน 2 มิลลิลิตร  เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
5.  สารละลาย Cumene hydroperoxide  เกบ็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
วิธีการ 
โดยวดัการลดปริมาณ NADPH ในการเปลี่ยนไปเปนกลูทาไธโอนในสภาพรีดิวส (GSH) ซ่ึง 

GSH จะจับกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ไมใหเปลี่ยนเปนอนมุูลไฮดรอกซิล (OH-) ที่ความ
ยาวคล่ืนที่ 340 นาโนเมตร ซ่ึงทําในเพลท 96 หลุมกนแบน ดังนี้  

1.  หลุมที่ 1 และ 2  เติมสารละลาย Assay Buffer หลุมละ 120 ไมโครลิตร จากนั้นเตมิ 
สารละลาย Co-Substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (Negative control) 
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หลุมที่ 3 และ 4 เติมสารละลาย Assay Buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม
สารละลาย Co-Substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย Glutathion 
Peroxidase  (เปน positive control) 

หลุมที่ 5 และ 6 เติมสารละลาย Assay Buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม
สารละลาย Co-Substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมพลาสมา 20 ไมโครลิตรตอตัวอยาง 
โดย 1 ตัวอยางวิเคราะห 2 หลุม 

2.  เติมสารละลาย Cumene hydroperoxide ลงในหลุมทุกหลุม หลุมละ  20 ไมโครลิตร เขยา 
เพลทประมาณ 3 วนิาที  

3.  จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Kinetic 
mode โดยวัดทุกๆ 1 นาที เปนเวลา 6 นาที จากนัน้นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน activity of bovine erythrocyte GPx  ที่ใชกับชุดทดสอบ  รายงานผล GPx activity 
เปนนาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ก. 4 
 
1.  การวิเคราะหองคประกอบเลือด 

1.1  ปริมาณเม็ดเลือดแดง (Red blood cell) และเม็ดเลือดขาว (White blood cell)    ตามวิธี
ของ  Braxhall และ Daisley (1973) 

สารเคมี 
1.  Yokoyama,s solution  

1.1  สารละลาย A: โดยช่ังโซเดียมคลอไรด 4.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 
200 มิลลิลิตร เติมเด็กโตส 1.25 มิลลิกรัม เติมโปแทสเซียมคลอไรด 200 มิลลิลิตร เติมโซเดียม
ไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 250 มิลลิกรัม จากนัน้เติมฟอรมาลิน (Formalin 40 เปอรเซ็นต) 50 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

1.2  สารละลาย B: โดยละลายเมทธิลไวโอเลท 75.0 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 
250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมไพโรนิน บี 75.0 มิลลิกรัม คนจนสารละลายเขากันดี เก็บอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

1.3  จากนั้นผสมสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราสวน 1:1 นํามาผานกระดาษ 
กรองหมายเลข 1 กอนนําไปใชเปน working solution 

 
วิธีการ 
1.  ใชปเปตสําหรับเจือจางเลอืด (RBC diluting pipette) ดูดเลือดที่เจาะใหมๆ  ใหถึงขดี 

0.5 ถาเกิน 0.5 ใหปรับโดยใชกระดาษทิชชูคอยๆซับออก แลวเชด็ปลายปเปตใหสะอาด 
2.  ใชปเปตอนัเดิมดดู working solution ดวยสายยาง เพือ่เจือจางเลือด จนกระทั่งถึงขดี 

101 ตรงปลายปเปต 
3.  ใชนิ้วช้ีปดปลายปเปตแลวถอดสายยางออก จากนัน้ใชนิ้วหวัแมมือกับนิ้วช้ีปดปลาย   

ปเปตทั้งสองขางเขยาไปมาในแนวนอน 2-3 นาที 
4.  หยดของเหลวในปลายปเปต 3-4 หยดทิง้  เพราะของเหลวสวนนี้อยูในกานไมไดถูก 

นําไปผสมกับเลือดในกะเปาะของปเปต 
5.  หยดของเหลวตอไปลงบนสไลดนับเมด็เลือด (Hematocytometer) ที่มีแผนปดสไลด 

(cover glass) ปดอยู หากมฟีองอากาศหรอืของเหลวลนขอบสไลดนับเม็ดเลือด ใหทําความสะอาด
แลวหยดตวัอยางเลือดใหม 

6.  นับจํานวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X  
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1.2. ปริมาณเม็ดเลือดแดงอดัแนน โดยวิธีดดัแปลงจาก  Braxhall และ Daisley (1973) 
วิธีการ 
1.  นําเลือดที่เจาะไดใหมๆ ใสในหลอดเล็กๆ สําหรับหาคาฮีมาโตคริต (haematocrit tube)  

จนปริมาตรถึงขีดแดง อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดนิน้ํามัน จํานวน 2 หลอดตอตัวอยาง 
2.  นําหลอดมาปนดวยฮีมาโตคริตเซนติฟวส (haematocrit centrifuge) ที่แรงเหวี่ยง 

10,000-15,000 รอบตอนาที นานประมาณ 5 นาที 
3.  วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกบัปริมาตรเลือดทั้งหมดนํามาคํานวณหา 

เปอรเซ็นตฮีมาโตคริตหรือปริมาณเม็ดเลือดแดงอดัแนน จากสูตร 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดงอัดแนน (เปอรเซ็นต)  =  ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนน (มลิลิเมตร) ×100                              

                                                                         ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มลิลิเมตร) 
 

2. การวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
2.1  ปริมาณไลโซไซม (Lysozyme activity) ตามวิธีการของ Demers และ Bayne (1997)    

สารเคมี  
1.  สารละลาย 0.1 โมล Phosphate/citrate buffer solution (PBS), พีเอช 5.8:  

ประกอบดวย 
(a)  ช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 7.098 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 

ปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร  
(b)  ช่ังกรดซิตริค แอสิค (Citric acid) 10.507 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน  

ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร 
(c)  ผสมสารละลาย (a) และ (b) ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน นําไปวัดพีเอชใหได 

5.8 หากคาพีเอชต่ํากวา 5.8 ใชสารละลาย (a) ปรับพีเอช และหากคาพีเอชสูงกวา 5.8 ใชสารละลาย 
(b) ปรับพีเอช 

2.  สับเสตทเชื้อแบคทีเรีย (Micrococcus  lysodeikticus) 0.075 เปอรเซ็นต: เตรียมโดย 
ช่ังผงเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus  lysodeikticus มา 37.5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 
โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร # เตรียมกอนใช 

 
วิธีการ  
ปเปตซีรัมมาตัวอยางละ 25 ไมโครลิตร ใสในเพลท 96 หลุมกนแบน โดยใสตวัอยางละ 3 

หลุม จากนัน้เติมสับสเตทเชื้อแบคทีเรีย 0.075 เปอรเซ็นต 175 ไมโครลิตร หลังจากนั้น 1 นาที 
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นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Kinetic mode โดยวัดทุกๆ 
30 วินาที เปนเวลา 5 นาที จากนัน้นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับไลโซไซมมาตรฐาน 
(hen egg white lysozyme) ที่ทราบความเขมขน รายงานผลเปนยูนิต (unit) ตอมิลลิกรัมโปรตีน โดย
หนึ่งยนูิตไลโซไซมเทากับปริมาณซีรัมที่ทําใหคาการดดูกลืนแสงลดลง 0.001 ตอนาที  

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของไลโซไซม 

1.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไลโซไซม (Hen egg white lysozyme) เขมขน 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร: โดยช่ัง Hen egg white lysozyme มา 10.0 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แบงใสหลอดเล็กๆ เก็บไวที่อุณหภมูิ -
80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช  จากนั้นดูดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 ไมโครลิตร ตามลําดับ 

2.  เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.1 โมล พีเอช 5.8 ลงในหลอดๆละ 988, 996, 994,  
992, 990, 988 และ 986 ไมโครลิตร ตามลําดับ โดยแตละหลอดมีความเขมขนเทากบั 2, 4, 6, 8, 10, 
12 และ 14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

3.  นําแตละหลอดมาทําตามขั้นตอนการหาปริมาณไลโซไซมเชนเดยีวกับกับหาปริมาณ 
ไลโซไซมในซีรัมตัวอยางดงัที่ไดกลาวแลวขางตน 

4.  นําความยาวคลื่นที่มีการเปลี่ยนแปลงในหนึ่งนาที และความเขมขนของไลโซไซม ที่ 
ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน โดยใหความเขมขนของไลโซไซมอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสง
ที่เปลี่ยนแปลงในหนึ่งนาทีอยูในแกน Y หาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพื่อ
ใชคํานวณความเขมขนของไลโซไซมในซีรัม จากคาการดูดกลืนแสง  

 
2.2  ปริมาณคอมพลีเมนท (Complement activity) ตามวิธีของ Yano (1992) 

สารเคมี  
 1. สารละลายบัฟเฟอร HBSS: เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด 11.103 กรัม โปแทสเซียม 

คลอไรด 0.3995 กรัม กลูโคส  0.9980 กรัม โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.0598 
กรัมและไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 0.0795 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน  
600 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.6 จากนั้นปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปกรองผานตัว
กรอง 0.45 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.  สารละลายเอทธิลีนไกลคอลเตตราอะซิตริค แอสิค แมกนีเซียม (EGTA-Mg, ethylene 



 93

glycol tetraacetic acid-magnesium) 0.1 โมล: ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 1.596 กรัม เอทธิลีนไกลคอล
เตตราอะซิตริค แอสิค 3.8 กรัม และแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2.6H2O) 10.15 กรัม ละลายในน้าํ
กล่ันปราศจากไอออน 60 มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นปรับ พีเอชใหได 7.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.  สารละลาย EGTA-Mg-GHBSS 0.01 โมล: ช่ังเจลลาทิน 0.1 กรัม ในน้ํากลั่น 
ปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร โดยใหความรอนออนๆ เมื่อละลายหมดหยุดใหความรอน    เติม
สารละลาย HBSS 100 มิลลิลิตรและเอทธิลีนไกลคอลเตตราอะซิตริค แอสิค แมกนีเซียม 0.1 โมล 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นปราศจากไอออน ปรับพีเอชใหได 7.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    #  ควรใชภายใน 1 
สัปดาห 

4.  โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต : ช่ังโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายน้ํากลั่น 
ปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร 

5.  เตรียมเม็ดเลือดแดงกระตาย: ลางเม็ดเลือดแดงกระตายใน EGTA-Mg-GHBSS 0.01 
โมล จํานวน 3 คร้ัง ที่แรงเหวี่ยงความเร็ว 700xg เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
นับจํานวนเม็ดเลือดแดงกระตายดวยกลองจุลทรรศนใหไดปริมาณเซลล 2×108 เซลลตอมิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
วิธีการ 
1.  เจือจางซีรัมในแตละตัวอยาง 20 เทา โดยนําซีรัมมา 20 ไมโครลิตรเจือจางดวย EGTA- 

Mg 0.1 โมล ปริมาตร 380 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เปนตวัแทนของซีรัมที่
ใชในการวิเคราะห 

2.  นําหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร มา 6 หลอดตอซีรัมหนึ่งตัวอยาง โดยนําซีรัมจาก 
ขอ 1. มาเจือจาง ดังนี ้

หลอดที่ 1 ใสซีรัม 100 ไมโครลิตร 
หลอดที่ 2 ใสซีรัม 80 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  20 ไมโครลิตร  
หลอดที่ 3 ใสซีรัม 64 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  36 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 4 ใสซีรัม 50 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  50 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 5 ใสซีรัม 40 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  60 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 6 ใส EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  100    ไมโครลิตร  
หลอดที่ 7 หลอดควบคุมใสน้ํากลั่น 1.36 มิลลิลิตร  
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3.  จากนั้นเติมเม็ดเลือดแดงกระตาย 40 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง นาน 90 นาท ี
พรอมทั้งเขยาเปนระยะๆ  

4.  ครบกําหนดเติมน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1.26 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเหวี่ยง 
ที่ความเร็ว 1,600xg นาน 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

5.  นําสวนใสจากแตละหลอดใสในเพลท 96 หลุมแบบกนแบน (96 well plate) หลุมละ 
20 ไมโครลิตร จํานวน 3 หลุมตอหลอด จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นา
โนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader  

6.  นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาปริมาณคอมพลีเมนท จากคาการดูดกลืนแสง 
ของน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต น้ํากลั่นปราศจากไอออน และการแตกของเม็ดเลือดกระตาย 100 
เปอรเซ็นต 
การคํานวณ  

ACH50 (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  =  1/K × จํานวนเทาของการเจอืจางซีรัม × 0.5 
เมื่อ   K     =  ปริมาณซีรัมที่ทําใหเม็ดเลือดแดงแกะแตก 50 เปอรเซ็นต 
   0.5  =   คาคงที่ 
 

2.3  ปริมาณอมิมูโนโกลบูลิน (Total immunoglobulin)  ตามวิธีการของ Siwicki และคณะ 
(1994) 

สารเคมี 
1.  สารมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 
2.  สารละลาย folin reagent: เจือจางสาร folin:น้ํากลั่นปราศจากไอออน ในอัตราสวน 

1:10 
3.  สารละลาย alkaline copper ประกอบดวย 

(a)  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 0.5 เปอรเซ็นต: ช่ังคอปเปอรซัลเฟต 
0.015 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 3 มิลลิลิตร 

(b)  สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมตาเตรท 1 เปอรเซ็นต: ช่ังโซเดียมโพแทสเซียม 
ตาเตรท 0.03 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 3 มิลลิลิตร 

(c)  สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 1 เปอรเซ็นต: ตมน้ํากลั่นปราศจาก 
ไอออน 100 มิลลิลิตร วางทิ้งไวใหเย็น เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 2 กรัม จากนั้นเติมโซเดียม
คารบอเนต 1 กรัม คนจนสารละลายเขากันดี 

นําสารละลายในขอ (a) (b) และ (c)  ผสมกันในอัตราสวน 1:1:50  เพื่อนําไปใชงาน 
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4.  สารละลายโพลีเอทธิลีนไกลคอล (PEG) 12 เปอรเซ็นต: ช่ังสารโพลีเอทธิลีนไกลคอล  
12 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร  

 
วิธีการ 
1.  การหาปริมาณโปรตีน 

1.1 นําพลาสมามา 10 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปราศจากไอออน 990 ไมโครลิตร  
จากนั้นเติมสารละลาย alkaline copper 2 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน วางทิง้ไว 10 นาท ี

1.2  เติมลารละลาย folin reagent 1:10 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางทิ้งไว 
10 นาที หลังจากนั้นนาํไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร โดยใชน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนเปนแบลงค  นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดเปรียบเทยีบกับกราฟของสารละลาย
มาตรฐานซึ่งทราบความเขมขนของโปรตีนแลว กจ็ะหาปริมาณโปรตีนในตวัอยางได 

2.  การหาปริมาณโปรตีนที่ไมใชอิมมูโนโกลบูลิน 
2.1  นําพลาสมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 12 เปอรเซ็นตโพลีเอทธิลีนไกลคอล 100 

 ไมโครลิตร วางที่อุณหภูมิหอง 2 ช่ัวโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 xg อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที 

2.2  นําสวนใสมา 20 ไมโครลิตร เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน 980 
ไมโครลิตร เตมิสารละลาย alkaline copper ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางไว 10 นาท ี

2.3  เติมสารละลาย folin reagent 1:10 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางทิ้งไว 
10 นาที หลังจากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร    โดยใชน้ํากลั่น
เปนแบลงค  นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานซึ่งทราบ
ความเขมขนของโปรตีนแลว ก็จะหาปริมาณโปรตีนในตัวอยางได 

3. การเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีน 
3.1  เตรียมสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร: 

ละลายอัลบูมิน 0.01 กรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร 
3.2   ปเปตสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มา 0, 

20, 40, 80 และ 100 ไมโครกรัม เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน 1,000, 980, 960, 920 และ 
900 ไมโครลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 0, 20, 40, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3.3  นําสารละลายมาตรฐานอัลบูมินแตละความเขมขนหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีการ 
ในขอ 1 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาเขียนกราฟของสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน  
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การคํานวณ 
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน  =  ปริมาณโปรตีนทั้งหมด-ปริมาณโปรตีนทีไ่มใชอิมมูโนโกลบูลิน 

 
2.4  ปริมาณซปุเปอรออกไซด แอนไอออน (Respiratory burst activity) และการจับกินสิ่ง

แปลกปลอม (Phagocytotic  index)  
2.4.1  เตรียมเม็ดเลือดขาวจากไตสวนหนา (Head kidney) ปลากะพงขาว ตามวิธีของ  

Chung และ Secombes (1988) 
สารเคมี  

1.  Fetal Calf Serum: กอนใชตองนําไปวางที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที และกรองผานตัวกรอง 0.2 ไมครอน เก็บอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

2.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) พีเอช 7.2: เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด 8.5 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.07 กรัม และโซเดยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.39 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่นปราศจากไอออน 900 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7.2 แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

3.  เฮพาริน 1,000 ยูนิต: ช่ังเฮพารินแบบผงความเขมขน 140 U/mg มา 0.1429 กรัม 
ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 7.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายผานตัว
กรอง 0.2 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15: ละลายผง L-15 ปริมาณ 1 ซองในน้ํากลั่นปราศจากไอออน  
850 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนใหครบ 1 ลิตร  
จากนั้นกรองผานตัวกรอง 0.2 ไมครอน เกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 I: โดยนําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 1. มา 99 มิลลิลิตร 
ผสมกับยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร 

6.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 II: นําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 1. มา 96 มิลลิลิตร ผสม 
กับเฮพาริน (1,000 unit) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร และ Fetal 
Calf Serum 2 มิลลิลิตร 

7.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 III: นําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 1. มา 94 มิลลิลิตรผสม 
กับยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร และ Fetal Calf Serum 5 มิลลิลิตร 

8.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 IV: นําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 1. มา 98.9 มิลลิลิตร 
ผสมกับยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร และ Fetal Calf Serum 0.1 มิลลิลิตร 
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9.  สารแยกเมด็เลือด (Percall Gradients)  34/51 เปอรเซ็นต ประกอบดวย  
(a)  Percall 90 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด 1.5 โมล: เตรียมโซเดียมคลอไรด 1.5 

โมลกอน โดยชั่งโซเดียมคลอไรด 8.77 กรัม ละลายในน้าํกลั่นปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําสารละลาย โซเดียมคลอไรด 1.5 โมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมกับสาร Percall 90 
มิลลิลิตร 

(b) โซเดียมคลอไรด 0.15 โมล: โดยโซเดียมคลอไรด  1.5  โมลในขอ (a) 10  
มิลลิลิตรผสมกับน้ํากลั่นปราศจากไอออน 90 มิลลิลิตร  

(c)  Percall 34 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด 0.15 โมล: นําสารละลาย Percall  90 
เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด  1.5  โมล ปริมาตร 37.8 มิลลิลิตร ผสมกับโซเดียมคลอไรด 0.15 
โมล ปริมาตร 62.2 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

(d) Percall 51 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด 0.15 โมล: นําสารละลาย Percall  90 
เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด 0.15 โมล ปริมาตร 56.7 มิลลิลิตร ผสมกับโซเดียมคลอไรด 0.15 
โมล ปริมาตร 43.3 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

ปเปตสารละลายในขอ (c) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใสในหลอดแกว  จากนัน้โหลด
สารละลายในขอ (d) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ก็จะได Percall Gradients 34/51 เปอรเซ็นต  เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

10.  ทริปแพนบลู 0.2 เปอรเซ็นต: ช่ังทริปแพนบลู 0.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจาก
ไอออน 100 มิลลิลิตร โดยปนทิ้งไวขามคนื  จากนัน้กรองผานกระดาษกรองหมายเลข 1 เก็บ
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  กอนใชใหผสมทริปแพนบลู 0.2 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด  4.25 
เปอรเซ็นต (ช่ังโซเดียมคลอไรด 4.25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 4:1 

 
วิธีการ 

1.  หลังจากปลาสลบ ตัดไตสวนหนาใสในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหารเลี้ยง 
เซลล L-15 II ปริมาตร 500  มิลลิลิตร  จากนั้นใชแทงแกวบดเบาๆ  

2.  ดูดสารละลายซึ่งกรองผานผากรองไนลอนขนาดตา 100 ไมโครเมตร ลงในหลอดแกว 
ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 II ใหไดปริมาตรรวม 4 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3.  ทิ้งสารละลายสวนใส ลางตะกอนเซลลดวย L-15 II  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร   จํานวน 2 
คร้ัง นําสารละลายเซลลไปโหลดบน Percall Gradients 34/51 เปอรเซ็นต จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่
ความเร็ว 400xg นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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4.  แยกเม็ดเลอืดขาวบริเวณรอยตอระหวาง Percoll 34 และ 51 เปอรเซ็นต ใสในหลอด 
10 มิลลิลิตร และเติม L-15 II  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลางเซลลเม็ดเลือดขาวที่ความเรว็ 400xg นาน 30 
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 3 คร้ัง  

5.  นําตะกอนเซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดละลายใน L-15 IV 1 มิลลิลิตร จากนั้นนําเซลลเม็ด 
เลือดขาวใน L-15 IV มา 20 ไมโครลิตรยอมดวยสารละลายทริปแพนบลู 20 ไมโครลิตร เพื่อนับ
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวมชีีวิตไมควรต่ํากวา  98% ภายใตกลองจุลทรรศน 

6. ปรับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวดวย L-15 IV ใหไดเซลลประมาณ 2×106 เซลลตอ
มิลลิลิตร สําหรับวิเคราะห Phagocytotic  activity  

7.  ปรับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวดวย L-15 III ใหไดเซลลและประมาณ 1×107 เซลลตอ 
มิลลิลิตร สําหรับวิเคราะห Respiratory burst activity  

 
 2.4.2  ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (Respiratory burst activity) ตามวิธีของ 

Siwicki และคณะ (1994) 
สารเคมี 
1.  สารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม (Nitroblue tetrazolium, NBT) 0.5 มิลลิกรัมตอ 

มิลลิลิตร: ละลายสารไนโตรบลูเตตระโซเลียม 2.0 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 1 
มิลลิลิตร เติม อาหารเลี้ยงเซลล L-15 III ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 2 มิลลิลิตรตอ
ตัวอยาง 3 ตัวอยาง  # เตรียมกอนใช 

2.  สารละลายไซโมแซน (Zymozan) ในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร: ละลายสารไซโมแซน 2.0 มิลลิกรัม ในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม
ในขอ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  สําหรับวิเคราะห 3 ตัวอยาง # เตรียมกอนใช 

3.  ไดเมทธิลซัลออกไซด (DMSO) 
4.  สารละลายโปแทสเซียมออกไซด 2 โมล (KOH): ละลายโปแทสเซียมออกไซด 56.11 

กรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
วิธีการ 
1.  นําเซลลเม็ดเลือดขาว 1×107 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในเพลท 

96 หลุมกนแบน จํานวน 9 หลุมตอตัวอยาง  นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง 
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2.  ลางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม  จํานวน 3 
คร้ัง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
L-15 III 100 ไมโครลิตร ใน 3 หลุมแรก สวนหลุมที่ 4-6 เติมสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 
100 ไมโครลิตร หลุมที่ 7-9 เติมสารละลายไซโมแซนในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 

3.  นําไปบมในที่มืดอุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  ดูดสารละลายทิ้คร่ึงหนึ่ง 
เติมเมทธานอลเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วางทิ้งไว 3 นาที แลวดดูสารละลายทิ้งไป 

4.  เติมเมทธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อลางเซลล จํานวน 3 คร้ัง 
แลววางทิ้งใหแหง 

5.  เติมโปแทสเซียมคลอไรด 120 ไมโครลิตร และเติม DMSO 140 ไมโครลิตร ตอหลุม  
วางทิ้งไว 5 นาที  จากนั้นวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate 
reader นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดคํานวณหาปริมาณซุปเปอรออกไซด  
การคํานวณ 

ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน  =   A-B 
 เมื่อ    A  =  คาการดูดกลืนแสงไซโมแซนในไนโตรบลูเตตระโซเลียม 

B  =  คาการดดูกลืนแสงอาหารเลี้ยงเซลล L-15 III 
 
2.4.3  ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytotic  index)  

ตามวิธีของ Thuvander และคณะ (1987)   
สารเคมี 
1.  กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต: เติมกลูตาลราดีไฮด ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร  

ในอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2.  ลาเท็กบีท เสนผานศูนยกลาง 2.0 ไมโครเมตร ปริมาณ 2×108 เซลลตอมิลลิลิตร 
3.  สารยอม Diff Quick  

 
วิธีการ  
1.  นําเซลลเม็ดเลือดขาว 2×106 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 

ลาเท็กบีท ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําเซลลเมด็เลือดขาวผสมกับลาเท็กบที
มา 200 ไมโครลิตร หยดบนแผนปดสไลดแบบกลม (Circular cover slip) ซ่ึงยึดติดกับสไลดดวย
สารเปอรเมาท (permount) จํานวน 2 แผนตอหนึ่งสไลดหนึ่งตวัอยางบนแผนปดสไลดแบบกลม 
(Circular cover slip) ซ่ึงยึดติดกับสไลด บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง   
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2.  ดูดสารละลายออก แลวเติมกลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซนต 200 ไมโครลิตร วางทิ้ง 
ไว 5 นาที แลวดูดสารทิ้ง ลางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 
คร้ัง นําแผนสไลดยอมดวยสารยอม Diff Quick จากนัน้วางสไลดทิ้งไวใหแหง นับจํานวนเซลลเม็ด
เลือดขาวประมาณ 100-200 เซลลตอหนึ่งแผนปดสไลดแบบกลม ดวยกลองจุลทรรศนขนาด 100X   
การคํานวณ 

 Phagocytotic  index  =      จํานวนลาเทก็บทีที่เซลลเม็ดเลือดขาวกิน 
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวทีก่ินลาเท็กบีท 

 
3.  การวิเคราะหภูมิคุมกันแบบจําเพาะ   

ทดสอบหาคาแอนติบอดี โดยวิธี Passive haemagglutination  ตามวิธีของอภิญญา (2545) 
สารเคมี 

1.  เม็ดเลือดแดงแกะ (SRBC) 
2.  น้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต: ละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ในน้ํากลั่นปราศจาก 

ไอออน 100 มิลลิลิตร  
3.  เม็ดเลือดแดงแกะ 10 เปอรเซ็นตในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2    
4.  กลูตาราลดีไฮด 
5.  โซเดียมเอไซด (NaN3) 0.1 เปอรเซ็นต 
6.  สารละลาย Bovine serum albumin (BSA) 0.5 เปอรเซ็นต 

 
วิธีการ 

1.  การเตรียมเม็ดเลือดแดงแกะ 
1.1  นําเม็ดเลอืดแดงแกะ (SRBC) ในสารละลาย Alsever’s มาลางในน้าํเกลือ 0.85  

เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง ที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําตะกอนเม็ดเลือดแดงที่
ไดเจือจางเปน 10 เปอรเซ็นต โดยใชเม็ดเลือดแดงแกะ 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 7.2  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

1.2  เติมกลูตาราลดีไฮดลงใน 10 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดงแกะใหมีความเขมขนของ 
กลูตาราลดีไฮด 2.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมทีละนิดพรอมทั้งเขยาบน
เครื่องเขยา (rotate) ที่อุณหภมูิหองนาน 2 ช่ัวโมง  

1.3  หลังจากนัน้ปนลางดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง เกบ็เม็ดเลือดแดง 
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แกะในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 ที่มีโซเดียมเอไซด (NaN3) 0.1 เปอรเซ็นต เรียกวา 10 เปอรเซ็นต 
เม็ดเลือดแดงแกะ (fixed cell) เก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

2.  การเตรียมแอนติเจน 
แอนติเจนที่ใชในการทดสอบเปนแอนตเิจนซึ่งเตรียมจากเชื้อ Streptococcus sp ที่ฆา

โดยใชฟอรมาลิน (Formalin  killed) โดยปรับความเขมขนใหมีคาการดูดกลืนแสง (OD640) เทากับ 
0.01 ตามวิธีของ Sakai และคณะ (1989)  

3.  การเตรียมแอนติเจนสําหรับเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะ 
3.1  นําแอนติเจนที่เตรียมไวมาปนลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 จํานวน 1 คร้ัง  

ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พเีอช 6.4 จํานวน 3 คร้ัง 
3.2  เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร พเีอช 6.4 ในปรมิาตรที่เทากันกับแอนติเจนในอัตราสวน 

1:1 ทําใหเซลลแอนติเจนแตกโดยใชเครื่องโซนิเคเตอร (sonicator) โดยปรับ duty cycle 20 out put 
control 60 เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเจือจาง 1 เทาดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 

3.3  นํา 10 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดงแกะ (fixed cell) เก็บในกลูตาราลดีไฮด ผสมกับ 
กรดแทนนิค (ความเขมขน 1: 20,000 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2) ในปริมาตรที่เทากัน ผสมให
เขากัน หลังจากนั้นนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath shaking) 37 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที โดยเขยาตลอดเวลา เมื่อครบเวลานําไปลางในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 จํานวน 2 คร้ัง 
แลวปรับใหเปน 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแดงแกะในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 

4.  การเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะดวยแอนตเิจน 
4.1  นํา 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลอืดแดงแกะ (fixed cell) ที่ผานกรดแทนนิคแลวในขอ 3.3 

มาเติมแอนติเจนที่โซนิเคดแลวในขอ 3.2 ในปริมาตร 1 ใน 4 ของปริมาตร 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แดงแกะผสมใหเขากันนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath shaking) 37 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที โดยเขยาตลอดเวลา  

4.2  ปนลางในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 จํานวน 1 คร้ัง จากนั้นปรับเม็ดเลือดแดง 
แกะที่เคลือบดวยแอนติเจนที่โซนิเคดแลว ใหเปน 1 เปอรเซ็นตในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 ที่มี 
BSA 0.5 เปอรเซ็นต และโซเดียมเอไซด 0.1 เปอรเซ็นต พรอมทั้งเตรียม 1 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดง
แกะที่ไมเคลือบแอนติเจนดวย เพื่อเปนตัวควบคุม 

5.  การตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอเชื้อ Streptococcus sp. 
โดยเจือจางซีรัมที่ไดเปนอนกุรมสองเทาในอัตราสวน 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,……. 

(serial two fold dilution) แลวนํามาทาํปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงแกะที่เตรยีมไวในขอ 4 ใน
อัตราสวน 1:1  (50 ไมโครลิตร:50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 คืน จากนัน้ตรวจ
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ปฏิกิริยาการจบักลุม (agglutination) แลวบันทึกเปนคาไตเตอรของแอนติบอด ี (ความเจือจางของ
ซีรัมสูงสุดที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาการจับกลุม) ที่ไดจากปลาแตละชุดการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
 

1.  ขอมูลองคประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลอง 
ตารางผนวก ข. 1 องคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง 7 สูตร (บนฐานน้ําหนกัแหง) 
 
สูตรอาหาร โปรตีน (%) ไขมัน (%) เถา (%) ความชื้น (%) 

-E-Se 31.70±0.63 8.50±0.40 6.55±0.02 4.31±0.05 
-E+hSMhNS 31.28±0.07 9.35±0.36 6.66±0.14 5.61±0.03 
+E-Se 31.63±0.08 9.79±0.86 6.41±0.03 6.32±0.04 
+ESM 1  31.69±0.74 10.43±0.16 6.14±0.31 7.73±0.07 
+ESM 2 32.10±0.49 10.55±0.34 6.41±0.03 5.67±0.01 
+ENS 1  31.63±0.22 9.64±0.29 6.46±0.03 5.25±0.02 
+ENS 2  31.79±0.89 9.52±0.86 6.36±0.07 5.63±0.03 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
 
2.  ขอมูลปริมาณซีลีเนียมและวิตามินในอาหารทดลอง 
ตารางผนวก ข. 2  ปริมาณซีลีเนียมและวติามินอีในอาหารทดลอง 7 สูตร (บนฐานน้ําหนกัแหง) 
 
สูตรอาหาร ปริมาณสารในสูตรอาหาร ปริมาณสารจากการวิเคราะห   
 วิตามิน อี

(mg/kg) 
ซีลีเนียม 
(mg/kg) 

วิตามิน อี 
(mg/kg) 

ซีลีเนียม 
(mg/kg) 

-E-Se 0 0 33±0.01 2.82±0.11 
-E+hSMhNS 0 1.0 35±0.01 3.31±0.09 
+E-Se 50 0 40±0.02 2.78±0.17 
+ESM 1  50 1.0 47±0.02 3.23±0.12 
+ESM 2 50 2.0 49±0.02 4.39±0.20 
+ENS 1  50 1.0 44±0.01 3.17±0.21 
+ENS 2  50 2.0 42±0.01 4.50±0.13 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
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3.  ขอมูลปริมาณซีลีเนียมในเนื้อปลากะพงขาว 
ตารางผนวก ข. 3  ปริมาณซีลีเนียมในปลากะพงขาวหลงัจากไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร  

เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร ซีลีเนียมในอาหาร

ทดลอง 
(mg/kg) 

ซีลีเนียมในปลา
กอนทดลอง 

(mg/kg) 

ซีลีเนียมในปลา
หลังทดลอง 

(mg/kg) 

ซีลีเนียมที่
เพิ่มขึ้น 
(mg/kg) 

-E-Se 2.82±0.11 1.45±0.08 2.54±0.11 1.09 
-E+hSMhNS 3.31±0.09 1.45±0.08 2.71±0.08 1.26 
+E-Se 2.78±0.17 1.45±0.08 2.41±0.13 0.96 
+ESM 1  3.23±0.12 1.45±0.08 2.39±0.14 1.12 
+ESM 2 4.39±0.20 1.45±0.08 2.91±0.06 1.54 
+ENS 1  3.17±0.21 1.45±0.08 2.57±0.03 0.94 
+ENS 2  4.50±0.13 1.45±0.08 2.99±0.28 1.46 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
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4.  การคํานวณปริมาณซีลีเนียมท่ีใสในอาหารทดลอง 
4.1   การเตรียมซีลีเนียมในรปูซีลีโนเมทไธโอนีนเขมขน 10 พีพีเอ็ม: ช่ังสารซีลีโนเมทไธ 

โอนีนบริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต 0.01 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออนอุนๆ จากนั้นปรบั
ปริมาตรใหได1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร เปนสารละลายมาตรฐานตั้งตนเพือ่เตรียมอาหาร
เสริมซีลีโนเมทไธโอนีนที่ความเขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม ดังตาราง  

 การเตรียมซีลีเนียมในรูปโซเดียมซีลีไนทเขมขน 100 พีพีเอ็ม: ช่ังสารโซเดียมซีลีไนท 
บริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต 0.10 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออนอุนๆ จากนั้นปรับปริมาตรให
ได 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร เปนสารละลายมาตรฐานตั้งตนเพื่อเตรียมอาหารเสริม
โซเดียมซีลีไนทที่ความเขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม  ดังตาราง  
ตารางผนวก ข. 4  ชนิดและปริมาณซีลีเนียมที่เสริมในอาหารทดลอง 7 สูตร   

สูตรอาหาร ชนิดซีลีเนียม ปริมาณซีลีเนียม 
(mg/kg) 

ซีลีเนียมมาตรฐาน 
(มล./อาหาร 5 กก.) 

ปริมาตรน้ําที่ใชผสม   
(มล./อาหาร 5 กก.) 

-E-Se ตามวัตถุดิบอาหาร 0 0 1750 
-E+hSMhNS ซีลีโนเมทไธโอนีน 

โซเดียมซีลีไนท 
1.0 
1.0 

88 
9 

787 
866 

-E+Se ตามวัตถุดิบอาหาร 0 0 1750 
+ESM1 ซีลีโนเมทไธโอนีน 1.0 175 1575 
+ESM2 ซีลีโนเมทไธโอนีน 2.0 350 1400 
+ENS1 โซเดียมซีลีไนท 1.0 18 1732 
+ENS2 โซเดียมซีลีไนท 2.0 35 1715 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางภาคผนวก ค. 1  คุณภาพน้ําในถังทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารทดลอง 7 สูตร 
 เปนเวลา 8 สัปดาห  

วันที่ อุณหภูมิ 
(Co) 

ความเค็ม   
(ppt.) 

ความเปน
กรด-ดาง 

ออกซิเจน
ละลายนํ้า 

(mg/l) 

ความเปนดาง   
(mg/l) 

แอมโมเนีย   
(mg/l) 

ไนไตรท 
(mg/l) 

09 เม.ย. 50 29 28 7.70±0.06 7.32±0.20 90.07±0.94 0.01±0.01 0.02±0.02 
16 เม.ย. 50 28 29 7.60±0.10 6.67±0.34 99.39±7.07 0.11±0.08 0.03±0.02 
23 เม.ย. 50 29 27 7.66±0.30 6.06±0.08 92.56±5.56 0.16±0.10 0.07±0.02 
30 เม.ย. 50 29 29 7.79±0.10 6.04±0.10 94.00±5.30 0.20±0.09 0.56±0.30 
07 พ.ค. 50 28 28 7.49±0.34 5.90±0.13 91.11±5.49 0.16±0.07 0.55±0.29 
14 พ.ค. 50 28 26 7.73±0.14 5.99±0.14 93.82±8.73 0.34±0.15 0.57±0.21 
21 พ.ค. 50 28 25 7.65±0.15 6.06±0.79 96.86±6.36 0.37±0.20 0.56±0.30 
28 พ.ค. 50 29 25 7.59±0.22 6.17±0.60 85.43±6.75 0.39±0.26 0.32±0.20 
04  มิ.ย. 50 28 25 7.62±0.23 6.42±0.23 81.25±8.43 0.37±0.21 0.52±0.36 
หมายเหตุ : เก็บตัวอยางน้ําวิเคราะห สัปดาหละ 2 คร้ัง (จันทรและศุกร) 
  *ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซ้ํา) 
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