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บทคัดยอ 
 

ศึกษาผลการเสริมซีลีเนียมในรูปซีลีโนเมทไธโอนีน (Selenomethionine, SM) โซเดียมซี
ลีไนท (Sodium selenite, NS) และวิตามินอี (Vitamin E) ในอาหารทดลอง (experimental feed) ตอ
การเจริญเติบโต การตอบสนองของภูมิคุมกัน และความตานทานเชื้อแบคทีเรีย (Streptococcus sp.) 
ในปลากะพงขาว (Lates calcarifer Bloch and Schneider, 1801) โดยเล้ียงปลากะพงขาวน้ําหนกั
เร่ิมตนเฉลี่ย 18.88±0.02 กรัม ดวยอาหารทดลอง 7 สูตร ๆ ละ 3 ซํ้า  ตดิตอกันนาน 8 สัปดาห สูตรที่ 
1 ไมเสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se)  สูตรที่ 2 ไมเสริมวิตามินอีแตเสริมซีลีโนเมทไธโอนนี 
และโซเดียมซลีีไนท อยางละ 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (-E+hSMhNS) สูตรที่ 3-7 เสริม
วิตามินอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารรวมกับซีลีเนียม โดยสูตรที่ 3 ไมเสริมซีลีเนียม (+E-Se) 
สูตรที่ 4 เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) สูตรที่ 5  เสริมซีลีโน
เมทไธโอนีน 2.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2)  สูตรที่ 6  เสริมโซเดียมซีลีไนท 1.0 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ENS1) และสูตรที่ 7 เสริมโซเดียมซีลีไนท 2.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร (+ENS2) ผลการทดลองพบวาการเจริญเติบโต การตอบสนองของภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะ 
และความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ในปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธ
โอนีน (สูตร +ESM1 และ +ESM2) สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 
และ +ESN2) แสดงใหเหน็วารูปแบบของซีลีเนียมที่เสริมในอาหารมีผลตอการเจริญเติบโต การ
ทํางานของระบบภูมิคุมกันและความตานทานโรคในปลากะพงขาว โดยพบวาปลาที่ไดรับอาหาร
เสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (สูตร +ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจากการ
วิเคราะหในอาหารทดลอง 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีการเจริญเติบโตสูงสุด การทํางาน
ของระบบภูมคิุมกันแบบไมจําเพาะ ไดแกไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอร
ออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่งแปลกปลอม      รวมทั้งคาแอนติบอดีของปลาหลังไดรับ
เชื้อ Streptococcus sp.  และอัตรารอดตายหลังการฉีดเชือ้สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารไมเสริมซีลีเนียม 

(3)  



 

(+E-Se และ -E-Se) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (สูตร +ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจากการวิเคราะหในอาหารทดลอง 3.28 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) สามารถเพิ่มการเจริญเติบโต เสริมการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และ
เพิ่มความตานทานโรคในปลากะพงขาว 
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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 
 

บทนําตนเรื่อง 
  

ปจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามีความสําคัญอยางยิ่ง เนื่องจากจํานวน
ประชากรโลกที่เพิ่มมากขึ้น ทําใหปริมาณความตองการบริโภคอาหารเพิ่มมากขึ้นดวย ในขณะที่
ปริมาณสัตวน้ําในธรรมชาติลดลง การเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจึงมีบทบาทสําคัญในการผลิตอาหารให
เพียงพอกับความตองการที่เพิ่มขึ้น สําหรับประเทศไทยปลาทะเลเปนสินคาสัตวน้ําที่มีความสําคัญ
ทางเศรษฐกิจเปนอันดับสองรองจากกุงทะเล FAO (1999) รายงานวาในป 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) เปนปลาที่มีการเลี้ยงกันมากชนิดหนึ่งในประเทศไทย 
เนื่องจากเปนปลาที่เล้ียงงาย โตเร็ว สามารถปรับตัวอยูไดทั้งในแหลงน้ํากรอย น้ําจืดและน้ําเค็ม 
สามารถหาพันธุปลาไดงายทั้งจากธรรมชาติและจากการเพาะพันธุจากหนวยงานของรัฐและเอกชน
เนื้อมีรสชาติดี ราคาแพง เปนที่นิยมของผูบริโภคทั้งภายในและตางประเทศ โดยเฉพาะในประเทศ
แถบอาเซียน โดยพบวามีแนวโนมการเลี้ยงและบริโภคมากขึ้น รูปแบบที่นิยมเล้ียงกันมากคือ 
กระชังและบอดิน โดยผลผลิตปลากะพงขาวสวนใหญรอยละ 86 ไดจากการเลี้ยงในกระชัง สวนที่
เหลือรอยละ 14  ไดจากการเลี้ยงในบอดิน ในป พ.ศ 2542 ผลผลิตมีปริมาณ 6,200 ตันและเพิ่มขึ้น
เร่ือยๆ ทุกปจนถึง 12,400 ตัน ในป พ.ศ. 2546 (กรมประมง, 2548ข)  แหลงที่มีการเลี้ยงปลากะพง
ขาวจะอยูในแถบจังหวัดชายฝงทะเลทางภาคใตเชน จังหวัดสงขลา ปตตานี นราธิวาส สตูล กระบี่   
สุราษฎรธานี ระนอง เปนตน สวนภาคอื่นๆ เชน จังหวัดฉะเชิงเทรา สมุทรสงคราม ตราด 
สมุทรปราการ เปนตน (กรมประมง, 2548ก)  

การเลี้ยงปลากะพงขาวในปจจุบันสวนใหญเปนการเลี้ยงแบบหนาแนน (intensive 
culture) โอกาสที่ปลาเผชิญความเครียดและออนแอเพิ่มขึ้น สงผลใหปลาติดเชื้อและเกิดโรคไดงาย 
โรคสวนใหญมีสาเหตุมาจากเชื้อโปรโตซัว แบคทีเรีย และไวรัส เกษตรกรแกปญหาโดยการใชยา
ปฏิชีวนะและสารเคมีซ่ึงสามารถแกปญหาไดระดับหนึ่ง แตปญหาที่ตามมาคือ การปนเปอนหรือ
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การตกคางของยาปฏิชีวนะในตัวปลา ซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค แนวทางที่จะชวยลดปญหา
ดังกลาวไดคือ การกระตุนใหปลามีภูมิคุมกันที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นเพื่อตอสูกับเชื้อกอโรค  

สารอาหาร (Nutrients) เปนปจจัยที่มีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิดรวมทั้งสัตวน้ํา ใน
การเสริมสรางการเจริญเติบโต และการทํางานของระบบตางๆ ในรางกายใหสมบูรณ รวมทั้งระบบ
ภูมิคุมกัน (immunological system) ซ่ึงเปนกลไกสําคัญในการตอสูกับเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม
อ่ืนๆ สารอาหารมีความสัมพันธใกลชิดกับการเกิดโรค หากรางกายขาดสารอาหารที่จําเปนสามารถ
สงผลทําใหการทํางานของระบบภูมิคุมกันมีการเปลี่ยนแปลง (McKenzie et al., 1998) เปนผลให
รางกายออนแอและติดเชื้อโรคไดงาย จากการศึกษาเอกสารพบวา ไขมัน วิตามินซีและวิตามินอี 
เปนสารอาหารที่สามารถเสริมสรางการทํางานของระบบภูมิคุมกันโรคในปลาหลายๆ ชนิดได 
(Hardie et al., 1990, 1991; Ortuno et al., 2000, 2001; Lin and Shiau, 2003a, 2003b, 2005a)   

แรธาตุ (Mineral) เปนสารอาหารอีกประเภทหนึ่งที่จําเปนสําหรับสัตวน้ํา โดยเฉพาะ
ซีลีเนียม (Selenium) ซ่ึงจัดเปนแรธาตุและสารอาหารรอง (Micro nutrient) ที่มีความจําเปน สําคัญ
ตอการเจริญเติบโต และการทํางานของระบบภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ําในปลาหลายๆ ชนิด 
ความตองการซีลีเนียมเพื่อการเจริญเติบโตของปลาแตละชนิดแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณ จาก
การศึกษาของ Abdulah และคณะ (2005) พบวาในรางกายสัตวทุกชนิดจะมีซีลีเนียมเปน
องคประกอบที่อยูในรูปซีลีโนโปรตีนที่เปลี่ยนรูปมาจากซีลีโนเมทไธโอนีน โดยซีลีโนเมทไธ
โอนีนจะเปลี่ยนรูปไปเปนไฮโดรเจนซีลีไนทโดยขบวนการ trans-sulfuration จากนั้นไฮโดรเจนซีลี
ไนทเปลี่ยนรูปเปนซีลีโนฟอสเฟตเพื่อสังเคราะหซีลีโนโปรตีนพี และดับเบิ้ลยู ซ่ึงทําหนาที่เกี่ยวกับ
การขนสงโปรตีนในน้ําเลือด และเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อ ขณะเดียวกันรางกายอาจจะไดรับ
ซีลีเนียมในรูปของซีลีไนทหรือซีลีเนท เมื่อทําปฏิกิริยากับกลูทาไธโอนผลสุดทายก็จะไดไฮโดรเจน
ซีลีไนทเชนเดียวกัน อยางไรก็ตามถึงแมวาปลาจะตองการซีลีเนียมในการเจริญเติบโต แตปริมาณ
ความตองการนอยเมื่อเทียบกับสัตวน้ําชนิดอื่น ทั้งนี้เนื่องจากปลาสามารถรับซีลีเนียมไดจากน้ํา ซ่ึง
ปริมาณซีลีเนียมในน้ําจืดมีประมาณ 0.2-10 ไมโครกรัมตอลิตร ขณะที่น้ําทะเลมีซีลีเนียมประมาณ 
0.09 ไมโครกรัมตอลิตร (National Research Council, 1976) ประกอบกับ Cappon และ Smith 
(1982) พบวาในสัตวน้ําจืดมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทประมาณ 36 เปอรเซ็นต และสัตว
น้ําเค็มมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทเพียง 24 เปอรเซ็นตเทานั้น ดังนั้นความตองการซีลีเนียม
เพื่อการเจริญเติบโตของปลาแตละชนิดจึงแตกตางกัน ในปลาเทราทตองการ 0.15-0.38 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาแซลมอน 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Poston et al., 
1976) ปลาดุกอเมริกัน 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) และปลากะรัง 
0.79 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Lin and Shiau, 2005b) แตอยางไรก็ตาม Bell และคณะ (1987) 
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พบวาในปลาแซลมอนที่ไดรับอาหารมีปริมาณซีลีเนียมต่ํากวา 0.017 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร  
เปนเวลา 28 สัปดาห มีการเจริญเติบโตชา ปริมาณเม็ดเลือดแดง และเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออก
ซิเดสลดลง แตเมื่อไดรับซีลีเนียมปริมาณ 0.944 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหอาการดังกลาว
หมดไป ขณะที่ Wise และคณะ (1993) พบวาเมื่อปลาดุกอเมริกันไดรับซีลีเนียมปริมาณ 0.80 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร รวมกับวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปริมาณการ
ผลิตซุปเปอรออกไซดจากเซลลมาโครฟาจเพิ่มขึ้นเปน 4 เทา และมีอัตราการตายลดลง นอกจากนี้ 
Lin และ Shiau (2006) ยังพบวาหากเพิ่มปริมาณซีลีโนเมทไธโอนีนเปน 1.6 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร จากที่ปลากะรังตองการ สามารถลดการเกิด Oxidative stress เพิ่มการเจริญเติบโต และการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกัน โดยมีคา Respiratory burst activity, Total immunoglobulin และ 
Lyzoyme activity เพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้ Felton และคณะ (1996) อางตาม Santose (2002) พบวา
ปลา coho salmon ตองการซีลีเนียมสูงถึง 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร  

จากขอมูลการศึกษาขางตนพบวาปริมาณความตองการซีลีเนียมในปลาแตละชนิด
แตกตางกันขึ้นกับชนิดของสัตวน้ํ า  รูปแบบของซีลีเนียมที่ใช  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค เพื่อศึกษาผลของการเสริมซีลีเนียมในรูปซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนทใน
ปริมาณตางกันในอาหารสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว  (L. calcarifer) ตอการเจริญเติบโต และการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกัน เพื่อเปนแนวทางในการเพิ่มผลผลิตและเพิ่มอัตรารอดของปลากะพงขาว
ใหสูงขึ้น ซ่ึงเปนการเพิ่มศักยภาพในการผลิตปลากะพงขาวใหแขงขันไดในตลาดโลกตอไป 
 
วัตถุประสงค 

1.  เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตในปลากะพงขาว 
2.  เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของซีลีเนียมรวมกับวติามินอีตอระบบภูมิคุมกัน และความ 

ตานทานโรคในปลากะพงขาว 
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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 แบนขางเล็กนอย บริเวณลําตัว

สวนบนโคงมนปากกวาง ริมกระดูกแกมหยัก กระดูกริมฝปากบนยาวเลยตา บริเวณสวนปากยืดหด
ไดเล็กนอย ชองปากเฉียงลงดานลาง มีฟนเล็กละเอียด ครีบหลังมี 2 อัน แยกกันเห็นไดชัด กานครีบ
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แข็งอันที่ 3 จะยาวที่สุด ซ่ึงจะยาวกวาอันที่ 2 มาก มีตาขนาดกลางไมมีเยื่อไขมันหุม แผนปดเหงือก
มีขนาดใหญที่ขอบหลังเปนหนามแหลม 4 ซ่ี เกล็ดบริเวณลําตัวคอนขางใหญ ที่บริเวณฐานครีบหลัง
และครีบกนมีเกร็ดเล็กๆปกคลุม สีในตัวเต็มวัยเปนสีเทา หลังมีสีเทาหรือสีเทาปนเขียว สวนทองมีสี
น้ําเงินแกมเหลือง (บรรจง, 2517) บริเวณดานขางของลําตัวมีสีเงิน ครีบกนครีบหางมีสีเทาปนดํา
บางๆ ครีบหลังมี 2 ตอน ตอนแรกอยูตรงตําแหนงของครีบทอง มีกานครีบแข็งแหลมคมขนาดใหญ 
7-8 กาน เชื่อมตอกันเปนเยื่อบางๆ ครีบหลังตอนที่ 2 แยกจากตอนแรกชัดเจน มีกานครีบแข็ง 1 กาน 
กานครีบออนมีปลายแตกแขนง 10-11 กาน ครีบอกและครีบหูยาวไมถึงรูกน  ขอหางสั้น เสนขาง
ลําตัวโคงไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบนเสนขางลําตัว 52-61 เกล็ด (กรมประมง, 2531) 

1.2  การสืบพนัธุวางไข 
ในธรรมชาติปลากะพงขาวจะวางไขในชวงเดือนมีนาคมถึงเดือนมิถุนายน ในพื้นที่

ชายฝงทะเลอาวไทยและในเดือนกรกฎาคมถึงเดือนตุลาคมในพื้นที่ภาคใตฝงมหาสมุทรอินเดีย 
ความแตกตางที่เกิดขึ้นเปนเพราะไดรับอิทธิพลมรสุมทั้งสองครั้งในรอบป ฤดูผสมพันธุจะเริ่มขึ้น
กลางฤดูรอน โดยปลาที่อยูในวัยเจริญพันธุเดินทางจากแหลงน้ําจืดสูแหลงน้ํากรอยและจะไปอาศัย
อยูในทะเลจนถึงฤดูวางไขจะอพยพกลับเขามายังปากแมน้ําหรือปากทะเลสาบ ปลาเพศผูจะมีลําตัว
เรียวยาวกวาปลาเพศเมียแตมีน้ําหนักนอยกวาปลาเพศเมีย จากนั้นจะผสมพันธุกันบริเวณปากแมน้ํา
ซ่ึงติดตอกับทะเล ความเค็มของน้ําประมาณ 25-32 สวนในพันสวน ลูกปลาจะลอยตัวที่ผิวน้ําและ
ลองลอยตามกระแสน้ําเขาไปอาศัยบริเวณแองน้ําตามชายฝงรวมทั้งบริเวณปาชายเลนที่น้ําทะเลทวม
ถึง (สุจินตและคณะ, 2524)  ขณะที่พอแมพันธุปลากะพงขาวซึ่งนํามาเพาะพันธุสามารถวางไขใน
บอเพาะพันธุไดเชนเดียวกับการวางไขในธรรมชาติ ขนาดพอแมพันธุของปลากะพงขาวจะตองมี
อายุ 3 ปขึ้นไป มีขนาดน้ําหนักตั้งแต 3.5 กิโลกรัม การผสมพันธุจะเริ่มตั้งแตเดือนเมษายน-ตุลาคม 
ใกลเคียงกับปลาในธรรมชาติ พอแมพันธุปลาจะผสมพันธุระหวางแรม 3 ค่ํา ถึงแรม 5 ค่ํา เวลา 
18.00 ถึง 23.00 น. ไขที่ถูกผสมจะลอยขึ้นสูผิวน้ํา สวนไขที่ไมไดรับการผสมจะจมลงสูกนบอ ไข
จะฟกเปนตัวภายในเวลา 12-17 ช่ัวโมง ทั้งนี้ขึ้นอยูกับอุณหภูมิของน้ํา ลูกปลาที่ฟกออกเปนตัว จะมี
ขนาดความยาวประมาณ 1.5 มิลลิเมตร มีถุงอาหารรูปไขขนาดใหญ ภายในมีหยดน้ํามันอยูสวน
หนาสุด เมื่ออยูในน้ํานิ่ง ลําตัวยาวแบนขางและมีเม็ดสีกระจายไมเปนระเบียบ (สุพจน, 2528)  

1.3  การแพรกระจาย 
ในประเทศไทยพบปลากะพงขาวแพรกระจายอยูทุกจังหวัดชายทะเล ทั้งในอาวไทยและ

ฝงทะเลอันดามัน มักอาศัยอยูในแหลงน้ําที่ไมหางไกลจากฝงมากนัก มีชุกชุมบริเวณปากแมน้ําลํา
คลองและปากทะเลสาบ ปลากะพงขาวสามารถอพยพเคลื่อนยายไปมาระหวางแหลงน้ําจืดและ
แหลงน้ําเค็มจัดเปนปลาประเภทสองน้ํา เปนปลาเขตรอนพบกระจายตามชายฝงทะเลและหมูเกาะ
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ของประเทศในภูมิภาคอินโดแปซิฟก และภูมิภาคอินโดออสเตรเลีย หรือระหวางละติจูดที่ 50-165 
องศาใต และยังแพรกระจายขึ้นไปถึงตอนใตของประเทศจีน ตลอดจนถึงฝงทะเลตอนเหนือของ
ทวีปออสเตรเลีย ซ่ึงปจจัยที่จํากัดการแพรกระจายตามแถบตางๆ ของโลก ไดแก ความเค็มของน้ํา
ทะเล อุณหภูมิของน้ําซึ่งมีผลตอการฟกตัวของไข และการมีชีวิตรอดของลูกปลาวัยออน (สวัสดิ์
และสุจินต, 2517) 

1.4  อุปนิสัย 
เปนปลาที่มีนิสัยกาวราว วายน้ําเร็ว บางครั้งจะกระโดดลอยพนน้ํา ปกติจะวายน้ําชา แต

เมื่อตกใจหรือลาเหยื่อจะวายน้ําไดเร็วมาก  สวนใหญจะหลบซอนตัวอยูตามแนวหินหรือตอไม 
ตอนเล็กๆ จะอยูรวมเปนฝูงใหญในเขตน้ํากรอย แตเมื่อโตจะอพยพไปอยูในทะเล ชอบออกหากิน
ในชวงที่มีกระแสน้ําไหลเอื่อยๆ (สุรศักดิ์, 2543) ปลาขนาดใหญมักไมรวมฝูง นอกจากในฤดูผสม
พันธุวางไขจึงจะรวมเปนกลุมเล็กๆ (กรมประมง, 2536) 

1.5  การกินอาหาร        
ปลากะพงขาวเปนปลากินเนื้อ (Carnivorous) โดยธรรมชาติชอบกินสัตวน้ําขนาดเล็กกวา

เปนอาหาร เชนปลา กุง หมึก เปนตน (สุรศักดิ์, 2543) ถาเปนอาหารที่ไมมีชีวิตจะชอบอาหารที่นุม
มากกวาแข็งและเนื่องจากเปนปลาที่ตื่นตกใจงาย จึงไมชอบขึ้นมากินอาหารตามผิวน้ําแตจะกิน
อาหารที่กําลังเคลื่อนจมลง ไมชอบกินอาหารที่ตกถึงพื้นบอ อาหารที่ใหไดแก ปลาเปดสด เชนปลา
หลังเขียวสับเปนชิ้นเล็กๆ   อาหารผสมแบบเปยกและอาหารเม็ดแบบแหง เวลาใหอาหารจึงตองให
อยางชาๆและใหเปนเวลานานประมาณ 15 นาที (กรมประมง, 2536)  

1.6  ความสําคญั  
เปนปลาที่เล้ียงงาย โตเร็ว เนื้อมีรสชาติดี ราคาดี หาพันธุปลาไดงายทั้งจากธรรมชาติและ

การเพาะพันธุ มีการเพาะเลี้ยงกันมาก นิยมเล้ียงในกระชังและบอดิน ซ่ึงผลผลิตปลากะพงขาวสวน
ใหญรอยละ 86 ไดจากการเลี้ยงในกระชัง สวนที่เหลือรอยละ 14 ไดจากการเลี้ยงในบอดิน โดย
ผลผลิตจากป พ.ศ 2542 มีปริมาณ 6,200 ตันและเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ทุกปจนถึงป พ.ศ. 2546 มีประมาณ 
12,400 ตัน (ตารางที่ 1) (กรมประมง, 2548ก) เแหลงเลี้ยงปลากะพงขาวมีมากแถบภาคใตจังหวัด 
สงขลา ปตตานี นราธิวาส สตูล กระบี่ สุราษฎรธานี ระนอง เปนตน และภาคอื่นจังหวัด ฉะเชิงเทรา 
สมุทรสงคราม ตราด สมุทรปราการ (กรมประมง, 2548ข) 
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ตารางที่ 1  จํานวนฟารม เนือ้ที่เล้ียงปลา ปริมาณผลผลิตและมูลคาจากการเพาะเลีย้งปลากะพงขาว 
ป 2528 – 2546  

ป จํานวนฟารม 
(ฟารม) 

เนื้อท่ีการเลี้ยง 
 (ไร) 

ปริมาณผลผลิต 
(ตัน) 

มูลคาผลผลิต 
 (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) ถูกคนพบในป ค.ศ 1817 โดย Jons Jacob  Berzelius  เปนแรธาตุ

ชนิดหนึง่มีสัญลักษณทางเคมีวา Se ในตารางธาตุอยูในหมูที่ 16 คาบที่ 4 มีเลขอะตอมเทากับ 34 
และมวลอะตอม 78.96 กรัมตอโมล เปนธาตุที่อยูระหวางธาตุเทลลูเรียมและโปโลเนยีม และ
ระหวางธาตแุทที่ไมใชโลหะคือ ออกซิเจนและซัลเฟอร   สามารถพบซีลีเนียมในรูปรีดิวซ -2 ซีลี
ไนด (selenide) หรือถูกออกซิไดซไปเปน +4 ซีลีไนท (selenite) หรือ +6 ซีลีเนท (selenate) โดย
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ซีลีเนียมเปนธาตุที่มีสีเทาหรือสีเทาผสมดํา ไมมีกล่ิน มีจุดหลอมเหลวที่ 220.5 องศาเซลเซียส และมี
จุดเดือดเทากบั 684.9 องศาเซลเซียส (McDowell, 1992; Brown and Arthur, 2001)   

คุณสมบัติทางเคมีของซีลีเนียมจะคลายกับซัลเฟอร โดยซีลีเนียมในรูปสารประกอบ
อินทรีย ไดแก ซีลีโนเมทไธโอนีน (selenomethionine) ซีลีโนซิสทีน (selenocysteine) และซีลีโน
ยีสต (selenoyeast) มีความใกลเคียงกับอนุพันธของซัลเฟอรคือ ซิสเตอีน (cysteine) และเมทไธ
โอนีน (methionine) ขณะที่ซีลีเนียมในรูปสารประกอบอนินทรีย ไดแก โซเดียมซีลีไนท (sodium 
selenite) โซเดียมซีลีเนท (sodium selenate) ซีลีเนียมซัลไฟด (selenium sulfide) และซีลีเนียม
ซัลเฟต (selenium sulfate) มีความใกลเคียงกับอนุพันธของซัลเฟอรคือ ไฮโดรเจนซัลไฟด ซัลไฟด 
และซัลเฟต (Andreotti, 2003; Dodig and Cepelak, 2004) 

2.2  แหลงท่ีพบซีลีเนียม 
2.2.1 ดินและหิน สามารถพบซีลีเนียมไดในดินและหิน เชน ดินทราย หินปูน และแผนหิน 

พบวามีการสะสมของซีลีเนียมอยูระหวาง 0.1-2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และมีปริมาณสูง 1,200 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Andreotti, 2003) แตละพื้นที่มีการสะสมซีลีเนียมในปริมาณที่แตกตางกัน 
เชนประเทศจีนมีซีลีเนียมสะสมในดินเฉลี่ย 0.112 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และพบสูงสุดเพียง 7.865 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Sun et al., 1985)  

2.2.2  อากาศ ซีลีเนียมสะสมอยูในอากาศทั้งจากการหายใจของสิ่งมีชีวิตและจากมลภาวะ 
โดยทั่วไปพบวามีในปริมาณต่ํากวา 10 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร (National Research Council, 
1976) และจากการศึกษาของ Hashimoto และ Winchester (1967) พบวาซีลีเนียมที่ลองลอยใน
อากาศบริเวณเขตตัวเมืองมีอยูประมาณ 0.3-1.6 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร ซ่ึงเปนปริมาณที่สูงกวา
ในเขตพื้นที่อุตสาหกรรม ซีลีเนียมที่กอใหเกิดมลภาวะทางอากาศ คือ กาซไฮโดรเจนซีลีไนท 
(Hydrogen selenite) ซ่ึงเปนกาซไมมีสี (Ermakov and Kovalskij, 1974) 

2.2.3 อาหารและน้ํา ซีลีเนียมพบในอาหารสําหรับบริโภคไดแก อาหารทะเล เนื้อสัตว ไข 
ผัก และผลไม รวมทั้งหัวหอมและกระเทียม ซ่ึงปริมาณซีลีเนียมในเนื้อสัตว ผักและผลไมชนิดตาง 
ๆ ในแตละพื้นที่ของแตละประเทศไมเทากัน ขึ้นอยูกับปริมาณซีลีเนียมที่มีอยูในพื้นดินที่ใชปลูกพืช 
การกินกันตามลําดับหวงโซอาหารของผูบริโภครวมทั้งการกินของสัตวใหญกินสัตวเล็กดวย ดังนั้น
ปริมาณซีลีเนียมที่มีอยูในพืชและสัตวแตละชนิดจึงแตกตางกัน (Dodig and Cepelak, 2004; 
Sirichakwal et al., 2005) สําหรับในประเทศไทย Sirichakwal และคณะ (2005) ไดศึกษาปริมาณ
ซีลีเนียมที่พบในอาหารไทยทั้งพืชผัก ผลไมและเนื้อสัตวพวกวัว สุกร ไก ฯลฯ รวมทั้งสัตวทะเล
พวกหมึก กุง ปูและหอย เปนตน ดังตารางที่ 2 นอกจากนี้พบวาอาหารที่มีโปรตีนสูงจะมีปริมาณ
ซีลีเนียมสะสมอยูมากกวาอาหารที่มีโปรตีนต่ํา  
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ตารางที่ 2  ปริมาณซีลีเนียมที่สะสมในอาหารชนิดตาง ๆ ของประเทศไทย 
 

ชนิดอาหาร ปริมาณซีลีเนียมในอาหาร 
(µg/100 g) 

ชนิดอาหาร ปริมาณซีลีเนียมในอาหาร 
(µg/100 g) 

ขาว 5.0 มะเขือเทศ 1.2 
เนื้อวัว 15.4 แครอท 3.9 
เนื้อหมู 18.0 ฟกทอง 0.9 
เนื้อไก 22.3 มันฝรั่ง 1.2 
ไขไก 74.4 ผักกาดหอม 1.1 
ไขเปด 70.4 เห็ด 1.2 
กุง 35.5 พริกไทย 0.1 
หมึก 41.0 หัวหอม 0.6 
ปูดํา 46.1 กระเทียม 3.4 
หอยแมลงภู 42.6 กลวยน้ําหวา 0.3 
หอยนางรม 29.3 กลวยไข 0.6 
ปลาชอน 33.5 มะละกอสุก 1.2 
ปลาดุก  47.3 มะมวงอกรอง 1.0 
ปลาแมคคาเรล 88.1 สม 1.2 
ชะอม 12.7 กลวย 0.3 
หนอไมฝรั่ง 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) 
 

สวนซีลีเนียมที่พบในแหลงน้ําอยูในรูปเกลือซีลีเนียมอนินทรีย (inorganic selenium salt) 
ประมาณ 2-3 ไมโครกรัมตอลิตร (Ermakov and Kovalskij, 1974) จากการศึกษาของ Cappon และ 
Smith (1982) พบวาในสัตวน้ําจืดมีการสะสมของซีลีเนียมในรูปซีลีเนทประมาณ 36 เปอรเซ็นต 
สวนสัตวน้ําเค็มมีการสะสมซีลีเนียมในรูปซีลีเนทเพียง 24 เปอรเซ็นต เทานั้น  

2.2.4 การเกษตรและอุตสาหกรรม ในดานเกษตรกรรมพบซีลีเนียมในสวนผสมของยากําจัด 
ศัตรูพืชและยาฆาเชื้อรา ดานอุตสาหกรรมการผลิต ไดแก โรงงานทําเหมืองแร โรงงานถลุงแร และ
โรงงานสกัดโลหะหนัก สวนอุตสาหกรรมการบริโภค ไดแก การทําแกว การฟอกสี อุปกรณอิเล็ก
โทรนิค หมึกพิมพ และสียอม (National Research Council, 1976) เปนตน   
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2.3.  เมตาบอลิซึมของซีลีเนียม 

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

 
ในร างกายสัตวทุ กชนิดมี ซี ลี เนี ยม เปนองคประกอบอยู ในรูปซี ลีโนโปรตีน 

(selenoprotein) ชนิดตางๆ เชนซีลีโนโปรตีนพี (selenoprotein P) ซีลีโนโปรตีนดับเบิ้ลยู 
(selenoprotein W) เปนตน    ซีลีโนโปรตีนทั้งสองชนิดไดจากการเปลี่ยนรูปของซีลีโนเมทไธ
โอนีน (selenomethionine) ซีลีโนซิสทีน (selenocysteine) ซีลีไนท (selenite)  และซีลีเนท (selenate) 
เปนตน ดังภาพที่ 2 ซ่ึงซีลีโนโปรตีนแตละชนิดมีหนาที่ทางชีววิทยาที่แตกตางกัน (Arther, 1997)  
การรวมตัวของซีลีเนียมกับกรดอะมิโนซิสทีน (cysteine) ในสายโปรตีน เรียกวา ซีลีโนซิสทีน และ
เมื่อซีลีเนียมรวมตัวกับกรดอะมิโนเมทไธโอนีน (methionine) ในสายโปรตีนก็เรียกวา ซีลีโนเมทไธ
โอนีน ซ่ึงซีลีโนเมทไธโอนีนเปนซีลีโนโปรตีนชนิดแรกที่พบในรางกาย 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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เปนซีลีโนซิสทีนโดยผานกระบวนการ trans-sulfuration  และเปลี่ยนไปอยูในรูปของไฮโดรเจนซีลี
ไนด (hydrogen selenide; HSe-) โดยอาศัยเอนไซม β-lyase  ขณะเดียวกันหากรางกายไดรับซีลีเนียม
ในรูปของซีลีไนท (selenite)  ซ่ึงอยูในรูปไอออนสามารถทําปฏิกิริยากับกลูทาไธโอน (glutathione; 
GSH) เปลี่ยนเปนซีลีโนไดกลูทาไธโอน (selenodiglutathione; GS-Se-SG) และกลูทาไธโอนซีลีโน
เปอรซัลไฟด (glutathione selenopersulfide; GS-SeH) ตามลําดับ จากนั้นก็จะเปลี่ยนไปเปน
ไฮโดรเจนซีลีไนดเชนเดียวกัน ไฮโดรเจนซีลีไนดอยูในรูป Active form สามารถเปลี่ยนไปเปนซีลี
โนฟอสเฟต (selenophosphate) เพื่อสังเคราะหซีลีโนโปรตีนพีและซีลีโนโปรตีนดับเบิ้ลยู ซ่ึงเปนซี
ลีโนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญเกี่ยวกับการขนสงโปรตีนในน้ําเลือดและเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อ
ตามลําดับ และเมื่อไฮโดรเจนซีลีไนดไดรับกลุมเมทิล (methylation) จาก S-adenosylmethionine 
(SAM) จะเปลี่ยนเปนเมทิลซีลีนอล (CH3SeH), ไดเมทิลซีลีไนด ((CH3)2Se) และไตรเมทิลซีลีโน
เนียมไอออน ((CH3)3Se+) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาเมทิลซีลีโนซีสทีน (methylselenocystein; 
MSC) เปนซีลีโนโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบมากในกระเทียมและหอม ซ่ึงสามารถเปลี่ยนไปเปนเมทิลซี
ลีนอลไดเชนเดียวกัน เมทิลซีลีนอลมีผลในการฆาเซลลมะเร็งโดยการเกิด Apoptosis และยับยั้ง
ไมใหเซลลมะเร็งพัฒนากลายไปเปนเนื้องอก ซีลีเนียมจะถูกขับออกจากรางกายอยางรวดเร็ว
ทางการหายใจออกในรูปของไดเมทิลซีลีไนด และทางปสสาวะ (Urine) ในรูปของไตรเมทิลซีลีโน
เนียมไอออน (Abdulah  et al., 2005)   

 
2.4  ความสําคญัของซีลีเนียม 

2.4.1  เปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (Glutathione 
peroxidase; GSHPx) 

จากรายงานของ National Research Council (1989) พบวาซีลีเนียมเปนธาตุที่จําเปน 
(essential trace element) และสําคัญสําหรับสิ่งมีชีวิต เนื่องจากมีผลตอระบบเมตาบอลิซึมของ
รางกาย และยังเปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx) ทําหนาที่ใน
การเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide; H2O2) และลิปดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(lipid hydroperoxides)  ซ่ึงเปนผลิตผลที่ไดจากกลไกการทํางานของรางกายใหเปลี่ยนไปเปนน้ํา
และลิปดแอลกอฮอล ตามลําดับ (Rutruck et al., 1973) เอนไซมชนิดนี้ยังชวยในการกําจัดอนุมูล
อิสระ (O2

-  free radical) ปองกันเซลลจากการทําลายของสารเปอรออกไซด (Little et al., 1970) ได
อีกดวย กลไกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส ดังภาพที่ 3  ผลิตผลที่เกิดจาก
ขบวนการเมตาบอลิซึม ซ่ึงใชออกซิเจนของรางกายทําใหเกิดออกไซดที่สําคัญคือ ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และอนุมูลอิสระ (Free radical) ไดแก ซุปเปอรออกไซด (superoxide, O2

.-) และอนุมูล 
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ไฮดรอกซิล (hydroxyl radical; OH.-) ซ่ึงซุปเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นสามารถเปลี่ยนไปเปน
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยอาศัยเอนไซม superoxide dismutase (SOD) เปนตัวเรงปฏิกิริยา  
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นเปนอันตรายตอรางกาย และหากเปลี่ยนไปเปนอนุมูลไฮดรอกซิล
จะทําปฏิกิริยากับโปรตีนเกิด Protein peroxidation  เมื่อทําปฏิกิริยากับไขมันเกิด Lipid peroxidation 
และสามารถทําลายดีเอ็นเอ (DNA) ทําใหเกิดความผิดปกติตอรางกายได   

ภาพที่ 3   กลไกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  
ท่ีมา :       Spallholz และคณะ (2004) 

 
รางกายมีกลไกการปองกันตนเองจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้น โดยมีเอนไซมกลู

ทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนตัวทําลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมใหเปลี่ยนไปเปนอนุมูลไฮดรอก
ซิลแตเปลี่ยนเปนน้ําแทน โดยกลูทาไธโอนในสภาพรีดิวส (reduced glutathione, GSH) จับกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงอาศัยการทํางานรวมกับเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  
เปลี่ยนเปนน้ําและกลูทาไธโอนในสภาพออกซิไดส (oxidized glutathione, GSSG) จากนั้น GSSG 
เปลี่ยนกลับมาเปน GSH ได  โดยอาศัยเอนไซมกลูทาไธโอนรีดักเตส (glutathione reductase) 
รวมกับ NADPH ซ่ึงเปนโคเอ็นไซม ชวยในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดังสมการ   
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glutathione reductase 

glutathione peroxidase                   
2GSH +  H2O2                                                                                    GSSG + 2H2O   

   
GSSG + NADPH + H+                                                                     2GSH + NADP+ 

 

2.4.2 เพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  
จากการศึกษาพบวาซีลีเนียมมีผลตอระบบภูมิคุมกันในสัตว   ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการ

สะสมของซีลีเนียมในสัตวบกและสัตวน้ํา สวนใหญอยูบริเวณ มาม ตับ ไตและตอมน้ําเหลือง 
(McKenzie et al., 1998 ) ซ่ึงเปนเนื้อเยื่อที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน (กิจการและคณะ, 2539)      
ทําใหซีลีเนียมมีผลตอการทํางานของภูมิคุมกันโรคทั้งแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) และ 
แบบจําเพาะ (specific immunity)  Arthur และคณะ (2003) พบวาซีลีเนียมมีผลตอระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะโดยการเพิ่มหรือลดการทํางานของเซลล เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ 
(macrophage) ในการจับกินสิ่งแปลกปลอม สําหรับภูมิคุมกันแบบจําเพาะนั้น มีผลตอการทํางาน
ของเม็ดเลือดขาว T-lymphocyte และ B-lymphocyte  Combs และ Combs (1986) พบวาการขาด
ซีลีเนียมทําใหปริมาณแอนติบอดีลดลง เนื่องจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด B-lymphocyte ซ่ึงทํา
หนาที่ในการสรางสารแอนติบอดี ถูกทําลายจากสารเปอรออกไซด และพบวาซีลีเนียมเปนสารตาน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) ที่ดี เชนเดียวกับวิตามินอีในการทําลายโมเลกุลของออกซิเจนไมให
เปลี่ยนไปเปนสารประกอบเปอรออกไซดซ่ึงมีผลทําลายผนังเซลล  
 
3.  ระบบภูมิคุมกันในปลา 

ระบบภูมิคุมกัน (Immunological system) เปนกลไกของรางกายในการปองกันตัวจากเชื้อ
โรค ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 2 ระบบ คือระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) 
และระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific immunity) แตละระบบจะประกอบดวยการทํางาน
รวมกันของภูมิคุมกันแบบเซลลและภูมิคุมกันแบบสารน้ํา ในการกําจัดสิ่งแปลกปลอม  

3.1  ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Non-specific immunity) 
  เปนระบบภูมิคุมกันที่สามารถตอตานสิ่งแปลกปลอมแบบไมจําเพาะเจาะจง สวนใหญมี

มาแตกําเนิด มีกลไกการทํางานโดยชวยไมใหเชื้อลุกลามหรือเพิ่มจํานวนออกไป กอนที่รางกายจะ
สรางภูมิคุมกันแบบจําเพาะขึ้นมา  ในปลาการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะมี
ความสําคัญมากในการปองกันการเกิดโรค (กิจการและคณะ, 2539) สามารถแบงระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะไดดังนี้ 
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3.1.1  กลไกสวนพื้นผิวของรางกาย (Surface barriers) เปนสวนแรกของรางกายที่ทํา 
หนาที่ตอตานสิ่งแปลกปลอมตางๆที่จะเขาสูรางกาย ไดแก เยื่อเมือก เกล็ด ผิวหนัง เหงือกและ
ระบบทางเดินอาหาร 

ก.  เยื่อเมือก (mucus)  
  ทําหนาที่ในการดักจับจุลชีพไมใหเคลื่อนที่เขาสูเนื้อเยื่อ การผลิตเมือกของปลาจะ

เพิ่มขึ้น  เมื่อมีการตอบสนองตอการติดเชื้อโรคหรือการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ  พบเยื่อเมือกปก
คลุมบริเวณเยื่อบุผิวหนัง เหงือกและทางเดินอาหาร 

ข.  ผิวหนัง (skin)  
   ผิวหนังของปลาจะทําหนาที่เกี่ยวกับการควบคุมสมดุลของของเหลวภายในและ

ภายนอกรางกาย เมื่อมีจุลชีพเขามารบกวนจะมีการตอบสนองโดยการสรางผิวหนังชั้นนอกใหมี
ลักษณะหนา หรือเกิดภาวะเนื้อเยื่อมีจํานวนของ mulpiglian เซลลเพิ่มขึ้นมากผิดปกติ (hyperplasia) 
เพื่อปองกันผิวหนังจากการรบกวนใหเกิดขึ้นนอยที่สุด   

ค.  เหงือก (gill)  
  เหงือกประกอบดวยพื้นที่ผิวขนาดใหญของเยื่อบุผิวที่ออนบาง เปนทางผานเขาออกของ

จุลชีพ  โดยเหงือกจะมีเมือกบุผิวและเกิดภาวะที่ เนื้อเยื่อมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากผิดปกติ 
(hyperplasia)    ตอบสนองตอการรบกวนเชนเดียวกับผิวหนัง  นอกจากนี้เหงือกยังมีเซลลฟาโก
ซัยท (phagocyte) ในบริเวณ branchial capillaries เพื่อกําจัดสิ่งแปลกปลอมหรือจุลชีพเมื่อมีการติด
เชื้อกอโรค 

ง.  ทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) 
  บริเวณทางเดินอาหารจะมีเยื่อบุเมือกและพีเอชต่ําเนื่องจากมีการหล่ังน้ํายอยและน้ําดี

ออกมา ทําใหเกิดภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อกอโรค  
2.1.2  กลไกดานสารน้ํา (Humoral mechanism) เปนระบบภูมิคุมกันสารน้ํา      ซ่ึงเปน

ของเหลวในรางกาย รวมถึงสารคัดหล่ังตางๆ ซ่ึงสวนใหญเปนสารประเภทโปรตีน ทําหนาที่
ปองกันรางกาย สารน้ําแตละประเภทมีหนาที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และยอยสลาย
เซลลเชื้อโรคโดยการใชเอนไซมที่แตกตางกันดังนี้  

ก. สารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Inhibitors substance) เปนสารที่ทําใหจุลิน 
ทรียไมไดรับสารอาหารที่จําเปนตอรางกาย รบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย แบง
ออกเปน  

• ทรานสเฟอรริน (Transferrin) เปนโปรตีนที่มีความสามารถในการจับกับเหล็ก 
(iron)  ซ่ึงเหล็กเปนสารที่จําเปนในการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดรวมทั้ง 
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จุลชีพ  ดังนั้นเมื่อทรานสเฟอรรินขัดขวางไมใหจุลชีพไดรับเหล็ก จุลชีพก็จะไม
เจริญเติบโตและตายในที่สุด   ดังรายงานของกิจการและคณะ (2539) วาทรานส
เฟอรรินสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและเชื้อรา  

• อินเตอรฟรอน (Interferon) เปนสารชนิดหนึ่ง ซ่ึงหล่ังโดยเซลลที่ติดเชื้อไวรัส 
สงไปยังเซลลขางเคียงหรือเซลลอ่ืนๆ  ทําใหเซลลดังกลาวไมติดเชื้อไวรัสและ
สามารถตานทานเชื้อไวรัสได  (โพยม, 2532)  

• แอนตี้โปรติเอส (Antiprotease) เปนสารที่ตอตานเอนไซมของเชื้อโรค  เมื่อเชื้อ
โรคเขาสูรางกายเชื้อโรคจะปลอยเอนไซมออกมายอยสลายเซลลรางกายเพื่อนํา
สารอาหารไปใช    ในปลาแซลมอนพบวาแอลฟามาโครโกลบูลิน  (alpha-
macroglobulin) สามารถยับยั้งเอนไซมโปรติเอสจากเชื้อ Aeromonas salmonicida 
ได (Alexander, 1985 อางตามกิจการ และคณะ, 2539) 
• เลคติน (Lectins) เปนสารโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่สามารถเชื่อมตอกับ
คารโบไฮเดรตและโครงสรางที่มีความซับซอนของเซลลผิวหนังของเชื้อโรค
ชนิดตางๆได (สุทธิพันธ และคณะ, 2543) เมื่อเลคตินจับกับเชื้อโรคจะเกิดการ
รวมกลุม (agglutination)  ทําใหเชื้อโรคหมดประสิทธิภาพในการทํางาน  

2.  เอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการยอยสลาย  (Lysins) 
2.1  คอมพลีเมนท (Complement) 
เปนกลไกปองกันตัวเองที่ สําคัญเพราะมีหนาที่หลายอยางในการกําจัดเซลล

แปลกปลอม ตอตานเชื้อโรค โดยทําใหเกิดการอักเสบ มีการชักนําเม็ดเลือดขาวและกระตุนให
เซลลฟาโกซัยทจับกินสิ่งแปลกปลอม  คอมพลีเมนทเปนกลุมโปรตีนในน้ําเหลือง ในสภาพปกติจะ
ไมวองไวไมสามารถปฏิบัติหนาที่ได  ตองการการกระตุนกอนจึงจะทํางาน การทํางานจะตองอาศัย
คอมพลีเมนทหลายชนิดทํางานเชื่อมโยงกันเปนลูกโซ  ในปลาพบคอมพลีเมนทในน้ําเลือด สารคัด
หล่ังและเมือก การทํางานของคอมพลีเมนทมี 2 แบบ คือแบบทางตรง (classical pathway) จะ
ทํางานเมื่อเกิดปฏิกิริยาการรวมตัวของแอนติบอดีกับแอนติเจน มักเกิดในระบบภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะ  และแบบทางลัด (alternative pathway) เปนแนวทางที่รางกายใชกําจัดเชื้อโรคในระยะที่
ไดรับเชื้อใหมๆ ยังไมมีแอนติบอดีเกิดขึ้น จุลชีพหลายชนิดเชน ปรสิต ไวรัส เชื้อรา แบคทีเรีย 
พยาธิ เปนตน  สามารถกระตุนการเกิดคอมพลีเมนทไดโดยตรง ผลจากการกระตุนคอมพลีเมนทจะ
ชวยทําใหเชื้อจุลชีพถูกทําลายไดงายขึ้น ดังภาพที่ 4  
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ภาพที่ 4   การทํางานของระบบคอมพลีเมนทของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ   
ท่ีมา :       ดัดแปลงจาก Rotti (1991) 
 
ซ่ึงการทํางานของคอมพลีเมนททําใหเกิดเหตุการณดังนี้  

เกิดการ Lysis หมายถึง จากการกระตุนคอมพลีเมนทจะทําใหเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัส
บางชนิดแตกได  

เกิด Chemotaxis หมายถึง สารประกอบบางชนิดเกิดจากการกระตุนคอมพลีเมนท สามารถ
ชักนําใหเกิดการชุมนุมของเม็ดเลือดขาวในบริเวณที่มีการติดเชื้อ ใหมาจับกินจุลชีพเพิ่มมากขึ้น  

เกิด Opsonization หมายถึง จากการกระตุนคอมพลีเมนทจะไดสาร opsonin ซ่ึงจะไปจับกับ
จุลชีพเชน แบคทีเรีย แลวทําใหเซลลฟาโกซัยทสามารถจับและกลืนจุลชีพเกิด phagocytosis ดีขึ้น 
(สุทธิพันธ และคณะ, 2543) 

2.2  ไลโซไซม (Lysozyme)  
เปนเอนไซมซ่ึงสามารถทําลายสาร mucopolysaccharide ที่ผนังเซลลแบคทีเรียแกรม 

บวกทําใหเซลลแบคทีเรียแตก สวนใหญผนังเซลลดานนอกของแบคทีเรียจะถูกรบกวนโดยคอมพลี
เมนทกอน จากนั้นไลโซไซมจะเขามาทาํหนาที่ตอเพื่อทําการยอยสลายเซลลของเชื้อโรค ในปลา
พบไลโซไซมในน้ําเลือด และเมือกบุผิว มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย  
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2.3  C-reactive protein (CRP)   
เปนโปรตีนในน้ําเลือดซึ่งจะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเมื่อรางกายเกิดการอักเสบหรือ

เนื้อเยื่อถูกทําลาย (acutephase protein) (วันเพ็ญ, 2525) CRP ทําหนาที่เปนสารชักนําหรือเชื่อมโยง
ใหเกิด opsonization มีผลตอกระบวนการฟาโกซัยโตชีส หรือกระตุนการทํางานของคอมพลีเมนท
แบบ classical pathway   

3.1.3  กลไกดานเซลล (Cellular mechanism) เปนระบบภูมิคุมกันซึ่งอาศัยเซลลชนิดตางๆ 
ในการปองกันการติดเชื้อ ดังนี้ 

ก. ฟาโกซัยท (Phagocytes) หรือ (phagocytic cells) ไดแกแมคโครฟาจ (macrophage) และ
นิวโทรฟล (neutrophil) (ชนกันต, 2545) เปนเซลลเม็ดเลือดที่ทําหนาที่จับกินและทําลายสิ่ง
แปลกปลอมโดยอาศัยกระบวนการฟาโกซัยโตซีส (phagocytosis) ซ่ึงเซลลฟาโกซัยท ประกอบดวย   

• แมคโครฟาจ (macrophage) พบมากในเนื้อเยื่อของปลากระดูกแข็งรวมถึงบริเวณ
เหงือกและบริเวณเยื่อบุชองทอง (peritoneum) แตพบมากสุดบริเวณไต มาม และ
บริเวณหัวใจหอง atrium       ในปลาบางชนิดไมพบบริเวณตับเหมือนสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม  

• โมโนซัยท (monocyte) พบไดในบริเวณไตและพบจํานวนเล็กนอยในกระแส
โลหิตสามารถเคลื่อนยายในกระแสโลหิตไปยังบริเวณที่เกิดการอักเสบเพื่อเพิ่ม
จํานวนแมคโครฟาจ    ทั้งโมโนซัยทและแมคโครฟาจสามารถจับกินสิ่ ง
แปลกปลอมหลายๆ ชนิดได เชน แบคทีเรีย อนุภาคคารบอน และยีสต     

• อีโอซิโนฟล (eosinophil) และเบโซฟล (basophil) ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เซลล
ดังกลาวจะมีหนาที่เกี่ยวของกับการเกิดการอักเสบ การปองกันตัวอ่ืนๆ แตในปลา
บทบาทและหนาที่ไมแนชัด 

• นิวโทรฟล (nutrophil) ในปลาเปนเซลลที่ทําหนาที่ในการจับกินสิ่งแปลกปลอมมี
ความคลายคลึงกับสัตวเล้ียงลูกดวยนม  พบนิวโทรฟลในไต มาม กระแสโลหิต 
และบริเวณบาดแผลที่เกิดการอักเสบ  การเกิดฟาโกซัยโตซีสสวนใหญมักเกิดใน
นิวโทรฟล ดังภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5   กระบวนการฟาโกซัยโตซีสในการกําจัดเชื้อแบคทีเรีย   
ท่ีมา : สุทธิพันธ และคณะ (2543) 
 
ขั้นตอนการเกดิ phagocytosis  มีดังนี้   

1. Adherence (attachment) คือการที่จุลชีพและฟาโกซัยทเขามาประชิดกนั เปนขั้นตอนแรก 
กอนที่จุลชีพจะถูกกลืนเขาสูซัยโตพลาสซึมของเซลลฟาโกซัยทและถูกทําลายตอไป 

2. Ingestion เมื่อเซลลฟาโกซัยทสัมผัสกับจุลชีพจะเกดิ pseudopod ยื่นออกไปเพื่อโอบลอม
จุลชีพ  ปลาย pseudopod 2 ขางที่ยื่นออกไปจะประสานกัน  เกิดเปนถุงที่ภายในมีจุลชีพอยู ถุงนี้
เรียกวา phagosome 

3. Degranulation  เมื่อมี phagosome เกิดขึ้นในซัยโตพลาสซึม (cytoplasm)      แลว lysosome 
หรือ granule ของฟาโกซัยทจะเคลื่อนที่มาอยูรอบๆ phagosome แลวมีการเชื่อมตอกันระหวาง 
phagosome และ lysosome กลายเปน phagolysosome 

4. Intra cellular killing จุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอมที่อยูภายใน phagosome และ phago- 
lysosome ถูกทําลายดวยกรด และเอนไซมหลายชนิด 

ข.  Natural cytotoxic cell (NCC) จะมลัีกษณะคลายกับ Natural Killer cell (NK-cell)   
ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม และมักเกิดในเซลลที่ติดเชื้อไวรัสและเนื้องอก เมื่อเซลล NCC ไดรับการ
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กระตุนจากการติดเชื้อไวรัส จะปลอยสารภายใน granule ออกมาทําลายเยื่อหุมเซลลไวรัสและยับยั้ง
การเพิ่มจํานวนของไวรัส  
 

3.2  ระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Specific immunity) 
เปนระบบภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นเมื่อรางกายไมสามารถกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยภูมิคุมกัน

แบบไมจําเพาะได ภูมิคุมกันแบบจําเพาะเกิดขึ้นเมื่อถูกกระตุนดวยจุลชีพหนึ่ง และมีความจําเพาะ
ตอจุลชีพนั้นเทานั้น ในการกําจัดจุลชีพมีการใชสารน้ํา (humoral immunity) และเซลล (cellular 
immunity) ทํางานรวมกัน เซลลที่สําคัญในการทํางานของภูมิคุมกันแบบจําเพาะไดแก ลิมโฟซัยท 
(lymphocytes) ซ่ึงพบลิมโฟซัยทในระบบหมุนเวียนเลือดและลิมฟอยดออรแกน (lymphoid organ) 
ไดแก  ไธมัส  ไต  มาม และเนื้อเยื่อบุผิวของปลา (ผิวหนัง เหงือกและทางเดินอาหาร) ลิมโฟซัยท
แบงออกไดเปน 2 กลุมคือ T-lymphocyte และ B-lymphocyte โดย T-lymphocyte ตอบสนอง
ภูมิคุมกันแบบเซลล (CMIR) และยังชวย B-lymphocyte ในการสรางแอนติบอดีดวย สวน B-
lymphocyte ตอบสนองภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (HIR)  นอกจากนี้ทั้ง T-lymphocyte และ B-
lymphocyte เปนเซลลที่มีบทบาทตอการสรางเซลลเก็บความจํา (memory cells) ใหเกิดขึ้นในปลา 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ แบงเปน 2 หลักใหญๆ ดังนี้ 

3.2.1 Cell-Mediated Immune Response (CMIR)  เปนการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันดานเซลลที่กระทําโดย T-lymphocyte ซ่ึงไมมีการสรางแอนติบอดี มีความสําคัญในการ
ตอตานโรคติดเชื้อที่ เกิดจากเชื้อไวรัส โรคติดเชื้อจากปรสิตและโรคติดเชื้อรา โดยเมื่อ T-
lymphocyte ถูกกระตุนดวยแอนติเจน เกิดการเปลี่ยนแปลงของ T-lymphocyte เปล่ียนเปน 
cytotoxic T cell หรือ killer T cell  ที่จําเพาะตอแอนติเจนที่เปนเซลลจากการติดเชื้อไวรัส ปรสิต
และเซลลเนื้องอก ซ่ึง T-lymphocyte สวนหนึ่งจะหลั่งลิมโฟไคเนส (lymphokinase) หลายๆ ชนิด
ออกมาโดยทําหนาที่ตางๆ กันดังนี้ 

• Macrophage activated factor (MAF) มีคุณสมบัติทําใหแมคโครฟาจมาชุมนุมกัน
อยูในบริเวณที่มีการหลั่งสารและกระตุนใหแมคโครฟาจทําหนาที่ฟาโกซัยโตซีส
ไดดีขึ้น 

• Lymphocyte mitogenic factor มีหนาที่กระตุนลิมโฟซัยทปกติที่ไมมีการ
ตอบสนองตอแอนติเจนใหมีการแบงตัวเพิ่มจํานวน ชวยลิมโฟซัยทที่ถูกกระตุน
ดวยแอนติเจนทํางาน 

• Lymphotoxin เปนสารที่เมื่อสัมผัสกับเซลลของแอนติเจนแลวสามารถทําลายได 
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จากการทํางานของ T-lymphocyte ทําใหแมคโครฟาจถูกกระตุน (activated macrophage) 
มีความสามารถสูงขึ้นในการกําจัดแอนติเจน 

3.2.2 Humoral Immune Response (HIR)  มีการสรางแอนติบอดีจากปฏิกิริยาของระบบ
ภูมิคุมกันตอแอนติเจน โดย B-lymphocyte เมื่อถูกกระตุนดวยแอนติเจนก็จะกลายเปน blast cell 
แบงตัวเพิ่มจํานวนแลวแยกออกเปน 2 ทางคือ ทางหนึง่กลายเปนเซลลเก็บความจํา อีกทางหนึ่งจะ
กลายเปน plasma cell เพื่อสรางแอนติบอดีใหกับรางกายซึ่งแอนติบอดีที่สรางขึ้นเปนโกลบูลินทํา
หนาที่เกีย่วกับภูมิคุมกันในรางกายจึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulins) หรือ Ig 
โครงสรางทั่วไปของอิมมูโนโกลบูลิน  1 โมเลกุล ประกอบดวยสาย polypeptide 4 สาย คือ  heavy 
chain (H) 2 สายที่เหมือนกนั ซ่ึงเปนแนวยาวเชื่อมตอกนัดวย disulfide bond และอีก 2 สายส้ันที่
เหมือนกนั เรียกวา  light chain (L)  ดังภาพที่ 6   ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะมีอิมมูโนโกลบูลิน   อยู 5 
ชนิด  แตในปลามีเพียงชนิดเดียวคือ IgM ในปลาฉลามพบ IgM แบบ tetramer (กิจการ และคณะ, 
2539) สามารถพบอิมมูโนโกลบูลิน  ในสารคัดหล่ังเมือกของผิวหนัง  ทางเดินอาหาร  ทอน้ําดี และ
ในไขของปลาบางชนิด เชน ปลาคารพ   

อิมมูโนโกลบูลินมีหนาที่กําจัดไวรัส เชื้อปรสิตและยังทําหนาที่กระตุนการทํางานระบบ
คอมพลีเมนทไดดียิ่งขึน้ เนือ่งจากปลาสราง IgM โดยไมมี IgG เปนองคประกอบคูกันเหมือนใน
สัตวช้ันสูง (ชลอ, 2528)  ดังนั้นเมื่อแอนติเจน เชนไวรัส เขาสูตัวปลา เซลลที่สราง IgM มี
ความสามารถในการจําแอนติเจนไดไมดนีกั ทําใหปลาขาดภูมิคุมกนัที่ถาวร (โพยม, 2532) 
นอกจากนี้ T-lymphocyte ยังชวย B-lymphocyte สรางแอนติบอดีตอบสนองตอแอนติเจนพวก
โปรตีนและคารโบไฮเดรตอีกดวย ในการสรางแอนติบอดี เบญจะ (2525) รายงานวาหากแยกเอา
แมคโครฟาจออกไป การสรางแอนติบอดีจะลดลง แสดงวาแมคโครฟาจมีผลตอการสราง
แอนติบอด ี เมื่อแอนติบอดจีับกับแอนติเจนเกิดเปนแอนติเจน-แอนติบอดีคอมเพล็กกระตุนคอมพลี
เมนทใหทําลายเซลลติดเชื้อ 
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ภาพที่ 6  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน   
ท่ีมา : สุทธิพันธ และคณะ (2543) 
 
4.  ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

ในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตไมวาจะเปนในสัตวบกหรือสัตวน้ํา  
จะมีการเปลี่ยนแปลงแตกตางกันออกไป ขึ้นอยูกับสิ่งเราหรือมีปจจัยตางๆที่เขามาเกี่ยวของ ซ่ึง
ปจจัยที่มีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในปลามีดังนี้ 

1. ความเครียด   ความเครียดสงผลกระทบตอระบบสรีระและพฤติกรรมที่แสดงออกของปลา 
สามารถสังเกตไดจากลักษณะภายนอก เชน การเปลี่ยนสีผิวของปลา โดยสีผิวของปลาจะคล้ําขึ้น
เมื่อมีการปรับเปลี่ยนสถานที่หรือส่ิงแวดลอมใหม หากความเครียดมีความรุนแรงและเกิดขึ้นใน
ระยะเวลานาน อาจทําใหระบบภูมิคุมกันและระบบการทํางานอื่นๆ ในรางกายลดลงเชน ผลจาก
ความเครียดทําใหปลาแซลมอนเพศผูหล่ังฮอรโมนคอรติโคสเตอรรอยด (corticosteroids) ออกมา
ทําใหประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันในปลาลดลง หรือความเครียดจากการจัดการเลี้ยงไม
เหมาะสม เชน คุณภาพน้ํามีการเปลี่ยนแปลงในรอบวันแตกตางกัน  การลําเลียงและการขนยายปลา 
เปนตน   
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2. สิ่งแวดลอม   ส่ิงแวดลอมรอบๆ ตัวปลามีความสําคัญมากเชน อุณหภูมิและฤดูกาลรวมถึง
ชวงระยะเวลาในการไดรับแสง ตางมีผลตอการตอบสนองของภูมิคุมกันในปลาทั้งแบบจําเพาะและ
ไมจําเพาะ เนื่องจากอุณหภูมิมีความสัมพันธกับฤดูกาล ในชวงฤดูรอนอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นแตในชวง
ฤดูหนาวอุณหภูมิลดต่ําลง  สวนความแตกตางระหวางระยะเวลากลางวัน และกลางคืนในแตละ
ฤดูกาล    มีผลทําใหระบบภูมิคุมกันในปลามีการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกัน (กิจการ และคณะ, 2539) 

 3. สารอาหาร  เปนปจจัยสําคัญตอการดํารงชีวิตของปลา  สารอาหารแบงออกเปน 2 ประเภท  
คือ สารอาหารหลัก (macronutrient)  เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน และสารอาหารรอง 
(micronutrient) เชน วิตามินและเกลือแร   หากรางกายไดรับสารอาหารทั้งสองประเภทในปริมาณ
เพียงพอและเหมาะสมนอกจากจะทําใหการเจริญเติบโตดีแลวยังสามารถสงเสริมใหระบบการ
ทํางานของรางกาย รวมทั้งระบบภูมิคุมกันมีประสิทธิภาพเชนเดียวกัน  (วุฒิพร, 2541) 
 
5.  วิธีการตรวจวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในปลา 

ในการตอบสนองของภูมิคุมกันโดยทั่วไป เกิดขึ้น 2 แบบ คือ การตอบสนองตอ
แอนติเจนที่เขาสูรางกายครั้งแรกเรียกวา primary immune response  และการตอบสนองตอ
แอนติเจนชนิดเดิมในครั้งตอไปเรียกวา secondary immune response ซ่ึงการตอบสนองทั้งสองแบบ
มีบทบาทในการกําหนดการเกิดและไมเกิดโรค  ภูมิคุมกันของรางกายเกิดการตอบสนองตอ
แอนติเจนที่เขาสูรางกายครั้งแรกชาและเกิดในปริมาณต่ํา หากเชื้อโรคมีปริมาณมากเกินกวา
ภูมิคุมกันของรางกายจะตานทานไดก็จะทําใหเกิดโรค ภูมิคุมกันภายในรางกายจะเกิดการ
ตอบสนองตอแอนติเจนชนิดเดิมในครั้งตอไปอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูง เชื้อโรคชนิดเดิมที่เขาสู
รางกายในครั้งหลังจึงมักจะถูกกําจัดทําใหไมเกิดโรค (สุทธิพันธ และคณะ, 2543)  

การตอบสนองของภูมิคุมกันในปลาสวนใหญเกิดขึ้นในระดับโมเลกุลและเซลล   วิธีการ
ตรวจสอบหรือวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงและแบบจําเพาะเจาะจงที่
เกิดขึ้นจึงมีหลายวิธีการ  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของการตรวจสอบ ความไวและความแมนยํา
ของแตละวิธี  เชน การตรวจวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบสารน้ํา เชน คอมพลีเมนทและ    
ไลโซไซม เปนตน   การตรวจวัดการทํางานของคอมพลีเมนททําได โดยการตรวจวัดปริมาณคอม
พลีเมนทที่มีอยูในน้ําเลือด (serum) หรือในพลาสมา (plasma) ที่สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงกระตาย
ซ่ึงรูปริมาณแตก 50 เปอรเซ็นต (haemolytic complement (ACH50)) มีหนวยเปนจํานวนหนวย 
(units) ACH50 ตอหนึ่งมิลลิลิตรของซีรัม  โดยการใชเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
(spectrophotometer) เปนเครื่องมือในการตรวจวัดปฏิกิริยาจากการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสง
หรืออาจใชเครื่อง ELISA ก็ได สําหรับภูมิคุมกันแบบเซลลสวนใหญจะวัดพารามิเตอรที่เกิดขึ้นจาก
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กระบวนการเกิดฟาโกซัยโตซีส เชน การกลืนกินสิ่งแปลกปลอมของเซลลฟาโกซัยทดวยการใช 
fluorescence bead เปนสิ่งแปลกปลอม จําเปนตองดูการจับกินเม็ด fluorescence bead ของเซลลฟา
โกซัยทดวยกลองจุลทรรศนแบบ fluorescence หรือสามารถใชเครื่องมือ flowcytometry  ในการ
ตรวจวัดชนิดของเซลลฟาโกซัยทในขณะเกิดฟาโกซัยโตซีส  การตรวจสอบการตอบสนอง
ภูมิคุมกันพารามิเตอรอ่ืนๆ  ดังในตารางที่ 3 
ตารางที่ 3   วิธีการตรวจวัดการตอบสนองของระบบภูมคิุมกัน 
 

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.  ความสัมพันธของซีลีเนียมกับวิตามินอี 
ซีลีเนียมและวิตามินอีมีความสัมพันธกันในการปองกันการทําลายเนื้อเยื่อ อันเกิดจาก

กระบวนการ peroxidation ซ่ึงเกิดจากสารประกอบ peroxides และ hydrogen peroxides ผลจากการ
ที่เนื้อเยื่อถูกทําลายทําใหงายตอการเกิดโรค (สุนียรัตน, 2541) ทั้งซีลีเนียมและวิตามินอีสงเสริมการ
ทํางานซึ่งกันและกัน (Combs and Combs, 1986; Thorarinsson et al., 1994)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7   ความสัมพันธของสารแอนตี้ออกซิแดนทระหวางซีลีเนียมและวิตามินอ ี 
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) พบวาวิตามินอีทําหนาที่เปนสารตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ภายในเซลลช้ันใน ปองกันการเกิดออกซิเดชั่นของสารเปอรออกไซดกับกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวบริเวณผนังเซลล ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดส ปองกันการเกิดออกซิเดชั่นโดยเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดและลิปดไฮโดรเปอร
ออกไซดเปนน้ําและแอลกอฮอลตามลําดับ ซีลีเนียมและวิตามินอีทํางานตางกันแตมีความสัมพันธ
กันในการปองกันเซลลจากการทําลายจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ภาพที่ 7   

จากการทดลองของ Poston และคณะ (1976) เกี่ยวกับความสัมพันธของวิตามินอีและ
ซีลีเนียมในปลาแซลมอน (Salmo salar) พบวา การเสริมซีลีเนียม 0.1 µg/g รวมกับวิตามินอี 0.5 
IU/g อาหาร ชวยลดอัตราการตายของปลาแซลมอนน้ําหนักเริ่มตน 0.1 กรัม และสามารถปองกัน
โรคกลามเนื้อพิการ (muscular dystrophy) ในปลาที่มีน้ําหนักเริ่มตน 0.9 กรัมได นอกจากนี้ยังพบวา
เมื่อปลาแซลมอนไดรับอาหารที่ขาดทั้งวิตามินอี และซีลีเนียมทําใหเกิดภาวะเลือดจาง เม็ดเลือดแดง 
เปราะบางแตกงายกวาปกติ เหงือกซีด ผิวหนังซีด และการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดสลดลง ทําใหอัตราการตายของปลาเพิ่มสูงขึ้น  ปลาแซลมอนเกิดอาการกลามเนื้อพิการ 
(muscular dystrophy) ขณะที่ในปลาเทราทเกิดการบวมน้ํา มีของเหลวใตผิวหนัง (exudative 
diathesis)  (Bell et al., 1986)  ดังนั้นจึงจําเปนตองไดรับการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในอาหาร
เพื่อปองกันการเกิดโรค  ทิพยวรรณ (2542)  กลาววาการทําหนาที่ในการปองกันเซลลของวิตามินอี
และซีลีเนียมมีความสัมพันธกัน อาการขาดวิตามินอีจะรุนแรงเพิ่มมากขึ้น เมื่อขาดซีลีเนียมรวมดวย 
แตอยางไรก็ตามถึงแมสารอาหารทั้งสองชนิดจะทดแทนกันไดในบางสวน  แตการเพิ่มวิตามินอีใน
ปริมาณมากขึ้น ไมไดชวยลดภาวะการขาดซีลีเนียมได  

จากการศึกษาของ Bell และคณะ (1985) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอการ
ทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส และการเกิดเปอรออกซิเดชั่นในเนื้อเยื่อของปลาเท
ราท โดย พบวาน้ําหนักปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย (วิตามินอี 
1.96 และซีลีเนียม 0.060 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีน้ําหนักตัวและปริมาณเม็ดเลือดแดงอัด
แนนต่ํากวาชุดการทดลองอื่นๆอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และพบวาปลาแสดงอาการของ
โรค exudative diathesis คือตัวเหลืองซีดและทองบวมเนื่องจากมีน้ําในชองทอง นอกจากนี้ปริมาณ
วิตามินอีมีผลตอปริมาณซีลีเนียมในพลาสมา นั่นคือปริมาณซีลีเนียมในพลาสมามีคาสูงในปลาที่
ไดรับวิตามินอีสูง ขณะเดียวกันการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในตับและ
พลาสมาขึ้นกับปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร สวน Plasma pyruvate kinase มีคาสูงสุดในเมื่อ
ไดรับซีลีเนียมและวิตามินอีนอย สงผลใหมีการรั่วซึมของเอนไซมออกนอกเซลล 
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และจากการศึกษาของ Zhu และคณะ (1992) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอ
การทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระในหนูแตกตางกันดังนี้  

1. วิตามินอีทําหนาที่บนผนังเซลลมีชีวิต ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซม
กลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสทําหนาที่ในไซโตพลาสซึม  

2.  วิตามินอีปองกันการเกิดลิปดเปอรออกซิเดชั่นไดมีประสิทธิภาพมากกวาซีลีเนียม 
ขณะเดียวกันซีลีเนียมปองกันการเกิดอนุมูลอิสระไดมีประสิทธิภาพมากกวาวิตามินอี   

3. วิตามินอีปองกันไขมันบริเวณผนังเซลลไมใหมีการออกซิแดนทสวนซีลีเนียมปองกัน  
กลุมซัลเฟอรของโปรตีนบริเวณผนังเซลลไมใหมีการออกซิแดนท 

จากการศึกษาของ Wise และคณะ (1993) เกี่ยวกับผลของซีลีเนียมและวิตามินอีตอการ
แตกของเซลลเม็ดเลือดแดง การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส และการผลิต
ซุปเปอรออกไซดของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกัน พบวาปลาที่ไดรับอาหารขาดวิตามินอี
เกิดการแตกของเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวาชุดการทดลองที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอี อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมีคาสูงใน
ปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีเนียม และพบวาเมื่อปริมาณซีลีเนียมสูงขึ้นปริมาณเอนไซมกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดสก็เพิ่มขึ้นตามไปดวย สําหรับปริมาณซุปเปอรออกไซดที่ผลิตจากเซลลแมคโครฟาจ
มีคาสูงสุดในปลาที่ไดรับอาหารเสริมที่มีปริมาณวิตามินอีและซีลีเนียมสูง (วิตามินอี 240 และ
ซีลีเนียม 0.8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร)  

จากการศึกษาของ Thorarinsson และคณะ (1994) เกี่ยวกับผลของวิตามินอีและซีลีเนียม
ตอการเจริญเติบโตและอัตรารอดในปลา Chinook salmon  (Oncorhynchus tshawytscha) พบวาเมื่อ
ปริมาณวิตามินอีสูงมีผลตอการเจริญเติบโตสูง ซ่ึงความสัมพันธทางสถิติระหวางวิตามินอีและ
ซีลีเนียมอยูที่  P=0.061 ช้ีใหเห็นวาวิตามินอีในปริมาณสูงอยางเดียวมีผลตอการเจริญเติบโตมากกวา
มีทั้งวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณสูง ในสวนของอัตรารอดพบวาวิตามินอีและซีลีเนียมใน
ปริมาณสูงมีผลทําใหปลามีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต ขณะที่เมื่อปลาไดรับอาหารเสริมวิตามินอี
อยางเดียวมีอัตรารอดเพียง 71 เปอรเซ็นต และพบวาวิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน
สวนซีลีเนียมไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน แตมีผลตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดส ขณะที่วิตามินอีไมมีผล  อยางไรก็ตามผลของวิตามินอีและซีลีเนียมตอการเกิด
โรค Renibacterium salmoninarum ยังไมชัดเจน 

ขณะที่ Sheffy และ Schultz (1979) พบวาซีลีเนียมมีบทบาทสําคัญตอกลไกการทํางาน
ของระบบภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ํา การเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในปริมาณที่มากกวา
ปริมาณที่ปลาตองการเพื่อการเจริญเติบโต มีผลในการกระตุนภูมิคุมกัน เชนเดียวกับ Oh และคณะ 
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(1982) พบวาการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารใหหนูกินทําใหอัตรารอดของเซลลฟาโก
ซัยทเพิ่มขึ้น เพราะสารอาหารทั้งสองรวมกันปองกันเซลลฟาโกซัยทจากเปอรออกไซดขณะจับกิน
ส่ิงแปลกปลอม  (phagocytosis) 

 
7.  บทบาทของซีลีเนียมตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันในปลา 

ปลาเปนสัตวน้ําที่ตองการซีลีเนียมในการเจริญเติบโต แตตองการในปริมาณนอยมากเมื่อ
เทียบกับสัตวบก ปลาสามารถรับซีลีเนียมผานทางน้ําได (Hodson et al., 1980 อางตาม Santosh, 
2002) National Research Council (1976) รายงานปริมาณซีลีเนียมในแหลงน้ําจืดมีประมาณ 0.2-
10.0 ไมโครกรัมตอลิตร ในแหลงน้ําทะเลมีซีลีเนียมประมาณ 0.09 ไมโครกรัมตอลิตร จาก
การศึกษาของ Hodson และคณะ (1980) อางตาม Santosh (2002) พบวาปลาแซลมอนไดรับซีลีเนยีม
จากน้ําในรูปของซีลีไนทผานทางเหงือก  สําหรับซีลีเนียมสวนเกินจะถูกขับออกทางเหงือก และ
ขับถายออกจากรางกายในรูปของยูรีน (urine)  

ปลาไดรับซีลีเนียมทั้งจากอาหารและแหลงน้ําที่อาศัยอยู ปริมาณซีลีเนียมที่เหมาะสมใน
ปลาแตละชนิดแตกตางกันขึ้นอยูกับรูปแบบของซีลีเนียม ปริมาณวิตามินอีที่มีอยูในอาหาร และ
ปริมาณซีลีเนียมที่มีในน้ํา (Santosh, 2002) ปริมาณซีลีเนียมที่ปลาแตละชนิดไดรับมีผลตอการ
ดํารงชีวิต ดังนี้ 

 
7.1  ซีลีเนียมในปริมาณที่ไมเพียงพอ (Deficiency)  
บทบาทของสารอาหารมีความสําคัญและสัมพันธตอการเกิดโรค  ในสภาวะที่รางกายขาด

สารอาหารหรือไดรับในปริมาณนอยเกินไปไมเพียงพอกับความตองการของรางกายจะทําใหปลา
งายตอการเกิดโรค เนื่องจากการตอบสนองของภูมิคุมกันภายในรางกายมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น 
(McKenzie et al,. 1998) ซ่ึง Beck และคณะ (2003) พบวาหากรางกายไดรับซีลีเนียมในปริมาณที่ไม
เพียงพอตอความตองการจะทําใหปลาไมโต ไมแข็งแรง การทําหนาที่ของระบบภูมิคุมกันในการ
ปองกันการเกิดโรค รวมทั้งองคประกอบตางๆ ของระบบภูมิคุมกันลมเหลว ไมสามารถทําหนาที่ได
ตามปกติ   ซ่ึงในแตละพื้นที่ของแตละประเทศจะมีปริมาณซีลีเนียมที่แตกตางกัน หากพื้นที่ใดมี
ปริมาณซีลีเนียมในดินและน้ํานอยจะทําใหพืชและสัตวในบริเวณดังกลาวไดรับซีลีเนียมนอยไม
เพียงพอกับความตองการ สงผลใหสัตวที่เล้ียงในบริเวณดังกลาวเปนโรคที่เกิดจากการขาดซีลีเนียม
ได ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการนําซีลีเนียมมาเสริมในอาหารสัตวแตละชนิดเพื่อเพิ่มภูมิตานทานโรค
ใหกับสัตวเหลานี้ 
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ปลาไดรับซีลีเนียมผานทางเหงือก ผิวหนังและลําไส มีการสะสมและสงผานซีลีเนียม
ตามลําดับหวงโซอาหาร (Hodson et al., 1980 อางตาม Santosh, 2002) การไดรับซีลีเนียมใน
ปริมาณไมเพียงพอกับความตองการเปนสาเหตุใหการเจริญเติบโตของปลาหลายชนิดลดลง เชน 
ปลาเทราท (Hilton et al., 1980) ปลาคารพ (Satoh et al., 1983b อางตาม Santosh, 2002) และปลา
ดุกอเมริกัน (Gatlin and Wilson, 1984) 

Bell และคณะ (1987) พบวาหากปลาแซลมอนไดรับอาหารที่มีซีลีเนียมต่ํากวา 0.017 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนวลา 28 สัปดาห จะทําใหการเจริญเติบโตชา ปริมาณเม็ดเลือดแดง
และปริมาณซีลีเนียมในเนื้อเยื่อและการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลง และ
อาการจะดีขึ้นเมื่อไดรับซีลีเนียม 0.944 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 

Lovell และ Wang (1987) ไดศึกษาผลของซีลีเนียมตอความตานทานโรค Enteric- 
Septicaemia of Catfish (ESC) ในปลาดุกอเมริกัน โดยพบวาปลาที่ขาดซีลีเนียมจะมีอัตราการตายสงู
ถึง 92 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับเชื้อโรค ESC เนื่องจากการสรางแอนติบอดีจะลดลง   ซ่ึง Spallholz 
(1990) ศึกษาพบวาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลงเมื่อขาดซีลีเนียมและ
สงผลตอการผลิตแอนติบอดีจาก B-cell ลดลง    

Wise และคณะ (1993) พบวาหากปลาดุกอเมริกันไดรับอาหารที่ขาดซีลีเนียม จะทําให
ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อโรคของแมคโครฟาจลดลง แตเมื่อไดรับซีลีเนียม 0.80 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร และวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ปริมาณการผลิต superoxide จาก
แมคโครฟาจเพิ่มสูงขึ้น ทําใหอัตราการตายลดลง  

Gatlin และ Wilson (1984) กลาววาเพื่อปองกันการขาดซีลีเนียมจึงจําเปนตองไดรับการ
เสริมซีลีเนียมในปริมาณที่ปลาตองการ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร หากขาดซีลีเนียมหรือ
ไดรับไมเพียงพอจะสงผลตอการทํางานของตับ (Hepatic) ทําใหการกินอาหาร ประสิทธิภาพในการ
ใชอาหารและการเจริญเติบโตลดลง เนื่องจากการทํางานของเอ็นไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
ในพลาสมาและตับลดลง สงผลใหการทําหนาที่ของภูมิคุมกันลดลง  

 
7.2  ซีลีเนียมในปริมาณที่เหมาะสม (Optimum) 

การที่ซีลีเนียมจะสามารถเพิ่มภูมิคุมกันใหเกิดขึ้นภายในรางกายไดนั้นขึ้นอยูกับปริมาณ
ซีลีเนียมที่เปนองคประกอบของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนสําคัญ ดังรายงานของ 
Combs และ Scott (1974) กลาววาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมี
ความสําคัญในการทําหนาที่ของกระบวนการเมตาบอลิซึมที่เกิดขึ้นภายในรางกาย และจากรายงาน
ของ Santosh (2002) พบวาปริมาณความตองการซีลีเนียมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตสงผลให
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การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในพลาสมามากที่สุด การทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันจะดําเนินไปไดดีมีประสิทธิภาพตองอยูภายในรางกายที่มีการเจริญเติบโตที่สมบูรณ 
แข็งแรง (McKenzie et al,. 1998)   ดังนั้นจึงจําเปนตองศึกษาชนิดและปริมาณซีลีเนียมที่เหมาะสม
ตอการเจริญเติบโตในปลาแตละชนิด เมื่อปลาโตดี แข็งแรง ยอมสงผลใหภูมิคุมกันทํางานไดดี
เชนเดียวกัน  

จากการศึกษาในปลาเทราทพบวาปริมาณซีลีเนียมที่ปลาเทราทตองการในการ
เจริญเติบโต เทากับ 0.15-0.38 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาดุกอเมริกัน
ตองการซีลีเนียมปริมาณ  0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) 
ปลาแซลมอนตองการซีลีเนียมปริมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Poston et  al., 1976)  และ
ปลากะรังตองการปริมาณ 0.79 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Lin and Shiau, 2005b) ขณะที่ปลา 
Coho salmon ตองการซีลีเนียมสูงประมาณ 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Felton et al., 1996 
อางตาม Santosh, 2002)  จากการศึกษาของ Combs และ Combs (1986) พบวาปริมาณซีลีเนียมที่
เหมาะสมกับความตองการในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีผลตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอร
ออกซิเดสในการปองกัน B-cell จากการทําลายของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงเกิดขึ้นจาก
กระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) ของเซลลได  

Dodig และ Cepelak (2004) กลาววาปริมาณซีลีเนียมเพิ่มขึ้นจากปริมาณที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตมีผลเพ่ิมการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสัตวได ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 
Finch และ Turner (1996) ที่พบวาการไดรับซีลีเนียมรวมกับวิตามินอีในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่
ตองการเพื่อการเจริญเติบโต มีผลเพิ่มการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส รวมทั้ง
การตอบสนองของภูมิคุมกันใหเพิ่มขึ้นไดดังนี้  

Liang และคณะ (2006) พบวาการเพิ่มกลูทาไธโอน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในหลอดทดลอง
ซ่ึงมีอาหารเลี้ยงเซลลแมคโครฟาจของปลานิล มีผลทําใหการตอบสนองของเซลลแมคโครฟาจ 
เพิ่มขึ้น โดยมีคา Respiratory burst activity สูงสุด 90 เปอรเซ็นต   

Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีสูงกวาที่ปลาดุกอเมริกัน
ตองการเพื่อการเจริญเติบโต 4 เทา (0.8 mg Se/kg, 240 mg tocopherol acetate/kg) หรือเพิ่มอยางใด
อยางหนึ่งมีผลเพิ่มการทํางานของเซลลแมคโครฟาจ 

Lin และ Shiau (2006) พบวาหากเพิ่มปริมาณซีลีโนเมทไธโอนีน 2 เทา (1.6 mg Se/kg) 
จากที่ปลากะรังตองการสามารถลดการเกิด Oxidative stress เพิ่มการเจริญเติบโตและภูมิคุมกันใน
ปลา โดยมีคา Respiratory burst activity Total immunoglobulin และ Lysozyme activity เพิ่มสูงขึ้น 
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7.3  ซีลีเนียมในปริมาณที่มากเกินไป (Excessive) 
ปลาสามารถขับซีลีเนียมสวนเกินจากที่รางกายตองการผานทางเหงือกและการขับถายใน

รูป urine (Hodson et al.,1980; อางตาม Santosh, 2002) แตหากไดรับอยางตอเนื่องจะเกิดการสะสม
ซีลีเนียมมากขึ้นสงผลใหเกิดความเปนพิษของซีลีเนียม (selenium toxicity) ขึ้นได 

จากการทดลองของ Gatlin และ Wilson (1984) ในปลาดุกอเมริกันพบวาหากปลาดุก
ไดรับซีลีเนียมในรูปของโซเดียมซีลีไนท 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร จะทําใหปลามีอัตราการ
เจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง กอนตาย 12-24 ช่ัวโมงจะวายน้ําควงสวานไม
สัมพันธกัน และมีอัตราการตายสูงเชนเดียวกับปลาเทราทที่ไดรับโซเดียมซีลีไนท 13 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Goettl and Davies, 
1978) ซ่ึง Hilton และคณะ (1980) กลาวไววาปลาเทราทเมื่อไดรับซีลีเนียมมากเกินไปในระยะเวลา
ส้ันๆ ปลาจะมีการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมและสรีระวิทยาของรางกายเพื่อลดซีลีเนียมในรางกายได
โดยการปสสาวะ ขับถาย  และการหายใจผานเหงือก  

และจากการศึกษาของ Lemly (1997) พบวาเมื่อลูกปลาหางนกยูงไดรับซีลีเนียมมากกวา 
3 ไมโครกรัมตอกรัมอาหาร มีผลใหกลามเนื้อสวนครีบ หัว และปากผิดปกติ เพราะโครงสราง
โมเลกุลโปรตีนถูกบล็อก เกิดการแทนที่ซัลเฟอรดวยซีลีเนียมในตําแหนงที่ไมเหมาะสม ทําให
เนื้อเยื่อบางสวนไมเจริญเติบโต เกิดความผิดปกติหรือพิการ (teratogenesis) 

ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบการปนเปอนของซีลีเนียมในทะเลสาบ Belews  โดยมี
ปริมาณซีลีเนียมสูงถึง 20 ไมโครกรัมตอลิตร ทําใหลูกปลาที่อาศัยอยูในทะเลสาบมีอาการตาโปน  
การพัฒนาการเปนตัวออนผิดปกติ  กระดูกสันหลัง และกระดูกดานขางโคงงอ ระบบการสืบพันธุ
ลมเหลวไมมีการฟอรมไข สงผลใหปลาหลายชนิดในทะเลสาบมีปริมาณลดนอยลง และบางชนิด
สูญพันธุไป นอกจากนี้ยังพบวาอาการเริ่มแรกที่ปลาตอบสนองเมื่อไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงคือ  
ซ่ีเหงือกมีการบวม และโปงพองจากการคั่งของเม็ดเลือดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลงจาก 39
เปอรเซ็นต เปน 33 เปอรเซ็นต  เชนเดียวกับปริมาณ Hemoblasts ลดลง ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาว
เพิ่มมากขึ้น (Lemly, 2002) 

 
8.  การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในปลากะพงขาว 

Obach และคณะ (1993)  พบวาวิตามนิอีมีผลตอระบบภูมิคุมกันในปลากะพงขาวสาย
พันธุที่เล้ียงในยุโรป (Dicentrarchus labrax) ซ่ึงในปลาทดลองที่ไดรับวิตามินอีในปริมาณ 40 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มีการแตกของเม็ดเลือดแดงสูงกวากลุมที่ไดรับวิตามินอใีนปริมาณ 300 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร และเมื่อทดสอบความสามารถในการตานทานโรคตอเชื้อ Vibrio 
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anguillarum พบวาปลาที่ไดรับวิตามินอ ี 300 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารสามารถตานทานเชื้อได
สูงกวาปลาที่ไดรับวิตามินอใีนปริมาณ 40 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร และมีการตอบสนองของ
ภูมิคุมกันของสารน้ําไดแก complement activity สูงกวา แตไมพบความแตกตางในการสราง
แอนติบอดีทกุกลุมทดลอง 

Sitja-Bobadilla และ Perez-Sanchez (1999)  พบวาเมื่อมีการเพิ่มเปอรเซ็นตไขมันและ
โปรตีนในอาหารเม็ดเลี้ยงปลากะพงขาว (Dicentrarchus labrax) จากเดิมเปนอาหารเม็ดที่มี
เปอรเซ็นตไขมัน และโปรตีน 9 และ 46 เปอรเซ็นต เปน 17 และ 55 เปอรเซ็นต ทําใหการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันของสารน้ําไดแก lysozyme activity ลดลง จาก 2,581.30±161.3  ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เปน 1,210.53±100.1  ยูนิตตอมลิลิลิตร ขณะที่การผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของ
เซลลเม็ดเลือดขาวจากการกลืนกิน lipopolysaccharide (LPS) ซ่ึงสกัดจากผนังเซลล Salmonella 
typhimurium มีคาสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารที่มีเปอรเซ็นตไขมัน 17 โปรตีน 55 เปอรเซ็นต 

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Bagni และคณะ (2005)  ในการเสริมเบตากลูแคนซึ่งสกัด
จากยีสต Saccaromyces cerevisiae และกรดอัลจินิค (alginic acid) ซ่ึงไดจากการสกัดสาหราย 
Laminaria digitata 99 เปอรเซ็นต  รวมกบั Ascofillum nodosum 1 เปอรเซ็นต ในอาหารสําเร็จรูป
เล้ียงปลากะพงขาว (D. labrax)   ที่มีน้ําหนักเฉลีย่ 80±12  กรัม เปนเวลา 15 วัน จากนั้นใหกนิ
อาหารปกติเล้ียงตอไปจนครบ 60 วัน พบวาหลังใหกนิอาหารทดลองทั้งสองสูตรเปนเวลา 15 วัน 
ปลามีปริมาณ complement activity และ lysozyme activity เพิม่ขึ้นที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต (p<0.05)  เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เมื่อเล้ียงครบ 30 วัน ปลาที่ไดรับอาหารเสริมกรดอัลจิ
นิคเทานั้นที่มปีริมาณ complement activity เพิ่มขึ้น หลังจากเลี้ยงครบ 45 วัน ปริมาณ complement 
activity และ  lysozyme activity ไมแตกตางกันระหวางแตละชุดการทดลอง นอกจากนี้พบวาการ
ลดลงของปริมาณ complement activity และ  lysozyme activity มีความสัมพันธกับการ
เปลี่ยนแปลงอณุหภูมิน้ําที่ระดับความเชื่อมัน่ 99 เปอรเซ็นต แสดงวาการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิมีผล
ใหการทํางานของระบบภูมคิุมกันในปลากะพงขาวเปลีย่นแปลง 

Salati และคณะ (2005) พบวาวัคซีน crude lipopolysaccharide จากเชือ้ Tenacibaculum 
maritimum สามารถเพิ่มปริมาณแอนติบอดีไตเตอร ในปลากะพงขาว หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 1 
สวนคา phagocytosis เพิ่มขึน้หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 2 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

เยาวนิตยและจารุรัตน (2527) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงระบบเลือดในปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) ที่เปนโรคไต (kidney disease) เปรียบเทียบกบัปลาปกติ พบวาปลาที่เปนโรคทุกตัว มีคา
เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแดงอัดแนน (haematocrit) เฉลี่ย 9.3 เปอรเซ็นต ต่ํากวาปลาปกติเฉลี่ย 40.39
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เปอรเซ็นต สวนคาปริมาณโปรตีนรวม (total protein) ลดต่ําลงในปลาบางตัวเทานัน้ ขณะที่ปลาบาง
ตัวยังปกต ิ

เยาวนิตยและคณะ (2530) พบวาการแชปลากะพงขาว (L. calcarifer) ในมาลาไคทกรี
นเขมขน 0.1 สวนในลานสวน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใหคาเปอรเซน็ตเม็ดเลือดแดงอัดแนนสูงขึ้น 
ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และกลับสูสภาพปกติภายใน 
24 ช่ัวโมง สําหรับปริมาณฮโีมโกลบิน (haemoglobin)โปรตีนรวม เม็ดเลือดแดง และเปอรเซ็นตเม็ด
เลือดขาวแตละชนิด (differential leukocyte count) ไมมีการเปลี่ยนแปลง สวนปลาที่แชในมาลา
ไคทกรีนที่มีความเขมขนต่ํา จะเกิดอาการเครียด ความตานทานลดลงเพียงเล็กนอย เพราะคา
องคประกอบเลือดสามารถเปลี่ยนกลับคืนสูสภาพปกติภายใน 24 ช่ัวโมง 

เยาวนิตย (2540) ศึกษาองคประกอบเลือดของปลากะพงขาว (L .calcarifer) จากการติด
เชื้อ iridovirus เปรียบเทียบกบัปลาปกติพบวา ปริมาณเมด็เลือดแดง และเปอรเซ็นตเมด็เลือดแดงอดั
แนนในปลาปวยลดลงมาก ขณะที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวใกลเคยีงกัน สวนเปอรเซ็นตนิวโทรฟล 
(neutrophil) ในปลาปวยสูงกวาปลาปกติถึง 4 เทา แตเปอรเซ็นตของลิมโฟซัยท (lymphocyte) และ
โมโนซัยท (monocyte) ลดลงเมื่อเทียบกับปลาปกติ ดังตารางที่ 4     นอกจากนี้ในปลาปวยมีความ
ผิดปกติของเซลลแมคโครฟาจ คือมีขนาดใหญขึ้นเมื่อเทียบกับปลาปกต ิ และมีจํานวนเม็ดเลือดขาว
ตาย (necrosis) สูงมากกวาในปลาปกติ ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดทีจ่ะนําลักษณะของเซลลแมคโคร
ฟาจขนาดใหญและปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวที่ตายมาใชในการตรวจวินิจฉยัโรคที่มีสาเหตุจากการ
ติดเชื้อ iridovirus  
ตารางที่ 4   คาองคประกอบเลือดในปลาปวยจากการตดิเชื้อ iridovirus และในปลาปกติ 
 

องคประกอบเลือด ปลาปวย (คาเฉลี่ย) ปลาปกติ (คาเฉลี่ย) 
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 

 

คาเฉลี่ยที่ไมมีอักษรกํากับตวัเดยีวกันแสดงวามีความแตกตางอยางนยัสําคัญที่ p<0.05 
ท่ีมา : ดัดแปลงจากเยาวนติย (2540) 



 

 

33

และจากการศึกษาของอรัญญา (2538) เกี่ยวกับผลของเมทิลพาราไธออนซึ่งเปนสารเคมี
ในยากําจัดแมลงแลวมีการปนเปอนลงในแหลงน้ําอาจเปนสาเหตุใหเกิดความเปนพิษตอสัตวน้ํา 
โดยไดทําการศึกษาถึงผลของเมทิลพาราไธออนความเขมขนตางๆ ตอระบบภูมิคุมกันชนิดเซลลคือ 
การวัดเปอรเซ็นต phagocytosis ของเซลลฟาโกซัยทจากไตสวนตนของปลากะพงขาว 
(L.calcarifer) พบวา ปลาในกลุมที่มีความเขมขนของเมทิลพาราไธออนตั้งแต 0.6 มิลลิกรัมตอลิตร
ขึ้นไป มีเปอรเซ็นต phagocytosis ลดลง โดยปลาในกลุมที่มีเมทิลพาราไธออนเขมขน 2.4 มิลลิกรัม
ตอลิตร มีเปอรเซ็นต phagocytosis ลดลงมากที่สุด 20.12±11.37 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับชุดควบคุมซึ่งไมมีการปนเปอนของสารเคมี โดยมีเปอรเซ็นต phagocytosis อยูที่ 
52.25±11.14 และพบวาปลาที่สัมผัสสารดังกลาวแสดงอาการผิดปกติ โดยลอยตัวนิ่งไมตอบสนอง
ตอส่ิงกระตุน นอนตะแคง กอนตายแสดงอาการกลามเนื้อเกร็ง อาปากและแผนปดเหงือกกางออก
จนสุด 

เยาวนิตยและจีรนันท (2544) ศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตอระบบภูมิคุมกนัใน
ปลากะพงขาว (L. calcarifer) พบวา การลดและเพิ่มอณุหภูมิทําใหระบบภูมิคุมกนัในปลาต่ําจาก
ภาวะปกติ โดยพบวาคาเปอรเซ็นต phagocytosis และ phagocytic index ในปลาชุดการทดลองทัง้
ลดและเพิ่มอณุหภูมิมีคาต่ํากวาปลาในชดุควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลจากการลด
อุณหภูมิทําใหภูมิคุมกันลดลงมากกวาการเพิ่มอุณหภูมิ ดงัตารางที่ 5  
ตารางที่ 5 ผลการเพิ่มอุณหภูมิจาก 26 เปน 29 องศาเซลเซียส และการลดอุณหภูม ิจาก 26 เปน 20 

องศาเซลเซียส ตอเปอรเซ็นต phagocytosis และ phagocytic index ในปลากะพงขาว 
 

ชุดการทดลอง การตอบสนองระบบภูมิคุมกันของเม็ดเลือดขาว 
 % phagocytosis (n=8) phagocytic index (n=8) 

ชุดควบคุมไมมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 43.06±40.36 a 35.36±17.90 a 
ชุดลดอุณหภูมิจาก 26  oC เปน 20 oC   25.78±10.01 b 11.87±8.20 b 
ชุดเพิ่มอุณหภูมิจาก 26  oC เปน 29 oC   31.81±5.12 b 17.72±5.37 b 

 

คาเฉลี่ยที่ไมมีอักษรกํากับตวัเดยีวกันแสดงวามีความแตกตางอยางนยัสําคัญที่ p<0.05 
ท่ีมา : ดัดแปลงจากเยาวนติย และจีรนนัท (2544)  



บทที่ 2  
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

วัสดุ 
 

1.  พันธุปลา 
ปลากะพงขาว น้ําหนักเฉลี่ยตัวละ 17-19 กรัม           จํานวน 600 ตัว จากฟารมเพาะเลี้ยงปลา

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

2.1  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการของอาหาร (ภาคผนวก  ก. 1)                                  
2.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ภาคผนวก  ก. 2) 
2.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะหซีลีเนียม (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.4  สารเคมีสําหรับวิเคราะหวิตามินอี (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.5  สารเคมีสําหรับวิเคราะหเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (ภาคผนวก  ก. 3) 
2.6  สารเคมีสําหรับวิเคราะหองคประกอบเลือด  (ภาคผนวก  ก. 4) 
2.7  สารเคมีสําหรับวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  (ภาคผนวก  ก. 4) 
2.8  สารเคมีสําหรับวิเคราะหภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (ภาคผนวก  ก. 4) 

 
อุปกรณ 

 
1.  อุปกรณเล้ียงปลาทดลอง 

1.1  ถังไฟเบอรกลาสกลม ความจุน้ํา 200 ลิตร จํานวน 21 ถัง 
1.2  อุปกรณใหอากาศ ไดแก เครื่องใหอากาศ ทอลม สายยาง และหัวทราย 
1.3  อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ไดแก สายยางดูดตะกอน และปมน้ําชนิดจุม 
1.4  อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิง และถังพลาสติก 

           
2.  อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา 

2.1  อุปกรณวัดอุณหภูมิน้ํา ไดแก เทอรโมมิเตอร (thermometer) 
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2.2  อุปกรณวดัความเค็ม ไดแก เครื่องวดัความเค็ม Refractosalinometer ของ ATAGO 
รุน S-10E 

2.3  อุปกรณวดัคาความเปนกรด-ดาง (pH) ไดแก เครื่องพีเอชมิเตอร (pH-meter) ของ 
Denver Instrument รุนModel 50 

2.4  อุปกรณวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก ขวดรูปชมพู บีกเกอร ปเปต 
กระบอกตวง ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรต และชุดจับบิวเรต 

2.5  อุปกรณวดัปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ํา (dissolved oxygen, DO) ดวย DO meter 
ของ YSI รุน 550 DO 

2.6  อุปกรณวเิคราะหปริมาณแอมโมเนยี (ammonia) ไดแก หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 50 
มิลลิลิตร ปเปต ลูกยาง หลอดหยด ขวดเก็บตวัอยางน้ํา และเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 

2.7  อุปกรณวเิคราะหปริมาณไนไตรท (nitrite) ไดแก  กระบอกแกวแยกไนเตรท (reduction 
column) หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปต ลูกยาง หลอดหยด ขวดเก็บตัวอยางน้ํา และ
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 

 
3.  อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง 

3.1  เครื่องเตรียมอาหารทดลองของ Hobart Model A 200 ประกอบดวยชุดผสมอาหารแบบมี 
ใบพัด และชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร 

3.2  อุปกรณช่ังตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนงของ Satorius รุน 
Basic  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research กระบอกตวง  บีกเกอร มีดตัด
อาหาร  

3.3  ถาดเตรียมอาหารและตูอบอาหาร 
3.4  ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของ SR songsern  รุน HF 201 ใชสําหรับเก็บ 

อาหารทดลอง 
 

4. อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง 
4.1  อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air  oven) ของ 

Memmert โถดูดความชื้น (desiccators) เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน 
Research 

4.2  อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ Gerhardt  
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รุน Kjeldatherm เครื่องกล่ัน (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I หลอดยอย
โปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต และขวดรูปชมพู 

4.3  อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec System HT6  
ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถอบแหง โถดูดความชื้น และเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
ของ Satorius รุน Research 

4.4  อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle furnace) ของ 
Gallenkamp โถดูดความชื้น (desiccator) และเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน 
Research 

 
5.  อุปกรณวิเคราะหซีลีเนียม 

5.1  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research 
5.2  เตาทําความรอน (hot plate) ของ Ikamag รุน Rec-G 
5.3  บีกเกอร 
5.4  ขวดรูปชมพู 
5.5  กระดาษกรองสารและกรวยกรองแกว 
5.6  ขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  
5.7  เครื่องอิมิสชันสเปกโตรมิเตอร (ICP-OES) ของ Perkin Elmer Instruments รุน 

Optical Emission Spectrometer (Optima 4300 DV)  
 
6.  อุปกรณวิเคราะหวิตามินอี 

6.1  เครื่อง HPLC (High Performance Liquid Chromatograph) ของ Agilent  รุน 1100      
6.2  คอลัมน  Lichrospher 100 RP-18 
6.3  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ของ Satorius รุน Research 
6.4  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
6.5  เตาทําความรอน (hot plate) ของ Ikamag รุน Rec-G 
6.6  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6.7  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K15 
6.8  ชอนตักสาร หลอดหยด และบิกเกอร 
6.9  ไมโครปเปต  และทิป 
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7.  อุปกรณสําหรับตรวจสอบการเจริญเติบโต 
ประกอบดวยเครื่องชั่งไฟฟา 2 ตําแหนง ของ Mettle  รุน AB 204  สวิงชอนปลา และถัง

พลาสติกขนาด 10 ลิตร 
 

8.  อุปกรณวิเคราะหเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส 
ประกอบดวยชุดทดสอบไมโครเพลทขนาด 96 หลุมกนหลุม  ไมโครปเปต  ทิป และ 

เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader)  ของ Biotech รุน ELX  800  
 

9.  อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด 
9.1  อุปกรณเก็บเลือด ไดแก เข็มขนาด 25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 

มิลลิลิตร หลอดพลาสติก (micro tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
9.2  เครื่องสําหรับแยกซีรัม ไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ของ Sigma รุน 2K15 

และเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
9.3  อุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือด ไดแก ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) กลองจุลทรรศน  

ของ Zeiss  รุน Exioskop 2plus   
9.4  อุปกรณสําหรับเจือจางเลือด ไดแก หลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต ทิป 

เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
9.5  อุปกรณสําหรับปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน ไดแก หลอดฮีมาโตคริต (haematocrit  

tube) แผนอานคาฮีมาโตคริต (heamatocrit reader) ฮีมาโตคริตเซนติฟวส (haematocrit centrifuge) 
ของ Kokusan รุน H-25 FI 

 
10.  อุปกรณวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 

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  รุน 2K 15 
10.4  ไมโครปเปต  ทิป สไลด  และแผนปดสไลด 
10.5  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
10.6  เครื่องอานไมโครเพลท ขนาด 96 หลุม (microplate reader) ของ Biotech รุน ELX  800  
10.7  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร  
10.8  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 
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11.  อุปกรณวิเคราะหภูมิคุมกันแบบแบบจําเพาะ 
11.1  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
11.2  ไมโครเพลทขนาด 96 หลุมกนหลุม   
11.3  ไมโครปเปต และทิป   
11.4  หลอดพลาสติก (micro tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
11.5  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ของ sigma  รุน 2K 15   
11.6  ขวดแกวขนาด 100 มิลลิลิตร 
11.7  หลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร  
11.8  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 

 
12.  อุปกรณสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

12.1  จานเพาะเชื้อ (plate)  
12.2  ลูปเขี่ยเชื้อ  
12.3  ตะเกยีงแอลกอฮอล  
12.4  ตูบมเชื้อ (incubator) ของ Mitamura riken kooyo รุน MRK -14-82-2 
12.5  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ของ Shimadzu รุน UV 1201 V 
12.6  บีกเกอร 
12.7  เครื่องผสมสารเคมี (mixer) ของ Vortex  รุน Genie 

   
วิธีการทดลอง 
1.  การเตรียมการทดลอง 

1.1 การเตรียมอุปกรณการทดลอง 
ใชถังไฟเบอรกลาสกลม ความจุน้ํา 200 ลิตร (ตอหนวยทดลอง) ทําความสะอาด และ

ติดตั้งอุปกรณใหอากาศใหพรอมสมบูรณแลว เติมน้ําทะเลที่มีความเค็มประมาณ 27-29 สวนในพัน
สวน ใหไดปริมาตร 170 ลิตร น้ําทะเลที่ใชมาจากบอพักน้ําที่สูบจากทะเลสาบสงขลา ระบบน้ําที่ใช
เปนระบบน้ําใชแลวทิ้ง  

 
1.2 การเตรียมปลาทดลอง 

ใชปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ขนาดน้ําหนกัประมาณ 17-19 กรัม ที่ผานการฝกให
กินอาหารอัดเม็ดสําเร็จรูปมาแลว มีสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค จํานวน 600  ตัว อนุบาลในบอ
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คอนกรีตขนาดความจ ุ 5,000 ลูกบาศกเมตร จํานวน 2 บอ ที่ระดับความเค็มของน้าํ 27-29 สวนใน
พันสวน ใหกนิอาหารเม็ดสาํเร็จรูป วันละ 2 คร้ัง คือเชาเวลา 9.00 น. และเย็นเวลา 16.00 น เปนเวลา 
2 สัปดาห หลังจากนั้นฝกใหปลาทดลองกินอาหารทดลองสูตร 3 ผสมวิตามินอีไมผสมซีลีเนียม 
(+E-Se) เปนเวลา 7 วัน หลังจากปลาคุนเคยกับสภาพถังและอาหารทดลองแลว ทําการชั่งน้ําหนกั
ปลาทดลอง คัดปลาที่มีน้ําหนักใกลเคียงไวสําหรับการทดลอง 
        

1.3  การเตรียมอาหารทดลอง 
อาหารทดลองสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาวมทีั้งหมด 7 สูตร โดยสวนประกอบของอาหาร

ทดลองทั้ง 7 สูตร ดัดแปลงสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตจากจูอะดี และมะลิ (2538) ดัง
ตารางที่ 6  ซ่ึงแตละสูตรอาหารแตกตางกันตาม ชนิด และปริมาณซีลีเนียมที่เสริมในรูปของ
สารละลาย (ภาคผนวก ข) การเสริม และไมเสริมวิตามินอี ดังนี้ สูตรที่ 1 ไมเสริมวิตามินอีและ
ซีลีเนียม (-E-Se)  สูตรที่ 2 ไมเสริมวิตามนิอี แตเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดยีมซีลีไนท อยาง
ละ 0.5 พีพีเอม็ (-E+hSMhNS) สูตรที่ 3-7 เสริมวิตามนิอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารรวมกับ
ซีลีเนียม โดยสูตรที่ 3 ไมเสริมซีลีเนียม (+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 สูตรเปนอาหารเม็ดแบบแหง เตรยีมเองในหองปฏบิัติการ โดยช่ังวัตถุดิบอาหารดังแสดงไวใน
ตารางที่ 6 ช่ังแยกใสถุงไวสําหรับอาหารทดลองแตละสูตร จากนัน้นําสวนผสมทั้งหมดยกเวน
น้ํามัน ผสมรวมกันและคลกุเคลาใหเขากนัดวยเครื่องผสมอาหาร จนเปนเนื้อเดยีวกันจึงเติมน้ํามนั
ลงไป เมื่อสวนผสมเขากันด ี เติมน้ํากลั่นซึง่มีซีลีเนียมแตละความเขมขนละลายอยู (ภาคผนวก ข) 
ผสมลงในอาหารแตละสูตร 35 เปอรเซ็นต นําวัตถุดิบอาหารที่ผสมกันดีแลวเขาเครื่องอัดเม็ดอาหาร 
ผานหนาแวนขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร  โดยตัดเม็ดอาหารใหมีขนาดใกลเคียงกัน อบ
อาหารที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  นาน 24 ช่ัวโมง ผ่ึงอาหารที่เตรียมเสร็จแลวใหแหงในทีร่ม 
แลวบรรจุใสถุงพลาสติก เก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (วุฒิพร , 2541) นําอาหาร
ทดลองแตละสูตรที่ไดวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการ ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้นและเถา
ตามวิธีการของ AOAC (1990) (ภาคผนวก ก. 1) วเิคราะหปริมาณซีลีเนียมในอาหารทดลอง เนือ้
ปลากะพงขาว ดัดแปลงวิธีการจาก AOAC (1993) (ภาคผนวก ก. 3) และปริมาณวติามินอี ตามวธีิ
ของ Buttriss และ Diplock (1984) (ภาคผนวก ก. 3) 
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ตารางที่ 6  สวนประกอบของอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร สําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว 
ดัดแปลงจากสูตรอาหารของจูอะดี และมะลิ (2538) 
 

  วัสดุอาหาร สูตรอาหาร  
(เปอรเซ็นต) 1 2 3 4 5 6 7 

ปลาปน  
กากถั่วเหลือง  
หัวกุงปน 
แอลฟาสตาช 
แปงสาลี 
น้ํามันปลา 
น้ํามันถ่ัวเหลือง 
วิตามินรวม1 
วิตามินซ ี
แรธาตุรวม2 

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 กรัมสวนผสมวิตามินรวม) ประกอบดวย 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 แรธาตุรวม (กรัม/ 100 กรัมสวนผสมแรธาตุรวม) ประกอบดวย 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 เสริมโซเดียมซีลีไนทในรูปสารละลาย ตามตารางภาคผนวก ข. 4 
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1.4   การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 นําเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. บริสุทธิ์ เก็บอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar 

(TSA) นําเชื้อมาทดสอบ pathogenicity โดยนําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth 
(TSB)ใหอากาศโดยการเขยาในอางควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 20-24 ช่ัวโมง จนเชื้อ
เจริญเพิ่มจํานวน จากนั้นนาํไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที แลวละลายตะกอนเชื้อแบคทีเรียในน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ใหมีความ
เขมขนของเชื้อประมาณ 1×108 เซลล/มิลลิลิตร (O.D.=0.1) ฉีดเชื้อแบคทีเรียเขาชองทองปลากะพง
ขาวปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอปลา 1 ตัว เก็บตัวอยางปลาทีต่ิดเชื้อและเพิง่ตาย นาํมาเขีย่เชื้อ 2 บริเวณ 
คือ แผล และไตสวนหลัง ในอาหารเลี้ยงเชือ้ TSA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง เลือก
โคโลนีเชื้อจากจานเพาะเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีเดี่ยว มีสีขาวขุน และขนาดเล็ก มาเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อใหมหลายๆครั้ง (subculture) และนํามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบแบบ 
API 20 STREP (bioMerieux, France) แลวนํามาเลี้ยงในอาหาร TSA เก็บไวในการทดลองตอไป 
 

1.5  การทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารทดลอง 
การทดลองแบงออกเปน 7 ชุดการทดลอง ๆ ละ 3 ซํ้า (replication) ซํ้าละ 20 ตัว ดังนี้ 
ชุดการทดลองที่ 1 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 1 (-E-Se) 
ชุดการทดลองที่ 2 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 2  (-E+hSMhNS) 
ชุดการทดลองที่ 3 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 3  (+E-Se) 
ชุดการทดลองที่ 4 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 4  (+ESM1) 
ชุดการทดลองที่ 5 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 5  (+ESM2) 
ชุดการทดลองที่ 6 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 6  (+ENS1) 
ชุดการทดลองที่ 7 เล้ียงปลากะพงขาวดวยอาหารสูตร 7  (+ENS2) 

  โดยแตละชดุการทดลองใชปลากะพงขาวที่เตรียมไวในขอ 1.2     แบงปลาใสถังไฟ
เบอรกลาสกลม ขนาด 200 ลิตร จํานวน 21 ถัง ซ่ึงไดจัดเตรียมระบบการใหอากาศไวพรอมแลวตาม
ขอ 1.1 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (CRD, Completely Randomized Desige) โดยชุดการ
ทดลองละ 3 ถังๆ ละ 20 ตัว ใหอาหารทดลองแตละสูตรวันละ 2 คร้ัง คือ เชาเวลา 9.00 น. และเยน็
เวลา 16.00 น. หลังจากปลากินอาหารอิ่มประมาณ 1 ช่ัวโมง 30 นาท ีดูดอาหารที่เหลือออก บันทึก
น้ําหนกัอาหารที่ใหทุกสัปดาหตลอดการทดลอง กอนใหอาหารเยน็จะดูดตะกอนทาํความสะอาดถัง
ปลา โดยเปลี่ยนถายน้ําวันละ 50 เปอรเซ็นตทุกวัน และเปลี่ยนถายน้ําประมาณ 90 เปอรเซ็นต ทุกๆ  
2  สัปดาห   ระยะเวลาทดลอง 8 สัปดาห  
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2.  การเก็บรวบรวมขอมูล 
2.1  การศึกษาการเจริญเติบโต 

ระหวางทดลองจะทําการชั่งน้ําหนักปลาทดลองทุก 2 สัปดาห ทุกชุดการทดลองโดยการ
ช่ังน้ําหนักปลาทดลองทุกตัวดวยเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (งดใหอาหาร 1 มื้อกอนวันที่ช่ัง
น้ําหนักปลา) พรอมจดบันทึก น้ําหนักปลา จํานวนปลา อัตราการรอดตาย และน้ําหนักอาหาร
ทดลอง ของปลาทุกชุดการทดลอง รวมทั้งสังเกตลักษณะอาการของปลาตลอดการทดลอง จน
ส้ินสุดการทดลอง 8 สัปดาห นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาอัตราการรอด (Survival Rate) ตามวิธีของ 
Nankervis และคณะ (2000) ประสิทธิภาพการกินอาหาร (Feed Efficiency, FE) และน้ําหนักที่
เพิ่มขึ้น (% Weight Gain) (De Silva and Anderson, 1995) ดังนี้ 
อัตราการรอด (%)                            =               จํานวนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง × 100                                         

จํานวนปลาเมือ่เร่ิมตนทดลอง 
ประสิทธิภาพการกินอาหาร (%)      =               น้ําหนกัปลาที่เพิ่มขึ้น        × 100                                        

น้ําหนกัอาหารที่ปลากิน 
น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (%)   =   (น้ําหนักปลาสิ้นสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเริ่มตนการทดลอง) x 100                           

น้ําหนักปลาเริ่มตนการทดลอง 
 

2.2  การศึกษาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส 
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 นําพลาสมาของปลากะพงขาวที่ไดจากขอ 2.3 จาก

แตละชุดการทดลองมาวิเคราะหการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx)  
โดยใชชุดทดสอบ Glutathione Peroxidase Assay Kit No. 70312, Cayman, USA. (ภาคผนวก ก. 3) 
 

2.3  การศึกษาองคประกอบเลือด และระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 สุมตัวอยางปลากะพงขาวจํานวน 15 ตัวตอชุดการ

ทดลอง โดยสลบปลาทดลองดวย MS 222 เขมขน 150 พีพีเอ็ม เจาะเลือดจากบริเวณสวนหาง 
(caudal peduncle) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง ดวยหลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตรใชเข็มฉีด
ยาขนาด 25G  
คร้ังที่ 1 ใชหลอดฉีดยาที่ไมเคลือบสารกันการแข็งตวัของเลือด (Heparin 150 Unit) สําหรับแยกน้ํา
เลือดสวนที่เรียกวาซีรัม (Serum) ไปใชวเิคราะหหาปรมิาณไลโซไซม (Lysozyme activity) ตาม
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วิธีการของ Demers และ Bayne (1997) ปริมาณคอมพลีเมนท (Alternative complement activity 
(ACH50)) ตามวิธีของ Yano (1992) (ภาคผนวก ก. 4)  
คร้ังที่ 2 ใชหลอดฉีดยาเคลอืบสารกันการแข็งตัวของเลอืด สําหรับนําเลือดไปหาปริมาณเม็ดเลือด
แดง (Red Blood Cell Count, RBC)  เม็ดเลือดขาว (White Blood Cell Count, WBC) ปริมาณเม็ด
เลือดแดงอัดแนน (% Hematocrit, Hct) ตามวิธีการของ  Blaxhall และ Daisley (1973) และแยกน้ํา
เลือดสวนพลาสมา (Plasma) ไปวิเคราะหปริมาณกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส (GSHPx) โดยใชชุด
ทดสอบ Glutathione Peroxidase Assay Kit No. 70312, Cayman, USA. และปริมาณอิมมูโนโกลบู
ลิน (Total Immunoglubulin) ตามวิธีการของ Siwicki และคณะ (1994) (ภาคผนวก ก. 4) 

หลังจากเก็บเลือดแลว ตัดเอาไตสวนหนา (Head kidney) ของปลาแตละตัวในแตละชุด
การทดลองเพือ่แยกเซลลเม็ดเลือดขาวสําหรับตรวจวัดภูมิคุมกันดานเซลล คือปริมาณการจับกินสิ่ง
แปลกปลอม (Phagocytic  index) ตามวิธีการของ Thuvander และคณะ (1987) และซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน (Respiratory burst activity) ตามวิธีการของ Siwicki และคณะ (1994) 
(ภาคผนวก ก. 4)  

 
2.4  การศึกษาระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ  

เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 สุมตัวอยางปลากะพงขาวจํานวน 12 ตัวตอชุดการ
ทดลอง  มาฉีดวัคซีนที่เตรยีมจากเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ความเขมขนเทากบั 108 CFUตอ
มิลลิลิตร ในสารละลายน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต และเติมฟอรมาลิน 0.1 เปอรเซ็นต โดยการฉีดเขา
ชองทอง 0.1 มิลลิลิตรตอตัว เก็บซีรัมปลาทดลองทุกสัปดาห โดยสุมปลากะพงขาวจํานวน 3 ตัวตอ
ชุดการทดลอง เพื่อนําไปหาปริมาณแอนตบิอดีโดยวิธี passive haemagglutination ตามวิธีการของ
อภิญญา (2545)  (ภาคผนวก ก. 4) 
 

2.5  การศึกษาความตานทานโรค 
เมื่อส้ินสุดการทดลองในสัปดาหที่ 8 นําปลากะพงขาวจาํนวน 30 ตัวตอชุดการทดลอง 

ฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. ระดับความเขมขนของเชื้อประมาณ 1 x 106 CFUตอมิลลิลิตร 
(LD50 ที่ 14 วัน) เขาบริเวณชองทองตัวละ 0.1 มิลลิลิตร แลวนําไปเลี้ยงตอในถังไฟเบอรกลาสกลม
ขนาด 200 ลิตร สังเกตและบันทึกอัตราการตายหลังฉดีเชื้อ เปนเวลา 14 วัน นําเปอรเซ็นตการตาย
เฉลี่ยของปลาในแตละชุดการทดลองไปหาคา Relative Percent Survival (RPS) (Ellis, 1988) 

RPS (%) = 1 – อัตราการตายของกลุมที่ไดรับเชื้อ       x 100                                                    
      อัตราการตายของกลุมควบคุม 
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2.6  การวิเคราะหผล  
นําขอมูลที่ไดจากแตละชุดการทดลองมาวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD 

เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test  (DMRT) (Steel and 
Torrie, 1980) โดยใชโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) version 6.0 (SAS 
Institute.,1990) 

 
2.7  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา 

ดําเนินการตรวจวัดคุณภาพน้ําภายในถังเลี้ยงปลาแตละชุดการทดลอง จํานวน 2 คร้ังตอ
สัปดาห (จันทร พฤหัสบดี) เวลา 8.45 น. กอนใหอาหารมื้อเชา โดยตรวจวัดอุณหภูมิน้ําดวย
เทอรโมมิเตอรแบบปรอท  ออกซิเจนที่ละลายน้ําดวย D.O. meter ยี่หอ YSI รุน 550 DO  ความเค็ม
ดวย Refractosalinometer ยี่หอ ATAGO รุน S-10E  ความเปนกรดเปนดางของน้ํา (pH) ดวย pH 
meter ยี่หอ Denver Instrument รุน  Model 50  ความเปนดางของน้ํา (Total alkaline) โดยวิธีไตรเตร
ชัน ดวยเครื่องจายอัตโนมัติยี่หอ BRAND ตามวิธี American Public Health Association (1980) 
ปริมาณไนไตรท และแอมโมเนียรวม ตามวิธีของ Strickland และ Parsons (1972) (ภาคผนวก ก. 2) 

 
 



บทที่ 3  
 

ผลการทดลอง 
 

1.  ผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตในปลากะพงขาว 
1.1  น้ําหนักเฉล่ียตอตัว 

เมื่อเร่ิมตนทดลองน้ําหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวอยูในชวง 18.86-18.89 กรัม (ตารางที่ 
7) น้ําหนักเฉลี่ยของปลาที่ไดรับอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร  เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเลี้ยง และเริ่มมี
ความแตกตางทางสถิติตั้งแตสัปดาหที่ 4 (p<0.05) โดยปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-
Se, +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 มีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวมากกวาสูตร -E-Se อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนในสัปดาหที่ 6 พบวาปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
และ +ESM2 มีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวมากกวาสูตร  -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ENS1 และ +ENS2 
ในสัปดาหที่ 8 น้ําหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทุกสูตรเพิ่มขึ้นแตกตางกันทางสถิติ 
(p<0.05) โดยน้ําหนักเฉลี่ยตอตัวของปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 80.71±0.21 
กรัม รองลงมาคือสูตร +ESM2, +ENS2, +ENS1, -E+hSMhNS, +E-Se และ -E-Se ซ่ึงมีน้ําหนัก
เฉลี่ยตอตัว 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  น้ําหนักเฉลีย่ตอตัวของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 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 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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1.2  น้ําหนักท่ีเพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการกนิอาหาร และอัตราการรอด 
เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีน้ําหนักเพิ่มขึ้น

สูงสุดคือ 327.43±1.05 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นของปลา
ทุกชุดการทดลอง แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 8 

ประสิทธิภาพการกินอาหารของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุด
คือ0.55±0.010 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร +E-
Se, +ESM2 และ +ENS2 มีประสิทธิภาพการกินอาหารไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  ขณะที่
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีประสิทธิภาพการกินอาหารดีกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se,            
-E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ  +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05 (ตารางที่ 8) 

อัตราการรอดตายของปลากะพงขาวทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีอัตรารอดตายอยูในชวง 93.33 - 96.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 8) 
ตารางที่ 8 น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพการกินอาหาร และอัตราการรอดของปลากะพงขาวที ่

ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 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 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า)   
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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2.  ผลของซีลีเนียมตอเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลากะพงขาว  
เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสของปลา

กะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2 มีคาสูงสุดคือ 592.16±78.40 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1, +ENS2, -E+hSMhNS, +ENS1, +E-Se และ -E-Se ซ่ึง
มีการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  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 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ โดยการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-
Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนการทํางาน
ของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 และ +ESM2 สูงกวา
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 9 
ตารางที่ 9  การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในปลากะพงขาวที่ไดรับ 

อาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร การทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส   

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร) 
-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 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
3.  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 

3.1  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดในปลากะพงขาว 
3.1.1  ปริมาณเม็ดเลือดแดงและปริมาณเม็ดเลือดขาว 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 26.01 

±4.98 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ    โดยปริมาณเม็ด
เลือดแดงของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีคาต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-
Se, +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2    อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในตาราง
ที่ 10 

ปริมาณเม็ดเลือดขาวในปลากะพงขาวทุกชุดการทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
โดยปริมาณเม็ดเลือดขาวอยูในชวง 3.57 - 4.29 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 10) 

 
3.1.2  ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน 
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงสุดคือ 

28.73±1.68 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, 
+ENS2, +ENS1 และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน 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 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยปริมาณเม็ด
เลือดแดงอัดแนนในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM1 และ +ESM2 ไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
มีคาสูงกวาสูตรอาหาร -E-Se, +ENS1 และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
ตารางที่ 10  ปริมาณเม็ดเลือดแดง เมด็เลือดขาว และเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที ่

  ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดงอัดแนน 

 (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 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีตัวอักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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3.2  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลากะพงขาว 
3.2.1  ปริมาณไลโซไซม แอคติวิตี ้
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณไลโซไซมสูงสุดคือ 9.87±2.66 

units/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 โดยปริมาณไลโซไซมในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, +ENS1 
และ +ENS2 ต่ํากวาสูตรอาหาร -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM1  และ +ESM2 อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05)   ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8  ไลโซไซมของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 

3.2.2 ปริมาณคอมพลีเมนท แอคติวิตี้ (ACH50) 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณคอมพลีเมนทสูงสุดคือ 32.64±6.83 

units/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ENS1, +ESM2, +ENS2, +E-Se, -E+hSMhNS และ 
-E-Se ซ่ึงมีปริมาณคอมพลีเมนท 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 โดยปริมาณคอมพลีเมนทในสูตรอาหาร +E-Se, +ESM2, 
+ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณคอมพลีเมนทในปลาที่ไดรับ
อาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 
และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 9 
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ภาพที่ 9  คอมพลีเมนทของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
 

3.2.3  ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินสูงสุดคือ 0.235±0.11 

mg/ml. รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 โดยปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในปลาที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhNS, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  อิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห 
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3.2.4 ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอม 
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอมสูงสุดคือ 

1.20±0.28 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอมใน
ปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se และ 
+ENS1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  การจับกินสิ่งแปลกปลอมของปลากะพงขาวทีไ่ดรับอาหารทดลอง 7 สูตร  

 เปนเวลา 8 สัปดาห 
 

3.2.5 ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน  
ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 ผลิตซุปเปอรออกไซดแอนไอออนจากเม็ดเลือด

ขาวไดสูงสุดคือ 0.63±0.28 OD รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +E-Se,          
-E+hSMhSN, ENS2 และ -E-Se ซ่ึงมีปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน 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    โดยปริมาณซุปเปอรออกไซด
แอนไอออนที่ผลิตจากเม็ดเลือดขาวของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM1 และ 
+ESM2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออนที่ผลิตจาก
เม็ดเลือดปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, +ENS1 และ 
+ENS2  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12  ซุปเปอรออกไซดแอนไอออนของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร 

 เปนเวลา 8 สัปดาห  
 
4.  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะในปลากะพงขาว 

หลังจากฉีดวัคซีนจากเชื้อสเตร็บโตคอคคัสใหปลากะพงขาว 1 สัปดาห พบวาปลากะพงขาว
ที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดคือ 60.00±34.6 รองลงมาคือปลาที่
ไดรับอาหารสูตร +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 ในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +E-Se, +ESM1, 
+ESM2, +ENS1 และ +ENS2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณแอนติบอดีไตเตอร
ในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se และ -E+hSMhSN อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 

ในสัปดาหที่ 2 หลังการฉีดวัคซีน ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวทุกชุดการ
ทดลองเพิ่มขึ้นจากสัปดาหแรก โดยปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีปริมาณแอนติบอดี
ไตเตอรเพิ่มขึ้นสูงสุดคือ 106.70±46.91 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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
เตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2 ไม
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แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 
สูงกวาสูตรอาหาร -E-Se, -E+hSMhSN, +E-Se, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2  อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 
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ภาพที่ 13  แอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวในสัปดาหที่ 1, 2 และ 3 หลังจากไดรับอาหาร 

ทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
 

ในสัปดาหที่ 3 หลังการฉีดวัคซีน ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 สูงสุดคือ 20.00±0.00 รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ปริมาณ
แอนติบอดีไตเตอรในปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงกวาสูตรอาหาร -E-Se และ -E+hSMhSN 
อยางมันัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 13 
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5.  ผลของซีลีเนียมตอความตานทานโรคในปลากะพงขาว 
ผลการทดสอบความตานทานตอเชื้อ Streptococcus sp. ของปลากะพงขาวหลังเลี้ยงดวย

อาหารทดลองเปนเวลา 8 สัปดาห พบวาอัตรารอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM1 สูงสุด
คิดเปน 60.00±6.67 เปอรเซ็นต รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +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 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยอัตรารอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร    
-E-Se, -E+hSMhSN และ +E-Se ไม แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่อัตรารอดตายของปลาที่
ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตร  -E-Se, - E+hSMhSN, +E-Se, 
+ESM2, +ENS1 และ +ENS2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 14 
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ภาพที่ 14  อัตรารอดตาย (%) หลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ของปลากะพงขาวหลังจากไดรับ 

อาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
 

และเมื่อนํามาหาความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตาย (RPS) พบวาปลากะพงขาวที่
ไดรับอาหารสูตร +ESM1 มีคาความสัมพันธของการรอดตายสูงสุด 47.83±6.70 เปอรเซ็นต 
รองลงมาคือปลาที่ไดรับอาหารสูตร +ESM2, +ENS1, +ENS2, +E-Se, -E+hSMhSN และ -E-Se ซ่ึง
มีความสัมพันธของการรอดตาย 33.35±3.81, 17.39±3.35, 13.04±3.35, 5.78±5.08, 4.35±3.35 และ 
0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร 
+ESM1 และ +ESM2 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ขณะที่ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอด
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ตายของปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se, - E+hSMhSN และ +E-Se ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
ดังแสดงในภาพที่ 15 

 

 

-10

0

10

20

30

40

50

60

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

สูตรอาหาร

R
PS

 (%
)

 
ภาพที่ 15  ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตาย (RPS) หลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ของ   

ปลากะพงขาวหลังจากไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร เปนเวลา 8 สัปดาห  
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บทที่ 4  
 

วิจารณผลการทดลอง 
   
1.  ผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโต 

  จากการทดลองพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหารทดลอง (สูตร +ESM1 และ 
+ESM2) สําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว เปนเวลา 8 สัปดาห สงผลใหปลามีการเจริญเติบโตสูงกวาการ
เสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเฉพาะ
ปริมาณการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, ปริมาณซีลีเนียมจาก
การวิเคราะหในอาหาร 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีผลทําใหปลามีการเจริญเติบโตสูงสุด 
โดยมีน้ําหนักเฉลี่ยตอตัว เปอรเซ็นตน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น และประสิทธิภาพการกินอาหารสูงกวาปลาที่
ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อัตรารอดของปลาทุกสูตรอาหาร
ทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  แสดงใหเห็นวาการเสริมซีลีเนียมในอาหารเลี้ยงปลากะพง
ขาวในรูปของซีลีเนียมอินทรีย (Organic selenium) คือซีลีโนเมทไธโอนีนทําใหปลาเจริญเติบโต
ดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท ซ่ึงเปนซีลีเนียมอนินทรีย (Inorganic selenium) เชนเดียวกับ
การศึกษาในปลาแซลมอน ปลาดุกอเมริกัน และปลาคารพ (Lorentzen et al., 1994; Wang and 
Lovell, 1997; Wang  et al., 2007) จากการทดลองพบวาปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีที่สุดเมื่อ
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร สอดคลองกับการทดลองของ 
Lin และ Shiau (2005b)  ซ่ึงพบวาปลากะรังไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 0.79 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร มีผลทําใหน้ําหนักตัวและประสิทธิภาพการกินอาหารเพิ่มขึ้น เชนเดียวกับ
ปลาแซลมอนที่ตองการซีลีโนเมทไธโอนีน 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารเพื่อใชในการ
เจริญเติบโต (Poston et al., 1976) ขณะที่ปลาเรนโบวเทราตองการโซเดียมซีลีไนท 0.15-0.38 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Hilton et al., 1980) ปลาดุกอเมริกันตองการโซเดียมซีลีไนท 0.25 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Gatlin and Wilson, 1984) และปลาโคโฮแซลมอนตองการโซเดียมซีลี
ไนทในการเจริญเติบโตสูงถึง 5-7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (Felton et al., 1996 อางตาม 
Santosh, 2002) จากการศึกษาขางตนสรุปไดวาปลาแตละชนิดตองการซีลีเนียมที่เหมาะสมสําหรับ
การเจริญเติบโตแตกตางกัน ขึ้นอยูกับปริมาณ และรูปแบบของซีลีเนียมที่ใช อายุปลา ระยะเวลาการ
ไดรับซีลีเนียม และสภาพแวดลอมในการเลี้ยงปลาขณะทําการทดลอง (Paripatananont and Lovell, 
1997) และปลากะพงขาวที่ไดรับซีลีโนเมทไธโอนีนมีการเจริญเติบโตดีกวาโซเดียมซีลีไนท ทั้งนี้
เนื่องจากเมทไธโอนีนเปนกรดอะมิโนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของปลา  โดยความตองการเมท
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ไธโอนีนในปลาทะเลเทากับ  1.4 เปอรเซ็นตอาหาร   (National Research Council, 1989)  
นอกจากนี้เนื่องจากซีลีโนเมทไธโอนีนมีความจําเพาะกับเมทไธโอนีนที่มีอยูในโปรตีน (Schrauzer, 
2000) จึงสามารถเขาแทนที่เมทไธโอนีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่ใชในการสังเคราะหโปรตีนไดดี จึง
สะสมในเนื้อเยื่อไดดีกวา (Jacques, 2001) 

จากการศึกษาครั้งนี้ตลอดการทดลอง 8 สัปดาห ปลากะพงขาวไมแสดงอาการผิดปกติ
หรือเปนพิษจากการไดรับซีลีเนียมเกินความตองการของรางกาย ซ่ึงปริมาณซีลีเนียมสูงสุดจากการ
ทดลองคือ 4.50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนปริมาณที่ไมเปนพิษตอปลากะพงขาว ขณะที่ใน
ปลากะรังเมื่อไดรับอาหารผสมซีลีโนเมทไธโอนีน  4.00 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร เปนเวลา 8 
สัปดาห มีผลใหน้ําหนักตัว และประสิทธิภาพการกินอาหารของปลาลดลง (Lin and Shiau, 2005b) 
ปลาดุกอเมริกันไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปลามีอัตรา
การเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง และกอนตาย 12-24 ช่ัวโมง ปลาจะวายน้ํา
ควงสวาน ทําใหมีอัตราการตายสูง ซ่ึงลักษณะอาการดังกลาวพบในปลาเทราทที่ไดรับโซเดียมซีลี
ไนท 13 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารดวยเชนกัน (Gatlin and Wilson, 1984; Hilton et al., 
1980; Goettl and Davies, 1978) โดยปกติปลาสามารถขับซีลีเนียมสวนเกินออกจากรางกายผานทาง
เหงือกและการขับถาย แตหากไดรับติดตอกันเปนเวลานานจะเกิดการสะสมและสงผลใหเกิดความ
เปนพิษของซีลีเนียมได (Hodson et al.,1980 อางตาม Santosh, 2002)  

วิตามินอีและซีลีเนียมมีความสัมพันธกันในการทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ 
ปองกันเซลลจากการทําลายของปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Gatlin et al., 1986; Hoekstra et al., 1974) จึง
มีการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในอาหารเพื่อปองกันการเกิดโรคในปลาหลายๆ ชนิด เชนการ
ทดลองของ Thorarinsson และคณะ (1994) ซ่ึงพบวาการเสริมวิตามินอีรวมกับซีลีเนียมทําใหปลา 
Chinook salmon มีการเจริญเติบโตดีกวาการเสริมวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย 
เชนเดียวกับที่รายงานในปลาเทรา (Bell et al., 1986)  จากการทดลองครั้งนี้ที่พบวาการเสริมวิตามิน
อี (50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) รวมกับซีลีเนียมในอาหารสูตร +ESM1, +ESM2, +ENS1 และ 
+ENS2  มีผลใหปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีกวาปลาที่ไมไดรับการเสริมวิตามินอีในสูตร
อาหาร (-E-Se และ -E+hSMhNS) แสดงวาการเสริมวิตามินอีชวยเสริมสรางการเจริญเติบโตของ
ปลากะพงขาวได  

 
2.  ผลของซีลีเนียมตอเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  

การทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเปนพื้นฐานสําคัญของเซลลในการ
ลดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการปองกันเซลลจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Rutruck et 
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al., 1973) ซ่ึงเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมีซีลีเนียมเปนองคประกอบ ปริมาณซีลีเนียมใน
อาหารที่แตกตางกันจึงมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส  จากการทดลอง
คร้ังนี้พบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร             
(+ESM2, +ENS2)   สงผลใหการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสสูงกวา 1 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, +ENS1 และ-E+hSMhNS) แสดงวาการทํางานของเอนไซมกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้นตามปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
Omaye และ Tapple (1974) ที่พบวาการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสมี
ความสัมพันธกับปริมาณซีลีเนียมในอาหาร หากปริมาณซีลีเนียมในอาหารมากการทํางานของเอน
ไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสก็จะเพิ่มสูงขึ้น เชนเดียวกับการศึกษาของ Lin และ Shiau (2005b) 
ที่พบวาในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของปลากะรังมีการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
เพิ่มขึ้นตามปริมาณซีลีเนียมที่เพิ่มขึ้นในอาหาร   

เมื่อพิจารณาผลของวิตามินอีตอการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสพบ
วา การทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se ไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) แสดงวาวิตามินอีไมมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดส เชนเดียวกับการศึกษาของ Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมเฉพาะซีลีเนียมใน
อาหารปลาดุกอเมริกัน มีผลเพิ่มปริมาณเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสไดมากกวาการเสริม
เฉพาะวิตามินอีและการไมไดเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) สอดคลองกับการศึกษาของ Bell และคณะ (1985) พบวาปลาเทราที่ไดรับอาหารเสริม
ซีลีเนียมในปริมาณนอยและเพิ่มปริมาณวิตามินอีใหสูงขึ้นการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอน
เปอรออกซิเดสนอยกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีปริมาณนอยแตเพิ่มปริมาณซีลีเนียมสูงขึ้น 
เชนเดียวกับการทดลองครั้งนี้ที่พบวาการเสริมซีลีเนียมเพิ่มขึ้นในสูตรอาหาร +ENS1, +ENS2, 
+ESM1 และ +ESM2 มีผลใหการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้นตาม
ปริมาณการเสริมซีลีเนียมในอาหาร ดังนั้นหากสัตวน้ําไดรับการเสริมซีลีเนียมรวมกับวิตามินอีใน
ปริมาณที่ เหมาะสมสามารถเพิ่มการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสได 
(Thorarinsson et al., 1994)  

 
3.  ผลของซีลีเนียมตอองคประกอบเลือดและภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ   

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาองคประกอบเลือดไดแก ปริมาณเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว 
และปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน ของปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และ
เสริมโซเดียมซีลีไนทไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีปริมาณ
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เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนนต่ํากวาปลาที่ไดรับการเสริมวิตามินอีทุกสูตรอาหาร แสดงวา
วิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนน ขณะที่การเสริมหรือไมเสริม
ซีลีเนียมในอาหารไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนน เพราะวิตามินอีทํา
หนาที่ปองกันผนังเซลลไมใหเกิดลิปดออกซิเดชั่น ขณะที่ซีลีเนียมเปนองคประกอบของเอนไซมกลู
ทาไธโอนเปอรออกซิเดส ปองกันการเกิดอนุมูลอิสระไดดีกวา (Zhu et al., 1992) สอดคลองกับ
การศึกษาของ Bell และคณะ (1985) พบวาเมื่อปลาเทราไดรับวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย 
มีผลใหกลามเนื้อถูกทําลาย เกิดการรั่วซึมของเอนไซม ซ่ึงจากการทดลองพบวาการเสริมหรือไม
เสริมวิตามินอีในอาหารใหผลเกี่ยวกับคาองคประกอบเลือดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)  
เนื่องจากในวัตถุดิบการทําอาหาร เชน น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปลาหมึก ปลาปน มีปริมาณวิตามินอี
คอนขางสูง (ปริมาณวิตามินอีจากการวิเคราะหในอาหารทดลอง 30-35 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร) ไมแตกตางจากการเสริมวิตามินอีในอาหาร (ปริมาณวิตามินอีจากการวิเคราะหในอาหาร
ทดลอง 40-49 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) เชนเดียวกับการศึกษาของสุนียรัตน (2541) ซ่ึงพบวา
ปริมาณวิตามินอีในอาหารทดลองที่เสริมวิตามินอีสังเคราะหในรูป α-tocopherol acetate มีคานอย
กวาปริมาณวิตามินอีในอาหารสูตรพื้นฐานที่ไมมีการเสริมวิตามินอี 

จากการทดลองพบวา ปลากะพงขาวที่ไดรับการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหาร
สามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะไดดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท 
โดยเฉพาะการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ทําใหปลากะพงขาวมี
ปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่ง
แปลกปลอม สูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เชนเดียวกับการศึกษาของ Lin และ Shiau 
(2006)  ในปลากะรังพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหาร 1.6 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มี
ผลทําใหปริมาณ Respiratory burst activity  อิมมูโนโกลบูลิน และไลโซไซมเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบ
กับชุดควบคุมที่ไมมีการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน การเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนรวมกับกลูแคน
สามารถเพิ่มปริมาณไลโซไซมในปลา Hybrid Striped Bass ไดเชนกัน (Jaramillo and Gatlin, 2004) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Liang และคณะ (2006) พบวาการเพิ่มกลูทาไธโอน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในหลอดทดลองซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลลแมคโครฟาจของปลานิล มีผลทําใหการตอบสนองของเซลล
แมคโครฟาจเพิ่มขึ้น โดยมีคา Respiratory burst activity สูงสุด 90 เปอรเซ็นต  และการศึกษาของ 
Wise และคณะ (1993) พบวาการเสริมซีลีไนท 0.8 รวมกับวิตามินอี 240 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร ทําใหการทํางานของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกันเพิ่มขึ้น  

จากการทดลองพบวา ปลากะพงขาวไดรับอาหารที่ไมมีการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอี     
(-E-Se) มีปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และ
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การจับกินสิ่งแปลกปลอมต่ําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึง Wise และคณะ (1993) กลาววา
การไดรับวิตามินอีและซีลีเนียมในปริมาณนอย อาจเปนสาเหตุใหการผลิตซุปเปอรออกไซดของ
เซลลแมคโครฟาจลดลงในปลาดุกอเมริกัน เพราะเซลลเมมเบรนของเซลลแมคโครฟาจถูกทําลาย   
การผลิตเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสลดลง (Spallholz et al., 1990) การทํางานของ
ภูมิคุมกันดานเซลลและสารน้ําของปลาเรนทโบวเทรามีประสิทธิภาพลดลง (Blazer and Wolke, 
1984)  ปริมาณเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสในพลาสมา และตับลดลง สงผลใหการทํา
หนาที่ของภูมิคุมกันลดลง (Gatlin and Wilson,1984) 
 
4.  ผลของซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ และความตานทานโรค 

เมื่อพิจารณาผลของการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอีในอาหารสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว
ตอการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ โดยการวัดแอนติบอดีไตเตอรหลังจากปลาไดวัคซีน
เชื้อ Streptococcus sp. ที่ฆาดวยฟอรมาลีน พบวาในสัปดาหที่หนึ่งหลังไดรับวัคซีน ตรวจพบ
ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีโนเมทไธ
โอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) โดยมีแนวโนมสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริม
วิตามินอีและซีลีเนียมสูตรอื่นๆ (+E-Se, +ESM2, +ENS1, +ENS2) และสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารที่
ไมเสริมวิตามินอี (-E-Se, -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวาวิตามินอีมีผล
ในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีในปลากะพงขาวไดดีระดับหนึ่ง เชนเดียวกับการทดลองของ Ndoye 
และคณะ (1989) ในปลาเรนโบวเทราพบวา ปลาจะสรางแอนติบอดีเพิ่มขึ้นตามปริมาณวิตามินอีที่
ไดรับสูงขึ้น จากการทดลองปริมาณแอนติบอดีในสัปดาหที่สองเพิ่มสูงขึ้นจากสัปดาหแรก โดย
พบวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอี และซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 
(+ESM1) มีปริมาณแอนติบอดีสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารสูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) อาจเนื่องจากซีลีเนียมชวยปองกันเม็ดเลือดขาวชนิด B lymphocyte ไมใหถูกทําลายจาก
เปอรออกไซดที่เกิดขึ้นในระหวางขบวนการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytosis) จึงทําให B 
lymphocyte มีการผลิตแอนติบอดีเพิ่มขึ้น (Combs and Combs, 1986) ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณเม็ด
เลือดขาวที่มีปริมาณสูงสุดในปลาที่ไดรับอาหารชุดเดียวกัน (ตารางที่ 10) อยางไรก็ตามปริมาณ
แอนติบอดีในสัปดาหที่สามลดลงจากปริมาณแอนติบอดีในสัปดาหที่สองและสัปดาหที่หนึ่ง ทั้งนี้
อาจเนื่องจากระยะเวลาการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะตอแอนติเจนชนิดใดชนิดหนึ่ง
แตกตางกัน ซ่ึงในระยะ lag phase หรือ latent phase เปนระยะที่ B lymphocyte รับรูวาแอนติเจน
เปนสิ่งแปลกปลอม จึงแบงตัวเพิ่มจํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปราง จนสามารถตรวจพบแอนติบอดี
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ได ซ่ึงใชเวลาตั้งแต 1-30 วัน ขึ้นกับปริมาณแอนติเจน และแนวทางที่แอนติเจนเขาสูรางกาย (สุทธิ
พันธ และคณะ, 2543) 

การศึกษาความตานทานโรคโดยการนําปลากะพงขาวที่เล้ียงดวยอาหารทดลองทั้ง 7 สูตร 
เปนเวลา 8 สัปดาห มาฉีดเชื้อ Streptococcus sp. และตรวจวัดอัตรารอดตายเปนเวลา 14 วัน พบวา
อัตรารอดของปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนสูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซี
ลีไนทอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05) โดยเฉพาะปลาที่ไดรับซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหารมีอัตรารอดสูงสุด  60  เปอรเซ็นต มีคา RPS 47.83 เปอรเซ็นต สอดคลองกับปริมาณ
แอนติบอดีที่ตรวจพบสูงสุดในปลาที่เล้ียงดวยอาหารสูตรดังกลาว ขณะที่ปลาซึ่งไดรับอาหารไม
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se) มีอัตรารอดตายต่ําสุด  สอดคลองกับการทดลองในปลา 
Chinook salmon ที่ไดรับอาหารที่ขาดซีลีเนียมมีอัตราการตายสูงหลังไดรับเชื้อ Renibacterium 
salmoninarum เมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีเนียม (Thorarinsson  et al., 1994) 
เชนเดียวกับปลาดุกอเมริกันที่มีความตานทานตอการติดเชื้อ E. ictaluri  ต่ํา โดยมีอัตราการตายถึง 
90 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับอาหารเสริมที่ขาดซีลีเนียม ( Wang et al., 1997)  

นอกจากนี้ในการทดลองครั้งนี้ยังพบวา ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธ
โอนีน และโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2 และ +ENS2) มีปริมาณไลโซ
ไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน แอนติบอดี อัตราการรอด และ
คา RPS ต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (+ESM1 และ +ENS1) แสดงวาการไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงนอกจากไม
สามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และความตานทานโรคในปลากะพงขาว ยังทําใหระบบ
ภูมิคุมกันลดลงดวย ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาของ Lin และ Shuai (2006) ที่พบวาการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันของปลากะรังเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มปริมาณซีลีเนียมขึ้นเปนสองเทา เชนเดียวกับ
การศึกษาของ Wise และคณะ (1993) ที่พบวาการทํางานของเซลลแมคโครฟาจในปลาดุกอเมริกัน
เพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มปริมาณซีลีเนียมเปน 4 เทา 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาผลของซีลีเนียมตอการเจริญเติบโตและระบบภูมิคุมกันโรคในปลากะพงขาว 
สามารถสรุปไดดังนี้ 

1.  การเสริมซีลีเนียมในอาหารทดลองสําหรับเลี้ยงปลากะพงขาว ในรปูซีลีเนียมอินทรีย 
(Organic form) ไดแกซีลีโนเมทไธโอนีน (สูตร +ESM1 และ +ESM2) สงผลใหปลามีการเจริญเติบ 
โตดีกวาการเสริมในรูปโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2) ซ่ึงเปนซีลีเนียมอนินทรีย 
(Inorganic form) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

2.  ปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, 
ซีลีเนียมจากการวิเคราะห 3.28 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) มีการเจริญเติบโตสูงสุด โดยมีน้ําหนัก
เฉลี่ยตอตัว เปอรเซ็นตน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น และประสิทธิภาพการกินอาหารสูงกวาปลาที่ไดรับอาหาร
สูตรอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อัตรารอดของปลาทุกสูตรอาหารทดลองไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)        

3.  ปริมาณซีลีเนียมสะสมในเนื้อปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนนี (สูตร 
+ESM1 และ +ESM2) มากกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนท (สูตร +ESN1 และ +ESN2)   

4.  การเสริมวิตามินอี (50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร) รวมกับซีลีเนียมในอาหาร (สูตร 
+ESM1, +ESM2, +ENS1 และ +ENS2) สงผลใหปลากะพงขาวมีการเจริญเติบโตดีกวาปลาที่ไดรับ
อาหารที่ไมเสริมวิตามินอี (สูตรอาหาร -E-Se และ -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 

5.  รูปแบบของซีลีเนียมที่ใชไมมีผลตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส
ในพลาสมาของปลากะพงขาว เนื่องจากปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลี
ไนท มีการทํางานของปริมาณเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสไมแตกตางกัน ขณะที่
แนวโนมกการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้น ตามปริมาณซีลีเนียมที่
เพิ่มขึ้นในอาหาร โดยพบวาการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนและโซเดียมซีลีไนท 2 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร (+ESM2, +ENS2) มีการทํางานของเอนไซมกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดสใน
พลาสมาสูงกวา 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1, +ENS1) นอกจากนี้พบวาวิตามินอีไมมีผล
ตอการทํางานของเอนไซนกลูทาไธโอนเปอรออกซิเดส เนื่องจากการทํางานของเอนไซนกลูทาไธ
โอนเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร -E-Se และ +E-Se ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
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6.  จํานวนเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนนของปลากะพงขาวที่
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และเสริมโซเดียมซีลีไนทไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
สวนปลาที่ไดรับอาหารสูตร -E-Se มีปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดแดงอัดแนนต่ํากวาปลาที่
ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีทุกสูตรอาหาร แสดงวาวิตามินอีมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ด
เลือดแดงอัดแนน ขณะที่การเสริมหรือไมเสริมซีลีเนียมในอาหารไมมีผลตอปริมาณเม็ดเลือดแดง
และเม็ดเลือดแดงอัดแนน 

7.  การเสริมซีลีโนเมทไธโอนีนในอาหารสามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะไดดีกวาการเสริมโซเดียมซีลีไนท โดยเฉพาะการเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร ทําใหปลากะพงขาวมีการตอบสนองของภูมิคุมกัน ไดแกไลโซไซม คอมพลีเมนท 
อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน และการจับกินสิ่งแปลกปลอม สูงกวาชุดการ
ทดลองอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่อาหารซึ่งไมมีการเสริมซีลีเนียมและวิตามินอี
(สูตร -E-Se)   ทําใหปลามีการตอบสนองของไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน ซุปเปอร
ออกไซดแอนไอออน และการจับกินกินสิ่งแปลกปลอมต่ําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

8.  ปริมาณแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมวิตามินอีและซีลีโน
เมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1) โดยมีแนวโนมสูงกวาปลาที่ไดรับอาหาร
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียมสูตรอื่นๆ (+E-Se, +ESM2, +ENS1, +ENS2) และสูงกวาปลาที่ไดรับ
อาหารที่ไมเสริมวิตามินอี (-E-Se, -E+hSMhNS) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวา
วิตามินอีมีผลในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีในปลากะพงขาว 

9.  อัตรารอดของปลาทดลองหลังฉีดเชื้อ Streptococcus sp. ต่ําสุดในปลาที่ไดรับอาหารที่ไม
เสริมวิตามินอีและซีลีเนียม (-E-Se) สวนอัตรารอดของปลาที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน
สูงกวาปลาที่ไดรับอาหารเสริมโซเดียมซีลีไนทอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเฉพาะปลาที่
ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร มีอัตรารอดสูงสุดคือ 60 
เปอรเซ็นต ขณะที่ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการรอดตายเทากับ 47 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับ
ปริมาณแอนติบอดีสูงสุดที่วัดไดในปลาที่เล้ียงดวยอาหารสูตรดังกลาว  

10.  ปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารเสริมซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 2  มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM2 และ +ENS2) มีปริมาณไลโซไซม คอมพลีเมนท อิมมูโนโกลบูลิน 
ซุปเปอรออกไซดแอนไอออน แอนติบอดี อัตราการรอดและคา RPS ต่ํากวาปลาที่ไดรับอาหารเสริม
ซีลีโนเมทไธโอนีน และโซเดียมซีลีไนท 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร (+ESM1 และ +ENS1) แสดง
วาการไดรับซีลีเนียมในปริมาณสูงนอกจากไมสามารถเพิ่มการทํางานของระบบภูมิคุมกัน และความ
ตานทานโรคในปลากะพงขาว ยังทําใหระบบภูมิคุมกันลดลงดวย 
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11.  จากการทดลองในครั้งนี้พบวาการเสริมซีลีเนียมในอาหารปลากะพงขาวในรูปซีลีโนเมท
ไธโอนีน ที่ระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัม รวมกับการเสริมวิตามินอี 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร
ชวยเสริมสรางการเจริญเติบโต เพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของภูมิคุมกันและความตานทานตอเชื้อ
แบคทีเรีย Streptoccocus sp. 

 
ขอเสนอแนะ 

1.  จากการศึกษาครั้งนี้พบปริมาณซีลีเนียมในอาหารสูงสุดถึง 4.50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
อาหาร ควรใชระยะเวลาทดลองมากกวานี ้เพื่อศึกษาความเปนพิษที่อาจจะเกิดขึ้นกับปลากะพงขาว 
และควรศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพทางเนื้อเยือ่รวมดวย 

2.  การศึกษาเกี่ยวกับสารอาหารปริมาณนอยโดยเฉพาะซีลีเนียมตอระบบภูมิคุมกันและความ
ตานทานโรคในสัตวน้ําของประเทศไทยมนีอยมาก โดยเฉพาะปลาทะเลซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจ  
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ภาคผนวก ก 
 

ภาคผนวก ก. 1 
 

1. การวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของอาหารทดลอง (ตามวิธีการของ AOAC, 1990) 
1. 1  การวิเคราะหความชื้น  

1.  อบถวยกระเบื้องเคลือบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-3 ช่ัวโมง  
นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น จนกระทั่งอุณหภูมิของถวยกระเบื้องเคลือบลดลงจนถึง
อุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 

2.  กระทําเชนเดียวกับขอ 1 ซํ้า จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 
1-3 มิลลิกรัม 

3.  ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอน 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหาความชื้นซึ่งทราบ 
น้ําหนักที่แนนอนแลว 

4.  นําไปอบในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ช่ัวโมง 
5.  นําออกจากตูอบใสในภาชนะโถดูดความชื้น ตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวช่ังน้ําหนัก 
6.  อบซ้ําอีกครั้งประมาณ 30 นาที และกระทําเชนเดิม จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้ง

สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
7.  คํานวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 

การคํานวณ 
ปริมาณความชื้น (เปอรเซ็นต)   =      (a-b)  X 100 

      w 
เมื่อ   a  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนอบแหง 
   b  =  น้ําหนักของตัวอยางหลังอบแหง 

w  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนอบ 
 

1.2  การวิเคราะหปริมาณเถา  
1.  เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 3 

ช่ัวโมง ปดสวิตซเตาเผารอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิเตาเผาลดลงกอน แลวนําออกจาก
เตาเผาใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 

2.  เผาซ้ําอีก คร้ังละประมาณ 30 นาที และกระทําเชนขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักทั้ง 
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สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
3. ช่ังน้ําหนักใหไดน้ําหนักแนนอน (ประมาณ 3 กรัม) ใสในถวยกระเบื้องซึ่งทราบ 

น้ําหนักแนนอนแลว นําไปเผาในตูควันจนหมดควันแลวจึงเขาเตาเผาอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส 
และกระทําเชนเดียวกับขอ 1-2 
การคํานวณ 
   ปริมาณเถา (เปอรเซ็นต)    =      (b - a)  X 100 

   w 
เมื่อ   a  =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ 
   b  =   น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ําหนักของตัวอยางหลังเผา 

w  =  น้ําหนักของตัวอยางกอนเผา 
 

1.3  การวิเคราะหหาโปรตีน  
สารเคมี 

1.  กรดซัลฟวริกเขมขน (sulfuric acid , H2SO4) 93-98 เปอรเซ็นต 
2.  สารเรงรวม (catalyst mixture): เตรียมโดยชั่งคอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate,  

CuSO4) 7.0 กรัม กับโปแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100.0 กรัม ผสมใหเขากัน 
3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, NaOH) 45 เปอรเซ็นต: เตรียม 

โดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ชนิดเกล็ด 450.0 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
4.  สารละลายกรดเกลือ (Hydrochloric acid, HCl) 0.1 นอรมอล: เตรียมโดยละลายกรด 

เกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
5.  สารละลายกรดบอริค (boric acid, H3BO3) 4 เปอรเซ็นต: เตรียมโดยตมน้ํากลั่น 50 

มิลลิลิตร ใหรอนแลวใสกรดบอริคลงไป 4.0 กรัม คนจนละลายหมด เมื่อสารละลายเย็นลงแลว จึง
เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

6.  อินดิเคเตอรรวม (mixed indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลเรด (methyl red) 0.2 กรัม 
ในแอลกอฮอร 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร และละลายเมทิลินบลู 
(methyllene blue) 0.2 กรัม ในแอลกอฮอร 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร นํา
สารละลายเมทิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทิลินบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน 

 7.  สารละลายโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอรมอล: เตรียม 
โดยอบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260-270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ช่ังสารที่อบแลว 
1.325 กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร 



 78

8.  เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 
0.1 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
 

การหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน 
ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2-3 หยด ทําการไตเตรท ดวยสารละลาย
กรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร  

N1V1  =  N2V2 
เมื่อ   N1  =  ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา 

N2  =  ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ 
V1  =  ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา 
V2  =  ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ  

 
วิธีการ 
ก.  ขั้นตอนการยอย (digestion) 

1.  ช่ังตัวอยางดวยกระดาษชั่งสารที่ปราศจากไนโตรเจน ใหไดน้ําหนักประมาณ 0.5-1.0 กรัม  
(ตัวอยางของเหลวใชปริมาตร 10-15 มิลลิลิตร) ใสในหลอดยอยโปรตีนและทําแบลงคดวย บันทึก
น้ําหนักโดยละเอียด 

2.  เติมสารเรงรวม 3 กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย 
3.  เติมกรดกํามะถันซัลฟูริกเขมขน 15 มิลลิลิตร 
4.  นําไปใหความรอนดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน วางหลอดยอยในเตาเผายอย ที่อุณหภูมิ 375  

องศาเซลเซียส เวลา 90-120 นาที (สามารถเพิ่มเวลาในการยอยไดจนไดสารละลายใส) เมื่อยอยจน
ใสหรือไดสารละลายสีฟาหรือสีเขียวอมฟา ทิ้งไวใหเย็น 
ข.  ขั้นตอนการกลั่น (distillation) 

1.  เมื่อสารละลายเย็นลง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดวิเคราะห 
2.  ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลายตอหลอดแกววิเคราะหโปรตีน

เขากับชุดเครื่องกล่ันที่มีขวดรูปชมพูบรรจุกรดบอริก 40 มิลลิลิตร โดยใหปลายของทอยางที่ตอจาก
กระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรดบอริก เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในหลอดแกววิเคราะหชาๆ 
จนกระทั่งสารละลายมีสีดํา 

3.  หยดอินดิเคเตอรรวมลงในกรดบอริก 2-3 หยด 
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4.  ทําการกลั่นจนกระทั่งไมมีกาซแอมโมเนียออกมา เมื่อกรดบอริกเปลี่ยนเปนสีเขียวแลวจึง 
ทําการกลั่นตอไปอีก 10 นาที จากนั้นจึงนําขวดรูปชมพูออกจากเครื่องกล่ัน 
 ค.  ขั้นตอนการไตเตรท (titration) 

1.  นําไปไตเตรทดวยสารละลายกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) 
จนกระทั่งกรดบอริกเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน 

 2.  บันทึกปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชเพื่อการคํานวณตอไป 
การคํานวณ 
   โปรตีน (เปอรเซ็นต) = 1.4 X (V1 – V2) X N X 6.25 

     W 
เมื่อ                 V1  =  ปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยาง 
           V2 =  ปริมาตรของกรดเกลือมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใช
ตรวจสอบ 
                  N   =  ความเขมขนของกรดเกลือ (นอรมอล) 
   W  =  น้ําหนักตัวอยาง 
 

1.4  การวิเคราะหปริมาณไขมัน  
สารเคมี 

1.  สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)  
2.  เมทธานอล (methanol)  
 

วิธีการ 
1.  อบถวยสกัดไขมัน (cup) ที่มีลูกแกว 2-3 เม็ด ในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  

ประมาณ 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถดูดความชื้น 
2.  อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 คืน ทิ้งไวใหเย็นใน 

โถดูดความชื้น 
3.  ช่ังน้ําหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวใหไดน้ําหนักคงที่ (W1) 
4.  ช่ังตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรอง ประมาณ 1.0-2.0 กรัม (W2) หอให 

มิดชิดใสลงในไสกรอง (thimble) ที่เตรียมไวนําไปใสเขาเครื่องสกัดไขมัน 
4. นําถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกวที่ช่ังไวแลวมาเติมสารละลายคลอโรฟอรม : เมทธา 

นอลในอัตราสวน 2:1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องสกัดไขมัน 
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6.  เปดเครื่องสกัดไขมัน ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง เปด
วาลวเล่ือนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที 

7.  จากนั้นเลื่อนปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที 
8.  ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เล่ือนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหยออกไป 5 

นาที 
9.  ปดสวิทซอากาศและเครื่องทําความเย็น  เล่ือนปุมไปที่ evaporation กลับตําแหนงเดิม 

นําถวยสกัดไขมันออกจากเครื่อง จากนั้นวางทิ้งไวใหเย็นแลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส จนแหง หรือ 135 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

10.  นําถวยสกัดไขมันออกมาใสในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก (W3) 
การคํานวณ 

ไขมัน (เปอรเซ็นต)  =  (W3 – W1)  
 W2 

 เมื่อ     W1  =  น้ําหนักถวยสกัดไขมันพรอมลูกแกว 
W2   =  น้ําหนักตัวอยาง 

  W3  =  น้ําหนกัถวยสกดัไขมันพรอมลูกแกวและตัวอยางหลังการอบ  
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ภาคผนวก ก. 2 
 

1.  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992) 
1.1  การวิเคราะหความเปนดางของน้ํา 
สารเคมี 

1.  ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายฟนอลฟทาลีน 0.5 กรัม ใน 
เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2.  เมทิลเรด อินดิเคเตอร:  เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.5 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตร 
ใหได 100 มิลลิลิตร 

3.  เมทิลออเรนจ อินดเิคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับ 
ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

4.  สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม 
คารบอเนต ซ่ึงอบแหงจํานวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที ทํา
ใหเย็นในโถอบแหง จากนัน้ละลายในน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ วางใหเยน็ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
จนครบ 1 ลิตร 

5.  สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆเทกรดซัลฟูริก
เขมขน 6 มิลลิลิตร  ลงในน้ํากลั่น (ที่ตมเดือดใหมๆ ทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 
ลิตร 

 
การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย 

1.  ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  ใสลงในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

2.  หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหเขากนัจะไดสารละลายสีเหลือง 
3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก จนสารละลายเปนสีชมพู 
4.  นําสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพื่อไลกาชคารบอนได 

ออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง 
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสี 

ชมพูอีกครั้งหนึ่ง 
6.  บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป 

การคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก  โดยใชสูตร 
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ความเขมขน (นอรมอล) =     0.2 × 5     
ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช 

หลังจากนัน้ทาํการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขมขน
เทากับ 0.02 นอรมอล  โดยใชสูตร   

N1V1  =  N2V2 
เมื่อ   N1      =    ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา 

N2         =    ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ 
   V1     =    ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา 
   V1     =    ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ 

 
วิธีการ 

1.  นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
2.  หยดฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหเขากนั 

  ก.  ถาสารละลายใส ใหทําขอ 3 ตอไป 
  ข.  ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 
จนกระทั่งสารละลายสีชมพูหายไป บนัทกึปริมาตรที่ใชไป (นําไปรวมกับปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4) ทําตอไปในขอ 3 

3.  หยดเมทิลออเรนจ 2-3 หยด เขยาใหเขากัน จะไดสารละลายสีเหลือง 
4.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสารละลาย 

เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด 
การคํานวณคาความเปนดางของน้ํา โดยใชสูตร 
คาความเปนดางของน้ํา (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

=   ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช × นอรมอลิตี้ของกรดซัลฟูริก × 50 × 1,000 
     ปริมาตรของน้ําตัวอยาง 
 

1.2  การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียในน้ํา 
สารเคมี 

1.  สารละลายออกซิไดซิ่ง: ผสมน้ํายาซักผาขาว (มีคลอรีน 5%) 20 มลิลิลิตร กับน้ํากลั่น  
80 มิลลิลิตร แลวปรับคาความเปนกรดดาง ใหอยูในชวง 6.5-7 โดยใชสารละลายกรดเกลือ (กรด 1 
สวนตอน้ํากลัน่ 3 สวน) ควรเตรียมสารละลายออกซิไดซิ่งใหม ทุก 4-5 วัน 
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2.  สารละลายฟนอล: สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2.5 กรัม และฟนอล 10.0 กรัม ใน 
น้ํากลั่น 100 มลิลิลิตร 

3.  สารละลายเกลือโรเชล: ละลายเกลือโรเชล (KnaC4H4O6.4H2O) 50.0 กรัม ในน้ํากลั่น 
100 มิลลิลิตร แลวตมใหเดือดเพื่อไลแอมโมเนียที่อาจปนเปอนในเกลือ จนปริมาตรสารละลายเหลือ
ประมาณ 70 มิลลิลิตร จึงทําใหเย็น จากนัน้เติมแมงกานสีซัลเฟต (MnSO4.H2O) 50 มิลลิกรัม แลว
เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

4.  สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย-ไนโตรเจน 0.3 มิลลิลิตร: ขั้นแรกเตรียมสารละลาย 
มาตรฐานแอมโมเนีย-ไนโตรเจนทั้งหมด (total ammonia-nitrogen หรือ Tan) เขมขน 1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 1.079 กรัม ในน้าํกลั่น แลวปรับ
ปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร จากนัน้เจอืจาง 5.0 มิลลิลิตร ของสารละลายมาตรฐาน TAN  1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ดวยน้ํากลัน่จนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร ซ่ึงจะไดสารละลายมาตรฐาน TAN 
10 มิลลิลิตร ขั้นสุดทายเจือจาง 15 มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐาน TAN 10 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กล่ันจนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐาน TAN 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
วิธีการ  

1. กรองน้ําตัวอยางดวยกระดาษกรอง GF/C ใชปเปตดูดน้ําตัวอยางที่ผานการกรอง หรือ 
สารละลายมาตรฐาน TAN 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร น้ํากลั่นมา 10 มิลลิลิตร ในหลอดแกวฝาเกลียว 

2.  เติมสารละลายเกลือโรเชล 1 หยด เขยาใหสารละลายเขากัน เติมสารละลายออกซิได 
ซ่ิง 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายเขากัน จากนั้นเตมิสารละลายฟนอล 0.6 มิลลิลิตร เขยาให
สารละลายเขากัน วางทิ้งไวประมาณ 15 นาที เพื่อใหเกดิสี 

3.  นําสารละลายมาตรฐานและน้ําตัวอยางไปวัดคาการดดูกลืนแสง ดวยเครื่องวัดการ 
ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร 
หาความเขมขนของแอมโมเนียในน้ําตวัอยาง ตามสูตร 
การคํานวณ 

Csp = Asp × Csd 
Asd  

เมื่อ   Csp  =  ความเขมขนของ TAN ในน้ําตวัอยาง 
Csd  =  ความเขมขนของ TAN ในสารละลายมาตรฐาน 
Asp  =  คาการดูดกลืนแสงในน้ําตัวอยาง 

   Asd  =  คาการดูดกลืนแสงในสารละลายมาตรฐาน 
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1.3  การวิเคราะหปริมาณไนไตรท 
สารเคมี 

1.  Copper-cadmium granules: ลางเม็ดแคดเมี่ยมน้ําหนกั 25.0 กรัม ดวยสารละลายกรด 
ไฮโดรคลอริก 6 นอรมอล แลวลางดวยน้ํากลั่น จากนั้นเติมสารละลายแคดเมีย่มเปอรซัลเฟต 2
เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แกวงเม็ดแคดเมีย่มจนสีฟาของสารละลายคอปเปอรซัลเฟตจาง
ลง รินสารละลายทิ้งแลวเตมิใหม ทําซ้ําจนกระทั่งเกิดตะกอนสีน้ําตาล จากนั้นจึงคอยๆ ใชน้ํากลั่น
ลางเอาตะกอนออกไป นําแคดเมี่ยมนีไ้ปเติมใน reduction colum 

2.  สารกอสี (color reagent): เติม 85 เปอรเซ็นต ฟอสฟอริก แอสิค ปริมาตร 100  
มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร แลวเติมซัลฟานิลาไมด 10.0 กรัม เมื่อซัลฟานิลาไมดละลาย
หมดแลวจึงเตมิ N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride 1.0 กรัม ละลายใหเขากนั แลว
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 1 ลิตร เก็บสารละลายในขวดทึบแสง เก็บไวนานประมาณ 1 เดือน 

3.  สารละลาย NH4Cl-EDTA: ละลาย NH4Cl ปริมาณ 13.0 กรัม Na2EDTA 1.7 กรัม ใน 
น้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายนี้ดวย NH4OH เขมขน จนไดพีเอช 8.5  จึงปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร 

4.  สารละลายเจือจาง NH4Cl-EDTA: เจือจางสารละลาย NH4Cl-EDTA (ขอ 3) 300 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร 

5.  สารละลายกรด HCl  6  นอรมอล: โดยเจือจางกรด HCl  เขมขนกับน้ํากลัน่ใน
ปริมาตรที่เทากัน 

6.  สารละลาย CuSO4 2 เปอรเซ็นต: ละลาย CuSO4.5H2O ปริมาณ 20.0 กรัม ในน้ํากลั่น 
500 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 

7.  สารละลายมาตรฐานไนไตรท: นํา  NaNO2 1.232 กรัม ละลายน้ํากลั่นแลวปรับ 
ปริมาตรใหครบ 1 ลิตร จนไดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน 250 มิลลิกรัม NO2-N/ลิตร นํา
สารละลายมาตรฐานนี้ไปเจอืจางดวยน้ํากลั่น จนไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 50 มิลลิกรัม NO2-
N/ลิตร จากนัน้นําสารละลายมาตรฐานไนไตรท: สารละลายมาตรฐานไนไตรทที่เตรียมไดคร้ังหลัง
นี้ไปเตรียมสารละลายมาตรฐานไนไตรทใหมีความเขมขนอยางนอย 6 ระดับ อยูในชวง 0.00-0.50 
มิลลิกรัม NO2-N/ลิตร 

 
วิธีการ 

1.  กรองน้ําตัวอยางผานชุดกรองสูญญากาศ 
2.  ปรับพีเอชของน้ําที่กรองแลว ใหอยูในชวงพีเอช 7-9 ดวยกรด HCl หรือดาง NaOH  
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ที่เจือจาง 
3.  ผสมน้ําตัวอยาง 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย NH4Cl-EDTA 75 มิลลิลิตร แลวเทให

ไหลผานคอลัมนแคดเมีย่มในอัตรา 7-10 มิลลิลิตรตอนาที ทิ้งน้ําตวัอยางที่ผานคอลัมน 25 มิลลิลิตร
แรก เก็บตวัอยางที่ผานคอลัมนสวนที่เหลือไปวัดความเขมขนของไนไตรท ภายใน 15 นาที 
หลังจากผานคอลัมน 

4.  นําน้ําตัวอยางที่ตองการวดัความเขมขนของไนไตรท  ทั้งน้ําตัวอยางที่ผานการกรอง 
และน้ําตวัอยางที่ผานคอลัมนแลว) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมสารกอสี 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

5.  ภายหลังเตมิสารกอสีอยางนอย 10 นาท ีแตไมเกนิ 2 ช่ัวโมง นําสารละลายไปวัดการ 
ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร 

6.  เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย 
มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากน้ําตัวอยางไปเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน จะทราบความเขมขนของไนไตรทในน้ําตัวอยาง 
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ภาคผนวก ก. 3 
 

1.  การวิเคราะหหาปริมาณซลีีเนียม  ดัดแปลงวิธีการจาก AOAC (1993) 
สารเคมี 
1.  กรดไนตรกิเขมขน 65 เปอรเซ็นต (conc. H2NO3)  
2.  น้ํากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) 

 
วิธีการ 
1.1  ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 

วิเคราะหซีลีเนียมในอาหารทดลองแตละชดุการทดลองและในปลากะพงขาวทดลองทั้ง
กอนและหลังการทดลอง สําหรับตัวอยางปลากะพงขาว แลเอาแตกลามเนื้อของปลาจากแตละชดุ
การทดลอง ใหไดน้ําหนกัประมาณ 200.0-300.0 กรัม นาํไปผานการอบตัวอยางที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส ช่ังน้ําหนกัตัวอยางปลาที่อบทุกวันจนกวาจะไดน้ําหนักคงที่ และนําตวัอยางไปบดให
ละเอียดดวยโกรงบดยา เชนเดียวกับอาหารทดลอง  

1.2  ขั้นตอนการยอย  
การยอยแบบเปยกเปนการยอยตัวอยางดวยกรด (wet acid digestion) ดังนี้  

1.  ช่ังตัวอยางที่ผานการอบและบดละเอยีด ปริมาณ 1.0 กรัม ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 
ตําแหนง ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 

2.  เติมกรดไนตริกเขมขน 65 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อยอยตัวอยาง  
3.  นําตัวอยางไปยอยบนเตารอน (hot plate) คอย ๆ ปรับความรอนใหได 100 

องศาเซลเซียส เมื่อสารละลายตัวอยางเดือดจะเกิดฟองและควันสีน้ําตาลออกมา ซ่ึงเกิดจากการทํา
ปฏิกิริยาของกรดไนตริกกบัอินทรียคารบอน เมื่อควันสีน้ําตาลหายปรับอุณหภูมเิปน 190 องศา
เซลเซียส  

4.  เมื่อสารละลายตัวอยางระเหยจนเกือบแหงใหยกออกจากเตา ควรระวังอยาให 
ตัวอยางทีย่อยเกิดเปนสีดํา (charring) ขึ้นในระหวางยอย อาจทําใหมกีารสูญเสียสารตัวอยางได 

5.  เติมกรดไนตริกเขมขน 65 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อทําการยอยอีกครั้ง 
6.  ยอยตวัอยางจนไดสารละลายสีใส (สีเหลืองออน) และปลอยควนัสีขาวออกมา 

เมื่อสารละลายตัวอยางระเหยจนเกือบแหงยกออกจากเตา (หากสยีังไมใสใหทําตามขอ 5. อีกครั้ง)  
7.  จะไดสารละลายตัวอยางมีสีใส (สีเหลืองออน) และตะกอนสีขาว เติมน้ํากลั่น 
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ปราศจากไอออน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ยอยตวัอยางอกีครั้งหนึ่ง จนสารละลายตัวอยางเกือบแหง
แลวยกลงจากเตา 

8.  เติมน้ํากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 5 มิลลิลิตร และกรองสารละลายตัวอยาง 
ดวยกระดาษกรองหมายเลข 1 ในขวดปรับปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร สารละลายมีลักษณะสี
เหลืองใส 

9.  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนใหครบ 10 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไป 
วิเคราะหปริมาณซีลีเนียมดวยวิธี ICP-OES  โดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  196.026 นาโน
เมตร เปรียบเทียบกับความยาวคลื่นของซีลีเนียมมาตรฐาน    
 
2.  การวิเคราะหหาปริมาณวติามินอ ีตามวธีิการของ Buttriss และ Diplock (1984) 

สารเคมี 
1.  วิตามินอีเขมขน 50 เปอรเซ็นต (alpha-tocopherol acetate)  
2.  สารละลายไพโรแกลรอน (pyrogallol)  1 เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล: ละลายไพโร- 

แกลรอน 0.1 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 20 มิลลิลิตร 
3.  โปแทสเซียมไฮดรอกไซด 50 เปอรเซ็นต: โปแทสเซียมไฮดรอกไซดเขมขน 50  มิลลิลิตร 

ผสมกับน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
4.  เมทธานอล 30 เปอรเซ็นต: นําเมทธานอลเขมขนมา 30 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 100 

มิลลิลิตร 
5.  เฮกเซนเขมขน (n-hexane) 
6.  อะซิโตไนไตรท 70 เปอรเซ็นต: นําอะซิโตไนไตรทเขมขนมา 70 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํา 

กล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีการ 
1.  ช่ังอาหารที่บดละเอียดแลว 0.25 กรัม ใสหลอดแกวฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร เติมไพโร 

แกลรอน (pyrogallol)  1 เปอรเซ็นต ในเอทิลแอลกอฮอล 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไป
ตมในน้ําอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

2.  เติมโปแทสเซียมไฮดรอกไซด 50 เปอรเซ็นต 300 ไมโครลิตร และตมตอในน้ําอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที วางทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

3.  เติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร และเฮกเซนเขมขน 4 มิลลิลิตร ลงในหลอด ผสมใหเขากัน 
จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบ นาน 5 นาที อุณหภูมิหอง  
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4.  ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดแกวใหมขนาด 5.0 มิลลิลิตร สวนชั้นลางนําไปเติมเฮกเซน 
เขมขน 2.0 มิลลิลิตร เพื่อสกัดวิตามินอีคร้ังที่สอง  และครั้งที่สาม 

5.  นําหลอดแกวที่ใสสารละลายชั้นบน มาระเหยเอาเฮกเซนออกดวยกาซไนโตรเจน 
6.   เติมเมทธานอลเขมขน 1,000 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ความยาวคลื่น 292 นาโนเมตร ใชโมบายเฟส (mobile phase) ระหวางอะซิโตไนไตรท 70 
เปอรเซ็นต ตอเมทธานอล 30 เปอรเซ็นต  อัตราการไหลผานคอลัมน (flow rate) 1 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบพื้นที่กราฟของตัวอยางกับพื้นที่กราฟของวิตามินอี
มาตรฐานซึ่งทราบความเขมขนแลว ก็จะทราบความเขมขนของวิตามินอีในตัวอยาง 

 
3.  ปริมาณเอนไซมกลูธาไธโอนเปอรออกซิเดส (Activity of selenium dependent GSHPx)  
ในพลาสมา ใชชุดทดสอบ Glutathione Peroxidase  Assay Kit, No. 70312, cayman, USA. 

สารเคมี  
1.  สารละลาย Assay Buffer: นํา Assay Buffer เขมขนปริมาตร 2 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ํา 

กล่ันปราศจากไอออน 18 มิลลิลิตร  เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  **ใชงาน ณ อุณหภูมิหอง 
2.  สารละลาย Sample assay: นํา Sample assay เขมขนปรมิาตร 2 มิลลิลิตร เจือจางดวย 

น้ํากลั่นปราศจากไอออน 18 มิลลิลิตร  เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  **ใชงาน ณ อุณหภูมิหอง 
3.  สารละลาย Glutathion Peroxidase: นํา Glutathion Peroxidase เขมขน มาปริมาตร 10 

ไมโครลิตร เจือจางดวยสารละลาย 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 ในการเปลี่ยนไปเปนกลูทาไธโอนในสภาพรีดิวส (GSH) ซ่ึง 

GSH จะจับกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ไมใหเปลี่ยนเปนอนมุูลไฮดรอกซิล (OH-) ที่ความ
ยาวคล่ืนที่ 340 นาโนเมตร ซ่ึงทําในเพลท 96 หลุมกนแบน 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 แลวเติมสารละลาย Glutathion 
Peroxidase  (เปน positive control) 

หลุมที่ 5 และ 6 เติมสารละลาย Assay Buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม
สารละลาย Co-Substrate mixture ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมพลาสมา 20 ไมโครลิตรตอตัวอยาง 
โดย 1 ตัวอยางวิเคราะห 2 หลุม 

2.  เติมสารละลาย Cumene hydroperoxide ลงในหลุมทุกหลุม หลุมละ  20 ไมโครลิตร เขยา 
เพลทประมาณ 3 วนิาที  

3.  จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Kinetic 
mode โดยวัดทุกๆ 1 นาที เปนเวลา 6 นาที จากนัน้นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน activity of bovine erythrocyte GPx  ที่ใชกับชุดทดสอบ  รายงานผล GPx activity 
เปนนาโนโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ก. 4 
 
1.  การวิเคราะหองคประกอบเลือด 

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
ไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 250 มิลลิกรัม จากนัน้เติมฟอรมาลิน (Formalin 40 เปอรเซ็นต) 50 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

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

1.3  จากนั้นผสมสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราสวน 1:1 นํามาผานกระดาษ 
กรองหมายเลข 1 กอนนําไปใชเปน working solution 

 
วิธีการ 
1.  ใชปเปตสําหรับเจือจางเลอืด (RBC diluting pipette) ดูดเลือดที่เจาะใหมๆ  ใหถึงขดี 

0.5 ถาเกิน 0.5 ใหปรับโดยใชกระดาษทิชชูคอยๆซับออก แลวเชด็ปลายปเปตใหสะอาด 
2.  ใชปเปตอนัเดิมดดู working solution ดวยสายยาง เพือ่เจือจางเลือด จนกระทั่งถึงขดี 

101 ตรงปลายปเปต 
3.  ใชนิ้วช้ีปดปลายปเปตแลวถอดสายยางออก จากนัน้ใชนิ้วหวัแมมือกับนิ้วช้ีปดปลาย   

ปเปตทั้งสองขางเขยาไปมาในแนวนอน 2-3 นาที 
4.  หยดของเหลวในปลายปเปต 3-4 หยดทิง้  เพราะของเหลวสวนนี้อยูในกานไมไดถูก 

นําไปผสมกับเลือดในกะเปาะของปเปต 
5.  หยดของเหลวตอไปลงบนสไลดนับเมด็เลือด (Hematocytometer) ที่มีแผนปดสไลด 

(cover glass) ปดอยู หากมฟีองอากาศหรอืของเหลวลนขอบสไลดนับเม็ดเลือด ใหทําความสะอาด
แลวหยดตวัอยางเลือดใหม 

6.  นับจํานวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X  



 91

1.2. ปริมาณเม็ดเลือดแดงอดัแนน โดยวิธีดดัแปลงจาก  Braxhall และ Daisley (1973) 
วิธีการ 
1.  นําเลือดที่เจาะไดใหมๆ ใสในหลอดเล็กๆ สําหรับหาคาฮีมาโตคริต (haematocrit tube)  

จนปริมาตรถึงขีดแดง อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดนิน้ํามัน จํานวน 2 หลอดตอตัวอยาง 
2.  นําหลอดมาปนดวยฮีมาโตคริตเซนติฟวส (haematocrit centrifuge) ที่แรงเหวี่ยง 

10,000-15,000 รอบตอนาที นานประมาณ 5 นาที 
3.  วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกบัปริมาตรเลือดทั้งหมดนํามาคํานวณหา 

เปอรเซ็นตฮีมาโตคริตหรือปริมาณเม็ดเลือดแดงอดัแนน จากสูตร 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดงอัดแนน (เปอรเซ็นต)  =  ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนน (มลิลิเมตร) ×100                              

                                                                         ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มลิลิเมตร) 
 

2. การวิเคราะหภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ 
2.1  ปริมาณไลโซไซม (Lysozyme activity) ตามวิธีการของ Demers และ Bayne (1997)    

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

ประกอบดวย 
(a)  ช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 7.098 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 

ปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร  
(b)  ช่ังกรดซิตริค แอสิค (Citric acid) 10.507 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน  

ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร 
(c)  ผสมสารละลาย (a) และ (b) ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน นําไปวัดพีเอชใหได 

5.8 หากคาพีเอชต่ํากวา 5.8 ใชสารละลาย (a) ปรับพีเอช และหากคาพีเอชสูงกวา 5.8 ใชสารละลาย 
(b) ปรับพีเอช 

2.  สับเสตทเชื้อแบคทีเรีย (Micrococcus  lysodeikticus) 0.075 เปอรเซ็นต: เตรียมโดย 
ช่ังผงเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus  lysodeikticus มา 37.5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 
โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร # เตรียมกอนใช 

 
วิธีการ  
ปเปตซีรัมมาตัวอยางละ 25 ไมโครลิตร ใสในเพลท 96 หลุมกนแบน โดยใสตวัอยางละ 3 

หลุม จากนัน้เติมสับสเตทเชื้อแบคทีเรีย 0.075 เปอรเซ็นต 175 ไมโครลิตร หลังจากนั้น 1 นาที 
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นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Kinetic mode โดยวัดทุกๆ 
30 วินาที เปนเวลา 5 นาที จากนัน้นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับไลโซไซมมาตรฐาน 
(hen egg white lysozyme) ที่ทราบความเขมขน รายงานผลเปนยูนิต (unit) ตอมิลลิกรัมโปรตีน โดย
หนึ่งยนูิตไลโซไซมเทากับปริมาณซีรัมที่ทําใหคาการดดูกลืนแสงลดลง 0.001 ตอนาที  

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของไลโซไซม 

1.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไลโซไซม (Hen egg white lysozyme) เขมขน 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร: โดยช่ัง Hen egg white lysozyme มา 10.0 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แบงใสหลอดเล็กๆ เก็บไวที่อุณหภมูิ -
80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช  จากนั้นดูดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ 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 โดยแตละหลอดมีความเขมขนเทากบั 2, 4, 6, 8, 10, 
12 และ 14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

3.  นําแตละหลอดมาทําตามขั้นตอนการหาปริมาณไลโซไซมเชนเดยีวกับกับหาปริมาณ 
ไลโซไซมในซีรัมตัวอยางดงัที่ไดกลาวแลวขางตน 

4.  นําความยาวคลื่นที่มีการเปลี่ยนแปลงในหนึ่งนาที และความเขมขนของไลโซไซม ที่ 
ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน โดยใหความเขมขนของไลโซไซมอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสง
ที่เปลี่ยนแปลงในหนึ่งนาทีอยูในแกน Y หาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพื่อ
ใชคํานวณความเขมขนของไลโซไซมในซีรัม จากคาการดูดกลืนแสง  

 
2.2  ปริมาณคอมพลีเมนท (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 ปรับพีเอชใหได 7.6 จากนั้นปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปกรองผานตัว
กรอง 0.45 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.  สารละลายเอทธิลีนไกลคอลเตตราอะซิตริค แอสิค แมกนีเซียม (EGTA-Mg, ethylene 
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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 พีเอชใหได 7.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.  สารละลาย EGTA-Mg-GHBSS 0.01 โมล: ช่ังเจลลาทิน 0.1 กรัม ในน้ํากลั่น 
ปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร โดยใหความรอนออนๆ เมื่อละลายหมดหยุดใหความรอน    เติม
สารละลาย HBSS 100 มิลลิลิตรและเอทธิลีนไกลคอลเตตราอะซิตริค แอสิค แมกนีเซียม 0.1 โมล 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นปราศจากไอออน ปรับพีเอชใหได 7.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    #  ควรใชภายใน 1 
สัปดาห 

4.  โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต : ช่ังโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายน้ํากลั่น 
ปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร 

5.  เตรียมเม็ดเลือดแดงกระตาย: ลางเม็ดเลือดแดงกระตายใน EGTA-Mg-GHBSS 0.01 
โมล จํานวน 3 คร้ัง ที่แรงเหวี่ยงความเร็ว 700xg เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
นับจํานวนเม็ดเลือดแดงกระตายดวยกลองจุลทรรศนใหไดปริมาณเซลล 2×108 เซลลตอมิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
วิธีการ 
1.  เจือจางซีรัมในแตละตัวอยาง 20 เทา โดยนําซีรัมมา 20 ไมโครลิตรเจือจางดวย EGTA- 

Mg 0.1 โมล ปริมาตร 380 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เปนตวัแทนของซีรัมที่
ใชในการวิเคราะห 

2.  นําหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร มา 6 หลอดตอซีรัมหนึ่งตัวอยาง โดยนําซีรัมจาก 
ขอ 1. มาเจือจาง ดังนี ้

หลอดที่ 1 ใสซีรัม 100 ไมโครลิตร 
หลอดที่ 2 ใสซีรัม 80 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  20 ไมโครลิตร  
หลอดที่ 3 ใสซีรัม 64 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  36 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 4 ใสซีรัม 50 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  50 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 5 ใสซีรัม 40 ไมโครลิตร เจือจางดวย EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  60 ไมโครลิตร   
หลอดที่ 6 ใส EGTA-Mg-GHBSS  0.01 โมล  100    ไมโครลิตร  
หลอดที่ 7 หลอดควบคุมใสน้ํากลั่น 1.36 มิลลิลิตร  
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3.  จากนั้นเติมเม็ดเลือดแดงกระตาย 40 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง นาน 90 นาท ี
พรอมทั้งเขยาเปนระยะๆ  

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

5.  นําสวนใสจากแตละหลอดใสในเพลท 96 หลุมแบบกนแบน (96 well plate) หลุมละ 
20 ไมโครลิตร จํานวน 3 หลุมตอหลอด จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นา
โนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader  

6.  นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาปริมาณคอมพลีเมนท จากคาการดูดกลืนแสง 
ของน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต น้ํากลั่นปราศจากไอออน และการแตกของเม็ดเลือดกระตาย 100 
เปอรเซ็นต 
การคํานวณ  

ACH50 (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  =  1/K × จํานวนเทาของการเจอืจางซีรัม × 0.5 
เมื่อ   K     =  ปริมาณซีรัมที่ทําใหเม็ดเลือดแดงแกะแตก 50 เปอรเซ็นต 
   0.5  =   คาคงที่ 
 

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

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

1:10 
3.  สารละลาย alkaline copper ประกอบดวย 

(a)  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 0.5 เปอรเซ็นต: ช่ังคอปเปอรซัลเฟต 
0.015 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 3 มิลลิลิตร 

(b)  สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมตาเตรท 1 เปอรเซ็นต: ช่ังโซเดียมโพแทสเซียม 
ตาเตรท 0.03 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 3 มิลลิลิตร 

(c)  สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 1 เปอรเซ็นต: ตมน้ํากลั่นปราศจาก 
ไอออน 100 มิลลิลิตร วางทิ้งไวใหเย็น เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 2 กรัม จากนั้นเติมโซเดียม
คารบอเนต 1 กรัม คนจนสารละลายเขากันดี 

นําสารละลายในขอ (a) (b) และ (c)  ผสมกันในอัตราสวน 1:1:50  เพื่อนําไปใชงาน 
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4.  สารละลายโพลีเอทธิลีนไกลคอล (PEG) 12 เปอรเซ็นต: ช่ังสารโพลีเอทธิลีนไกลคอล  
12 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร  

 
วิธีการ 
1.  การหาปริมาณโปรตีน 

1.1 นําพลาสมามา 10 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปราศจากไอออน 990 ไมโครลิตร  
จากนั้นเติมสารละลาย alkaline copper 2 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน วางทิง้ไว 10 นาท ี

1.2  เติมลารละลาย folin reagent 1:10 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางทิ้งไว 
10 นาที หลังจากนั้นนาํไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร โดยใชน้ํากลั่น
ปราศจากไอออนเปนแบลงค  นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดเปรียบเทยีบกับกราฟของสารละลาย
มาตรฐานซึ่งทราบความเขมขนของโปรตีนแลว กจ็ะหาปริมาณโปรตีนในตวัอยางได 

2.  การหาปริมาณโปรตีนที่ไมใชอิมมูโนโกลบูลิน 
2.1  นําพลาสมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 12 เปอรเซ็นตโพลีเอทธิลีนไกลคอล 100 

 ไมโครลิตร วางที่อุณหภูมิหอง 2 ช่ัวโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 xg อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที 

2.2  นําสวนใสมา 20 ไมโครลิตร เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน 980 
ไมโครลิตร เตมิสารละลาย alkaline copper ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางไว 10 นาท ี

2.3  เติมสารละลาย folin reagent 1:10 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วางทิ้งไว 
10 นาที หลังจากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร    โดยใชน้ํากลั่น
เปนแบลงค  นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานซึ่งทราบ
ความเขมขนของโปรตีนแลว ก็จะหาปริมาณโปรตีนในตัวอยางได 

3. การเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีน 
3.1  เตรียมสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร: 

ละลายอัลบูมิน 0.01 กรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร 
3.2   ปเปตสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มา 0, 

20, 40, 80 และ 100 ไมโครกรัม เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน 1,000, 980, 960, 920 และ 
900 ไมโครลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน เขมขน 0, 20, 40, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3.3  นําสารละลายมาตรฐานอัลบูมินแตละความเขมขนหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีการ 
ในขอ 1 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาเขียนกราฟของสารละลายมาตรฐานอัลบูมิน  
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การคํานวณ 
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน  =  ปริมาณโปรตีนทั้งหมด-ปริมาณโปรตีนทีไ่มใชอิมมูโนโกลบูลิน 

 
2.4  ปริมาณซปุเปอรออกไซด แอนไอออน (Respiratory burst activity) และการจับกินสิ่ง

แปลกปลอม (Phagocytotic  index)  
2.4.1  เตรียมเม็ดเลือดขาวจากไตสวนหนา (Head kidney) ปลากะพงขาว ตามวิธีของ  

Chung และ Secombes (1988) 
สารเคมี  

1.  Fetal Calf Serum: กอนใชตองนําไปวางที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที และกรองผานตัวกรอง 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 แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

3.  เฮพาริน 1,000 ยูนิต: ช่ังเฮพารินแบบผงความเขมขน 140 U/mg มา 0.1429 กรัม 
ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 7.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายผานตัว
กรอง 0.2 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15: ละลายผง L-15 ปริมาณ 1 ซองในน้ํากลั่นปราศจากไอออน  
850 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออนใหครบ 1 ลิตร  
จากนั้นกรองผานตัวกรอง 0.2 ไมครอน เกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 I: โดยนําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 1. มา 99 มิลลิลิตร 
ผสมกับยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร 

6.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 II: นําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 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 จากขอ 1. มา 94 มิลลิลิตรผสม 
กับยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 1 มิลลิลิตร และ Fetal Calf Serum 5 มิลลิลิตร 

8.  อาหารเลี้ยงเซลล L-15 IV: นําอาหารเลี้ยงเซลล L-15 จากขอ 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 เปอรเซ็นต ประกอบดวย  
(a)  Percall 90 เปอรเซ็นต ในโซเดียมคลอไรด 1.5 โมล: เตรียมโซเดียมคลอไรด 1.5 

โมลกอน 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  โมลในขอ (a) 10  
มิลลิลิตรผสมกับน้ํากลั่นปราศจากไอออน 90 มิลลิลิตร  

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

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

ปเปตสารละลายในขอ (c) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใสในหลอดแกว  จากนัน้โหลด
สารละลายในขอ (d) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ก็จะได Percall Gradients 34/51 เปอรเซ็นต  เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

10.  ทริปแพนบลู 0.2 เปอรเซ็นต: ช่ังทริปแพนบลู 0.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจาก
ไอออน 100 มิลลิลิตร โดยปนทิ้งไวขามคนื  จากนัน้กรองผานกระดาษกรองหมายเลข 1 เก็บ
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  กอนใชใหผสมทริปแพนบลู 0.2 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด  4.25 
เปอรเซ็นต (ช่ังโซเดียมคลอไรด 4.25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 4:1 

 
วิธีการ 

1.  หลังจากปลาสลบ ตัดไตสวนหนาใสในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหารเลี้ยง 
เซลล L-15 II ปริมาตร 500  มิลลิลิตร  จากนั้นใชแทงแกวบดเบาๆ  

2.  ดูดสารละลายซึ่งกรองผานผากรองไนลอนขนาดตา 100 ไมโครเมตร ลงในหลอดแกว 
ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 II ใหไดปริมาตรรวม 4 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3.  ทิ้งสารละลายสวนใส ลางตะกอนเซลลดวย L-15 II  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร   จํานวน 2 
คร้ัง นําสารละลายเซลลไปโหลดบน Percall Gradients 34/51 เปอรเซ็นต จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่
ความเร็ว 400xg นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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4.  แยกเม็ดเลอืดขาวบริเวณรอยตอระหวาง Percoll 34 และ 51 เปอรเซ็นต ใสในหลอด 
10 มิลลิลิตร และเติม L-15 II  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลางเซลลเม็ดเลือดขาวที่ความเรว็ 400xg นาน 30 
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 3 คร้ัง  

5.  นําตะกอนเซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดละลายใน L-15 IV 1 มิลลิลิตร จากนั้นนําเซลลเม็ด 
เลือดขาวใน L-15 IV มา 20 ไมโครลิตรยอมดวยสารละลายทริปแพนบลู 20 ไมโครลิตร เพื่อนับ
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวมชีีวิตไมควรต่ํากวา  98% ภายใตกลองจุลทรรศน 

6. ปรับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวดวย L-15 IV ใหไดเซลลประมาณ 2×106 เซลลตอ
มิลลิลิตร สําหรับวิเคราะห Phagocytotic  activity  

7.  ปรับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวดวย L-15 III ใหไดเซลลและประมาณ 1×107 เซลลตอ 
มิลลิลิตร สําหรับวิเคราะห Respiratory burst activity  

 
 2.4.2  ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (Respiratory burst activity) ตามวิธีของ 

Siwicki และคณะ (1994) 
สารเคมี 
1.  สารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม (Nitroblue tetrazolium, NBT) 0.5 มิลลิกรัมตอ 

มิลลิลิตร: ละลายสารไนโตรบลูเตตระโซเลียม 2.0 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 1 
มิลลิลิตร เติม อาหารเลี้ยงเซลล L-15 III ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 2 มิลลิลิตรตอ
ตัวอยาง 3 ตัวอยาง  # เตรียมกอนใช 

2.  สารละลายไซโมแซน (Zymozan) ในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร: ละลายสารไซโมแซน 2.0 มิลลิกรัม ในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม
ในขอ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  สําหรับวิเคราะห 3 ตัวอยาง # เตรียมกอนใช 

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

กรัม ในน้ํากลั่นปราศจากไอออน 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
วิธีการ 
1.  นําเซลลเม็ดเลือดขาว 1×107 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในเพลท 

96 หลุมกนแบน จํานวน 9 หลุมตอตัวอยาง  นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง 
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2.  ลางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม  จํานวน 3 
คร้ัง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
L-15 III 100 ไมโครลิตร ใน 3 หลุมแรก สวนหลุมที่ 4-6 เติมสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 
100 ไมโครลิตร หลุมที่ 7-9 เติมสารละลายไซโมแซนในสารละลายไนโตรบลูเตตระโซเลียม 

3.  นําไปบมในที่มืดอุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  ดูดสารละลายทิ้คร่ึงหนึ่ง 
เติมเมทธานอลเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วางทิ้งไว 3 นาที แลวดดูสารละลายทิ้งไป 

4.  เติมเมทธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อลางเซลล จํานวน 3 คร้ัง 
แลววางทิ้งใหแหง 

5.  เติมโปแทสเซียมคลอไรด 120 ไมโครลิตร และเติม DMSO 140 ไมโครลิตร ตอหลุม  
วางทิ้งไว 5 นาที  จากนั้นวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate 
reader นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดคํานวณหาปริมาณซุปเปอรออกไซด  
การคํานวณ 

ปริมาณซุปเปอรออกไซดแอนไอออน  =   A-B 
 เมื่อ    A  =  คาการดูดกลืนแสงไซโมแซนในไนโตรบลูเตตระโซเลียม 

B  =  คาการดดูกลืนแสงอาหารเลี้ยงเซลล L-15 III 
 
2.4.3  ปริมาณการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytotic  index)  

ตามวิธีของ Thuvander และคณะ (1987)   
สารเคมี 
1.  กลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซ็นต: เติมกลูตาลราดีไฮด ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร  

ในอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2.  ลาเท็กบีท เสนผานศูนยกลาง 2.0 ไมโครเมตร ปริมาณ 2×108 เซลลตอมิลลิลิตร 
3.  สารยอม Diff Quick  

 
วิธีการ  
1.  นําเซลลเม็ดเลือดขาว 2×106 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 

ลาเท็กบีท ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําเซลลเมด็เลือดขาวผสมกับลาเท็กบที
มา 200 ไมโครลิตร หยดบนแผนปดสไลดแบบกลม (Circular cover slip) ซ่ึงยึดติดกับสไลดดวย
สารเปอรเมาท (permount) จํานวน 2 แผนตอหนึ่งสไลดหนึ่งตวัอยางบนแผนปดสไลดแบบกลม 
(Circular cover slip) ซ่ึงยึดติดกับสไลด บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง   
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2.  ดูดสารละลายออก แลวเติมกลูตาราลดีไฮด 0.125 เปอรเซนต 200 ไมโครลิตร วางทิ้ง 
ไว 5 นาที แลวดูดสารทิ้ง ลางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล L-15 I ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 
คร้ัง นําแผนสไลดยอมดวยสารยอม Diff Quick จากนัน้วางสไลดทิ้งไวใหแหง นับจํานวนเซลลเม็ด
เลือดขาวประมาณ 100-200 เซลลตอหนึ่งแผนปดสไลดแบบกลม ดวยกลองจุลทรรศนขนาด 100X   
การคํานวณ 

 Phagocytotic  index  =      จํานวนลาเทก็บทีที่เซลลเม็ดเลือดขาวกิน 
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวทีก่ินลาเท็กบีท 

 
3.  การวิเคราะหภูมิคุมกันแบบจําเพาะ   

ทดสอบหาคาแอนติบอดี โดยวิธี Passive haemagglutination  ตามวิธีของอภิญญา (2545) 
สารเคมี 

1.  เม็ดเลือดแดงแกะ (SRBC) 
2.  น้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต: ละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ในน้ํากลั่นปราศจาก 

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

 
วิธีการ 

1.  การเตรียมเม็ดเลือดแดงแกะ 
1.1  นําเม็ดเลอืดแดงแกะ (SRBC) ในสารละลาย Alsever’s มาลางในน้าํเกลือ 0.85  

เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง ที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําตะกอนเม็ดเลือดแดงที่
ไดเจือจางเปน 10 เปอรเซ็นต โดยใชเม็ดเลือดแดงแกะ 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 7.2  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

1.2  เติมกลูตาราลดีไฮดลงใน 10 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดงแกะใหมีความเขมขนของ 
กลูตาราลดีไฮด 2.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมทีละนิดพรอมทั้งเขยาบน
เครื่องเขยา (rotate) ที่อุณหภมูิหองนาน 2 ช่ัวโมง  

1.3  หลังจากนัน้ปนลางดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง เกบ็เม็ดเลือดแดง 
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แกะในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 ที่มีโซเดียมเอไซด (NaN3) 0.1 เปอรเซ็นต เรียกวา 10 เปอรเซ็นต 
เม็ดเลือดแดงแกะ (fixed cell) เก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

2.  การเตรียมแอนติเจน 
แอนติเจนที่ใชในการทดสอบเปนแอนตเิจนซึ่งเตรียมจากเชื้อ Streptococcus sp ที่ฆา

โดยใชฟอรมาลิน (Formalin  killed) โดยปรับความเขมขนใหมีคาการดูดกลืนแสง (OD640) เทากับ 
0.01 ตามวิธีของ Sakai และคณะ (1989)  

3.  การเตรียมแอนติเจนสําหรับเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะ 
3.1  นําแอนติเจนที่เตรียมไวมาปนลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 จํานวน 1 คร้ัง  

ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พเีอช 6.4 จํานวน 3 คร้ัง 
3.2  เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร พเีอช 6.4 ในปรมิาตรที่เทากันกับแอนติเจนในอัตราสวน 

1:1 ทําใหเซลลแอนติเจนแตกโดยใชเครื่องโซนิเคเตอร (sonicator) โดยปรับ duty cycle 20 out put 
control 60 เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเจือจาง 1 เทาดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 

3.3  นํา 10 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดงแกะ (fixed cell) เก็บในกลูตาราลดีไฮด ผสมกับ 
กรดแทนนิค (ความเขมขน 1: 20,000 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2) ในปริมาตรที่เทากัน ผสมให
เขากัน หลังจากนั้นนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath shaking) 37 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที โดยเขยาตลอดเวลา เมื่อครบเวลานําไปลางในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 จํานวน 2 คร้ัง 
แลวปรับใหเปน 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลือดแดงแกะในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 

4.  การเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะดวยแอนตเิจน 
4.1  นํา 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลอืดแดงแกะ (fixed cell) ที่ผานกรดแทนนิคแลวในขอ 3.3 

มาเติมแอนติเจนที่โซนิเคดแลวในขอ 3.2 ในปริมาตร 1 ใน 4 ของปริมาตร 10 เปอรเซ็นตเม็ดเลือด
แดงแกะผสมใหเขากันนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath shaking) 37 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที โดยเขยาตลอดเวลา  

4.2  ปนลางในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 จํานวน 1 คร้ัง จากนั้นปรับเม็ดเลือดแดง 
แกะที่เคลือบดวยแอนติเจนที่โซนิเคดแลว ใหเปน 1 เปอรเซ็นตในฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.2 ที่มี 
BSA 0.5 เปอรเซ็นต และโซเดียมเอไซด 0.1 เปอรเซ็นต พรอมทั้งเตรียม 1 เปอรเซ็นต เม็ดเลือดแดง
แกะที่ไมเคลือบแอนติเจนดวย เพื่อเปนตัวควบคุม 

5.  การตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอเชื้อ Streptococcus sp. 
โดยเจือจางซีรัมที่ไดเปนอนกุรมสองเทาในอัตราสวน 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,……. 

(serial two fold dilution) แลวนํามาทาํปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงแกะที่เตรยีมไวในขอ 4 ใน
อัตราสวน 1:1  (50 ไมโครลิตร:50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 คืน จากนัน้ตรวจ
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ปฏิกิริยาการจบักลุม (agglutination) แลวบันทึกเปนคาไตเตอรของแอนติบอด ี (ความเจือจางของ
ซีรัมสูงสุดที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาการจับกลุม) ที่ไดจากปลาแตละชุดการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
 

1.  ขอมูลองคประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลอง 
ตารางผนวก ข. 1 องคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง 7 สูตร (บนฐานน้ําหนกัแหง) 
 
สูตรอาหาร โปรตีน (%) ไขมัน (%) เถา (%) 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 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
 
2.  ขอมูลปริมาณซีลีเนียมและวิตามินในอาหารทดลอง 
ตารางผนวก ข. 2  ปริมาณซีลีเนียมและวติามินอีในอาหารทดลอง 7 สูตร (บนฐานน้ําหนกัแหง) 
 
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 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
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3.  ขอมูลปริมาณซีลีเนียมในเนื้อปลากะพงขาว 
ตารางผนวก ข. 3  ปริมาณซีลีเนียมในปลากะพงขาวหลงัจากไดรับอาหารทดลอง 7 สูตร  

เปนเวลา 8 สัปดาห 
สูตรอาหาร ซีลีเนียมในอาหาร

ทดลอง 
(mg/kg) 

ซีลีเนียมในปลา
กอนทดลอง 

(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 
ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่ + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากขอมูล 3 ซํ้า 
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4.  การคํานวณปริมาณซีลีเนียมท่ีใสในอาหารทดลอง 
4.1   การเตรียมซีลีเนียมในรปูซีลีโนเมทไธโอนีนเขมขน 10 พีพีเอ็ม: ช่ังสารซีลีโนเมทไธ 

โอนีนบริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต 0.01 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออนอุนๆ จากนั้นปรบั
ปริมาตรใหได1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร เปนสารละลายมาตรฐานตั้งตนเพือ่เตรียมอาหาร
เสริมซีลีโนเมทไธโอนีนที่ความเขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 พีพีเอ็ม ดังตาราง  

 การเตรียมซีลีเนียมในรูปโซเดียมซีลีไนทเขมขน 100 พีพีเอ็ม: ช่ังสารโซเดียมซีลีไนท 
บริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต 0.10 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากไอออนอุนๆ จากนั้นปรับปริมาตรให
ได 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร เปนสารละลายมาตรฐานตั้งตนเพื่อเตรียมอาหารเสริม
โซเดียมซีลีไนทที่ความเขมขน 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.) 

ปริมาตรน้ําที่ใชผสม   
(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  คุณภาพน้ําในถังทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารทดลอง 7 สูตร 
 เปนเวลา 8 สัปดาห  

วันที่ อุณหภูมิ 
(Co) 

ความเค็ม   
(ppt.) 

ความเปน
กรด-ดาง 

ออกซิเจน
ละลายนํ้า 

(mg/l) 

ความเปนดาง   
(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 : เก็บตัวอยางน้ําวิเคราะห สัปดาหละ 2 คร้ัง (จันทรและศุกร) 
  *ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากขอมูล 3 ซ้ํา) 
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