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บทคั ยอ

การทดลองนี้มีจุดประสงคเพ่อศึกษาผลของสารพิษ Tetrodotoxin (TTX) ตอ
การเจริญเติบโต สุขภาพ และการ นตัวหลังการ ดรับสารพิษของกุงขาว โดยเลี้ยงกุงขาวดวย
อาหารที่ผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm เปนระยะเวลา 6 สัปดาห เม่อสิ้นสุด
สัปดาหที่ 6 ทาการวิเคราะหการเจริญเติบโต องคประกอบเลอด acetylcholinesterase (AChE) 
และกิจกรรมของเอน ม lactate dehydrogenase (LDH) และการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อตับ
และตับออน จากนั้นนากุงที่เหลอจากแตละชุดการทดลอง  ละ 20 ตัว เลี้ยงตอดวยอาหารชุด
ควบคุมเปนเวลา 2 สัปดาห เม่อสิ้นสุดระยะเวลาการเลี้ยงวิเคราะหองคประกอบเลอด กิจกรรม
ของเอน ม AChE และกิจกรรมของเอน ม LDH และการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อ ผลการ
ทดลองพบวา เม่อสิ้นสุดการเลี้ยงที่ระยะเวลา 6 สัปดาห การเจริญเติบโตของกุงลดลงตาม
ปริมาณความเขมขนของสารพิษที่ ดรับ ึ่งกุงในชุดการทดลองที่ ดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 
5 ppm มีการเจริญเติบโตต่าสุด สวนน้าตาลในเลอด โปรตีนใน ีรัม และกิจกรรมของเอน ม 
AChE ลดลงตามระดับของสารพิษที่เพิ่มขึ้น ในขณะที่ปริมาณเมดเลอดรวมและกิจกรรมของ
เอน ม LDH เพิ่มขึ้นตามระดับสารพิษที่เพิ่มขึ้น สวนการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อพบวากุงที่
ดรับสารพิษมีเ ลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจานวนลดลง เกิดการตายของเ ลลตับและตับออน 

มีเมดเลอดแทรกอยูระหวางทอตับ และระยะหางระหวางทอตับเพิ่มขึ้น ึ่งการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นสอดคลองกับการเจริญเติบโตและองคประกอบเลอด ผลการทดลองของกุงที่ ดรับการพัก

นโดยการใหอาหารชุดควบคุมเปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวาองคประกอบเลอดและกิจกรรม
ของเอน มตาง  มมีความแตกตางทางส ิติกับกุงในชุดควบคุม p<0.05) ในสวนของเน้อเย่อ
ตับและตับออน พบวามีเ ลลตับและตับออนบางสวนลีบ อ แต มพบเ ลลเมดเลอดแทรก
ระหวางทอตับและระยะหางที่เพิ่มขึ้นของทอตับ จากการทดลองครั้งนี้ชี้ใหเหนวา อาหารที่มีการ
ผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ .  และ 5 ppm มีผลกระทบตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง  
และรางกายของกุงขาวสามาร ปรับตัวเขาสูสภาวะปกติ ดเม่อ ดรับอาหารที่มีคุณภาพและ มมี
การปนเปอนของสารพิษที่ ปรบกวนการทางานของอวัยวะหรอระบบตาง  ของรางกาย



4

Thesis Title Effect of Tetrodotoxin on growth performance and health 
conditions in Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei)

Author Miss. Nutcharee Songsakul
Major Program Aquatic Science
Academic

Abstract

The purpose of this experiment was to investigate the effect of 
Tetrodotoxin on growth performance, health conditions and recovering of Pacific white 
shrimp (Litopenaeus vannamei) after receiving diet without TTX. Shrimp were fed with 
diets containing TTX at 0, 0.25 and 5 ppm for 6 weeks. At the end of sixth week, 
growth performance, blood parameters acetylcholinesterase activity (AChE) and lactate 
dehydrogenase activity (LDH) including histology damage of hepatopancreas were 
investigated. Consequently, the treated shrimp were fed with control diet for 2 week. At 
the end of experiment, blood parameter and histology damage were studied. The 
results showed that, at the end of the sixth week, growth performance decreased with 
an increasing TTX levels and it indicated that 5 ppm TTX fed shrimp gave the lowest 
growth. Besides, Blood glucose, serum protein, acetylcholinesterase activity decreased 
with increasing TTX levels. Histological damage was also observed in the 
hepatopancreas such as arthophy and necrotic cell and dilation of hepatopancreatic 
tubule. The degree of histological damage increased response directly to toxin levels 
and related with growth and blood parameters. Recovering of TTX fed shrimp after 
feeding with control diet for 2 weeks showed that blood parameter and enzyme activity 
were not significantly compared to control (p<0.05). Increasing of nutrient storage was 
found in the cell as well as tissue damage such as arthophy and necrotic cell and 
dilation of hepatopancreatic tubule was also observed.  The results from this study 
indicated that supplementation of diet with TTX at 5 ppm had severe affected on growth 
performance and health conditions of Pacific white shrimp. However, recovering of 
shrimp can be found after feeding with non-TTX contaminated diet
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บทที่ 1

บทนา

1. บทนาตนเรื่อง

การเพาะเลี้ยงสัตวน้าในปจจุบัน อาหารที่ใชเลี้ยงมีความสาคัญตอตนทุนการ
ผลิตและราย ดที่ ดรับของเกษตรกรเปนอยางมาก จากรายงานพบวา คาอาหารสัตวน้าคิดเปน  
60 % ของตนทุนในการเพาะเลี้ยงสัตวน้า อมรรัตน  เสริมวัฒนากุล และคณะ  2548) ดังนั้น
อาหารสัตวน้าโดยเฉพาะกุง ที่มีความตองการโปรตีนในระดับสูงเพ่อการเจริญเติบโต และแหลง
โปรตีนที่สาคัญมาจากปลาปน เน่องจากปลาปนเปนวัต ุดิบที่เปนแหลงโปรตีนที่มี กรดอะมิโน
จาเปนครบ วนเพียงพอตอความตองการและเปนวัต ุดิบที่มีความสาคัญสาหรับการผลิตอาหาร
สัตวน้าเปนอยางมาก พันทิพา  พงษเพียจันทร  ) เน่องจากสภาวะปจจุบันปลาปนมีความ
ตองการสูงและมีราคาเพิ่มสูงขึ้น จึงทาใหมีการปลอมปนปลาปนดวยสารเคมีหรอวัต ุดิบอ่น  

ึ่งทาใหคุณภาพของปลาปน ม ดมาตรฐานและสงผลตอสุขภาพของสัตวน้าและอาจสงผล
กระทบตอสุขภาพของผูบริโภค ด หากมีการนาวัต ุดิบหรอสารปลอมปนเปนสวนประกอบใน
การผลิตอาหารสัตวน้า ึ่งในปจจุบันปลาปกเปามีราคา ูกและเปนปลาที่มีสารพิษอยูในตัว 
สารพิษดังกลาวคอ Tetrodotoxin (TTX) สารพิษชนิดนี้ มสามาร ทาลายดวยความรอน ดังนั้น
หากมีการนาปลาปกเปาปนมาเปนวัต ุดิบอาหารจึงอาจสงผลกระทบตอผลผลิตสัตวน้าในแง
ของการตกคางของสารพิษในเน้อ เน่องจากพิษ มสามาร ทาลายโดยความรอนที่ใชในการหุง
ตม รวมทั้งแงของการสงออกสินคา ปยังตางประเทศ ดังนั้นการนาปลาปกเปามาปลอมปนจึงมี
ความเสี่ยงตอการปนเปอนของสารพิษ TTX ในวัต ุดิบ การรายงานของ Miyazawa และ
Noguchi ) ศึกษาขอมูลวิเคราะหขอมูลการสะสมพิษของสัตวน้าโดยพบวา สัตวน้า
สามาร สะสมสารพิษในตัว ดมาก และในกุงนั้นสารพิษอาจมีผลตอการทางานของตับและตับ
ออน ทาใหเจริญเติบโตชา อัตราการรอดต่า และอาจมีการตกคางของสารพิษ TTX ในตัวกุง
เน้อเย่อ และน้าเลอด ึ่งสงผลตอสุขภาพของผูที่บริโภคสัตวเหลานั้นดวย อยาง รกตามขอมูลที่มี
การศึกษาการเกิดพิษและการตกคางของสารพิษ TTX ในสัตวน้ายังคงมีอยูนอยมาก ดังนั้น
การศึกษาในครั้งนี้เพ่อใหทราบ ึงความเปนพิษของสารพิษ TTX ตอกุงขาว การสะสมของ
สารพิษนี้ในตัวกุงขาว และการ นตัวของกุงขาวหลังจาก ดรับการพัก น โดยการใหกุงขาวกิน
อาหารที่ผสมสาร TTX บริสุทธิในระดับตาง  และผลจากการศึกษาที่ ดสามาร นา ปเปน
แนวทางในการจัดการระดับมาตรฐานของคุณภาพอาหารสัตวน้า และเปนแนวทางในปองกัน
การปนเปอนของ TTX ในวัต ุดิบที่ใชในการผลิตอาหารสัตวน้าและความปลอดภัยของผูบริโภค
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2. ตรวจเอกสาร

2.1  ชีววิทยาของ กุงขาว (Litopenaeus vannamei)

ภาพที่ 1  : กุงขาว  (Litopenaeus vannamei)      
ที่มา   : www.fao.org/fi/glossary/aquaculture/spec-term...

กุงขาว เปนสายพันธุกุงทะเลในกลุม กุงขาวแป ิ  กุงขาว มีช่อทาง
วิทยาศาสตรวา Litopenaeus vannamei กุงขาวที่ทาการเพาะเลี้ยงกันอยูในปจจุบันนี้แบงออก
ดเปน 2 กลุม ตามสภาพภูมิศาสตรของโลก ดแก กุงขาวตะวันตก เชน  กุงขาว (Litopenaeus 

vannamei), กุงน้าเงินตะวันตก (Penaeus  stylirostris) ทาง งตะวันออก ดแก กุงแชบวย   
(P. merguiensis), กุงขาวจีน (P. chinensis), กุงขาวอินเดีย (P. indicus) กุงขาวจะมีลาตัว 8 
ปลอง และมีสีขาว หนาอกใหญ การเคล่อน หวเรว สวนหัวมี 1 ปลอง มีกรียาวประมาณ 0.8  
เทาของความยาวเปลอก หัวสันกรีสูง ปลายกรีแคบ สวนของกรีมีลักษณะเปนสามเหลี่ยมมีสีแดง
อมน้าตาล กรีดานบนมี 8 น กรีดานลางมี 2 น รองบนกรีมองเหน ดชัด เปลอกหัวสีขาวอม
ชมพู ึงแดง ขาเดินมีสีขาว ึ่งเปนลักษณะที่โดดเดน หนวดยาวมีสีแดงมี 2 เสน ตาแดงเขม 
สวนตัวมี 6 ปลอง เปลอกตัวสีขาวอมชมพู ึงแดง เปลอกบาง ขาวายน้า 5 คู มีสีขาวขางในที่
ปลายมีสีแดง สวนหางมี 1 ปลอง ปลายหางมีสีแดงเขม แพนหางมี 4 ใบและ 1 กรีหาง เปนสัตว
ที่มีความแขงแรงและทนทานจึงมีการขยายพันธุตามธรรมชาติ ดกวาง เชน ในแ บแนวชาย ง
ตะวันออกของมหาสมุทรแป ิ ก ตั้งแตเมก ิโก ึงเปรู เน่องจากภูมิภาคในแ บนี้ที่ระดับความ
ลึกจากเสนแนวชาย งลง ปประมาณ 72 เมตร หรอ 235 ุต และพ้นทองทะเลมีลักษณะเปน
เหมอนโคลน ึ่งเหมาะสมแกการเจริญเติบโต และเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ กุงขาวเปนกุง
ที่เลี้ยง ดทั้งระบบธรรมชาติ และระบบกึ่งหนาแนน ลักษณะพิเศษของกุงสายพันธุนี้คอสามาร
สรางความคุนเคย หรอปรับตัวภายใตระบบการเพาะเลี้ยง ด เชน สามาร เพาะเลี้ยง ดทั้งในน้า
ที่มีระดับความเคมในชวงกวางคอที่ 5-35 สวนในพันสวน (ppt) และที่ระดับความเคมที่สามาร
เจริญเติบโต ดดีคอ 10-22 ppt อุณหภูมิที่สามาร เจริญเติบ ดดีคอ 26-29 องศาเ ลเ ียส แต
สามาร ทาการเพาะเลี้ยง ดที่อุณหภูมิ 25-35 องศาเ ลเ ียส ปริมาณออก ิเจนที่ละลายในน้ามี
คา 4-9 มิลลิกรัม ลิตร และ pH ควรอยูระหวาง 7.2-8.6 สามาร เลี้ยง ดในน้าที่มีความกระดาง
รวม 120 มิลลิกรัม ลิตร และมี alkalinity 80-150 มิลลิกรัม ลิตร ภิญโญ  เกียรติปญโญ, 2545)
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1.1ระบบกลามเนื้อ

ผิวลาตัวชั้นนอกมีอีพิเดอรมิส (epidermis) หุมดวยชั้นของคิวติเคิล  (cuticle) 
ใตชั้นอีพิเดอรมิสเปนเน้อเย่อเกี่ยวพัน และมีกลามเน้อตามยาว ชวยในการเคล่อน หว ึ่ง
ประกอบดวย กลามเน้อเ ลคเ อร flexor muscle) มีอยู 2 คู เปนมัดกลามเน้อที่ชวยในการดีด
ตัวของกุง กลามเน้อเอคเทนเ อร extensor muscle) มีอยู 2 คู เปนมัดกลามเน้อชวยใหกุง
เหยียดตัว

1.2 ระบบยอยอาหาร

มีรยางคหลายคูชวยในการจับเหย่อใหเขาสูปากผานคอหอยสั้น เขา ปยัง
กระเพาะอาหารสวนแรก cardiac stomach) และกระเพาะอาหารสวนหลัง pyloric stomach) 
บริเวณดานขางมีรูเปดของทอน้ายอยจากตับ digestive gland) เขามาชวยยอยและมีการดูด ึม
ในบริเวณนี้ดวย จากนั้นกากอาหารจะ ูกสงออกตามลา ส ปยังทวารที่อยูสวนทายของรางกาย

1.3 ระบบหมุนเวียนโลหิตและระบบแลกเปลี่ยนกา

หัวใจอยูบริเวณดานเหนอกระเพาะอาหารและอวัยวะสบพันธุ ในชองรอบหัวใจ
(pericardial cavity) มีชองเลก  ใหเลอดในชองนี้ หลเขา ปในหัวใจ ด เสนเลอดที่สาคัญมี
หลายเสน และสงเลอด ปเลี้ยงทั่วรางกาย ที่สาคัญ ดแก เสนเลอดจานวนมาก หนาที่การทางาน
opthalmic artery 1 เสน ออกจากหัวใจดานหนา ปเลี้ยงสวนหัวและกระเพาะอาหาร antennary 
artery 1 คู เปนเสนเลอดที่แตกแขนงออกจาก ophthalmic artery ปเลี้ยงหนวด gastric artery 
1 คู เปนเสนเลอดที่แยกแขนงออกจาก ophthalmic artery ปเลี้ยงกระเพาะ hepatic artery 1 คู 
ออกจากหัวใจทางดานลาง ปเลี้ยงตับ digestive gland) dorsal abdominal artery 1 เสน ออก
จากหัวใจสวนทายดานลาง แลววกขึ้นบน ปยังหาง stemal artery 1 เสน แยกจาก darsal 
abdominal artery ลงสูดานลาง ventral artery 1 เสน อยูทางดานลาง แลน ปสวนหัวเรียก
ventral thoracic artery และแลน ปสวนทองเรียก ventral abdominal artery เลอดของกุงมีสี า
ออน เพราะมีองคประกอบของ ีโม ยานิน เม่อเลอด หลออกจากหัวใจ ปยังเสนเลอด ตาง 
แลว หลเขามารวมกันที่แองพักเลอดดานทอง เลอดจะ หลเขาสูเสนเลอดที่นา ป อกยังเหงอก 

ึ่งมีอยู 8 คู ทางดานขางของสวนอก โดยมีแผนเปลอกปด วแตละอันมีใยเหงอกเลก เปน
บริเวณที่มีการแลกเปลี่ยนกา ออก ิเจนและคารบอน ดออก ด เม่อเกิดการ อกเลอดแลว
เลอดจะ หลออกเพ่อ หลเขาสูชองรอบหัวใจแลวเขาหัวใจทางรูออสเตีย (ostia)
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1.4 ระบบขับ ายของเสีย

อวัยวะที่ใชในการขับ าย คอ ตอมที่อยูบริเวณโคนหนวดเรียกตอมเขียว 
green gland หรอ antennary gland) อยูภายในชองที่มีของเหลวที่เปนของเสียมารวมอยูโดย

การ ึมแพรเขา ปในตอมเขียว ึ่งมีลักษณะเปน ุงและสง ปพักที่บริเวณกระเพาะพัก(bladder) 
แลวเปดออกนอกรางกายที่บริเวณโคนหนวดคูที่  

1.5  ระบบประสาท

ประกอบดวยสมอง เปนปมประสาทขนาดใหญอยูบริเวณสวนหัว มีแขนงแยก
ปเลี้ยงตา (optic nerve) และ ปเลี้ยงหนวด antennary nerve) จากปมประสาท สมองมี

เสนประสาทลอมรอบหลอดอาหาร ลงมายังปมประสาทดานลาง รวมกันเปนปมประสาททรวงอก 
thoracic ganglion) ึ่งมีปมประสาท 7 ปม จากนั้นจะทอดยาวเปนปมประสาทสวนทอง ventral 
nerve cord) และมีปมประสาทแยกออก ปยังกลามเน้อและรยางคตาง

ภาพที่ 2  : ระบบประสาทของกุงในกลุม Penaeus
ที่มา   :  Xu และคณะ (1999)

2.2 การปนเปอนของสารพิษ นอาหารสัตวน้า
ตามที่รัฐบาล ทย ดรณรงคดานอาหารปลอดภัย เพ่อใหอาหารที่ผลิตและ

บริโภคในประเทศมีความปลอดภัย ดคุณภาพมาตรฐานทัดเทียมสากล นา ปสูการเปนครัวโลก
นั้น เปาหมายหลักที่สาคัญประการหนึ่ง คอ อาหารตองสะอาด ปราศจากเช้อโรค มมีสาร
ปนเปอนอันตราย และสารตกคางจากยา าแมลงตองอยูในระดับที่ปลอดภัย ในปจจุบันผูบริโภค
ตองเสี่ยงกับโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากวัต ุดิบและอาหารที่มีกระบวนการผลิตการปรุง และ
การเกบรักษาที่ ม ูกสุขลักษณะทาใหมีโอกาสการปนเปอนสิ่งที่เปนอันตราย ในสวนของ
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ผูบริโภคมักจะใหความสาคัญกับปริมาณสารเคมีที่ตกคางอยูในอาหารและอาหารสัตวมากกวา
สารพิษจากธรรมชาติ ึ่งสรางขึ้น สารพิษจากธรรมชาติสามาร แบง ดเปน 5 ชนิด ตาม
แหลงกาเนิด ดแก

1. สารพิษจากเช้อรา (mycotoxin) สวนใหญเปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเลก และ
ทนตอความรอน (heat stable) เชน อะ ลาทอก ิน (aflatoxin) โอคราทอก ิน (ochratoxin) 
เปนตน

2. สารพิษจากแบคทีเรีย (bacterial toxin) สวนใหญเปนโปรตีน จึง มทน     
ตอความรอน (heat labile) เชน โบทูลิน (botulin) เอนเทอโรทอก ิน (enterotoxin) ที่
Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus สรางขึ้น

3. สารพิษจากสาหราย (phycotoxin) สวนใหญเปนสารที่ทนตอความรอน ที่
สรางจากสาหรายในกลุม dinoflagellate และ phytoplankton ผูบริโภค ดรับสารพิษเน่องจาก
รับประทานหอยที่กินสาหรายเหลานี้เปนอาหาร หรอด่มน้าที่มีสาหรายปนเปอนในปริมาณสูง

.สารพิษจากพช (phytotoxin) มักเปนสารในกลุมอัลคาลอยด (alkaloid) พบใน
พชที่ใชเปนอาหาร เชน glycoalkaloid ในมัน รั่ง ึ่งพชสรางขึ้นเพ่อปองกันการเขาทาลายของ
แมลงและเช้อรา เปนตน รวมทั้งพชสมุน พร เชน pyrrolizidine alkaloid เปนตน

5. สารพิษจากสัตว (zootoxin) ดแก พิษงู พิษแมงปอง พิษคางคก ึ่งสารพิษ
กลุมนี้ อวามีการปนเปอนในอาหารนอยมากยกเวนพิษ TTX จากปลาปกเปา (มณี  ตันติรุงกิจ

)
การปนเปอนของสารพิษในอาหารสัตวน้านั้น สวนใหญมีสาเหตุมาจากขั้นตอน

การผลิตและการเกบรักษาวัต ุดิบอาหาร ึ่งการเกบรักษาอาหารสัตวน้านั้นเปนสิ่งที่สาคัญ 
หากมีการเกบอาหารที่ ม ูกสุขลักษณะจะทาใหคุณภาพของอาหารลดลง หรอมีสารพิษที่เปน
อันตรายกับสัตวน้าเกิดขึ้น ึ่งมีการตรวจพบการปนเปอนของ aflatoxin ที่ผลิตโดยเช้อราใน
กลุม Aspergillus sp. ในระหวางกระบวนการผลิตหรอการเกบรักษาวัต ุดิบ สาหรับในสัตวน้า
พบวา aflatoxin ทาใหมีการเจริญเติบโต มดี สรีระ มสมบูรณ และมีการเปลี่ยนแปลงของ
เน้อเย่อ ทาใหผลผลิตลดลง นอกจาก Aspergillus sp. แลวยังมี  Flusarium monoliform ึ่ง
สามาร สรางสารพิษที่สาคัญหลายชนิดเชน fumonosin B1, ochratoxin A ชุติมา  ตันติกิตติ  
2549) โดยสารเหลานี้จะเขาสูตัวสัตวน้าและกอใหเกิดความเปนพิษตอรางกายสัตวน้า

นอกเหนอจากสารพิษที่กลาวมาขางตน ในแหลงน้าธรรมชาตินั้น ตัวสัตวน้าเอง
ดรับพิษจากอาหารที่กินเขา ป ึ่งเปนอาหารที่มีชีวิต โดยอาหารมีชีวิตบางชนิดสามาร ผลิต

สารพิษ ดเชน ดโนแ ลกเจลเลตและสาหรายบางชนิดที่มีพิษ สารพิษที่ผลิตขึ้นโดย ดโนเ ลก
เจลเลตสวนหนึ่งจะ ูกปลอยออกมานอกเ ลลและเขาสูสิ่งมีชีวิตชนิดอ่นเชน หอย กุง ปลา และ
ปู ดวยวิธีการกรองหรอการกิน โดยสอดคลองกับการรายงานของ Noguchi และคณะ (2006b)  
ดังที่แสดงในภาพที่ นอกจากนี้ยังมี สารพิษ ิกัวเทอรา (ciguatera) ึ่งเปนสารพิษที่ผลิตโดย
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แพลงกตอน Gambierdiscus toxicus ึ่งเปนอาหารของสัตวน้าขนาดเลกบางประเภท สัตวน้า
ดรับพิษชนิดนี้ โดยปลาที่มีขนาดใหญจะกินสัตวน้าขนาดเลก เหลานี้เปนอาหารอีกตอหนึ่ง  

พิษในปลาขนาดใหญจะมีความเขมขนมากกวาในสัตวน้าขนาดเลก และมักสะสมในตับ สมอง 
หรอนัยนตามากกวาในเน้อ สารพิษนี้มีคุณสมบัติสามาร ทนความรอน ดและมักพบในปลาที่
อาศัยบริเวณแนวปะการัง เชน แ บทะเลแคริบเบียน และมหาสมุทรแป ิ ก และมีพิษอีกชนิด
หนึ่งที่สามาร พบ ดในสัตวน้าคอ พิษอัมพาตจากหอย (paralytic shellfish poisoning : PSP) 
เรียกยอ  วา สารพีเอสพี เปนพิษที่ผลิตโดยแพลงกตอน Gonyaulax    catanella และ G.  
tamarensis ึ่งเปนอาหารของหอย โดยหอยจะกรองเอาแพลงกตอนเหลานี้เปนอาหารทาใหเกิด
การสะสมสารพิษในตัว LD50 ของพิษชนิดนี้ ในปลาเทากับ 400-755 มโครกรัม PSP/กิโลกรัม 
(White, 1981) และการ ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษ diarrhetic shellfish poison, (DSP) ใน
สัตวจาพวกหอยเชน หอยแมลงภู หอยแครง หรอหอยนางรม ึ่งผลิตโดยแพลงกตอนพชในกลุม
ดโนแ ลกเจลเลต ในสกุล Dinophysis ดแก D. fortii,  D. acut  และในสกุล Prorocentrum  
ึ่งกรองเอาแพลงกตอนพชเหลานี้เปนอาหาร  สวนสารพิษ แอนาทอก ิน-เอ anatoxin-a) ผลิต

โดยสาหรายสีเขียวแกมน้าเงินในสกุล Anabaena sp. และ Oscillatoria sp. ึ่งออก ทธิในการ
ทาลายระบบประสาท นอกจากนี้ยังมี saxitoxin (STX) และ นีโอแ ค ิทอก ิน (neosaxitoxin) 

ึ่งผลิตโดยสาหราย Anabaena flos-aquae  สารพิษทั้ง 2 ชนิดนี้ ออก ทธิตอระบบประสาท
(Camacho et al., 2007) ึ่งมีอาการคลายกับการ ดรับพิษ TTX การที่ปลาปกเปาและสัตวน้า
อ่นมีพิษ TTX ในตัวนั้น เน่องจากการกินอาหารที่มีการปนเปอนของสารพิษที่ผลิตขึ้นโดย
แบคทีเรียที่อาศัยอยูในแพลงกตอน เม่อแพลงกตอนตายแบคทีเรียสวนหนึ่งจะกระจายออกสู
แหลงน้า และสะสมในสัตวน้าชนิดอ่นตอ ป และแบคทีเรียอีกสวนหนึ่งกจะ ูกทับ มรวมกับ าก
ของแพลงกตอนที่ตายลง เม่อสัตวหนาดินมากิน ากเหลานี้ สารพิษจะสะสมภายในตัวเ ลล  
และสามาร ทาใหสัตวน้าชนิดอ่น ดรับพิษเหลานี้โดยผานทางหวงโ อาหาร ภาพที่ 3) ทั้งนี้
ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวน้า ปริมาณสารพิษที่สัตวน้า ดรับและชนิดของอาหารที่สัตวน้าเหลานั้น
กินเขา ป ึ่งชี้ใหเหนวาสารพิษสวนใหญที่สัตวน้า ดรับนั้น ผลิตมาจากแพลงกตอนและ
แบคทีเรียที่อาศัยอยูในทะเลและสะสมในตัวสัตวน้าโดยการกินสิ่งมีชีวิตเหลานี้เปนอาหาร

ปจจุบันพบวา สารพิษ TTX มีแนวโนมที่จะเกิดการปนเปอนในอาหารสัตวน้า
สูงขึ้น เปน ป ดวา ในอนาคตปลาที่นามาทาเปนปลาปนมีปริมาณลดนอยลง ในขณะที่ความ
ตองการปลาปนเพิ่มสูงขึ้น และอาจจะมีการนาปลาปกเปามาใชทาเปนปลาปนเพ่อใชเปนแหลง
โปรตีนในอาหารสัตว ึ่งขอมูลของ TTX ที่มีตอสัตวน้ามีอยูนอยมาก หากสัตวน้า ดรับสารพิษ
ชนิดนี้ในปริมาณนอย  เปนระยะเวลานานอาจทาใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อ รวม ึง
การตกคางของสารพิษในอวัยวะสวนตาง  แตขอมูลในสวนนี้ยังคงมีอยูนอยจึงตองมีการศึกษา
เพิ่มเติมตอ ป



ภาพที่ 3 : การ ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษของสัตวน้าผานทางหวงโ อาหาร
ที่มา   :  Noguchi และคณะ 

 การเปลี่ยนแปลงของสารพิษ นรางกาย

โดยทั่ว ปแลว  ภายในรางกายมนุษยหรอสัตวมีขบวนการตาง  ที่จะ
เปลี่ยนแปลงสารใด  กตามที่ ดรับเขาเพ่อใหสารนั้น  มี ทธินอยลง หรอเปนอันตรายตอ
รางกายนอยลง ตลอดจนสามาร เปลี่ยน ปในรูปที่สามาร ขับ ายออกนอกรางกาย ด 
2523)

2.4 ผลของสารพิษที่ปนเปอน นอาหารตอสัตวน้า

จากที่ ดกลาวมาขางตน การ ดรับสารพิษในสัตวน้าสวนใหญมาจากการกิน
อาหารที่ปนเปอนสารพิษ โดยสารพิษที่ ดรับจะ ปมีผลตอระบบตาง  ของรางกายและสงผลตอ
การเจริญเติบโต นอกจากนี้เม่อสัตวน้า ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษเปนระยะเวลานา
เกิดอาการเปนพิษแบบเร้อรัง จากการศึกษาของ อรอนงค บัณฑิต 
สารพิษ ทีทู (aycotoxin T-
ตับ และเ ลลสะสมอาหารมีขนาดเลกลงอีกทั้งเกิดการสลายตัวของเ ลลทอตับ และมีการจับตั
กันอยางหลวม  ของเ ลลสรางน้าเหลอง นอกจากสารพิษทีทูแลวยังมี 

การ ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษของสัตวน้าผานทางหวงโ อาหาร
และคณะ (2006b)

การเปลี่ยนแปลงของสารพิษ นรางกาย

โดยทั่ว ปแลว ภายในรางกายมนุษยหรอสัตวมีขบวนการตาง  ที่จะ
เปลี่ยนแปลงสารใด  กตามที่ ดรับเขาเพ่อใหสารนั้น  มี ทธินอยลง หรอเปนอันตรายตอ
รางกายนอยลง ตลอดจนสามาร เปลี่ยน ปในรูปที่สามาร ขับ ายออกนอกรางกาย ด 

ปอน นอาหารตอสัตวน้า

จากที่ ดกลาวมาขางตน การ ดรับสารพิษในสัตวน้าสวนใหญมาจากการกิน
อาหารที่ปนเปอนสารพิษ โดยสารพิษที่ ดรับจะ ปมีผลตอระบบตาง  ของรางกายและสงผลตอ
การเจริญเติบโต นอกจากนี้เม่อสัตวน้า ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษเปนระยะเวลานา
เกิดอาการเปนพิษแบบเร้อรัง จากการศึกษาของ อรอนงค บัณฑิต (2548) พบวา กุงที่ ดรับ

2) ที่ระดับความเขมขน 2.0 ppm มีการ อและการลีบของเ ลลทอ
ตับ และเ ลลสะสมอาหารมีขนาดเลกลงอีกทั้งเกิดการสลายตัวของเ ลลทอตับ และมีการจับตั
กันอยางหลวม  ของเ ลลสรางน้าเหลอง นอกจากสารพิษทีทูแลวยังมี aflatoxin B1 

7

โดยทั่ว ปแลว ภายในรางกายมนุษยหรอสัตวมีขบวนการตาง  ที่จะ
เปลี่ยนแปลงสารใด  กตามที่ ดรับเขาเพ่อใหสารนั้น  มี ทธินอยลง หรอเปนอันตรายตอ
รางกายนอยลง ตลอดจนสามาร เปลี่ยน ปในรูปที่สามาร ขับ ายออกนอกรางกาย ด มาลินี  

จากที่ ดกลาวมาขางตน การ ดรับสารพิษในสัตวน้าสวนใหญมาจากการกิน
อาหารที่ปนเปอนสารพิษ โดยสารพิษที่ ดรับจะ ปมีผลตอระบบตาง  ของรางกายและสงผลตอ
การเจริญเติบโต นอกจากนี้เม่อสัตวน้า ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษเปนระยะเวลานานทาให

พบวา กุงที่ ดรับ
มีการ อและการลีบของเ ลลทอ

ตับ และเ ลลสะสมอาหารมีขนาดเลกลงอีกทั้งเกิดการสลายตัวของเ ลลทอตับ และมีการจับตัว
aflatoxin B1 โดย
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การศึกษาของ ปยวัฒก  วสยางกูร และคณะ 2540) พบวา กุงที่ ดรับ aflatoxin B1ในขนาด 10 
และ 20 ppb มีคาเฉลี่ยของจานวนเมดเลอดทั้งหมดและชนิดเมดเลอดกรานูโล ตต่า เม่อ
เปรียบเทียบกับกุงที่ ดรับอาหารที่ มผสม aflatoxin B  สาหรับอัตราการเจริญเติบโตของกุงที่
ดรับอาหารที่ผสม aflatoxin B  ลดลง และมีอัตราการตายสูงกวากุงที่ ดรับอาหารที่ มผสม 

aflatoxin B  สอดคลองกับการรายงานของ มะลิ  บุณยรัตผลิน และคณะ 2543) พบวา เม่อกุง
ดรับอาหารที่มี aflatoxin B  เปนระยะเวลานานทาใหมีปริมาณเมดเลอดและความวอง วของ

เอน ม นอลออก ิเดสเพิ่มขึ้น และมีการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อตับและตับออนในกุงกุลาดา
ที่ ดรับอาหารปนเปอน aflatoxin B  ที่ระดับความเขมขน 74, 126 และ 220 ppb ดังนี้ เ ลลทอ
ตับลีบเลก atrophy) มีการเพิ่มจานวนของเ ลลในเน้อเย่อระหวางทอตับ และมีการตายของ
เ ลลบุผิวทอตับบางสวน cell necrosis) นอกจากนี้ยังพบวาการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อมี
ความสัมพันธกับความเขมขนของ aflatoxin ที่ ดรับ ในสัตวน้าหลังจาก ดรับสารพิษ TTX เขาสู
รางกาย จากการรายงานของ Haverinen และคณะ (2007) ในปลาเรนโบวเทราท (Rainbow 
trout) โดยทาการ cloning เน้อเย่อหัวใจของปลาเรนโบวเทราท พบวา กลามเน้อหัวใจของปลา
เรนโบวเทราท มีความ วตอ TTX มากกวาในสัตวมีกระดูกสันหลัง ึง 1,000 เทา โดยทั่ว ปแลว
ภายในรางกายมนุษยหรอสัตวมีกระบวนการตาง  ที่จะเปลี่ยนแปลงสารใด  กตามที่มนุษยหรอ
สัตว ดรับเขา ป โดยเปลี่ยน ปเปนสารที่ออก ทธินอยลง หรอเปนอันตรายตอรางกายนอยลง 
ตลอดจนเปลี่ยนแปลง ปอยูในรูปที่ขับ ายออกจากรางกาย ดรวดเรวขึ้น การเปลี่ยนแปลงของ
สารในรางกายอาจ ดสารตัวใหม ึ่งเปนอันตรายตอรางกายมากขึ้น หากสารที่ ูกเปลี่ยนแปลง
ปเปนสารที่มีพิษนอยลงหรอมีอันตรายตอรางกายนอยลง เรียกกระบวนการนี้วา detoxify หาก

สาร ูกเปลี่ยนแปลง ปเปนสารที่มีพิษมากขึ้นหรอมีอันตรายตอรางกายมากขึ้นเรียก
กระบวนการนี้วา lethal synthesis มาลินี  ลิ้มโภคา  2523)

2.5 Tetrodotoxin (TTX) นสัตวน้า

สารพิษ TTX สามาร พบ ดในปลาปกเปาและสัตวน้าอ่นอีกหลายชนิด ึ่ง
สารพิษ TTX ในธรรมชาตินั้นเกิดจากการสังเคราะหของแบคทีเรียกลุม Vibrio sp. และ 
Pseudomonas tetraodonis และแบคทีเรียในกลุม Actinomycetes โดยพบแบคทีเรียเหลานี้ใน
ลา สของปลาปกเปา (Soong and Venkatesh  2006) สารพิษ TTX สามาร สงผานจาก
สิ่งมีชีวิตชั้นต่า ปยังสัตวชั้นสูงผานทางหวงโ อาหาร (Noguchi et al., 2006b) ดังแสดงในภาพ
ที่ 3 ปจจุบันมีการศึกษาเพ่อพิสูจนขอสมมุติฐานดังกลาว ึ่งใหผลสรุปคอนขางชัดเจนวา เช้อ
แบคทีเรียที่อาศัยอยูกับสิ่งมีชีวิตเปนผูสรางสารพิษ TTX สวนใหญเปนแบคทีเรียในกลุม Vibrio 
sp. อัธยา กังสุวรรณ และคณะ, 2530) ตอมามีการศึกษาเพิ่มเติม ึงสายพันธุ Vibrio sp. ที่
สามาร สราง TTX ด พบวา แบคทีเรียที่อาศัยอยูในแมงดาทะเล ทย Carcinoscorpius 
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rotundicauda) มี 1 ใน 15 สายพันธุเปน Vibrio sp. โดยสายพันธุที่พบคอ Vibrio LM-1 อัธยา
กังสุวรรณ และคณะ, 2541) ึ่งสอดคลองกับการรายงาน Saito และคณะ (1985) ที่พบวา
แบคทีเรียที่อยูในลา สของสัตวมีพิษสามาร สรางสารพิษในเ ลล ด (Miyazawa and Noguchi, 
2001) 

Tsai และคณะ (2006a) พบสารพิษ TTX ในปู (Demania cultripes) ึ่งในแต
ละตัวอยางนั้น ดมีความเปนพิษโดยเฉลี่ยอยูในชวง 347±276 MU (Mouse Unit) นอกจากนี้ยัง
มีรายงานการพบสารพิษ TTX ใน gastropod 5 ชนิดคอ Polinices didamy, Natica lineate,  
Oliva miniacea, O. mustelina, O. hirasei (Hwang et al., 2007) 

2.5.1 คุณสมบัติสาร TTX

Tetrodotoxin มีช่อเตมทางเคมีคอ Octahydro-12-(hydroxymethyl)-2-imino-
5,9:7,10a-dimethano-10aH-[1,3]dioxocino[6,5-d]pyrimidine-4,7,10,11,12-pentol เปนสาร
อนุพันธของ amino perhydroquinazoline (CnH17NsOe) ึ่งประกอบดวย hydroxy group และ
guanidinium group ลักษณะเปน heterocyclic ขนาดเลก อาการของสารพิษชนิดนี้จัดอยูใน
กลุมของ neurotoxin เปนพิษที่มีผลตอระบบประสาทที่รุนแรงที่สุด (Soong and Venkatesh, 
2006)

ภาพที่  : ลักษณะการเกิดของสารประกอบสาร TTX
ที่มา  : Zimmer และ Ferrer (2007)



ภาพที่ 5 : โครงสรางของสาร 
ที่มา        :  www.chm.bris.ac.uk

TTX มีสูตรทางเคมีคอ 
ตอโมล ึ่งมีโครงสรางดังภาพที่ 
สารพิษชนิดนี้มีความสามาร ในการทนความรอน ดสูง ึง 
สลายตัวในสภาวะที่เปนดาง 

2.5.2 กล กการออก ทธิ์สาร 

TTX เปนสารพิษที่ออก ทธิอยางรวดเรวบริเวณ
เกิดการยับยั้งการทางานของ
เกาะในตาแหนงเดียวกันที่บริเวณ 
potential ของเ ลล จึงมีผลใหกระบวนการสงตอสัญญาณ าของเ ลลตาง
ที่ ดรับผลกระทบจากสารพิษทั้ง
ประสาทสั่งการ (motor nerve) 
สามาร ออก ทธิ ดทั้งระบบประสาทสวนกลาง
แรงและมี ทธิกระตุน chemo receptor trigger zone 
หายใจติดขัดและกดกานสมองที่เรียกวา
ขยายตัวของหลอดเลอดและการหายใจ
กลามเน้อกระบังลมเปนอัมพาตจนหยุดหายใจ 

โครงสรางของสาร TTX
:  www.chm.bris.ac.uk

มีสูตรทางเคมีคอ C11H17O8N3 และมีน้าหนักโมเลกุลเทากับ 
ตอโมล ึ่งมีโครงสรางดังภาพที่ 2 สาร TTX สามาร ละลาย ดดีในกรด และละลายน้า ด
สารพิษชนิดนี้มีความสามาร ในการทนความรอน ดสูง ึง 220 องศาเ ลเ ียส
สลายตัวในสภาวะที่เปนดาง วริต  คุปตกาญจนากุล และ วินัย  วนานุกูล  2550)  

กล กการออก ทธิ์สาร TTX

เปนสารพิษที่ออก ทธิอยางรวดเรวบริเวณ excitable membrance 
เกิดการยับยั้งการทางานของ sodium channel คลายพิษจาก saxitoxin (STX)
เกาะในตาแหนงเดียวกันที่บริเวณ external part of voltage-gate channel ทาให มเกิด 

จึงมีผลใหกระบวนการสงตอสัญญาณ าของเ ลลตาง สูญเสีย ป
ที่ ดรับผลกระทบจากสารพิษทั้ง 2 ชนิดมากคอ เ ลลกลามเน้อและเ ลลของระบบประสาท

(motor nerve) และประสาทรับความรูสึก (sensory nerve) 
สามาร ออก ทธิ ดทั้งระบบประสาทสวนกลาง และประสาทสวนปลาย โดยทาใหกลามเน้อออน

chemo receptor trigger zone ที่ medulla oblongata 
หายใจติดขัดและกดกานสมองที่เรียกวา vasomotor center ึ่งทาหนาในการควบคุมการ
ขยายตัวของหลอดเลอดและการหายใจ และเปนสาเหตุหลักที่ทาใหเกิดการเสียชีวิตจาก
กลามเน้อกระบังลมเปนอัมพาตจนหยุดหายใจ ภาพที่ 6)

10

และมีน้าหนักโมเลกุลเทากับ 319.3 กรัม
และละลายน้า ด

องศาเ ลเ ียส แตมีการ
)  

excitable membrance ทาให
saxitoxin (STX) โดยมีการจับ

ทาให มเกิด action 
สูญเสีย ป เ ลล

เ ลลกลามเน้อและเ ลลของระบบประสาท ทั้ง
(sensory nerve) สารพิษชนิดนี้

โดยทาใหกลามเน้อออน
medulla oblongata ทาใหเกิดการ

ึ่งทาหนาในการควบคุมการ
และเปนสาเหตุหลักที่ทาใหเกิดการเสียชีวิตจาก
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ภาพที่ 6 : การขัดขวางการทางานของ Na channel ในระบบประสาท
ที่มา       : www.life.umd.edu

ความเปนพิษของ TTX สามาร รายงานในหนวยของ Mouse Unit (MU) ึ่ง
เปนระดับของสารพิษที่ทาใหหนูขาวหนัก 20 กรัม ตายภายใน 30 นาที และจากการรายงาน
ของ Noguchi และคณะ (2006b) พบวา ในหนูมี LD50 เทากับ 1 MU/20 g ในแมว มี LD50 นอย
กวา 10 มโครกรัม กิโลกรัม โดย 1 MU เทากับ 0.2 มโครกรัม และขนาดที่ทาใหมนุษย
เสียชีวิตโดยประมาณ 2 มิลลิกรัม และปริมาณของพิษที่นอยที่สุดที่คน ดรับแลวแสดงอาการอยู
ที่ 0.2 มิลลิกรัม (Yoshikawa-Ebesu et al., 2001) โดยสอดคลองกับการรายงานของ วริต  
คุปตกาญจนากุล และวินัย  วนานุกูล 2550) และคาเฉลี่ย Lethal dose (LD50) 9 มโครกรัม
กิโลกรัม ในรูปการฉีดเขาหลอดเลอด

จากที่กลาวมาขางตน สาร TTX เปนสารที่ออก ทธิเหมอนกับสาร STX แตมี
โครงสรางแตกตางกัน และจากการศึกษาของ Linares และคณะ (2008) พบวาเม่อ ฉีดสารสกัด 
STX เขาสูกลามเน้ออของกุงที่ระดับตาง  พบวา สาร STX มีผลทาใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กลามเน้อหัวใจและในเสนประสาท โดยพบวากลามเน้อหัวใจมีการเกาะยึดกันนอยลง ทาใหเกิด
ชองวางในหัวใจ และเกิดการอักเสบบริเวณ neuropile ganglia 

การแพรกระจายของ TTX นตัวปลาปกเปา และสัตวชนิ อื่น   

จากรายงานที่ผานมา พบวา ปลาปกเปาชนิด Arothron meppa  และ 
Lagocephalus inermis  มีการตรวจพบสารพิษ TTX นอกจากนี้ ดทาการทดลองทางเคมี
เพิ่มเติมเพ่อยนยันชนิดของพิษดังกลาว โดยพบพิษในสวนของ ตับ และ ข (อัธยา  กังสุวรรณ
และคณะ, 2533) ในการศึกษาของ Soong และ Venkatesh (2006) ในปลาปกเปา สารพิษ TTX 
มีความเขมขนมากในตับและรัง ข บริเวณเย่อบุลา สและหนัง โดยบริเวณเน้อเย่อเกี่ยวพันของ
ปลามี TTX มากกวา 30 มโครโมล ทั้งนี้พบวา ตัวปลา ม ดรับอันตรายจากสารพิษ TTX 
เน่องจากในปลาปกเปาใน Domain I ของ Nav ที่ตาแหนง 401 นั้นมีกรดอะมิโนคอ 
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asparagines อยูและรูปแบบกรดอะมิโน มมีการจับตัวกันเปนแบบวงแหวน (nonaromatic 
amino acid) ทาให TTX มสามาร เขามาจับ ด ึ่งตางจากในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและในปลา ึ่ง
ที่ตาแหนง 401 เปน aromatic amino acid ที่เปนมีวิวัฒนาการของยีน สัตวหลายชนิดมี
วิวัฒนาการของยีนดังกลาว ดแก Taricha granulosa, Taricha rivularis, Taricha  torosa,  หมึก
ยักษวงแหวนสี า (Blue-ringed octopus: Hapalochlaena maculosa) หนอนตัวแบน ปลา
นกแกว ดาวทะเล หนอนทะเล ปลาสินสมุทร ปูแ นทิด (Panopeus herbstii) แมงดาทะเล
หนอนริบบิ้น (Lineus spp.) ที่เกาะอยูกับหอยนางรม หอยทรัมเปตและพวกหอย าเดียว
นอกจากนี้ยังพบในสัตวครึ่งบกครึ่งน้า เชน คางคกแหงอเมริกากลางในสกุล Atelopus  กบ าร
เลควิน (Dendrobates  histrionicus) และกบในเขตรอนบางชนิด เชน กบศรพิษ (Dendrobates   
leucomelas) และที่ผานมา ดมีการรายงานวา พบพิษ TTX ในปลาบู 3 ชนิดของ ตหวัน และ
แมงดา วยนั้นพบวาสามาร ตรวจสอบการสะสมสารพิษ TTX ในตัว ดในบาง ดูกาล โดย
สันนิษฐานวาอาจเปนผลมาจากการที่สัตวกินแพลงกตอนบางชนิดเชน ดโนแ ลกเจลเลต ที่
สรางสารพิษ TTX ทาใหเกิดการสะสมพิษในหอยหรอสัตวหนาดินขนาดเลกแลว ูกกินโดย
แมงดาทะเลและสัตวอ่น สารพิษจึงมีการสะสมอยูในเน้อและ ขของแมงดา วย เม่อคนบริโภค
แมงดา วยที่มีสารพิษสะสมอยูจึงทาใหเกิดอาการเปนพิษ ด จากการรายงานของ Brillantes  
และคณะ (2003) ในประเทศ ทยพบปลาปกเปาที่มีพิษกระจายอยูมากในจังหวัด สมุทรสาคร 
และ ดทาการตรวจหาสาร TTX ดโดยวิธี high-performance liquid chromatography HPLC) 
และพบวาในชวงเดอนสิงหาคม พ.ศ. 2544 อวัยวะสบพันธุของปลาปกเปามีระดับความเปนพิษ
ของ TTX สูง ึง 847 MU/g ึ่งมีคามากกวาในชวงเดอนอ่น  

ความตานทานตอสารพิษและการสะสมของสารพิษ TTX นสัตวน้า

การออก ทธิของสารพิษ TTX ในสัตวน้านั้นมีกล กการออก ทธิเหมอนกับ
สารพิษในกลุมของ PSP จากที่กลาวมาขางตนวา ปลาปกเปามีการวิวัฒนาการของยีนที่
สามาร ตานทานพิษของ TTX ด จากการรายงานของ Noguchi และคณะ 2004) ดนาปลา
ปกเปาที่ มมีพิษ 3 ชนิดคอ L. wheeleri, L. gloveri และ L.  cutaneus มาเลี้ยงดวยอาหารที่
ผสมสารพิษ TTX โดยปลาปกเปาจะแสดงอาการเกิดพิษภายใน 40 วัน เม่อเลี้ยงดวยอาหารที่
ผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 4 MU g day และที่เลี้ยงดวยอาหารที่ผสมสารพิษนี้ที่ระดับ 0.5 
MU g day ปลาปกเปาแสดงอาการเกิดพิษภายใน 100 วัน และมีความเปนพิษเพิ่มขึ้น ปจน ึง 
240 วัน และ ึงแมวาปลาปกเปาที่เลี้ยงดวยอาหารที่ผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 4 MU g day   
สามาร เลี้ยง ดนาน ึง 139 วันกตาม แตเปน ป ดวาปลาปกเปาทั้ง 3 ชนิดนี้อาจจะมีการกาจัด
ออกหรอทาใหพิษลดความรุนแรงลง ด detoxify) หรออาจมีการสรางภูมิตานทานที่สามาร
ตานทานสารพิษชนิดนี้ ด จากการศึกษาดังกลาวทาใหทราบวาปลาปกเปาที่มาการจากเลี้ยง ม
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มีการสะสมของสารพิษ ึ่งสอดคลองกับการ ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษของสัตวน้าผานทาง
หวงโ อาหารที่รายงานโดย Noguchi และคณะ (2006b) ดังที่แสดง วในภาพที่ 3 นอกจากนี้ยัง 
Noguchi และคณะ (2006a) พบวา การสะสมสารพิษ TTX ในปลาปกเปาในตัวจะมี
ความสามาร ในการตานทานพิษในระดับที่สูง ึ่งมากกวาหนู ึง 300-750 เทา ในขณะที่สัตวน้า
อ่น  เชน ในปลากระดูกแขง (Oplegnathus panctatus, O. fasciacus และ Girella puncatata) 
สามาร ตานสารพิษ TTX ดเพียง 0.3-1.8 MU เม่อเปรียบเทียบกับหนูขาว (ตารางที่ 1) 
การศึกษาของ Haverinen และคณะ (2007) ทาการ cloning เน้อเย่อหัวใจของปลาเรนโบวเท
ราท พบวา Na current จากกลามเน้อหัวใจของปลามีความ วตอ TTX มากกวาในสัตวมีกระดูก
สันหลัง 1,000 เทา แตอยาง รกตามการศึกษาดานกล กการยับยั้งการเปนพิษภายในตัวปลา
หรอสัตวน้าอ่น  ที่มีการสะสมพิษชนิดนี้ภายในตัวนั้น ยังมีการศึกษานอยมาก ดังนั้นในกรณีนี้
อาจตองมีการศึกษาในระดับโมเลกุลเชิงลึกตอ ป เพ่อนาขอมูลที่ ดมาเปนแนวทางในการ
ปองกันและจัดการกับพิษที่เกิดขึ้นแกสัตวน้าและผูบริโภคใหเกิดความปลอดภัยมากขึ้น
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ตารางที่ 1 ความสามาร นการตานทานพิษ Tetrodotoxin  นสัตวน้าที่มีการสะสม
สารพิษและ มมีการสะสมสารพิษ

Species   MLD50 ( MU/20g
TTX bearing organism
Xanthid crap Artergalis floridus 1,000
Tropical gob Yongeichthys criniger >300
Puffer fish Toxic Takifugu niphobles 700-750

T.pandalis 500-550
T.rubripes(culture) 300-500

Genaral non-toxic or rarely  toxin                       
                                                Lagocephalur                         wheeleri  15-18

L. gloveri 19-20
Liosaccus cutaneus 13-15

Non toxic Ostradon 0.9-1.3
TTX free Vertebrate
Teleosts Oplegnathus panctatus 0.8-0.9

Girella puncatata 0.8-1.8
O.fasciacus 0.3-0.5

Lead mammal
Mouse Mus musculus 1

ที่มา : Noguchi และคณะ (2006b)
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ตารางที่ 2 ระ ับความเปนพิษที่นอยที่สุ ที่ทา หสัตวตาย ของ TTX นสัตวชนิ ตาง   

Animal    
Minimium lethal dose
(µgTTX/kg body weight)

Plaice(Paralichthys olivaceus) 0.5
Dragonfly 1.3
Carp 2
Pigeon 2.7
Rat 2.7
Sparrow 4
Guinea-pig 4.5
Frog 5
Hen 6
Rabbit 8
Mouse 8
Dog 9
Cat 10
Turtle 46
Eel 80
Toad (Bufo) 200
Snake (non-poisonous, species not given) 450

ที่มา : Kao (1966)

จากตารางที่ 2 พบวา สัตวแตละชนิดมีความสามาร ในการตานทาน TTX ใน
ระดับที่ตางกัน ใน คางคก Toad) สามาร ทนพิษ ดสูง ึง 200 ppb และในแมว 10 ppb สวนใน
สัตวปกเชน นกพิราบ (Pigeon) สามาร ทนพิษ ด 2.7 ppb นกในกลุมนกกระจอก (Sparrow) 4 
ppb และในสัตวน้าเชน ปลา น สามาร ทนพิษ ด 2 ppb และปลา หล 80 ppb 
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2.6 สภาพการณเกี่ยวกับปลาปกเปา นประเทศ ทย

ึงแมวาประเทศ ทยจะออกขอกาหนดใหหามผลิต หามนาเขา หรอหาม
จาหนาย และสงออกปลาปกเปาทุกชนิด และหามนาอาหารที่มีเน้อปลาปกเปาเปนสวนผสม
นามาจาหนาย ึ่งมีผลบังคับใชตั้งแตวันที่ 26 ธันวาคม 2545 เปนตนมานั้น แตยังคงพบปญหา
ในกรณีที่ เกิดจากการรับประทานปลาปกเปาเปนบางครั้ง ทั้งนี้อาจเปนเพราะผูบริโภค
รูเทา ม ึงการณหรอมีความรูเกี่ยวกับปลาปกเปาคอนขางนอยและ มสามาร จาแนกปลา
ปกเปาที่มีพิษ ด นอกจากนั้นยังพบในกรณีที่พอคาแมคา และผูประกอบอาหารลักลอบนาปลา
ปกเปามาแลจาหนายและประกอบอาหารใหแกผูบริโภค โดยลักษณะของเน้อปลาปกเปาเม่อ
ผานการแลแลว จะมีลักษณะคลายเน้ออก กสด จึงเรียกอีกช่อหนึ่งวา “ปลาเน้อ ก” พบมากตาม
รานหมูกระทะ รานขาวตม รานสุกี้ หรอนา ปผสมกับปลาชนิดอ่นเพ่อทาลูกชิ้นปลา โดยเสนทาง
ขนสงสวนใหญจะมาจากนานน้าทะเลลึก เน่องจาก ้อมาในราคาที่ ูก จากนั้นจะผาน
กระบวนการแปรรูปโดยการแลเอาเฉพาะในของสวนเน้อ เพ่อสงขายในราคาที่สูงขึ้น นอกจาก
ราย ดจากการขายเน้อปลา เศษของปลาปกเปาที่เหลอจะจาหนายใหแกโรงงานอาหารสัตวหรอ
โรงงานปลาปน ึ่งสงผลกระทบตอผูบริโภคที่รับประทานอาหารที่มีสวนผสมของปลาปกเปา
ดังกลาว และการสงเศษปลาปกเปาที่ผานการแลเอาเน้อแลวเขาสูโรงงานปลาปน อาจกอใหเกิด
ความเสียหายตอธุรกิจการเพาะเลี้ยงสัตวน้า ดเน่องจากคุณภาพของวัต ุดิบที่ ม ดมาตรฐาน
และมีการปนเปอนของสารพิษในวัต ุดิบอาหาร

2.7 ผลกระทบของ TTX ตอผูบริโภค

TTX จัดเปนสารพิษที่ออก ทธิทางระบบประสาท neurotoxin) ึ่งมี ทธิ ป
ขัดขวางหรอยับยั้งการทางานของระบบประสาทและกลามเน้อ ทาใหเกิดอาการชาที่ลิ้น นิ้วมอ 
คล่น ส อาเจียน หายใจติดขัด อาจทาใหระบบประสาทที่ทาหนาในการควบคุมกลามเน้อ
หยุดชะงัก vasomotor blockage) ทาใหการเตนของหัวใจผิดปกติ และเสียชีวิต ดในเวลา
อันรวดเรว ึ่งอาการของพิษจะเกิดขึ้นหลังจาก ดรับพิษนี้เขาสูรางกายประมาณ 10-45 นาที  
หรออาจใชเวลามากกวานี้ ทั้งนี้ขึ้นอยูกับปริมาณสารที่ ดรับเขา ป สาหรับการ ดรับสาร TTX 
ในคน ึ่งอาจเกิดจากการรูเทา ม ึงการณทาให ดรับอันตราย ในประเทศญี่ปุนมีรายงานการ
ตายของผูที่ ดรับพิษ TTX จากการรับประทานปลาปกเปาโดยเฉลี่ย 50 คนตอป ทาใหมีการ
กาหนดใหมี TTX ปนเปอนในอาหาร ด มเกิน 10,000 MU หรอ .  มโครกรัมตอปลาปกเปา 
 กิโลกรัม

ในประเทศ ทยมีผู ดรับพิษจากการบริโภคปลาปกเปา ทั้งชนิดน้าจดและ
น้าเคม การวินิจฉัยโรคจากพิษสาร TTX และ STX ทา ดโดยอาศัยอาการและอาการทางคลินิก
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เปนหลักลักษณะของคลินิกที่สาคัญที่ทาใหคิด ึงโรคนี้คอ อาการชาและออนแรง ึ่งมีลักษณะ
เดนคอ ชาปลายลิ้นและปาก ตามดวยชาปลายมอปลายเทา และมีการออนแรงแบบ ascending 
paralysis หาก ดประวัติกินปลาปกเปาหรอ ขแมงดาทะเลมาในชวง มกี่ชั่วโมงกอนมีอาการ จะ
ชวยในการวินิจฉัย ด อยาง รกตามผูปวยหลายรายอาจ ดประวัติกินปลาเทานั้น เน่องจากปลา
ปกเปาสวนใหญมัก ูกขายในทองตลาดในช่ออ่น เชน ปลา ก หรอขายปลอมปนกับปลาชนิดอ่น
(วินัย  วนานุกูล  2008) ึ่งตรงกับการรายงายของกรมวิทยาศาสตรการแพทยโดย ดรายงาน ึง  
อาการของผูที่ ดรับพิษ TTX ึ่งจะแสดงอาการคอ ชาตามริม ปาก ลิ้น บริเวณใบหนา ปลาย
นิ้วมอ คล่น ส อาเจียน และมีอาการชาเพิ่มมากขึ้น รูสึกออนเพลีย แขนขา มมีแรง จนกระทั่ง
เดินหรอยน ม ด กลามเน้อกระตุกคลายกับชัก มีอาการ ataxia พูดลาบากจน ึงพูด ม ด ระยะ
นี้ผูปวยยังรูสึกตัว และเม่อกลามเน้อเปนอัมพาต รูสึกหายใจ มสะดวก ตอมาจะหมดสติ รูมาน
ตาขยาย มมีป ิกิริยาตอแสง ความรุนแรงของการเกิดพิษ TTX นี้ขึ้นอยูกับปริมาณของสารพิษ
ที่ ดรับและระยะเวลาที่สารพาอยูในตัว ดังนั้น า ม ดรับการรักษาที่ ูกวิธี จะทาใหหัวใจหยุด
เตน และเสียชีวิตในที่สุด และในปจจุบันยัง มมียาแกพิษ TTX าพิษ ดรับการขับ ายทาง ตจะ
ทาใหผูปวยมีอาการดีในกรณีที่ ดรับพิษ มมากนัก และที่ผานมามีชาวประมง 6 คนเสียชีวิต  
เน่องจากกินปลาปกเปาทะเลในเดอนมีนาคม 2544 นั้น ทางกรมวิทยาศาสตรทางการแพทย ด
สงตัวอยางชีววัต ุของชาวประมงทั้ง 6 คนมาทาการวิเคราะหหาสาเหตุของการเสียชีวิตดังกลาว

ึ่งเปนการคาดการณเบ้องตนวามีสาเหตุเน่องมาจากพิษ TTX โดยตัวอยางที่สงมาวิเคราะห
ประกอบดวย ตับ ต ปสสาวะ และ เศษของเหลอในกระเพาะอาหาร ึ่ง ดทาการสกัดพิษและ
ทดสอบพิษในหนูทดลอง และยนยันชนิดของพิษโดยใช HPLC ผลของการวิเคราะหดวย HPLC 
ยนยัน ดวา พิษที่พบนั้นเปนพิษ TTX ึ่งพบสาร TTX ในตัวอยางจากชาวประมง 5 คน จาก
ทั้งหมด 6 คน ปริมาณของพิษที่ตรวจวัด ดจากตัวอยางเศษอาหารที่เหลออยูในกระเพาะอาหาร 

ึ่งมีความเขมขนของพิษ 2.55 MU/g และพิษใน ต 2.36 MU/g จากการตรวจหาสารพิษที่
ตกคางในผูเสียชีวิตจากการรับประทานปลาปกเปาโดยตรวจหาสาร TTX ในปสสาวะและเลอด
โดยใช C18 Sep-Pak cartridge column และ LC-MS พบวา ในปสสาวะและในน้าเลอดมีสาร 
TTX อยูโดยในน้าปสสาวะมีปริมาณ TTX สูงกวาในน้าเลอด (Tsai et al. 2006b)   

เน่องจากปลาปกเปาเปนปลาที่มีพิษอาจทาใหผูบริโภค ดรับอันตราย จน ึงขั้น
เสียชีวิต ด ดังนั้นจึงมีการควบคุมปญหาที่เปนอันตรายจากปลาปกเปาในประเทศ ทย โดย
สานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ดออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 264) 
พ.ศ.2545 เร่อง กาหนดอาหารที่หามผลิต นาเขา หรอจาหนาย โดยกาหนดใหปลาปกเปาทุก
ชนิด และอาหารที่มีเน้อปลาปกเปาเปนสวนผสม เปนอาหารหามผลิต นาเขาหรอจาหนาย   
(ณัฐคมพร  ภานุรัตนะ, 2550) อยาง รกตาม ปจจุบันยังพบผูเสียชีวิตจากการบริโภคเน้อปลา
ปกเปาและยังมีการลักลอบจาหนายเน้อปลาปกเปา 
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2.8 วิธีการตรวจหาสารพิษ TTX นสัตวน้า

สารชีวพิษมีความสาคัญตอการดารงชีวิตของมนุษย เม่อ ดรับสารเหลานี้เขาสู
รางกายจะมีผลตอระบบตาง  เชน สารในกลุม paralytic shellfish poisons เชน saxitoxin, 
neoxaxitoxin, gonyotoxin, tetrodotoxin ึ่งเปนพิษที่ออก ทธิตอระบบประสาท ระบบ
กลามเน้อ ระบบทางเดินหายใจ วิธีการในการตรวจหาสารเหลานี้ ึ่งมีหลายวิธีดวยกันเชน วิธี 
ELISA, HPLC, GC-MS และ LC-MS เปนตน Zhou และคณะ 2007) ดทาการตรวจสอบ
สารพิษโดยวิธี ELISA สามาร ตรวจพบพิษที่ระดับต่าสุดเทากับ 0.05 นาโนกรัม และขั้นตอนใน
วิเคราะหดังกลาวใชเวลา 1.8 ชั่วโมง สวน อัธยา  กังสุวรรณ และคณะ (2533) ดใชวิธี HPLC 
ในการตรวจหาสาร TTX จากอวัยวะของปลาปกเปาพบวา พบพิษ TTX ในตับและ ข ของ L. 
inermis และในเน้อของ A. mappa ึ่งประกอบดวย TTX และ อนุพันธคอ anhydro TTX 
นอกจากนี้ ดนา ขของแมงดา วย ึ่งมีพิษ TTX มาสกัดพิษและทาใหบริสุทธิจากนั้นนา ป
วิเคราะหดวย HPLC พบ TTX และพิษอัมพาต (PSP) บางชนิดดวย (อัธยา  กังสุวรรณ และ
คณะ, 2538) และ Lee และคณะ (2000) ดรายงานการคนพบแบคทีเรีย Vibrio LM-1 จากปลา
ปกเปา ึ่งเปนแบคทีเรียที่สามาร สรางสาร TTX ดโดยใชวิธี HPLC และวิธี gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) ในการตรวจหาสารพิษที่แบคทีเรียสรางขึ้น 
สวน Noguchi และคณะ 2006a) ดรายงานการวิเคราะหสาร TTX ดวยวิธี LC-MS ึ่งสามาร
ตรวจหาสารพิษ ด 0.1 MU/g เชนเดียวกับ Tsai และคณะ 2006b) ดทาการตรวจหาสารพิษ 
TTX ในปสสาวะและเลอดของเหย่อผูเคราะหรายโดยใชเคร่อง LC-MS และ GC-MS ในการ
ตรวจหาสารพิษพบวา LC-MS สามาร ตรวจหาสารพิษชนิดนี้ ดแมมีปริมาณต่ามากแตการ
วิเคราะหดวย GC-MS มสามาร ใชตรวจหาสารพิษ ดทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ

วิธี LC-MS มีขอดีในแงที่นามาใชกับสารที่มีขั้วสูง สารที่ มระเหย และสารที่มี
ปริมาณต่า ด และใหผลการวิเคราะหที่ ูกตอง แมนยา สะดวก และรวดเรว จึงเปนเทคนิคที่
ดรับการยอมรับอยางกวางขวางในแวดวงของงานวิเคราะหและการตรวจสอบสารพิษ อยาง รก

ตาม LC-MS กมีขอจากัดคอ มสามาร ใหขอมูลเกี่ยวกับระยะอะตอมในโมเลกุล ด ชุติมา 
ลิ้มมัทวาภิรัติ  2548)

2.9 การ ูแลรักษาผูปวยที่ รับสารพิษ TTX และ STX (วินัย  วนานุกูล  
2008)  

ปญหาที่สาคัญของผูปวยโรคจากพิษสาร TTX และ STX คอทางเดินหายใจและ
การหายใจ เน่องจากผูปวยมีโอกาสสาลัก และการหายใจลมเหลว ดงาย การดูแลรักษาแบบ
ประคับประคองจึงเปนสิ่งที่สาคัญมาก ขั้นตอนของการดูแลประกอบดังนี้
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1. ประเมินทางเดินหายใจ (airway) ระยะแรกควรใหผูปวยงดการกินอาหาร
หรอน้าทางปากกอน หากผูปวยมีอาการหนังตาตกมากขึ้น ภาพ อน กลนลาบาก เสียงขึ้นจมูก
หรอพูด มชัดแสดงวามีโอกาสที่ผูปวยเกิดการสาลัก ดมาก ควรพิจารณาใส endotrachea tube 
แตเนิ่น

2. การหายใจ (breathing) าผูปวยมีอาการหายใจลาบาก หายใจต้น หายใจชา
หรอ ึมลง ควรพิจารณาใสเคร่องชวยหายใจแกผูปวยการใชเคร่องตรวจวัด oxygen saturation 
มใชการตรวจที่ วพอในกรณีนี้

3. การลดการปนเปอนสารพิษ (decontamination) าผูปวยมา ึงโรงพยาบาล
ภายใน 1 ชั่วโมงแรก อาจพิจารณาลางทอง และใหผง านกัมมันต (activated charcoal) 50 
กรัม ทางสายกระเพาะอาหาร (nasogastric tube) แต าเกินกวานั้นควรพิจารณาใหผง านกัม
มันตเพียงอยางเดียว

4. ผูปวยที่มีความดันโลหิตต่าควรใหสารน้า เชน normal saline าประเมิน
ภาวะสารน้าในรางกาย เชนจาก central venous pressure (CVP) พบวาเพียงพอ แตยังมีความ
ดันโลหิตต่าอยูจึงพิจารณาใหยากลุม resopresser ยา norepinephrine อาจจะ ดผลดีกวา
dopamine ในกรณีนี้

5. โรคพิษจากสาร TTX และ STX ปจจุบันนี้ยัง มมียาที่ใชในการตานพิษ แต
จะเปนการรักษาแบบประคับประคองจนอาการของผูปวยดีขึ้น

.10 แนวทาง นการปองกันและการแกปญหา

1. ความรอน มสามาร ทาลายสาร TTX และ STX ด การปรุงอาหารดวย
ความรอนจึง ม ดลดความเสี่ยงในการเกิดโรค มควรกินอาหารจากสัตวน้าที่มีสารพิษชนิดนี้อยู

2. ในประเทศญี่ปุนเน้อปลาปกเปาจัดเปนอาหารที่คนนิยมกิน และมีความ
ปลอดภัยระดับหนึ่งเน่องจากการแลเน้อปลาปกเปาจะทา ดโดยผูที่ ดรับใบอนุญาตเทานั้น
เพราะจะตองผานการ กอบรมจนชานาญที่จะ มทาใหพิษ TTX ึ่งอยูในอวัยวะภายในและ
ผิวหนังของปลา ปปนเปอนกับเน้อปลา และที่สาคัญอีกประการหนึ่งคอ ผูบริโภคปลารูวาตัวเอง
กินปลาอะ ร สามาร บอกญาติใหนาสงโรงพยาบาล ดทันทีเม่อมีอาการมากขึ้น

3. ในประเทศ ทยการแลเน้อปลาปกเปาโดยคนงานที่ ม ดรับการ กอบรมให
ทราบ ึงอันตราย และการขาย ม ดแจงวาเปนปลาปกเปา สวน ขแมงดา วย ึ่งอันตรายมัก
ปะปนอยูกับ ขแมงดาจาน ึ่งกิน ด ผูปวยจึงมัก ดรับพิษโดย มรูตัว ด (วินัย  วนานุกูล  2008)  

4. ควรมีการศึกษา ึงชนิดสายพันธุของปลาปกเปาในประเทศ ทย ความเปน
พิษของปลาปกเปาแตละชนิด ขนาด ดูกาล และแหลงที่ทาการประมงรวมทั้งศึกษาความเปน
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บทที่ 2

วัส ุ อุปกรณ และวิธีการท ลอง

 การท ลองที่  การศึกษาผลของสารพิษ TTX ตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง
ขาว

 การเตรียมสัตวท ลอง และสารเคมี

1 การเตรียมกุงที่ ช นการท ลอง          

ใชกุงขาวสุขภาพแขงแรง น้าหนักเฉลี่ยเริ่มตนประมาณ 1.5-3 กรัม จานวน 
600 ตัว จากส านีวิจัยวาริชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ อาเภอละงู จังหวัดสตูล 

 สารเคมี

. . .  สารเคมีสาหรับวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของ
อาหารและสัตวทดลองแสดงในภาคผนวก

1.1.2.2 สารเคมีสาหรับการศึกษาดานเน้อเย่อวิทยา ภาคผนวก)
1.1.2.3 สารเคมีสาหรับการวิเคราะหองคประกอบเลอด ภาคผนวก)
1.1.2.4 สารพิษ Tetrodotoxin (sigma, 5651)
1.1.2.5 สารเคมีสาหรับวิเคราะหคุณภาพน้า ภาคผนวก)

 อาหารสาหรับเลี้ยงกุงขาว

ใชอาหารเมดสาเรจรูปที่คานวณ ดจากสูตร โดยใหมีระดับคุณคาทาง
โภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง       

1.2 อุปกรณ

1.2.1 อุปกรณที่ ช นการเลี้ยงกุงสาหรับท ลอง
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1.2.1.1 ัง เบอรกลาส ขนาดความจุ  ลูกบาศกเมตร สาหรับหรับ
พักกุง วกอนเริ่มการทดลอง

1.2.1.2 ัง เบอรกลาส ขนาดความจุ  ลูกบาศกเมตรและขนาด
ความจุ ลูกบาศกเมตรสาหรับพักน้าทะเลและน้าสาหรับใชในการทดลอง

1.2.1.3 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเคร่องใหอากาศ ทอลม 
สายยางใส และ หัวทราย

1.2.1.4 อุปกรณเปลี่ยน ายน้า และทาความสะอาด ังเลี้ยงกุง ดแก 
สายยางใสสาหรับเปลี่ยน ายน้า องน้าสาหรับลาง ังทดลอง

1.2.1.5 อุปกรณสาหรับเคล่อนยายกุง ดแก สวิงชอนกุง และ ัง
พลาสติก คลอรีน สาหรับ าเช้อปรสิตในน้าทะเล

. . .  อุปกรณสาหรับวัดความเคมน้าทะเล ดแก salinometer

1.2  อุปกรณเตรียมอาหารท ลอง

. . .  เคร่องมอผลิตอาหาร ยี่หอ Hobart mixer รุน A 200 T ที่
ประกอบดวยเคร่องผสมอาหารแบบมีใบพัด ชุดอัดเมดอาหาร

. . .  อุปกรณชั่งตวงวัสดุอาหาร ดแกเคร่องชั่ง าทศนิยม  
ตาแหนง ของ Satorius รุน Basic เคร่องชั่ง าทศนิยม  ตาแหนง ของ Satorius รุน 
Research กระบอกตวงน้า บีกเกอรขนาด  และ  ml าดใสอาหาร และ ุงพลาสติก
บรรรจุวัต ุดิบยและอาหารทดลองที่เสรจสิ้นกระบวนการผลิต

. . .  ตูเยนเพ่อเกบอาหารทดลองในระหวางการรอนา ปใช

 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารท ลองและ
สัตวท ลอง

. .3.  อุปกรณวิเคราะหความช้น ดแก ตูอบ (hot air oven) ของ
บริษัท Memmert โ ดูดความช้น (desiccator) เคร่องชั่ง า 3 ตาแหนง วยกระเบ้องเคลอบ 
(crucible) 

. .3.  อุปกรณวิ เคราะหโปรตีน ดแก เคร่องยอย (digestion 
apparatus) ของบริษัท Gerhardt รุน Kjeldatherm เคร่องกลั่น (distillation apparatus) ของ 
Gerhardt รุน Vapodest I หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) บีกเกอร กระบอกตวง ขวดรูป
ชมพู และบิวเรต กระดาษชั่งตัวอยางปราศจาก นโตรเจน
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. .3.  อุปกรณวิเคราะห ขมัน ดแก ชุดเคร่องมอวิเคราะห ขมัน รุน 
Soxtec System HT6 สกรองสาร วยสกัดสาร ตูอบ โ อบแหง เคร่องชั่ง า 3 ตาแหนง

. .3.  อุปกรณวิเคราะหเ า ดแก วยกระเบ้องเคลอบ (crucible) 
เตาเผา (muffle furnace) ของ Gallenkamp โ ดูดความช้น (desiccator) เคร่องชั่ง า 3 
ตาแหนง

 อุปกรณสาสาหรับวิเคราะหน้า

1.2.4.1 อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH) คอ เคร่อง pH meter 
. . .  อุปกรณและเคร่องแกวสาหรับวิเคราะหคาความเปนดาง

(alkalinity) ดแก ขวดรูปชมพู บีกเกอร กระบอกตวง บิวเรต ปเปต ลูกยาง และขวดเกบ
ตัวอยางน้า

1.2.4.3 อุปกรณวัดอุณหภูมิน้า ดแก เทอรโมมิเตอร
1.2.4.4 อุปกรณและเคร่องแกวสาหรับวิเคราะหคาออก ิเจนละลายน้า

(OD) ดแก ขวด BOD ขวดรูปชมพู กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง

 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือ

1.2.5.1 อุปกรณเกบเลอดกุง ดแก เขมขนาด G ยาว  นิ้ว และ
กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด  ml หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด .  ml

1.2.5.2 อุปกรณสาหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนใน ีรัม (serum 
protein) ดแก เคร่องหมุนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ ด (Beckman, AvantiTM 30 centrifuge) 
สเปคโตรโ โตมิเตอร (spectrophotometer) แทงบดพลาสติก มโครปเปต (eppandroft)

1.2.5.3 อุปกรณสาหรับนับเมดเลอด คอ กลองจุลทรรศน ีมา โต
มิเตอร (Haemacytometer) และเคร่องกดนับ counter)

1.2.5.4 อุปกรณสาหรับวิเคราะห PO activity ดแก 96 well plate ม
โครปเปต มโครเ นตริ ว  (microcentrifuge tube) microplate reader

1.2.5.5 อุปกรณสาหรับวิเคราะหเอม ม Acetlycholinesterase ดแก  
QuantiChromTMAcetylcholenesterase Assay Kit (BioAssay Symtem, DACE-100) 

1.2.5.6 อุปกรณสาหรับวิเคราะหเอม ม Lactate dehydrogenase  
ดแก ชุดทดสอบ เอน ม D-Lactic dehydrogenase (Sigma, L-2011)
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1.2.6 อุปกรณที่ ชศึกษาการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ

. .6.1 ชุดอุปกรณผาตัด ดแก มีดผาตัด กรรก กร ที่คีบ
1.2.6.2 เคร่องเตรียมเน้อเย่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor)

ของ Technicon Corporation รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A 
1.2.6.3 เคร่องตัดชิ้นเน้อเย่อคอ มโครโตม (microtome) Jung AG 

Heidelberg) ใบมีดตัดเน้อเย่อ (Leica, Disposable Microtome Blades) อางน้าอุน (warm 
bath) และส ลด

. .6.  อุปกรณสาหรับเตรียมส ลด าวร คอ ตูอบควบคุมอุณหภูมิ 
(Sunyo, Program Oven) ชุดสาหรับใสสียอม และแผนปดส ลด

. .6.  เคร่องเอมเบดดิ้ง embedding center) 

. . .  เตารอน (hot plate)
1.2.6.7 กลอง ายภาพของ Olympus รุน AX 70 และกลองจุลทรรศน

แบบเลนสประกอบของ Olympus รุน C-35 AD

1.2.7 อุปกรณสาหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของกุงประกอบ วย

1.2.7.1 เคร่องชั่ง าทศนิยม  ตาแหนง 
1.2.7.2 ังพลาสติกขนาด  ลิตร 
1.2.7.3 กะละมังพลาสติก 
1.2.7.4 สวิงชอนกุง 
1.2.7.5 กลองพลาสติก 
1.2.7.6 ผาขนหนู ับตัวกุง

1.3 วิธีการท ลอง 

1.3.1 แผนการท ลอง

 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด Completely randomized design, CRD) 
เริ่มตนการทดลองโดยชั่งน้าหนักกุงขาว สุมกุงใหมีน้าหนักในชวง 3-4 กรัมตอตัว โดยแบงการ
ทดลองออกเปน 3 ชุดการทดลอง (treatments) แตละชุดการทดลองมี 4 ้า (replication)  ละ 
20 ตัว ใหอาหารวันละ 4 ม้อ เวลา .  2. , 15.  และ .  น. สังเกตปริมาณอาหารที่
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กุงกิน เพ่อนา ปปรับปริมาณอาหารม้อตอ ป ชั่งและบันทึกน้าหนักอาหารที่ใหทุกวัน ชั่งน้าหนัก
ทุก 2 สัปดาห สุมกุงชุดการทดลองละ 5 ตัวมาชั่งน้าหนักดวยเคร่องชั่งทศนิยม 2 ตาแหนง และ
เม่อครบสัปดาหที่ 6 ทาการชั่งน้าหนักกุงที่หมดเพ่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในแตละชุดการ
ทดลอง เลี้ยงกุงตอ ปอีก 3 วัน จากนั้นสุมเกบตัวอยางกุงทั้งหมดของแตละชุดการทดลอง  ละ 
8 ตัว เพ่อศึกษาองคประกอบเลอด การศึกษาปริมาณแรธาตุในเลอดจานวน 4 ตัวตอชุดการ
ทดลอง สาหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อกุงขาวใชกุงขาวที่ ดจากการเกบเลอด
แลวชุดการทดลองละ 4 ตัว สวนการศึกษาองคประกอบทางโภชนาการในตัวกุง ใชกุงที่ทาการ
เกบเลอดแลว 4 ตัว สวนการศึกษากิจกรรมชองเอน ม acetylcholinesterase (AChE) และ
กิจกรรมชองเอน ม lactate dehydrogenase (LDH) ใชกุงขาว 8 ตัวตอชุดการทดลอง สวน
การศึกษาการตกคางของสารพิษใชกุงขาวชุดการทดลองละ 12 ตัว ชุดการทดลองแตละชุดแบง
ตามระดับความเขมขนของสารพิษ TTX 2 ระดับ 2.5 และ 5 ppm) รวมชุดควบคุม  ppm) 
เม่อสิ้นสุดการทดลองเปรียบอัตราการเจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงขององคประกอบเลอดและ
เน้อเย่อระหวางชุดการทดลอง

 การเตรียมสัตวที่ ช นการท ลอง

นามาพัก วใน ัง เบอรขนาด 3 ตัน เลี้ยงดวยอาหารสาเรจรูปเชิงการคา 2 
สัปดาห จากนั้นแลวคัดขนาดใหมีน้าหนักใกลเคียงกันใสใน ังทดลอง ังละ 30 ตัว เลี้ยงตอดวย
อาหารสาเรจรูปเชิงการคา 1 สัปดาห เพ่อใหกุงปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมที่ใชในการทดลอง 
กอนเริ่มการทดลองทาการตรวจสอบสุขภาพของกุงโดยการเชคเช้อแบททีเรียภายนอกและ
ภายใน แลวทาการคัดกุงขาวที่มีสุขภาพแขงแรงลง ังทดลอง โดยใหมีขนาดอยูระหวาง 3-4 
กรัม ใสใน ังทดลอง จานวน 20 ตัวตอ ัง จานวน 1  ัง

 การเตรียมน้าสาหรับ ช นการท ลอง

ใช ังพลาสติกขนาดความจุน้า  ลิตร หนวยทดลอง) ระบบน้าที่ใชเลี้ยงเปน
แบบระบบเปด มีการเปลี่ยน ายน้าทุกวัน ใชน้าทะเลความเคม 10-15 ppt อุณหภูมิ -  
องศาเ ลเ ียส ติดตั้งอุปกรณใหอากาศ น้าทะเลที่ใชนามาพัก วใน ัง เบอรขนาด 3 ตัน 
กาจัดปรสิตที่ปนเปอนมากับน้าโดยใชคลอรีนความเขมขน 30 ppm พัก ว 2-3 วัน จึงนามาใช  
ตรวจสอบคลอรีนในน้าโดยใชโพแทศเ ียม อโอ ดด KI) นาน้าที่ผานการ าเช้อแลวเติมใน ัง
ทดลองให ดปริมาตร 5  ลิตร น้า ดูดตะกอนและอาหารที่เหลอทุกวันกอนใหอาหาร เปลี่ยน
ายน้าทุกวัน
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.  การเตรียมอาหารท ลอง

การทดลองทั้ง  การทดลองใชสูตรอาหารเดียวกัน โดยสูตรอาหารที่ใชเลี้ยงกุง
ทดลองแตกตางกันตามระดับความเขมขนของสารพิษ เริ่มโดยคานวณสูตรอาหารใหมีระดับ
คุณคาทางโภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง แตละสูตรมีระดับโปรตีน  เปอรเ นต ขมัน  
 เปอรเ นต แตมีระดับสารพิษแตกตางกัน 2 ระดับคอ 2.5 และ 5 ppm สวนในชุดควบคุม มใส

สารพิษ สารพิษ TTX ที่ใชในการทดลองเปนสารพิษบริสุทธิ .98 เปอรเ นต ของบริษัท 
Sigma (T5651) ึ่งขั้นตอนในการเตรียมอาหารทดลองมีดังนี้

1 นาวัต ุดิบที่จะนามาใชในการทดลอง ปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการตาม
วิธีการของ AOAC (1990) จากนั้นจึงสรางสูตรอาหาร โดยคานวณอาหารทดลองทุกสูตรใหมี
ระดับของโปรตีน ขมัน ที่เทากันและกาหนดใหมีระดับของสารพิษที่แตกตางกันคอ  .  และ 
 ppm ตามลาดับ (ภาคผนวก)

2 ชั่งวัต ุดิบอาหารที่รอนผานตะแกรง ขนาด  เมช (mesh) ชั่งวัต ุดิบ
ทั้งหมดตามอัตราสวนที่ตองการ สวนน้ามันปลา วิตตามิน และแรธาตุแยกใส ุงพลาสติก วใชใน
แตละชุดการทดลอง ตามสูตรที่คานวณ ว ดวยเคร่องชั่ง าที่มีความละเอียด 2 ตาแหนง

3 นาวิตามินผสม แรธาตุผสม แปงสาลี ตามที่คานวณ วในแตละสูตรอาหาร 
ผสมใหเขากันอยางทั่ว ึงใน ุงพลาสติกใส

 นาวัต ุดิบที่ ดในขอ . .3 ลงผสมในปลาปนผสมใหเขากันใหวัต ุดิบมีเปน
เน้อเดียวกันมากที่สุด จากนั้นนาวัต ุดิบที่ ดเขาเคร่องผสมอาหาร Hobart mixer รุน A 200 T 
ผสมใหเขากันประมาณ 10 นาที จากนั้นเติมน้ามันปลาผสมเล ิตินลง ปผสมใหเขากัน 

5 นาที การผสมสารพิษในอาหารทาโดยการนาวัต ุดิบที่คานวณ วผสมใหเขา
กัน จากนั้นจึงนาสารพิษ TTX มาละลายกับน้าที่ใชในการผสมอาหาร โดยละลายสารพิษใหเปน
เน้อเดียวกันจากนั้นจึงคอย  เทน้าที่สารพิษอยูลง ปผสมในอาหาร เม่อผสมจนเขากันดีแลว 
โดยน้าที่ใชเปนน้าที่มีสารพิษ tetrodotoxin ละลายอยู ผสมจนวัต ุดิบอาหารผสมเปนเน้อ
เดียวกัน

 นาวัต ุดิบอาหารที่ผสมกันดีเขาเคร่องอัดเมดอาหาร ผานหนาแวนที่มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง  มิลลิเมตร โดยตัดเมดอาหารใหมีขนาดใกลเคียงกัน โดยตัดใหมีขนาดที่
เหมาะสมกับขนาดที่กุงกินตลอดการทดลอง

 นาอาหารที่เตรียมเสรจแลวอบที่อุณหภูมิ  องศาเ ลเ ียส จนแหงพอดี 
บรรจุใน ุงพลาสติกแลวเกบรักษา วในตูเยนที่อุณหภูมิ  องศาเ ลเ ียส (วุฒิพร  พรหม
ขุนทอง และคณะ  ) นาอาหารทดลอง ปตรวจสอบคุณคาทางโภชนาการของสูตรอาหาร 
(โปรตีน ขมัน ความช้น และเ า) ดวยการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารที่เตรียม
ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1996)
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1.3.5 การเตรียมสารพิษ  TTX

คานวณปริมาณสารพิษ TTX ที่ใชเพ่อให ดระดับความเขมขนตางกัน 2 ระดับ
คอ 2.5 และ 5 ppm เริ่มโดยนาสารพิษบริสุทธิ 99.98 เปอรเ นต ที่บรรจุอยูในขวดขนาด 1 mg  
(น้าหนักสาร) สูตรที่มีความเขมขน 2.5 ppm ใชสารพิษ 1.5 mg สวนสูตรที่เหลอใชสารพิษ 3 
mg คานวณปริมาตรน้าที่ใชในการทาอาหารทั้งหมดในแตละสูตร จากนั้นดึงน้าที่คานวณ วแลว
มาเติมน้า 1 ml ลง ปในขวดเขยาใหสารละลายจนหมดทาการลางขวดสาร 5 ครั้ง โดยใชน้าเดิม
เพ่อใหแนใจวา มมีสารพิษตกคางอยูในขวด 

ตารางที่ 3 คุณคาทางโภชนาการและระ ับของสารพิษ นอาหารท ลอง

 ตัวเลขท่ีนาเสนอเปนคาเฉลี่ย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการวิเคราะหตัวอยาง  ้า)
คาเฉล่ียในสดมภที่มีอักษรเหมอนกันกากับ มมีความแตกตางทางส ิติที่ระดับความเช่อมั่น  เปอรเ นต p>0.05)

1.3.  การเกบรวบรวมขอมูล

 การตรวจสอบพ ติกรรมและลักษณะที่แส งออก
ภายนอกของกุงขาว

ตลอดระยะเวลาทดลอง สังเกตพ ติกรรมที่ผิดปกติและลักษณะ
ภายนอกที่แสดงออก ดแก พ ติกรรมการกินอาหาร สีของลาตัว ลักษณะลาตัว การลอกคราบ 
และระยางคตาง  ผิดปกติหรอ ม รวมทั้งอวัยวะภายนอกอ่น  ของกุงทุกชุดการทดลอง

 การตรวจสอบการเจริญเติบโตและอัตราการรอ ตายของ
กุงขาว

ชั่งน้าหนักกุงทุก  สัปดาห โดยชั่งน้าหนักรวมของกุงแตละ ้าดวย
เคร่องชั่ง าทศนิยม  ตาแหนง นับจานวนกุงที่เหลออยู จนสิ้นสุดการทดลอง สังเกตลักษณะ

องคประกอบทาง
เคมี

ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ 2 ชุดการทดลองที่ 3

โปรตีน (%) 35.06±0.32a 35.38±0.12a 35.32±0.61a

ขมัน (%) 8.603±0.58a 8.712±0.58a 8.829±0.55a

เ า (%) 7.442±0.2a 7.210±0.47a 7.530±0.11a

TTX (mg/kg) 0 2.5 5
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อาการกุงตลอดการทดลอง พรอมทั้งจดบันทึกขอมูล วจนสิ้นสุดการทดลอง 6 สัปดาห นาขอมูล
ที่ ดมาคานวณ

- น้าหนักเฉลี่ยตอตัว (average weight) (ภาคผนวก)
- น้าหนักที่เพิ่มขึ้น (  weight gain) ตามวิธีการของ Jantrarotai และคณะ 

(1994) (ภาคผนวก)
 - อัตราการเจริญเติบโตจาเพาะ (  specific growth rate, SGR) ตามวิธีการ
ของ Jantrarotai และคณะ (1994) 
 - อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้อ (feed conversion rate, FCR) ตามวิธีการ
ของ  Dupree และ Sneed (1966)
-  ปริมาณอาหารที่กุงกิน (feed consumption) ภาคผนวก)
 - อัตราการรอดตาย (survival rate) ตามวิธีการของ Nankervis และคณะ 
(2000) 

1.3.6 การศึกษาองคประกอบเลือ

 เกบตัวอยางกุงในสัปดาหที่ 6 โดยสุมกุงจากทุกชุดการทดลอง  ละ 8  
ตัว เพ่อศึกษาองคประกอบเลอด ดแก
 - ปริมาณเมดเลอดรวมทั้งหมด (Total hemocytes count) โดยใชวิธีการของ 
กิจการ ศุภมาตย และสิทธิ บุณยรัตผลิน )
 - การวิเคราะหกิจกรรมเอน ม นอลออก ิเดส(phenoloxidase activity) โดย
วิธีดัดแปลงจาก Smith และ Soderhall (1983)

- ระดับกลูโคสในน้าเลอด (กิจการ ศุภมาตย และคณะ (2543)
- ปริมาณโปรตีนใน ีรัมวิธีดัดแปลงจาก Lowry และคณะ 1951) ที่ดัดแปลง

โดย กิจการ ศุภมาตย และคณะ (2543)
- อัตราสวนระหวาง Oxyhemoxycanin/hemolymph protein (กิจการ ศุภมาตย 

และคณะ (2543)
- ระดับแรธาตุในน้าเลอด สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเคร่องมอกลาง คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา

 เกบตัวอยางเน้อเย่อของกุงกุลาดาในสัปดาหที่ 6 จานวน 4 ตัว จากแต
ละชุดการทดลอง เพ่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อวิทยา ตามวิธีของ Bell และ Lightner 



29

(1988) โดยฉีดน้ายาเดวิดสันบริเวณหัวใจ ตับและตับออน สวนหัว และกลามเน้อลาตัวใหทั่ว 
แลวตัดสวนหัวกุงออกเปนสอง ีก นากลามเน้อลาตัวดองในขวดที่บรรจุน้ายาเดวิดสัน ใหน้ายา
ทวมตัวอยางเปนเวลา  ชั่วโมง เพ่อใหน้ายาดอง ึมเขาสูเน้อเย่อ ดทั่ว ึง ตัวอยางที่นามา
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อ คอ เน้อเย่อตับออน (hepatopancreatic tissue) เน้อเย่อ
น้าเหลอง (lymphoid cell) เหงอก (gill) เน้อเย่อสรางเมดเลอด (hemopoietic tissue) และ
กลามเน้อ (muscle) หลังจาก  ชั่วโมง เปลี่ยนเปนแอลกอ อล  เปอรเ นต  ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนแอลกอ อล   เปอรเ นต นา ปผานขั้นตอนการเตรียมเน้อเย่อตามวิธี
มาตรฐานของ Humason (1979) โดยใชเคร่อง automatic tissue processor ึ่งเปนการผาน
แอลกอ อลระดับความเขมขนตาง  จาก  ึง  เปอรเ นต เพ่อดึงน้าออกจากเ ลลแลว
ผาน อโ   โพรพิลและ ลีน หลังจากนั้นนาเน้อเย่อมาผานขึ้นตอนการ งชิ้นเน้อลงในพารา
พลาส (embedding) แลวตัดเน้อเย่อดวยเคร่อง มโครโตม ใหมีความหนาประมาณ -  มครอน 
ยอมสี ีมาทอก ลินและอีโอ ิน Hematoxylin & Eosin (H&E) (Bancroft, 1967) จากนั้นนา
ตัวอยางมาตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อโดยกลองจุลทรรศนธรรมดา (Olympus AX 
70) และบันทึกภาพโดยกลอง ายภาพดิจิตอล Olympus DP-10

การศึกษาการตกคางของสารพิษ นตัวกุงขาว

เกบตัวอยางกุงในสัปดาหที่ 6 จานวน 12 ตัว จากแตละชุดการการ
ทดลอง จากนั้นนา ปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเ ลเ ียล จนแหงจากนั้นนามาบดให
ละเอียดแลวสงวิเคราะหหาสารตกคางโดย LC-MS/MS ที่สานักงานอาหารและความปลอดภัย
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี

 การวิเคราะหขอมูล

 วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD (Steel 
and Torrie, 1980) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple  
Range Test (Duncan, 1955) 
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การท ลองที่ 2 : การ นตัวของกุงขาวหลังจาก รับสารพิษ TTX

 สารเคมี

1.2. สารเคมีสาหรับการศึกษาดานเน้อเย่อวิทยา ภาคผนวก)
1.2. สารเคมีสาหรับการวิเคราะหองคประกอบเลอด ภาคผนวก)
1.2. สารพิษ Tetrodotoxin (sigma, 5651)
1.2. สารเคมีสาหรับวิเคราะหคุณภาพน้า ภาคผนวก)

 อุปกรณ

.2.1 อุปกรณที่ ช นการเลี้ยงกุงสาหรับท ลอง

. . .  ัง เบอรกลาส ขนาดความจุ  ลูกบาศกเมตรและขนาด
ความจุ ลูกบาศกเมตรสาหรับพักน้าทะเลและน้าสาหรับใชในการทดลอง

. . . อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเคร่องใหอากาศ ทอลม 
สายยางใส และ หัวทราย

. . .  อุปกรณเปลี่ยน ายน้า และทาความสะอาด ังเลี้ยงกุง ดแก 
สายยางใสสาหรับเปลี่ยน ายน้า องน้าสาหรับลาง ังทดลอง

. . .  อุปกรณสาหรับเคล่อนยายกุง ดแก สวิงชอนกุง และ ัง
พลาสติก คลอรีน สาหรับ าเช้อปรสิตในน้าทะเล

. . .  อุปกรณสาหรับวัดความเคมน้าทะเล ดแก salinometer

 วิธีการท ลอง

แผนการท ลอง

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด Completely randomized design, CRD) 
เพ่อดูการกาจัดสารพิษออกจากรางกาย โดยนากุงที่เหลอจากการทดลองที่ 1 มาชุดการทดลอง
ละ 20 ตัว ใหอาหารวันละ 4 ม้อ เวลา .  2. , 15.  และ .  น หลังจากครบ 2 
สัปดาห สุมเกบตัวอยางกุงทั้งหมดของแตละชุดการทดลอง  ละ 8 ตัว เพ่อศึกษาองคประกอบ
เลอด การศึกษาปริมาณแรธาตุในเลอดจานวน 4 ตัวตอชุดการทดลอง สาหรับการศึกษาการ
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เปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อกุงขาวใชกุงขาวที่ ดจากการเกบเลอดแลว ชุดการทดลองละ 4 ตัว 
สวนการศึกษาองคประกอบทางโภชนาการในตัวกุง ใชกุงที่ทาการเกบเลอดแลว 4 ตัว สวน
การศึกษาเอน ม AChE และ LDH ใชกุงขาว 6 ตัวตอชุดการทดลอง สวนการศึกษาการ
ตกคางของสารพิษใชกุงขาวชุดการทดลองละ 6 ตัว    

 การเตรียมอุปกรณการท ลอง

ศึกษาความสามาร ในการ นตัวของกุงขาวหลังจาก ดรับสารพิษ TTX โดย ัง
พลาสติกขนาดความจุน้า  ลิตร หนวยทดลอง) ระบบน้าที่ใชเลี้ยงเปนแบบระบบเปด มีการ
เปลี่ยน ายน้าทุกวัน ใชน้าทะเลความเคม 10-15 ppt อุณหภูมิ -  องศาเ ลเ ียส ติดตั้ง
อุปกรณใหอากาศ น้าทะเลที่ใชนามาพัก วใน ัง เบอรขนาด 3 ตัน กาจัดปรสิตที่ปนเปอนมา
กับน้าโดยใชคลอรีนความเขมขน 30 ppm พัก ว 2-3 วัน จึงนามาใช ตรวจสอบคลอรีนในน้า
โดยใชโพแทศเ ียม อโอ ดด KI) นาน้าที่ผานการ าเช้อแลวเติมใน ังทดลองให ดปริมาตร 
5  ลิตร ดูดตะกอนและอาหารที่เหลอทุกวันกอนใหอาหาร เปลี่ยน ายน้าทุกวัน

 การเตรียมกุงท ลอง

 นากุงที่เหลอจากการทดลองที่ 1 มาชุดการทดลองละ 20 ตัว มาเลี้ยงตอดวย
อาหารชุดควบคุมเปนเวลา 2 สัปดาห 

4 ขั้นตอน นการเตรียมอาหารท ลอง

นาวัต ุดิบที่จะนามาใชในการทดลอง ปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการตาม
วิธีการของ AOAC (1990) จากนั้นจึงสรางสูตรอาหาร โดนคานวณอาหารทดลองทุกสูตรใหมี
ระดับของโปรตีน ขมัน ที่เทากัน โดยมีขั้นตอนและวิธีการเดียวกันกับการทดลองที่ 1

5 การเกบรวบรวมขอมูล

5 การศึกษาองคประกอบเลือ

 เกบตัวอยางกุง ในสัปดาหที่ 2 โดยสุมกุงจากทุกชุดการทดลอง  ละ 8  
ตัว เพ่อศึกษาองคประกอบเลอด ดแก
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 - ปริมาณเมดเลอดรวมทั้งหมด (Total hemocytes count) โดยใชวิธีการของ 
กิจการ ศุภมาตย และสิทธิ บุณยรัตผลิน )
 - การวิเคราะหกิจกรรมเอน ม นอลออก ิเดส (phenoloxidase activity) โดย
วิธีดัดแปลงจาก Smith และ Soderhall (1983)
- ระดับกลูโคสในน้าเลอด (กิจการและคณะ (2543)

- ปริมาณโปรตีนใน ีรัมวิธีดัดแปลงจาก Lowry และคณะ 1951) ที่ดัดแปลง
โดยกิจการและคณะ (2543)

- อัตราสวนระหวาง Oxyhemoxycanin/hemolymph protein (กิจการและคณะ 
(2543)

- ระดับแรธาตุในน้าเลอด สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเคร่องมอกลาง คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

5 การศึกษาระ ับของเอน ม Acetylcholinesterase น
ระบบประสาท

เกบตัวอยางเสนประสาทของกุงตั้งแตสวนหัว ปจนปลองสุดทายของ
ลาตัว โดยสุมกุงชุดการทดลองละ 6 ตัว โดยชุดทดสอบ QuatiChromTMAcetylcholenesterase 
Assay Kit 

5 การศึกษาระ ับของเอน ม Lactate dehydrogenase

เกบตัวอยางกลามเน้อของกุงบริเวณปลองที่ 6 โดยชุดทดสอบ ดแก  
ชุดทดสอบ เอน ม D-Lactic dehydrogenase (Sigma, L-2011)

5  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยา

 เกบตัวอยางเน้อเย่อของกุงกุลาดาในสัปดาหที่ 2 จานวน 4 ตัว จากแต
ละชุดการทดลอง เพ่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อวิทยา ตามวิธีของ Bell และ Lightner 
(1988) โดยฉีดน้ายาเดวิดสันบริเวณหัวใจ ตับ สวนหัว และกลามเน้อใหทั่วลาตัว แลวตัดสวนหัว
กุงออกเปนสอง ีก นากลามเน้อลาตัวดองในขวดที่บรรจุน้ายาเดวิดสัน ใหน้ายาทวมตัวอยาง
เปนเวลา  ชั่วโมง เพ่อใหน้ายาดอง ึมเขาสูเน้อเย่อ ดทั่ว ึง ตัวอยางที่นามาศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อ คอ เน้อเย่อตับออน (hepatopancreatic tissue) เน้อเย่อน้าเหลอง 
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(lymphoid cell) เหงอก (gill) เน้อเย่อสรางเมดเลอด (hemopoietic tissue) และกลามเน้อ 
(muscle) หลังจาก  ชั่วโมง เปลี่ยนเปนแอลกอ อล  เปอรเ นต  ชั่วโมง หลังจากนั้น
เปลี่ยนเปนแอลกอ อล  เปอรเ นต นา ปผานขั้นตอนการเตรียมเน้อเย่อตามวิธีมาตรฐาน
ของ Humason (1979) โดยใชเคร่อง automatic tissue processor ึ่งเปนการผานแอลกอ อล
ระดับความเขมขนตาง  จาก  ึง  เปอรเ นต เพ่อดึงน้าออกจากเ ลลแลวผาน อโ   
โพรพิลและ ลีน หลังจากนั้นนาเน้อเย่อมาผานขึ้นตอนการ งชิ้นเน้อลงในพาราพลาส 
(embedding) แลวตัดเน้อเย่อดวยเคร่อง มโครโตม ใหมีความหนาประมาณ -  มครอน ยอม
สี ีมาทอก ลินและอีโอ ิน Hematoxylin & Eosin (H&E) (Bancroft, 1967) จากนั้นนา
ตัวอยางมาตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อโดยกลองจุลทรรศนธรรมดา (Olympus AX 
70) และบันทึกภาพโดยกลอง ายภาพดิจิตอล Olympus DP-10

5   การศึกษาสารตกคาง นตัวกุงขาว

เกบตัวอยางกุงในสัปดาหที่ 6 จานวน 6 ตัว จากแตละชุดการทดลอง 
จากนั้นนา ปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเ ลเ ียล จนแหงจากนั้นนามาบดใหละเอียดแลวสง
วิ เคราะหหาสารตกคางโดย LC-MS/MS ที่สานักงานอาหารและความปลอดภัย
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณะสุข จังหวัดนนทบุรี

6 การวิเคราะหขอมูล

วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD (Steel 
and Torrie, 1980) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’ Multiple  
Range Test (Duncan, 1955) 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การทดลองที่ 1 ผลของสารพิษ TTX ตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุงขาว 
 
1.1 ระดับของสารพิษในอาหารทดลอง  
 

จากการวิเคราะหปริมาณของสารพิษ TTX ที่มีอยูในอาหารพบวาเม่ือนําไปหา
ปริมาณสารดวยวิธี LC-MS/MS พบวา ระดับของสารพิษ TTX ในอาหารมีปริมาณต่ํากวาที่
กําหนด ดังที่แสดงในตารางที่ 4  
 
ตารางที่ 4 ระดับสารพิษ TTX ที่ผสมในอาหาร 
 

 
ชุดการทดลอง 

 

ระดับของสารพิษ TTX (mg/kg อาหาร) 
ปริมาณที่ผสมลงในอาหาร 

(mg/kg) 
ปริมาณที่วิเคราะหไดในอาหาร

(mg/kg) 
T1 (TTX 0 ppm) 0 * 

T2 (TTX 2.5 ppm) 2.5 2.14 
T3 (TTX 5 ppm) 5 3.45 

*ไมพบสารพิษ TTX ในอาหารทดลอง 
 
1.2. พฤติกรรมและความผิดปกติของกุงขาวหลังจากไดรับสาร TTX  
 

หลังจากกุงขาวไดรับอาหารที่ผสมสาร TTX เปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวา 
กุงที่ไดรับอาหารผสม TTX 2.5 และ 5 ppm มีพฤติกรรมในการเขามากินอาหารชาลงตลอดจน
สิ้นสุดการทดลอง และในสัปดาหที่ 2 ของการทดลองพบวา กุงที่ไดรับสารพิษ TTX ระดับ 5 
ppm เริ่มมีการตายเกิดขึ้น สวนความผิดปกติของลักษณะภายนอกเชน การกรอนของรยางค
และแพนหาง ไมพบในกุงขาวทั้ง 3 ชุดการทดลอง  
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ตารางที่ 5 องคประกอบทางเคมีของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่ผสมสาร TTX ระดับ
ตางๆ เปนระยะเวลา 6 สัปดาห (รายงานบนฐานของวัตถุแหง) 
 

ชุดการทดลอง ความชื้น (%) โปรตีน (%) ไขมัน (%) เถา (%) 
กุงเริ่มตนการทดลอง 76.57±1.44 61.77±2.43 4.74±0.13 13.15±0.11 

ชุดควบคุม 78.75±0.24b 70.61±0.36a 6.89±0.07b 14.45±0.41b 
TTX 2.5 ppm 76.31±0.15a 69.02±1.56a 6.43±0.25a 13.53±0.60b 
TTX 5 ppm 77.66±0.69ab 70.64±0.8a 6.27±0.23a 11.23±0.94a 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
1.3. ผลของสารพิษ TTX  ตอการเจริญเติบโต และ องคประกอบทางเคมีของตัวกุง  
 

1.3.1 องคประกอบทางเคมีของตัวกุง และน้ําหนักเฉลี่ยตอตัว 
 
   องคประกอบทางเคมีของตัวกุงเม่ือเร่ิมตนการทดลอง และผลการวิเคราะห
องคประกอบทางเคมีของกุงเม่ือสิ้นสุดการทดลอง แสดงไวดังตารางที่ 4 โดยพบวา กุงที่ไดรับ
อาหารผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 5 ppm สงผลใหคา ไขมัน และเถาในตัวกุงมีคาต่ํากวาชุดที่
ไมไดรับสารพิษอยางมีนัยสําคัญทางสถิต (p<0.05) (ตารางที่ 5) 

จากการทดลองพบวา ตลอดระยะเวลาในการทดลอง 6 สัปดาห กุงทั้ง 3 ชุด
การทดลองมีนํ้าหนักเฉลี่ยเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาทดลอง นํ้าหนักเริ่มตนเฉล่ียตอตัวกุงขาวทั้ง 3 
ชุดการทดลอง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) โดยมีนํ้าหนักอยูในชวง 3.37±0.01 ถึง 
3.38±0.15 กรัม นํ้าหนักเฉลี่ยตอตัวกุงขาวเริ่มมีความแตกตางกันเม่ือเลี้ยงได 6 สัปดาห โดย
พบวากุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 ppm มีนํ้าหนักเฉลี่ยตอตัวสูงสุด คือ 6.62±0.10 
กรัม และมีแตกตางกับกุงขาวในชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 2.5 และ 5 ppm 
(p<0.05) และกุงขาวทั้งที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 2.5 และ 5 ppm มีนํ้าหนักเฉลี่ยตอตัว
แตกตางกันทางสถิติ กุงขาวทั้งที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 5 ppm มีนํ้าหนักเฉลี่ยตอตัว
ต่ําสุดคือ 6.00±0.30  กรัม (ตางรางที่ 6)  
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ตารางที่ 6 นํ้าหนักเฉลี่ยของกุงขาวหลังจากไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 
6 สัปดาห (หนวยเปนกรัม) 
 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน(จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
   1.3.2 การเจริญเติบโตที่เพิ่มข้ึน (weight gain) 
 
   จากการทดลองใหกุงขาวกินอาหารผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 0 2.5 และ 5 
ppm  เปนระยะเวลา 6 สัปดาห พบวา กุงขาวทั้ง 3 ชุดการทดลอง มีการเจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้น
แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 ppm มีการ
เจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้นดีที่สุดคือ อยูที่ 98.38±3.61 เปอรเซ็นต กุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสม
สารพิษ TTX 2.5 ppm มีการเจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้นเทากับ 86.74±3.60 เปอรเซ็นต และกุงขาวที่
ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 5 ppm มีการเจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้นนอยที่สุดเทากับ 77.81±9.49  
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 7)   
 
  1.3.3 การเจริญเติบโตตอวัน (average daily weight gain) 
  
   กุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 ppm มีการเจริญเติบโตตอวันดีที่สุด
เทากับ 0.088±0.003 กรัมตอตัวตอวัน ไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงขาวชุดที่ไดรับ
อาหารผสมสารพิษ  TTX ที่ระดับ 2.5 ppm (p>0.05) ซ่ึงมีการเจริญเติบโตที่เพ่ิมขึ้นอยูที่ 0.076 
± 0.005 กรัมตอตัวตอวัน และกุงขาวชุดที่ ไดรับอาหารสารพิษ TTX 5 ppm มีการเจริญเติบโต
ตอวันต่ําที่สุดคือ 0.154±0.154 กรัมตอตัวตอวัน แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงขาวชุด
ที่ไดรับอาหารสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm (p>0.05) แตมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงที่
รับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 ppm  (p<0.05) (ตารางที่ 7) 
 
   

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ระยะเวลา (สปัดาห)(กรัม) 
0 2 4 6 

T1 (TTX 0ppm) 3.38±0.15a 4.34±0.13a 5.94±0.43a 6.62±0.10c 
T2 (TTX2.5 ppm) 3.38±0.03a 4.23±0.15a 5.62±0.17a 6.29±0.13b 
T3 (TTX5 ppm) 3.37±0.01a 4.09±0.51a 5.93±0.17a 6.00±0.30a 
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1.3.4 อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) 
 
   อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะพบวา กุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX  
0 ppm มีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะดีที่สุดเทากับ 1.803±0.047  เปอรเซ็นตตอวัน แตไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติกับกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสาร TTX ที่ระดับ 2.5 ppm ซ่ึงมีอัตรา
การเจริญเติบโตจําเพาะอยูในชวง 1.620±0.954 เปอรเซ็นตตอวัน (p>0.05) และพบวากุงขาวที่ 
ไดรับสารพิษ TTX 5 ppm มีอัตราการเจริญเติบโตตอวันต่ําที่สุดคือ 1.513±0.142 เปอรเซ็นตตอ
วัน แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงขาว ที่ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm  
(p>0.05) แตมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงที่ไมไดรับสารพิษ TTX (p<0.05) (ตารางที่ 7)  
 
  1.3.5 นํ้าหนักอาหารกุงกินทั้งหมด, ปริมาณอาหารที่กุงกินตอตัวตอวัน, 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้ือ และ ประสิทธิภาพการใชโปรตีน  
 
   ปริมาณน้ําหนักอาหารที่กินทั้งหมดของกุงขาวทั้ง 3 ชุดการทดลองไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ประสิทธิภาพการใชโปรตีนของกุงในชุดที่ไดรับอาหารผสม
สารพิษ  5 ppm มีคาต่ําที่สุด ในขณะที่กุงขาวชุดที่ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 5 ppm มีอัตรา
การเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อสูงที่สุด (p<0.05) (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 7 การเจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้น, อัตราการเจริญเตบิโตตอวัน, อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ, ของกุงขาวหลงัจากไดรับอาหารผสม
สารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห1 

 
คาเฉลีย่ในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลีย่±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน(จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา) 
2 เปอรเซ็นตน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น= (น้ําหนักสุดทาย-น้ําหนักเริ่มตน)/น้ําหนักเริ่มตนx 100 
 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

การเจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้น2 
(เปอรเซ็นต) 

อัตราการเจริญเติบโตตอวนั 
(กรัมตอตัวตอวัน) 

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ(เปอรเซ็นต
ตอวัน) 

1 (0 ppm) 98.38±3.61b 0.088±0.003b 1.80±0.05b 
2(2.5 ppm) 86.74±3.60ab 0.076±0.005ab 1.64±0.10ab 
3 ( 5 ppm) 77.81± 9.49a 0.069±0.008a 1.51±0.14a 
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ตารางที่  8  ปริมาณอาหารที่กุงกินตอตัวตอวัน, อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ และ ประสิทธิภาพการใชโปรตีนหลังจากไดรับอาหารผสม
สารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน(จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
 
 
 
 
 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ปริมาณอาหารที่กุงกินตอตวั (กรัมตอ
ตัว) อัตราการเปลีย่นอาหารเปนเนื้อ ประสิทธิภาพการใชโปรตีน 

1 (0 ppm) 5.09±0.61a 1.53±0.23a 1.89±0.29b 
2(2.5 ppm) 4.89±0.14a 1.67±0.06a 1.69±0.07ab 
3 ( 5 ppm) 5.47±0.17a 2.10±0.26b 1.36±0.16a 
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1.3.6 อัตราการอดตาย 
 
  จากการทดลองใหกุงขาวกินอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห
พบวา ในสัปดาหที่ 2 ของการทดลอง อัตราการรอดตายของกุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสม
สารพิษ TTX 0 และ 2.5 ppm ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) โดยมีอัตราการรอดตาย 
100 เปอรเซ็นต สวนกุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 5 ppm มีอัตราการอดตายนอย
ที่สุดแตกตางกับทุกชุดการทดลอง (p<0.05) โดยมีอัตราการอดตาย 92.500±5.00 เปอรเซ็นต 
(ตารางที่5) และเมื่อเลี้ยงตอไปจนส้ินสุดการทดลองพบวา อัตราการรอดตายของกุงขาวทั้ง 3 
ชุดการทดลอง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 9) 
 
ตารางที่ 9 อัตราการรอดของกุงหลังจากไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 
สัปดาห 
 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน(จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
1.4 ผลของสารพิษ TTX  ตอองคประกอบเลือดของกุงขาว 
 

1.4.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (total hemocyte count) 
   
   การวิเคราะหองคประกอบเลือด ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (total 
hemocyte count) ของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX ทั้ง 3 สูตร พบวา กุงที่ไดรับ
อาหารที่ผสมสารพิษ TTX ระดับ 5 ppm มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงสุดคือ 2.57±0.24x107เซลล
ตอml มีความแตกตางกันทางสถิติ(p<0.05) กับกุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 
ppm และ 2.5 ppm โดยปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0 
ppm และ 2.5 ppm อยูในชวง 1.77±0.33×107 เซลลตอml ถึง 2.12±0.28×107 เซลลตอml โดย
กุงขาวทั้ง 2 ชุด น้ีไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 10) 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

อัตราการรอด/สัปดาห 
0  (%) 2 (%) 4 (%) 6 (%) 

1 (0 ppm) 100±0.00a 100±0.00b 93.750±9.47a 95.00±8.66a 
2 (2.5 ppm) 100±0.00a 100±0.00b 92.500±6.55a 93.33±2.89a 
3 (5 ppm) 100±0.00a 92.500±5.00a 88.333±7.64a 85.00±5.00a 
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1.4.2 ระดับกลูโคสในเลือด (blood glucose) 
   
   จากการวิเคราะหระดับกลูโคสในเลือดของกุงขาว พบวา กุงขาวที่ไดรับอาหารที่
ผสมสารพิษ  TTX ระดับ 0 ppm มีระดับกลูโคสในเลือดเทากับ 42.585±2.573 mg%  มีความ
แตกตางกันทางสถิติกับกุงขาวในชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm และ 5 
ppm ระดับกลูโคสในเลือดของกุงขาวชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm และ 
5 ppm ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ(p>0.05) โดยมีคาอยูในชวง 25.860±8.982 mg% ถึง  

27.068±5.409 mg% ตามลําดับ (ตารางที่ 10) 
 

1.4.3 oxyhemocyanin/hemolymph  protein 
 
   จากการวิเคราะห Oxyhemocynin/Hemolymph protein ในกุงขาวหลังจาก
ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX ที่ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm เปนระยะเวลา 6 สัปดาห พบวา 
อัตราสาวนของ oxyhemocynin/hemolymph protein ของกุงขาวทั้ง 3 ชุดการทดลองไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) โดยมีอัตราสวน Oxyhemocynin/hemolymph protein อยูในชวง 
55.430±2.573  ถึง 57.067±1.748  เปอรเซ็นต (ตารางที่ 10) 
 

1.4.4 ปริมาณโปรตีนในซีรัม (serum protein) 
   
   จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 
0, 2.5 และ 5 ppm เปนระยะเวลา 6 สัปดาห พบวา ปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงทั้ง 3 ชุดการ
ทดลองนี้มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยปริมาณโปรตีนในซีรัมมีแนวโนมลดลงเมื่อ
ระดับของสารพิษเพ่ิมสูงขึ้นและลดลงต่ําสุดในในกุงกลุมที่ไดรับสารพิษ TTX ระดับสูงสุด (5 
ppm) โดยกุงขาวที่ไดรับอาหารที่ผสมสารพิษ TTX 0 ppm มีปริมาณโปรตีนในซีรัมสูงสุดคือ 
109.57±7.82 mg/ml และมีปริมาณโปรตีนในซีรัมลดลงเมื่อระดับของสารพิษในอาหารเพิ่มสูงขึ้น
เปน 2.5 และ 5 ppm คือ 91.07±4.31 mg/ml และ 75.46±8.74 mg/ml ตามลําดับ ดังที่ไดแสดง
ในตารางที่ 10  
 

1.4.5 คากิจกรรมเอนไซมฟนอลออกซิเดส (PO activity) 
 
   คากิจกรรมเอนไซมฟนอลออกซิเดสของกุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX เปน
ระยะเวลา 6 สัปดาห พบวากุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX มีคากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิ 
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เดส มีแนวโนมลดลงเมื่อระดับสารพิษในอาหารเพิ่มขึ้นจาก 0, 2.5 และ 5 ppm อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงต่ําสุดในในกุงกลุมที่ไดรับสารพิษ TTX ระดับสูงสุด (5 ppm) โดย
คากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 0, 2.5 และ 
5.0 ppm เทากับ 345.99±72.97 , 257.63±21.37 และ258.07±14.02 ยูนิต/นาที/มิลลิกรัม
โปรตีน ตามลําดับ (ตารางที่ 10) 
 

1.4.6 ระดับแรธาตุในนํ้าเลือดของกุงขาว 
 
  จากการทดลองใหกุงขาวกินอาหารที่ผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6  
สัปดาหพบวา กุงที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX ระดับ 2.5 และ 5 ppm มีปริมาณ Ca2+ ใน
เลือดปริมาณต่ํากวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เทากับ 370.82±33.99  และ 
390.68±27.43 mg/L ตามลําดับ และพบวา ปริมาณ Na+ และ mg2+ ในเลือดของกุงที่ไดรับ
อาหารผสมสารพิษ TTX ระดับ 5 ppm ต่ํากวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสวนของ 
K+ พบวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติทั้ง 3 ชุดการทดลอง (p>0.05) (ตารางที่ 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 



43 
 
 
ตารางที่ 10  ปริมาณเม็ดเลือดรวม, ระดับกลูโคสในเลือด, อัตราสวน oxyhemocyanin/hemolym protein,  ปริมาณโปรตีนในเลือด และ
กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 8 ซ้ํา) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
ตารางที่ 11  ระดับไอออนในเลือดของกุงขาวหลังจากไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 4 ซ้ํา) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ปริมาณเม็ดเลือด
รวม(x107 cell/ml) 

ระดับกลูโคสในเลือด 
(mg%) 

oxyhemocyanin/hemolym 
protein (%) 

ปริมาณโปรตีนในเลือด 
(mg/ml) 

PO activity 
(unit/min/mg.prot.) 

1 (TTX 0 ppm) 1.77±0.33a 42.585±6.695b 55.430±2.573a 109.57±7.82c 345.99±72.97b 
 2 (TTX 2.5 ppm) 2.12±0.28a 25.860±8.982a 56.770±1.237a 91.07±4.31b 257.63±21.37a 
3 (TTX 5 ppm) 2.57±0.24b 27.068±5.409a 57.067±1.748a 75.46±8.74a 258.07±14.02a 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ไอออนในเลือด (mg/L) 
Na+ K+ Ca2+ Mg2+ 

1(TTX0 ppm) 126.32±10.70b 189.85±54.66a 633.01±21.36b 134.09±15.42b 
2(TTX2.5 pm) 111.96±12.55a 191.20±54.29a 370.82±33.99a 173.22±62.97ab 
 3(TTX 5 ppm) 109.71±2.06ab 180.90±69.85a 390.68±27.43a 92.01±18.87a 
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1.5 ผลของสารพิษ TTX ตอกิจกรรมของเอ็นไซม  acetylcholinesterase (AChE) และ 
และกิจกรรมของเอนไซม lactic dehydrogenase (LDH) 
 

1.5.1 ผลของสารพิษ TTX ตอกิจกรรมของเอ็นไซม AChE 
 

จากการทดลองใหกุงขาวกินอาหารผสมสารพิษ TTX ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm 
เปนระยะเวลา 6 สัปดาห พบวา คากิจกรรมของเอ็นไซม AChE ของกุงขาวมีแนวโนมลดลงตาม
ระดับของสารพิษที่เพ่ิมขึ้น (p<0.05) โดยคากิจกรรมของเอ็นไซม AChE ในกุงขาวชุดที่ไดรับ
อาหารผสมสารพิษ TTX 5 ppm ต่ําที่สุดเทากับ 31.25±8.51 ยูนิต/ลิตร รองลงมาคือกุงที่ไดรับ
อาหารผสมสารพิษ TTX ระดับ 2.5 ppm มีคากิจกรรมของเอ็นไซม AChE เทากับ 
138.22±28.69 ยู นิต /ลิตร  ในขณะกุ ง ในชุดควบคุม มีค ากิ จกรรมของเอ็นไซม  AChE  
169.27±15.62 ยูนิต/ลิตร (ตารางที่ 12) 
 
   1.5.2 ผลของสารพิษ TTX ตอกิจกรรมของเอ็นไซม LDH 
 
   จากการทดลองใหกุงขาวกินอาหารผสมสารพิษ TTX ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm 
เปนระยะเวลา 6 สัปดาห พบวา คากิจกรรมของเอ็นไซม LDH เพ่ิมสูงขึ้น (p<0.05) โดยกุงขาว
ชุดที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX 5 ppm มีคากิจกรรมของเอนไซม LDH ในกลามเนื้อสูงที่สุด
คือ 39.61±7.84 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือกุงในชุดที่ไดรับสารพิษ TTX 2.5 ppm 
เทากับ 27.87±5.04 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และในชุดควบคุมเทากับ 27.12±4.48 ยูนิต/มิลลิกรัม
โปรตีน  (ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 12 คากิจกรรมของเอ็มไซม AChE  และ LDH ของกุงขาวหลังไดรับอาหารผสม
สารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห 
 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

acetylcholenesterase 
(U/L) 

lactic dehydrogenase 
Unit/mg protein 

1  (0 ppm)  169.27±15.62c 27.12±4.48a 
2 (2.5 ppm)  138.22±28.69b 27.87±5.04b 
3 (5 ppm)  31.25±8.51a 39.61±7.84c 
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1.6 การศึกษาเนื้อเยื่อของกุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX  
 

จาการศึกษาในครั้งนี้พบวา กุงที่ไดรับสารพิษ TTX เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
เน้ือเยื่อตับและตับออน โดยกุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX ระดับ 0 ppm ไมพบความผิดปกติของ
เน้ือเยื่อตับและตับออน โดยเซลลตับมีการเรียงตัวเปนระเบียบ โครงสรางทอตับปกติ (ภาพที่ 7)   
และจากการทดลองพบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตับในกุงขาวที่ไดรับสารพิษ TTX อาการที่
พบในกุงขาวที่ไดรับสารพิษระดับ 2.5 ppm ไดแก เซลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจํานวนลดลง
รวมกับการหดตัวของเซลล (artrophy) (ภาพที่8 ) และพบมีการตายของเซลลเกิดขึ้น (cell 
necrosis) (ภาพที่ 9 ) กุงที่ไดรับสารพิษ 5 ppm เซลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจํานวนลดลง
รวมกับการหดตัวของเซลล (artrophy) เชนเดียวกับกุงที่ไดรับไดรับสารพิษระดับ 2.5 ppm   
(ภาพที่ 10 และ 11 ), มีการแทรกตัวของของเหลวและเม็ดเลือดแทรกระหวางทอตับ เกิดการ
ตายของเซลลเยื่อบุผิวทอตับ และเกิดระยะหางระหวางทอภายในตับและตับออนมากขึ้น 
(dilation of hepatopancreatic tissue) (ภาพที่ 12,13) สวนเนื้อเยื่ออวัยวะอ่ืนๆ เชน antennal 
gland, hematopoietic tissue, nerve และเนื้อเยื่อหัวใจไมพบความผิดปกติ 
                                          
   
 
 
   
 
 
 
 
          
 
 
 
ภาพที่ 7 โครงสรางตับและตับออนที่ปกติของกุงขาว เซลลตางๆ มีลักษณะสมบูรณ ทอตับเปน
รูปดาว ไมมีการแทรกตัวของเซลลเม็ดเลือดระหวางทอตับ (H&E, Bar = 50 µm) 
 
 
 
 

R cell 

B cell 

lumen 

F cell 
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ภาพที่  8 โครงสรางตับและตับออนที่ของกุงขาวที่ไดรับ TTX ระดับ 2.5 ppm เปนระยะเวลา 6 
สัปดาห  เซลลที่ใชในการสะสมอาหาร (R cell) และเซลลที่หลั่งนํ้ายอย ( B cell) มีจํานวนนอย
เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และพบการหดตัวของเซลล (Artrophy) (ศรชี้)  (H&E, Bar = 
100 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ไดรับอาหารที่ผสมสาร TTX ระดับ 2.5 ppm   
เปนระยะเวลา 6 สัปดาห เซลลที่ใชในการสะสมอาหาร (R cell) และเซลลที่หลั่งนํ้ายอย ( B cell) 
มีจํานวนนอยเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบการตายของเซลลเกิดขึ้นขึ้น (ลูกศรชี้) (H&E, 
Bar = 10 µm) 
 
 

R cell 

เซลลตับท่ีตาย 

B cell 

เซลลท่ีเกิดการหดตัว 

เซลลตับท่ีตาย 

ทอตับ 
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ภาพที่  10  โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสาร TTX  ที่ระดับ 5 ppm  
เปนระยะเวลา  6 สัปดาห  เซลลที่ใชในการสะสมอาหาร (R cell) และเซลลที่หลั่งนํ้ายอย ( B 
cell) มีจํานวนนอยเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรชี้)  (H&E, Bar = 200 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  11  โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสาร TTX  ที่ระดับ 5 ppm  
เปนระยะเวลา  6 สัปดาห  เซลลที่ใชในการสะสมอาหาร (R cell) และเซลลที่หลั่งนํ้ายอย ( B 
cell) มีจํานวนนอยเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรชี้) (H&E, Bar = 100 µm) 
 
 
 
 
 

R cell 

R cell 

B cell 

B cell 

ทอตับ 

ทอตับ 
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ภาพที่ 12   โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสาร TTX  ที่ระดับ 5 ppm  
เปนระยะเวลา  6 สัปดาห  เซลลที่ใชในการสะสมอาหาร (R cell) และเซลลที่หลั่งนํ้ายอย ( B 
cell) มีจํานวนนอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม เกิดการตายของเซลลเยื่อบุผิวทอตับ เกิด
ชองวางระหวางทอตับ (ลูกศรชี้) (H&E, Bar = 50 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13  โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสาร TTX  ที่ระดับ 5 ppm  
เปนระยะเวลา  6 สัปดาห  มีการตายของเซลลที่บริเวณเซลลบุผิวทอตับและตับออนทําใหเกิด
เกิดระยะหางระหวางทอภายในตับและตับออนมากขึ้น (dilation of  hepatopancreatic tissue) 
และมีของเหลวและเม็ดเลือดแทรกอยูระหวางทอตับ (ลูกศรชี้) (H&E, Bar = 10 µm ) 
 

B cell 

R cell 

ทอตับ 

เซลลตาย 

ทอตับ 

เซลลเม็ดเลือดท่ี 

แทรกระหวางทอตับ 

B cell 

F cell 

เซลลตับท่ีตาย 

ชองวางระหวางทอตับ 
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ภาพที่  14  โครงสรางตับและตับออนของกุงขาวที่ผิดปกติที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสาร TTX ที่
ระดับ  5 ppm เปนระยะเวลา 6 สัปดาห  เซลลเม็ดเลือดที่แทรกระหวางทอตับและเซลลตับที่
ตายจากการไดรับสารพิษ TTX (ลูกศรชี้) (H&E, Bar = 10 µm) 
 
1.7 การตกคางของสารพิษในตัวกุง 
 

จากการศึกษากาตกคางของสารพิษ TTX ในตัวกุงที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ 
TTXที่ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm เปนระยะเวลา 6 สัปดาห โดยใชวิธี LC-MS/MS ไมพบสารพิษ 
TTX ในกุงทั้ง 3 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 13) 
 
ตารางที่ 13 ปริมาณสารพิษที่ตกคางในตัวกุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปน
ระยะเวลา 6 สัปดาห 
 

Limite of detection (LOD) = 0.003 mg/kg 
ND = ไมพบการตกคาง 
 
 

ชุดการทดอลง 
(ระดับของสารพิษ) 

ปริมาณของสารพิษที่ตรวจพบ 
(mg/kg) 

T1(0 ppm) ND 
T2(2.5 ppm) ND 
T3(5 ppm) ND 

lumen 

เซลลเม็ดเลือด 
ท่ีแทรกระหวาง 
ทอตับ 

เซลลตาย 

เซลลตาย 
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2.การทดลองที่ 2 ความสามารถในการฟนตัวของกุงขาวหลังจากไดรับสารพิษ TTX 
 
2.1 ผลขององคประกอบเลือดเบื้องตน       

 
องคประกอบเลือดเบื้องตนของกุงขาวทั้ง 3 ชุดการทดลองเมื่อไดรับอาหารที่

ไมไดผสมสาร TTX พบวา ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติโดยพบวา ปริมาณเม็ดเลือดรวมอยู
ในชวง 1.36±0.53 ×107 ถึง 1.78±0.29 ×107 เซลลตอml กลูโคสในเลือดอยูในชวง 
41.67±17.99 ถึง 55.16±15.99 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต oxyhemocyanin/hemolymp protein  
65.60±5.08 ถึง 66.25±6.97 เปอรเซ็นต โปรตีนในเลือด 92.57±7.83 57 ถึง 97.94±7.86  
มิลลิกรัมตอml กิจกรรมเอนไซมฟนอลออกซิเดส 297.10±37.44 ถึง 307.08±54.75 ยูนิตตอ
นาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ( ตารางที่ 14) 
 
2.2 ระดับแรธาตุในนํ้าเลือดของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ TTX  
 

จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวา ระดับ Na+ ในเลือดของกุงขาวที่ไดรับสารพิษที่
ระดับ 5 ppm มีคาต่ําที่สุดแตกตางจากกุงขาวในชุดควบคุมและกุงที่ไดรับสารพิษ TTX ระดับ 
2.5 ppm อยางมีนัยสําคัญโดยมีคาเทากับ 344.48±22.25 ppm  (p<0.05) ในขณะที่ผลของ K+  
พบวา กุงที่ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 5 ppm มีคากวากุงขาวในชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญมี
คาเทากับ 233.10±10.26  สวนระดับ Ca2+ ของกุงขาวในชุดควบคุมไมมีความแตกตางทางสถิติ
ทั้ง 3 ชุดการทดลอง ทางดาน Mg พบวา กุงที่ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm มีระดับของ 
Mg2+ ในน้ําเลือดนอยที่สุดซึ่งมีความแตกตางกันทางสถิติกับกุงในชุดควบคุมและกุงที่ไดรับ
สารพิษ TTX ที่ระดับ 5  ppm (ตารางที่ 15) 
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ตารางที่  14  ปริมาณเม็ดเลือดรวม, ระดับกลูโคสในเลือด, อัตราสวน oxyhemocyanin/hemolym protein,  ปริมาณโปรตีนในเลือดและ
กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ TTX  
 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ปริมาณเม็ดเลือดรวม
(x106 cell/ml) 

ระดับกลูโคสในเลือด 
(mg%) 

Oxyhemocyanin/ 
hemolymp  protein 

(%) 

ปริมาณโปรตีนในเลือด 
(mg/ml) 

PO activity 
(unit/min/mg.prot.) 

1 (TTX 0 ppm) 13.6±0.53a 50.80±10.01a 66.26±2.25a 97.94±7.86a 307.08±54.75a 
2 (TTX 2.5 ppm) 17.8±0.16a 55.16±15.99a 65.60±5.08a 92.57±7.83a 297.10±37.44a 
3 (TTX 5 ppm) 17.8±0.29a 41.67±17.99a 66.25±6.97a 93.43±3.51a 302.41±63.88a 

1 ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 8 ซ้ํา)  
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
                                                 ตารางที่ 15  ระดับแรธาตุในน้ําเลือดของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ TTX  

ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 4 ซ้ํา) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

ไอออนในเลือด (mg/L) 
Na+ K+ Ca2+ Mg2+ 

1 (TTX 0 ppm) 460.98±26.82b 262.70±12.84b 324.49±1.69a 161.12±28.97b 
2 (TTX 2.5 ppm) 439.01±23.24b 240.13±10.89ab 332.94±9.54a 100.34±3.57a 
3 (TTX 5 ppm) 344.48±22.25a 233.10±10.26a 321.64±5.72a 168.78±4.86b 
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2.3 กิจกรรมของเอ็นไซม AChE และ LDH ของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ TTX 
 

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา เม่ือกุงขาวไดรับอาหารตามปกติโดยไมมีสารพิษ 
TTX ระดับของเอนไซมม AChE ในระบบประสาทไมมีความแตกตางกันในทางสถิติกับกุงในชุด
ควบคุมโดยระดับของเอนไซมอยูในชวง 213.54±22.70 ถึง 322.92±72.92 U/L  เชนเดียวกับ
ระดับของเอนไซม LDH ในกลามเน้ือซ่ึงไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ โดยระดับของ
เอนไซมอยูในชวง 27.05±8.97 ถึง 29.38±4.90  Unit/mg protein (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 16 คากิจกรรมของเอ็นไซม acetylcholinesterase (AChE) และ lactate 
dehydrogenase (LDH) ของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ TTX 
 

*ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 4 ซํ้า) 
**ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 5 ซํ้า) 
คาเฉลี่ยในสดมภที่มีอักษรเหมือนกันกํากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต (p>0.05) 
 
2.4 การศึกษาทางดานพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อของกุงขาวที่ฟนตัวจากการไดรับสารพิษ 
TTX  
 

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา เม่ือกุงขาวไดรับฟกฟนโดยใหกุงขาวกินอาหารที่
ไมมีการเปอนของสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวา เน้ือเยื่อตับและตับออนของกุง
สามารถกลับสูภาวะปกติไดในระดับหน่ึง โดยพบวา เน้ือเยื่อตับและตับออนของกุงขาวที่เคย
ไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm มากอน มีเซลลที่ใชในการสะสมอาหารเพิ่มมากขึ้น แตมี
เน้ือเยื่อบางสวนที่ยังไมสามารถกลับสูภาวะปกติไดโดยยังมีเซลลที่ใชในการสะสมอาหาร มีนอย
และมีการตายของเซลลเกิดขึ้นอยูอยางเห็นไดชัดเจน สวนเนื้อเยื่อตับและตับออนของกุงขาวที่
ไดรับสารพิษ ที่ระดับ 5 ppm มากอนพบวามีการฟนตัวไดเชนแตอยูในระดับที่นอยกวากุงในชุด
ที่เคยไดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 2.5 ppm ซ่ึงยังพบ มีการตายของเซลล รวมกับเกิดระยะหาง
ระหวางทอตับขึ้น ในขณะที่เน้ือเยื่อบางสวนมีการฟนตัวเขาสูภาวะปกติโดยเริ่มมีเซลลที่ใชใน
การสะสมอาหารมากขึ้นเล็กนอย ในสวนเนื้อเยื่ออ่ืนไมพบอาการที่ผิดปกติ 

ชุดการทดลอง 
(ระดับสารพิษ) 

 AChE* 
(U/L) 

LDH** 
Unit/mg protein 

1  (0 ppm)  322.92±72.92a 27.05±8.97a 
2 (2.5 ppm)  305.55±78.87a 28.26±10.26a 
3 (5 ppm)  213.54±22.70a 29.38±4.90a 
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ภาพที่ 15  โครงตับและตับออนปกติของกุงในชุดควบคุม พบวาเนื้อเยื่อตับและตับออนมีเซลลที่
ใชสําหรับการสะสมอาหารเพิ่มมากขึ้น (H&E, Bar = 50 µm ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  โครงตับและตับออนของกุงหลังจากหยุดใหอาหารที่ผสมสาร TTX 2.5ppm  ใน
ระยะเวลา 2 สัปดาห  พบวา เซลลตับเกิดการลีบฝอ (H&E, Bar = 100 µm) 
 
 
 
 

ทอตับ 

B cell 

R cell 

F cell 

B cell 

ทอตับ 

เซลลตับลีบฝอ 
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ภาพที่ 17 โครงสรางตับและตับออนของกุงที่เคยไดรับสารพิษ TTX ระดับ 2.5 ppm  พบวา 
เน้ือเยื่อตับและตับออนมีเซลลที่ใชสําหรับการสะสมอาหารเพิ่มมากขึ้น  ในขณะที่บางสวนยังไม
สามารถฟนตัวกลับสูภาวะปกติไดโดยยังคงเห็นจํานวนเซลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจํานวน
นอย (H&E, Bar = 10 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18 โครงสรางตับและตับออนของกุงที่เคยไดรับสารพิษ TTX ระดับ 5 ppm เซลลที่ใชใน
การสะสมอาหารยังมีจํานวนนอยอยู และบางสวนเริ่มมีเซลลที่ใชในการสะสมอาหารเพิ่มมากขึ้น 
(H&E, Bar = 50 µm) 
 
 

ทอตับ ทอตับ 

เซลลตับตาย 

R cell 

B  cell 

เซลลตับลีบฝอ 
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ภาพที่ 19 โครงสรางตับและตับออนของกุงที่เคยไดรับสารพิษ TTX ระดับ 5 ppm  และมีเซลลที่
ใชในการสะสมอาหารเพิ่มขึ้น ประกอบกับมีการตายของเซลลบุผิวทอตับและตับออน ทําใหเกิด
ระยะหางระหวางภายใน(50um) (H&E, Bar = 50 µm) 
 

B cell 

เซลลตับลีบฝอ 
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บทที่ 4

วิจารณผลการท ลอง

1 การท ลองที่  ผลของสาร TTX  ตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุงขาว

1. ผลของสาร TTX ตอการเจริญเติบโตของกุงขาว

การทดลองในครั้งนี้ เปนจากการศึกษาผลของสาร TTX ที่ปนเปอนในอาหาร
ระดับ 0, 2.5 และ 5 ppm จากนั้นนา ปใหกุงกินเปนระยะเวลา 6 สัปดาห จากการศึกษาในครั้งนี้
พบวา การเจริญเติบโต เปอรเ นตน้าหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตตอวัน และ อัตรา
การเจริญเติบโตจาเพาะ) มีแนวโนมลดลง และต่าที่สุดในกุงขาวที่ ดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ 5 
ppm นอกจากนี้ยังพบวา กุงขาวในกลุมที่ ดรับสารพิษ TTX ที่ระดับ  ppm มีอัตราการเปลี่ยน
อาหารเปนเน้อสูงที่สุด สอดคลองกับคา ประสิทธิภาพการใชโปรตีน ึ่งต่ากวากุงขาวชุดที่ ม ด
รับสาร TTX (p<0.05) มมีความแตกตางกับกุงขาวชุดที่ ดรับสาร TTX ที่ระดับ .  ppm 
p>0.05) ชี้ใหเหนวา เม่อระดับสาร TTX สูงขึ้นมีผลทาใหประสิทธิภาพการนาอาหาร ปใช

ประโยชนทางดานการเจริญเติบโต ดนอยลง เน่องจากนาสารอาหาร ปใชในสวนอ่นที่มีความจา
เปนมากกวา ึ่งในกรณีนี้กุงขาวอาจนาสารอาหารที่ ดมาเปลี่ยนเปนพลังงานเพ่อใชในกิจกรรม
ของเ ลลและกลามเน้อหลังจาก ดรับสารพิษ ึ่งสอดคลองกับการรายงายของ Kuriaki และ
คณะ ) เม่อหนู ดรับสารพิษ TTX มีผลใหเกิดการนากลูโคสเขาสูเ ลลเพิ่มขึ้น ึ่งแสดงวา
รางกายมีความตองการใชพลังงานมากขึ้นสอดคลองกับการทดลองในครั้งนี้ เม่อกุง ดรับสารพิษ 
TTX ทาใหกุงขาวที่ ดรับสารพิษนั้นมีการเจริญเติบโตของลดลงในขณะที่อัตราการเปลี่ยน
อาหารเปนเน้อสูงเพิ่มสูงขึ้น เปนเพราะรางกายมีความตองการนาพลังงาน ปใชมากขึ้นและ
เ ลลของระบบทางเดินอาหาร ูกทาลายทาใหรางกายใชสารอาหาร ดนอย เชนเดียวกับการ
รายงานของ Linares และคณะ ) ที่พบวาเม่อกุงขาว ดรับ Gymnodinium catenatum
และ Karenia brevis เปนระยะเวลา  วัน โดยการผสมลง ปในอาหารสาเรจรูปที่ระดับความ
เขมขน  เ ลลตอลิตร พบวา  น้าหนักที่เพิ่มขึ้นของกุงที่ ดรับ G. catenatum และ K.  brevis  
ต่ากวาชุดควบคุมและเม่อนากุง ปตรวจหาสารพิษตกคางในตัวพบ สาร PSP และ NSP ในกุงที่
ดรับ G. catenatum และ  K. brevis ึ่งสอดคลองกับการ ดรับสารพิษชนิดอ่น ึ่งมีผลตอการ

เจริญเติบโตและอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้อเชนเดียวกัน จากการรายงานของ Meissner 
และคณะ 1995) พบวา กุงขาวที่ ดรับอาหารปนเปอนสาร aflatoxin ทาใหการเจริญเติบโต
ลดลง และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้อสูงขึ้นเม่อกุง ดรับสารพิษระดับ -  ppb และ



57

เม่อใหอาหารปนเปอนสาร aflatoxin ระดับ  ppb เปนเวลา  สัปดาห กุงขาวจะตายหมด   
Myrna และคณะ ) พบวา กุงกุลาดาที่ ดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษ aflatoxin จะมีอัตรา
การเจริญเติบโตลดลงรวมกับการเกิดโรคเปลอก และจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อทั้งตัว 
ภายหลัง ดรับอาหารที่มีการปนเปอนสารพิษ aflatoxin เปนระยะเวลา  วัน  

1. ผลของสาร TTX ตอองคประกอบเลือ ของกุงขาว 

สิ่งมีชีวิตในกลุมครัสเตเชียที่อยูในน้าลอมรอบดวยปจจัยของสิ่งแวดลอมที่
สามาร เปลี่ยนแปลง ดตลอดเวลา เมดเลอดและองคประกอบเลอดกุงสามาร เปลี่ยนแปลง ด
ตามสภาพแวดลอม เชน การเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้า วงจรการลอกคราบ และปจจัยภายในตัว
กุงเอง เชน การอักเสบ เมแทโบลิ ึม อายุ ระยะเจริญ วัย เพศ และสายพันธุ (Mulcahy, 1975)  
อีกทั้งคุณสมบัติของเมดเลอดมักมีการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเรวเม่อดูดออกจากแองเลอดและยัง
ขึ้นอยูกับสุขภาพกุงเองดวย เม่อกุงขาว ดรับสารพิษหรอสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกาย รางกาย
จะมีการตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมนั้น  โดยดานแรกของระบบภูมิคุมกันในกุงคอ เปลอก และ
เมอก ระบบภูมิคุมกันในกุงเปนแบบ มจาเพาะเน่องจากเ ลลเมดเลอดกุง มมีเ ลลที่ทาหนาที่
ในการจดจาสิ่งแปลกปลอมที่เขามา แตจะมีการตอบสนองในสวนของเมดเลอดชนิด hyaline 
และ granulocyte โดยเมดเลอดชนิด hyaline มีหนาที่หลักในการจับกินสิ่งแปลกปลอมแบบลอม
จับ (phagocytosis) cloting, agglutination สวนเ ลลเมดเลอดชนิด granulocyte มีหนาที่หลัก
ในสวนของระบบ ProPO, precipitin, กิจการ  ศุภมาตย และคณะ  ) และจากการทดลอง
ในครั้งนี้พบวา ปริมาณเมดเลอดรวมของกุงมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น โดยในกุงขาวชุดที่ ดรับสาร 
TTX  ppm มีปริมาณเมดเลอดรวมสูงกวาทุกชุดการทดลองอยางมีนัยสาคัญ ในขณะที่กิจกรรม
ของเอน ม นอลออก ิเดสลดต่าลงเชนกัน สอดคลองกับการรายงานของ Yeh และคณะ 
(2005) ที่พบวา เม่อกุงกามกราม ดรับสารจาพวก organophophorus ึ่งเปนสารกาจัดศัตรูพช
ที่สงผลตอการทางานของระบบประสาทสงผลตอ องคประกอบเลอดบางประการเชน ลดการ
ทางานของเอน ม นอลออก ิเดส และทาใหปริมาณเมดเลอดรวมเพิ่มสูงขึ้น ึ่งสอดคลองกับ
คาปริมาณเมดเลอดที่เพิ่มสูงขึ้นของ Mytilus edulis หลังจาก ดรับสาร Domoic acid ึ่งเปน
สารพิษที่ทาใหความจาเส่อม (Dizer et al. 2001) สอดคลองกับการรายงานของ อรอนงค  
บัณฑิต ) รายงานวา เม่อกุง ดรับสาร T-2 toxin รางกายจะมีการสรางเมดเลอดชนิด 
hyaline เพิ่มสูงขึ้นในขณะที่เ ลลเมดเลอดชนิด granulocyte มีปริมาณลดลง และคากิจกรรม
ของเอน ม นอลออก ิเดสลดลงเชนกัน ึ่งความวอง วของกิจกรรมเอน ม นอลออก ิเดส
นั้นขึ้นอยูกับการทางานของเ ลลเมดเลอดชนิดที่มี granule หากกุง ดรับสารพิษหรอสิ่ง
แปลกปลอมเขาสูรางกายจะสงผลให granule ในเ ลลลดลงทาใหความวอง วของเอน ม นอ
ลออก ิเดสลดต่าลงดวย (Perazzolo, 1997) ึ่งการทดลองในครั้งนี้เปน ป ดวา ปริมาณเมด
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เลอดรวมที่เพิ่มสูงขึ้นสวนใหญเปนชนิด hyaline มากกวาที่จะเปนการตอบสนองของเ ลลเมด
เลอดชนิด granulocyte ึ่งเปนการทางานระบบของ ProPO ึ่งสอดคลองกับกิจกรรมของ
เอน ม นอลออก ิเดสที่ลดต่าลงเชนกัน  

ในสวนของระดับกลูโคสในเลอดพบวา กุงขาวชุดที่ ดรับอาหารผสมสารพิษ 
TTX 2.5 และ 5 ppm มีคาต่ากวากุงในชุดควบคุมอยางมีนัยสาคัญ p<0.05) อธิบาย ดวา
กลูโคสเปนน้าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่รางกายนา ปใชชีวิตประจาวันและเปนองคประกอบของเ ลล 

ึ่งระดับของกลูโคสมีความสัมพันธกับการที่รางกาย ดรับสิ่งแปลกปลอม (Pascual et al., 
2003) จากการทดลอง กุงขาวที่ ดรับสาร TTX เขาสูรางกาย สงผลใหกุงตกอยูภาวะเครียด 
เน่องจากความเปนพิษของสาร TTX และเน่องจากมีการนากลูโคสเขาสูเ ลลเพิ่มมากขึ้น 
(Kuriaki et al.  ) เพ่อเปนแหลงพลังงานมีผลทาใหระดับกลูโคสในเลอดลดลง นอกจากนี้
หากเ ลลอยู ในภาวะขาดออก ิเจน สามาร กระตุนการขนสงกลูโคสเขาสู ดเ ลล ด
เชนเดียวกัน ในขณะที่คา oxyhemocyanin/hemolymph protein มมีความแตกตางกันในทาง
ส ิติทุกชุดการทดลอง p>0.05) การใชพลังงานในกิจกรรมตาง ในระดับที่สูงขึ้น  มี
ความสัมพันธกับคา oxyhemocyanin (Pascual et al., 2003) จากการศึกษาชี้ใหเหนวา กุงขาว
ในทุกชุดการทดลองมีความสามาร ในการขนสงออก ิเจนใกลเคียงกัน เน่องจากพ้นที่ผิวในการ
รับออก ิเจนมีขนาดใกลเคียงกัน แตในขณะที่ชุดที่ ดรับสารพิษนั้นมีความตองการออก ิเจนใน
ปริมาณที่สูงขึ้น แตรางกายสามาร รับ ดในปริมาณเทาเดิม จึงสงผลทาใหออก ิเจนที่ ดรับ ม
เพียงพอตอการทากิจกรรมของเ ลลทาใหเ ลลตกอยูในภาวะขาดออก ิเจน โดยภาวะขาด
ออก ิเจนของเ ลลนี้จะสอดคลองกับคาของเอน ม LDH ในกลามเน้อที่สูงขึ้น นอกจากนี้หาก
สภาพแวดลอมของการเลี้ยง มดี มีการปนเปอนของสารพิษหรอสารเคมีอ่น ทั้งจากอาหารหรอ 
น้าที่ใชเลี้ยงจะทาใหระบบปองกันตัวเองลดประสิทธิภาพลง ด ทาใหกุงมีสุขภาพออนแอลง ด
เชนกัน

1. ผลของสารพิษ TTX ตอกิจกรรมของเอน ม AChE และเอน ม LDH

สารพิษ TTX  ึ่งมีคุณสมบัติในการขัดขวางการขนสงของกระแสประสาท 
(Noguhi และคณะ, 2006) นอกจากนี้นักวิจัย ดคนพบวา TTX ที่ระดับความเขมขน 1. x10-5

mg/g สามาร ยับยั้งการทางานของ acetylcholine esterase และ cytochrome-c-oxydase 
ในขณะที่ cholineacetylase จะ ูกยับยั้งในความเขนที่ต่ากวาคอ x10-7 mg/g ในหนู ด 
(Kuriaki and Nagano,1957) สอดคลองกับการรายงานของ Galgani และ Bocquence (1990)  
รายงานวา สารจาพวก organophophorus และ carbamate สามาร ยับยั้งการทางานของ 
choline esterase สวน Kaethner และคณะ ) พบวา สาร TTX มีผลตอ retina ของปลามา
ลายในระยะ  embryo และ Linnares และคณะ ) รายงานวา หลังกุงขาว ดรับสารพิษ
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saxitoxin (STX)  โดยการฉีดเขากลามเน้อพบวา กุงขาวเกิดอาการเปนอัมพาตบริเวณหนวด
และขาเดิน วายน้าผิดปกติ และ มมีการเคล่อน หว นอกจากนี้พบวาการ ดรับสารพิษประเภท 
neurotoxin จะทาใหมีการผลิตสารส่อประสาท (neurotransmitter) มากกวาปกติ (ดิสวิน  ภูวุฒิ
กุล และ วินัย วนานุกูล  ) อะ ีทิลโคลีน (acetylcholine) ึ่งเปนสารส่อประสาทที่มีการผลิต
ออกมาในปริมาณมากกวาปกติ เน่องจาก มมีกระแสประสาท ปกระตุนให Ca2+ เขา ปในเ ลล
เพ่อปลอยสารส่อประสาทออกจากเ ลล ทาใหมีการสะสม acetylcholine มากขึ้น สงผลทาให
กิจกรรมของเอน ม acetylcholinesterase ลดลงเน่อง มมี substrate เขา ปจับ (กนกวรรณ 
ติลกสกุลชัย  ) ึ่งสอดคลองกับผลของกิจกรรมของเอน ม acetylcholinesterase ใน
ระบบประสาทที่มีปริมาณลดลงตามระดับของสารพิษที่เพิ่มสูงขึ้น ึ่งมีลักษณะคลายกับการ
ดรับสารพิษชนิดอ่นที่ออก ทธิตอระบบประสาท เชน ยา าแมลงในกลุม organophosphate  

สอดคลองกับการรายงานของ สุพัตรา  ศรี ชยรัตน 2538) รายงานวา กุงที่สัมผัสสาร methyl 
parathion มีระดับการทางานของ cholinesterase (ChE activity) ในกลามเน้อและปมประสาท
ลดลง และการลดลงของ ChE activity ขึ้นกับปริมาณของ methyl parathion ที่สัมผัส และการ
ลดลงของ    การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันเม่อทดสอบ chemotactic และ phagocytic 
activity ของ haemocyte นอกจากนี้อาจพบการเปลี่ยนแปลงของ hepatopancreatic cell ใน
ระดับ ultrastructure สวน Wongtavatchai และคณะ ( ) ดรายงานผลการศึกษา ความเปน
พิษกึ่งเฉียบพลันของ methyl parathion ในกุงกุลาดา ขนาด -  กรัม ตัว) ที่สัมผัส methyl 
parathion ในระดับ ppb เปนเวลา -  ชั่วโมง พบวา กุงที่สัมผัสสาร methyl parathion ม
แสดงความผิดปกติใด  ที่สังเกต ดจากภายนอก รวมทั้งความผิดปกติของของเน้อเย่อเหงอกที่
มีการสัมผัสกับสาร แตพบวา cholinesterase activity ในกลามเน้อมีปริมาณลดลง สอดคลองกับ
การรายงานของ Dizer และคณะ (2001) พบวา  เม่อ M. edulis  เม่อ ดรับสาร Domoic acid  มี
ผลทาใหกิจกรรมของเอน ม choline esterase ลดลง เชนเดียวกับการรายงานของ ปยะรัตน 
จันทรศิริพรชัย และคณะ ) ที่ ดทาการทดสอบพิษกึ่งเฉียบพลันของยา าแมลงในกลุม 
pyrethroid ตอกิจกรรมของเอน ม cholinesterase ในกุงกุลาดา การศึกษานี้แสดงใหเหนวา  
cypermethrin และ deltamethrin ในระดับต่าเพียง .  ppb ทาให cholinesterase activity ใน
กลามเน้อกุงลดลงหลังจากการสัมผัสสารกลุม pyrethroid ึ่งเปนสารที่ออก ทธิตอระบบ
ประสาท  การศึกษาในครั้งใหผลการทดลองที่สอดคลองกับการายงานของ Fujii และ Novales  
1968 ) ที่พบวาสาร TTX  มีผลตอสารส่อประสาทที่เกี่ยวกับการกระตุนการสรางเมดสีของปลา 
Killifish   และสารพิษ TTX ตั้งแต -  ึง  x10-6 กรัมตอml มีผลกระตุนการทางานของ
กลามเน้อเรียบ กลามเน้อหัวใจ และกลามเน้อเน้อลายของหนู (Kuriyama  et al.  ) หาก
กลามเน้อ ูกกระตุนใหทางานหนัก ทาใหเ ลลอยู ในภาวะขาดออก ิ เจน (anaerobic 
conduction) และจากการรายงานของ Shankar และ Quastel (1972) พบวา เน้อเย่อประสาท
ของหนูที่ ดรับสารพิษ TTX เปนอัมพาตเกิดภาวะมีออก ิเจนในเน้อเย่อต่ากวาปกติ มีผลทาให
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ปริมาณ lactate เพิ่มมากขึ้น เน่องจากการหายใจแบบ มใชออก ิเจนของเ ลล ึ่งปฎิกริยานี้จะ
เกิดขึ้นในเ ลลกลามเน้อขณะที่มีการทางานหนัก ทาใหเกิด lactic acid และ NAD+ ขึ้นมา โดยมี
เอน ม lactate dehydrogenase (LDH) เปนตัวเรงป ิกิริยา เปล้อง  สุวรรณมณี  ) 
สอดคลองกับการทดลองในครั้งนี้ ที่พบวา เม่อกุง ดรับสารพิษ TTX เ ลลอยูในภาวะ ูกกระตุน
ตลอดเวลาทาใหเกิดภาวะการขาดออก ิเจน สงผลใหกิจกรรมของเอน ม LDH ในกลามเน้อ
เพิ่มสูงขึ้นตามมาดวย และเม่อเ ลลอยูในสภาวะขาดออก ิเจนจึงมีความจาเปนที่ตองใช
พลังงานในการทากิจกรรมเพิ่มขึ้น ทาใหมีการขนสงน้าตาลเขาสูเ ลลเพ่อเปนแหลงพลังงาน
เพิ่มมากขึ้น สงผลใหสารอาหารที่ใชสาหรับการเจริญเติบโตหรอการสะสมในตัวมีปริมาณนอยลง

ึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในดานการเจริญเติบโตครั้งนี้ดวย
 
1.4 ผลของสารพิษ TTX ตอปริมาณแรธาตุ นน้าเลือ ของกุงขาว

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา ปริมาณแรธาตุ Ca2+, Mg2+, Na+ในน้าเลอดของ
กุงขาวที่ ดรับอาหารผสมสารพิษ TTX มีแนวโนมลดลง  สวน K+ ในน้าเลอด มมีความแตกตาง 
 ชุดการทดลอง ึ่งสอดคลองการรายงานของ Pullman และคณะ (1968) ที่พบวา เม่อสุนัข
ดรับสารพิษ TTX โดยการฉีดเขาเสนเลอด ทาใหหลอดเลอดขยายตัวและเหนี่ยวนาใหมีการขับ

ออกของ Na ใน ตเพิ่มมากขึ้นใน ัดมาคอ Ca ในขณะที่ K และ Mg ในขณะที่มีการขับมีการ
ขับออกเพียงเลกนอย จากที่กลาวมา การเปลี่ยนแปลงของแรธาตุในตัวน้าเลอดของกุงอาจ
เปนมาจากปจจัยที่กลาวมาขางตน นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงของแรธาตุในน้าเลอดของ
สิ่งมีชีวิตในกลุมครัสเตเชียยังขึ้นอยูกับหลายปจจัย และพบวากุงแตละชนิดมีสมดุลเกลอแร
แตกตางกัน โดยกุงกุลาดาจะมีความเขมขนของเลอดเพิ่มขึ้นเม่อน้ามีความเคมเพิ่มขึ้น  เม่อมี
การเปลี่ยนแปลงของความเคมทาใหตองใชพลังงานมากดวย กลาวคอ ความสัมพันธของความ
เคมน้าที่เปลี่ยนแปลงมีผลตอระดับความเขมขนของแรธาตุของเลอด นอกจากนี้แรธาตุเปน
องคประกอบสาคัญในโครงสรางเปลอกและเน้อเย่อ รวมทั้งเปนองคประกอบปจจัยอ่นรวมหรอ
ตัวกระตุนในน้ายอยหลายชนิดของกุง (บุญรัตน  ประทุมชาติ  ) 

1.5 ผลของสารพิษ TTX ตออัตราการรอ ของกุงขาว

พบวาอัตราการรอดตายกุงขาวทุกชุดการทดลอง มมีความแตกตางกันในทาง
ส ิติ (p< . ) ึ่งเปน ป ดวาระดับของสารพิษที่กุง ดนั้น มรุนแรง หรออยูในระดับที่รางกาย
กุงสามาร รับ ด โดย มทาใหกุงตายแตแสดงออกที่อวัยวะหรอระบบการทางานของรางกาย  
ความรุนแรงของสารพิษที่ ดรับขึ้นอยูกับปริมาณของสารที่ ดรับ อายุหรอขนาดของสัตว จาก
การรายงานของ Hwang และคณะ (1990) รายงานวา สัตวในกลุมครัสเตเชีย ดแก กุง และปู มี
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คา minimum lethal dose 99 (MLD 99) 0.5-5 MU/20 กรัมน้าหนักตัว โดยกุงกุลาดา อยูที่ .  
MU /20 กรัมน้าหนักตัว กุงแชบวย -  MU/20 กรัมน้าหนักตัว โดยการฉีดสารพิษ TTX และ 
PSP เขากลามเน้อ ึ่งตรงนี้ชี้ใหเหนวาขนาดและชนิดของสัตวมีผลตอความรุนแรงของสารพิษ
ที่ ดรับ

1.6 ผลของสาร TTX ตอการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ

สารพิษเม่อเขาสูรางกายคนหรอสัตว ูกดูด ึมเขาสูกระแสโลหิตแลว จะมีการ
แพรกระจาย ปยังสวนตาง ของรางกาย การแพรกระจายของสารพิษนั้นขึ้นอยูกับอัตราการ
หลเวียนของเลอด ปยังบริเวณตาง  และความสามาร ของสารพิษในผานเย่อหุมเ ลลหรอ

การจับเกาะกับเน้อเย่อ สารพิษ าสารพิษสามาร กระจายเขาสูเน้อเย่อ ดอยางรวดเรว จะทา
ใหความเขมขนของสารพิษในกระแสเลอดลดลง และหากสามาร ละลายเขา ปในเ ลลของ
เน้อเย่อ ดจะมีการแพรกระจาย ปทั่วรางกาย (อนงค  บิณฑวิหค  ) การออก ทธิของ
สารพิษตอเ ลลหรอออรแกเนลลของอวัยวะตาง ทาใหเกิดการเปลี่ยนแปลงหนาที่ โครงสราง
หรอการทางานของระบบตาง ในรางกาย (Shimojo และ Iwaoka, 2000) เม่อสัตว ดรับ 
สารพิษ TTX มีผลทาใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมีของ มโตคอนเดียใน
เ ลลของระบบประสาท (Yin et al., ) สอดคลองกับการรายงานของ มะลิ  บุณยรัตผลิน
และคณะ ) รายงานวากุงกุลาดาที่ ดรับอาหารปนเปอน aflatoxin ระดับ -  ppb เปน
เวลา  สัปดาห จะมีการเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อตับออนอยางชัดเจน โดยพบเ ลลทอตับ อ
และลีบ มีการแทรกตัวของเมดเลอดในสวนของชองวางระหวางทอตับ และตรวจพบเ ลลตาย 
การเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อรุนแรงที่สุดในกุงที่ ดรับ aflatoxin ระดับสูงสุด  ppb) และ
ความรุนแรงจะลดลงในกุงที่ ดรับ aflatoxin นอยลงเชนเดียวกับการศึกษาของ Lavilla-Pitogo 
และคณะ ) รายงานวากุงกุลาดาที่ ดรับ aflatoxin ระดับ  ppb เปนเวลา  วัน พบ
เ ลลตับที่ทาหนาที่เกบสะสมอาหารลดขนาดลง เมดเลอดจานวนมากแทรกระหวางทอตับและ
เกิด melanization บริเวณที่มีการตายของเ ลล สอดคลองกับการรายงานของ Freeman และ 
Fingerman ) รายงานวา กุง Palaemonetes ที่ ดรับ TTX ที่ระดับความเขมขน x -  M 
ทาใหเกิด hyperpolarization ของ chromatophore สวน Linares และคณะ ) พบวา 
หลังจากกุง ดรับสาร STX โดยการฉีดเขากลามเน้อที่ระดับความเขมขน  MU/กรัมน้าหนักตัว 
พบวามีการเปลี่ยนแปลงของกลามเน้อหัวใจและเน้อเย่อของระบบประสาทโดยพบวา กลามเน้อ
หัวใจมีการขยายตัวเพิ่มมากขึ้น เกิดชองวางภายในหัวใจ และในสวนของเ ลลประสาทบริเวณ 
ganglia พบวาเ ลลที่ยึดเกาะกันมีปริมาณลดลง  ในป ัดมา Linares และคณะ )  ดทา
การทดลองในกุงขาว พบวา หลังจากกุงที่ ดรับ Gymnodinium catenatum  และ Karenia 
brevis  ึ่งมีสาร PSP และ NSP ปนเปอนอยู เปนระยะเวลา  วัน พบวา ทาใหเกิดความ
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เสียหายแกเน้อเย่อตับและตับออน คอมีจานวนเ ลลที่ใชในการสะสมอาหารลดลง รวมทั้งเกิด
การตายของเ ลล ในสวนของระบบประสาทพบวาเน้อเย่อในสวนของ ganglia cell มีการตาย
ของเ ลลเกิดขึ้น ในสวนของกลามเน้อหัวใจพบวาเกิดชองวางภายในหัวใจมากขึ้น (lysis) ชะลอ 
ลิ้มสุวรรณ และคณะ ) เม่อศึกษาทางพยาธิสภาพของเน้อเย่อกุงที่ ดรับอาหารที่ปนเปอน
สารเมลามีน พบวา บริเวณสวนหัวของกุงมีอาการบวมและมีจุดสีขาว อวัยวะสวนที่มีการ
เปลี่ยนแปลงมากที่สุดคอ antennal gland หรอ green gland ึ่งเปนอวัยวะที่ใชในการขับ าย
ของเสีย เม่ออวัยวะที่ทาหนาที่ในการควบคุมปริมาณของเหลวและขับ ายของเสีย ดรับ
ผลกระทบทาใหการควบคุมปริมาณของเหลว มเปนปกติ ทดลองในครั้งนี้ ึ่งพบวากุงที่ ดรับ
สารพิษ TTX เกิดการเปลี่ยนแปลงของเน้อตับและตับออนโดยความรุนแรงจะเพิ่มขึ้นตามระดับ
ของสารพิษที่เพิ่มขึ้น ึ่งการเปลี่ยนที่สามาร พบ ดในกุงที่ ดรับสารพิษ 2.5 และ 5 ppm คอ 
เ ลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจานวนลดลง เกิดการตายของเ ลลบุผิวทอตับ ในขณะที่กุงขาวที่
ดรับสารพิษ TTX ในระดับสูงสุด  ppm) เกิดระยะหางระหวางทอภายในตับออนมากขึ้น และ

มีของเหลวแทรกอยูระหวางทอตับ แต มพบการเปลี่ยนแปลงของกลาวมเน้อหัวใจและเน้อเย้อ
บริเวณปมประสาท ึ่งจากการทดลองในครั้งนี้ มพบความผิดปกดังกลาว สอดคลองกับ อนงค 
บิณฑวิหค (2546) สารพิษเม่อเขาสูรางกายจะออก ทธิตอการทางานของเ ลลตาง  เชน ทาให
การลีบ อ (artrophy) หรอทาใหเ ลลมีขนาดเลกลง การแทรกตัวของของเหลวจนทาใหเกิด
เ ลลตาย โดยสวนตาง  ของเ ลลจะ ูกทาลาย (necrosis) นอกจากนี้ยังพบการตายของเย่อ
หุม ลโ โ ม ทาใหเกิดชองวางภายในเ ลลและยอมติดสีชมพูมากขึ้น ึ่งเปน ป ดวา ระดับของ
สารพิษที่ ดรับ มรุนแรงและประกอบระยะเวลที่ ดรับสารพิษในเวลา มนานพอที่จะทาใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงของเน้อเย่อสวนอ่น ด และเม่อมีการเปลี่ยนแปลงของเ ลลตับ เชน การเส่อม
สลายและตายของเ ลลตับ ทาใหการใชประโยชนของโภชนะในรางกายสัตวมีประสิทธิภาพ
ลดลง และสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของสัตวตามมา (Ueno, 1983) เน่องจากตับมีหนาที่ 
เกบรวบรวมสารอาหาร ึ่งดูด ึมจากทางเดินอาหารแลวผานกระบวนการเมแทบอลิ ึมเพ่อ
เปลี่ยนเปนสารเกบสะสม ว สรางน้ายอย การสังเคราะหโปรตีนสาหรับใชเพ่อการเจริญเติบและ
เปนแหลงพลังงาน

1.  การตกคางสารพิษ TTX ภาย นตัวของกุงขาว

จากการศึกษา ตรวจหาสารพิษ TTX ในกุงที่ ดรับอาหารที่ผสมสารพิษ TTX 
.  และ  ppm เปนระยะเวลา  สัปดาห โดยวิธี LC-MS/MS ปราก วา มพบสารตกคางใน

ตัวกุง หรอมีสารสะสมอยูในปริมาณนอยเกินกวา .  mg ึ่งนอยกวาที่เคร่องสามาร
ตรวจหา ด  Linares และคณะ ) รายงานวา เม่อกุงขาว ดรับ Gymnodinium catenatum
และ Karenia brevis  เปนระยะเวลา  วัน โดยการผสมลง ปในอาหารสาเรจรูปในความเขมขน 
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 เ ลลตอลิตรพบวา กุงน้าหนักที่เพิ่มขึ้นต่ากวาชุดควบคุมและเม่อนากุง ปหาสารพิษตกคาง
ในตัวพบสาร PSP และ NSP ในกุงที่ ด G. catenatum และ K. brevis ในระดับ -  
มโครกรัม ตอเน้อเย่อ  กรัม Hu และ Kao (1986) พบวาที่ pH 7.8 ึง 8.8 มีผลทาใหพันธะ
โดรเจน ที่คารบอนตาแหนงที่  ของ TTX มสามาร ปจับกับตัวรับบนผนังเ ลลของเ ลล

ประสาท สงผลใหความรุนแรงของ TTX ลดลง และเน่องจากสารพิษ TTX นั้นสามาร ละลายน้า
ดอาจจะ ูกขับออกมาพรอมของเสียในรางกาย พรอมแรธาตุตาง  ทาง antennal grand  ึ่ง

เปนเน้อเย่อเฉพาะสาหรับทาหนาที่ในการขับ ายของเสีย ึ่งการศึกษาในครั้งนี้ มพบการ
เปลี่ยนแปลง antennal grand แสดงใหเหนวารางกายของกุงสามาร ที่ขับสารพิษ TTX ออก
จากรางกาย ด เม่ออวัยวะที่ใชในการขับ ายยังอยูในสภาพสมบูรณ ึ่งสอดคลองกับการ
รายงานของ ชลอ  ลิ้มสุวรรณ และคณะ ) ที่ ดทาการศึกษาลักษณะภายนอกและการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้อเย่อของกุงขาวที่ ดรับอาหารเมดสาเรจรูปผลิตจากวัต ุดิบ
ที่ปนเปอนสารเมลามีนและกรด ยานูริค ึ่งพบวา antennal grand ดรับความเสียหายทาให
ประสิทธิภาพในการขับ ายของเสียออกจากรางลดลง โดย ม ูกดูด ึมกลับ ึ่งการดูด ึมกลับ
เขา ปของสารอาหารหรอสารพิษนั้นขึ้นอยูกับความสามาร ในการละลายตัวใน ขมันของ
สารพิษ แตเน่องดวยสารพิษ TTX เปนสารพิษที่ มละลายใน ขมัน (Narashi et al., 1966) จึง
อาจทาให ูกขับออกและ มมีการดูด ึมกลับเขาสูกระแสโลหิตทาให มมีการตกคางสารพิษของ
ในรางกายหรอในเน้อเย่อ 

2.การท ลองที่   การ นตัวของกุงขาวหลังจาก รับสารพิษ TTX

หลังจากกุง ดรับสารพิษ TTX ติดตอกันเปนระยะเวลา 6 สัปดาหนั้นทาให
ทราบวา สารพิษดังกลาวมีผลตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง ดังนั้นการทดลองในเร่องนี้
จึงมีวัต ุประสงคศึกษาการ นตัวของกุงขาวหลังจาก ดรับสารพิษ โดยนากุงที่ ดรับอาหารที่
ผสมสารพิษมาพัก นดวยการนามาเลี้ยงดวยอาหารปกติที่ มมีการปนเปอนของสารพิษ TTX 
เปนระยะเวลา 2 สัปดาห ึ่งจากการทดลองในครั้งนี้พบวา คาขององคประกอบเลอดเบ้องตน
ของกุงขาวปริมาณเอน ม acetylcholenesterase และ lactate dehydrogenase หลังจาก ดรับ
อาหารปกติแทนอาหารที่ผสมสารพิษ มมีความแตกตางกับคาขององคประกอบเลอดของกุงใน
ชุดควบคุม เปน ป ดวากุงขาวสามาร กาจัดสารพิษออกจากราง ด  สอดคลองกับการรายงาน
ของ  Hwang และคณะ (1990) รายงานวา  สัตวในกลุมครัสเตเชีย ดแก กุง และปู มีคา MLD 
50 นอยกวา  MU/20 กรัมน้าหนักตัว ึ่งมีความสามาร ในการรับสารพิษ TTX  ดที่ระดับ
นอยกวา และเม่อนากุง ปวิเคราะหสารตกคาง มพบสาร TTX ในตัว (Dizer et al. 2001) พบวา 
M. edulis ที่ ดรับสาร Domoic acid จะมีปริมาณเมดเลอดเพิ่มสูงขึ้น และจะลดลงภายใน 7 วัน  
และจากการรายงานของ Omondi และ Stark (2001) พบวา สภาวะที่เหมาะในการทางานของ
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เอน ม protease ในระบบยอยอาหารของกุงจาก midgut gland พบวา เอน ม protease มี
ภาวะการทางานที่เหมาะที่ pH ระหวาง 7.7-9.2 จากการทดลองในครั้งนี้เปน ป ดวา ความ
รุนแรงของสารพิษที่กุง ดรับยังอยูในสภาวะที่รางกายสามาร กาจัดออก ด หรอเปนเพราะความ
รุนแรงของสารพิษลดลงเน่องจากละลาย ปกับน้า หรอจากสภาวะของทางเดินอาหารที่มีคา pH 
เปนดาง เพราะสารพิษ TTX มีคุณสมบัติเปนกรด และจะสลายตัวเม่ออยูในสภาวะที่เปนดาง ดั้ง
นั้นจึงมีความเปน ดวา pH ในระบบทางเดินอาหารของกุงมีสวนชวยในการลดความรุนแรงของ
สารพิษลง Hu และ Kao (1986) พบวา pH มีผลตอการทางานสารพิษ TTX ตอการ ปขัดขวาง
การเขาและออกของ Na โดยพบวาที่ pH 8.8 สารพิษ TTX มีความรุนแรงลดลงเน่องจาก
คารบอนตาแหนงที่ 10 เปนตาแหนงที่มีทั้งประจุลบและบวก เม่อระดับ pH สูงขึ้นทาใหพันธะ

โดรเจนที่ยึดเหนี่ยวกันออนลดลง จึงทาใหสารพิษนั้นลดระดับความรุนแรงลดลง ทาให
รางกายสามาร รับและกาจัดสารพิษออก ด ึ่งสอดคลองกับลักษณะทางพยาธิสภาพของ
เน้อเย่อ antennal gland ึ่ง มพบความผิดปกติ และเม่อเวลาผาน ปรางกายเริ่มมีการปรับตัว
ดจึงทาใหมีอัตราการตายอยูระดับปกติ หรอบางครั้งหาก ดรับสารพิษในความเขมขนต่า

ติดตอกันหลายครั้งกจะทาใหการเกิดพิษลดลงหรอ มเกิดพิษเลย ทั้งนี้ความรุนแรงของสารพิษ 
TTX ขึ้นอยูกับปริมาณและระยะเวลาที่ ดรับ เพศ อายุ และชนิด ึ่งสัตวแตละชนิดมีความ วตอ
การเกิดพิษแตกตางกัน 

เน้อเย่อตับและตับออนของกุงขาวที่ ดรับสารพิษ TTX มีบางสวนที่ ดรับความ
เสียหายจากการ ดรับสารพิษเชน จานวนเ ลลที่ใชในการสะสมอาหารลดลงและการตายของ
เ ลลบุผิวทอตับตับและตับออน มีของเหลวแทรกอยูระหวางทอตับ เกิดระยะหางระหวางทอตับ 
ยังคงปราก ใหเหน แตเม่อ ดรับการพัก นพบวา มีเน้อเย่อตับและตับออนบางสวนที่จานวน
เ ลลที่ใชในการสะสมอาหารมีจานวนเพิ่มมากขึ้น เม่อรางกาย ดรับสารพิษอวัยวะตาง  ที่ ดรับ
ความเสียหายอาจกลับคนสูสภาวะปรกติ ด แตบางครั้งสารพิษนั้นกทาใหเน้อเย่อ ูกทาลายหรอ
เปลี่ยนแปลง ป การที่เน้อเย่อจะกลับคนสูภาวะปรกติ ดหรอ มนั้น ขึ้นอยูกับเน้อเย่อนั้นมีเ ลล
ตั้งตนที่สามาร แบงตัวหรอเจริญเติบโตขึ้นมาทดแทนเ ลลเดิมที่ ูกทาลายโดยสารพิษ เชน ตับ 
มีเ ลลตั้งตนภายในเปนจานวนมาก เม่อเ ลลตับ ูกทาลายจะมีเ ลลแบงตัวและเจริญเติบขึ้นมา
แทนที่ ด และหากความเขมขนของสารพิษ ม ดทาใหเ ลล ดรับความเสียหายมากนักจะทาให
เ ลลกลับคนสูสภาวะปกติ ด (อนงค  ) แตเน่องดวยระยะเวลาเพียง 2 สัปดาหที่ใชในการ
ทดลองนั้น อาจ มเพียงพอสาหรับทาใหรางกายหรอเ ลลตาง  กลับสูสภาวะปกติ ดอยาง
สมบูรณจึง จากการทดลองครั้งนี้ชี้ใหเหนวา รางกายของกุงขาวสามาร ปรับเขาสูสภาวะปกติ 
เม่อ มมีสารพิษ ปรบกวนการทางานของอวัยวะหรอระบบตาง ของรางกาย 

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา เอน ม acetylcholinesterase (AChE) ในระบบ
ประสาทลดลง จากการที่กุง ดรับสารพิษ TTX และหากมีการยับยั้งการทางานของเอน ม 
AChE ึ่งเปนเอน มที่สาคัญในขบวนการส่อสัญญาณประสาท ตรงบริเวณรอยตอของเ ลล
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ประสาทกลามเน้อ (neuromuscular junction) มีผลใหกุงมีรางกายออนแรงลง เน่องมาจากการ
หดตัวของกลามเน้อ และ าอาการรุนแรงมาก ทาใหเกิดเปนอัมพาต (paralysis) การ ดรับ
สารพิษในระยะแรกทาใหเกิดการหดเกรงของกลามเน้อ ึ่งสงผลโดยตรงตอเ ลลกลามเน้อเม่อ
มีการหดมากขึ้น ทาใหเ ลลอยูในภาวะขาดออก ิเจน ดังนั้นเ ลลจึงจาเปนตองใชกระบวนการ
หายใจแบบ มใชออก ิเจนผลผลิตที่ ดคอมีปริมาณเอน ม lactate dehydrogenase (LDH) 
เพิ่มมากขึ้น เม่อรางกายอยูในสภาวะที่ มปกติจาเปนตองใช ATP เพ่อเปนแหลงพลังงานในการ
อยูรอด ดังนั้นสารอาหารที่ ดมาสวนใหญตองนามาใชเปนแหลงงานใหกับกระบวนการดังกลาว
ทาใหมีสารอาหาร มเพียงพอที่จะนา ปสะสมหรอใชในการเจริญเติบโต สงผลใหกุงขาวมีการ
เจริญเติบโตลดลง ึ่งยนยัน ดจากการที่ตับและตับออนมีปริมาณเ ลลที่ใชในการสะสมอาหาร
ลดลงนั้นเอง แตอยาง รกตามกุงมีความสามาร ในการกาจัดสารพิษออกจากรางกาย ดหรอมี
การสะสมอยูในปริมาณนอยเน่องจาก มสามาร ตรวจพบสารพิษภายในตัวกุง เม่อกุงขาว ดรับ
อาหารที่ มมีสารพิษ TTX ปนเปอน พบวา องคประกอบเลอดตาง  ระดับของเอน ม AChE 
ในระบบประสาท และระดับของเอน ม LDH ในกลามเน้อ มมีความแตกตางกุงกุงในชุด
ควบคุม แสดงใหเหนวา รางกายของกุงมีการ นตัว ดในระดับหนึ่งหาก มมีการ ดรับสารพิษ
เพิ่มเติม และมีแนวโนมที่กลับคนสูภาวะปกติ ดเม่อเวลาผาน ประยะหนึ่ง 
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บทที่ 5

สรุปผลการท ลอง

จากการศึกษาผลของสารพิษ TTX ตอการเจริญเติบโตและองคประกอบเลอด
ของกุงขาวพบวา กุงขาวที่ ดรับอาหารผสมสารพิษ TTX เปนระยะเวลา 6 สัปดาห มีพ ติกรรม
ในการเขามากินอาหารชาลง และเปน ปอยางตอเน่องจนสิ้นสุดการทดลอง และสงผลตอ การ
เจริญเติบโต (เปอรเ นตน้าหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตตอวัน อัตราการเจริญเติบโต
จาเพาะอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้อ) โดยทาใหกุงขาวมีการเจริญเติบโตชากวากุงขาวที่
ม ดรับสารพิษ TTX ในสวนของ ระดับกลูโคสในเลอด ปริมาณโปรตีนใน ีม กิจกรรมของ

เอน ม นอลออก ิเดสลดต่าลง เม่อระดับของสารพิษเพิ่มสูงขึ้นเปน 0 2.5 และ 5 ppm ใน
ขณะเดียวกัน กิจกรรมของเอน ม acetylcholinesterase ในระบบประสาทและปริมาณแรธาตุ
ตาง  ในน้าเลอดของกุงขาวลดลงเชนเดียวกับการเจริญเติบโตและองคประกอบเลอดบาง
ประการ ตรงขามกับปริมาณเมดเลอดรวม และกิจกรรมของเอน ม lactate dehydrogenase 
ในกลามเน้อ ึ่งมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นตามระดับของสารพิษที่เพิ่มขึ้น และมีผลตอพยาธิภาพของ
เน้อเย่อตับและตับออนของกุง ทาใหเ ลลที่ใชในการสะสมอาหารลดลง มีการตายเ ลลบุผิวทอ
ตับ และเกิดระยะหางระหวางทอตับ แต มพบการตกคางของสารพิษในตัวกุง นอกจากนี้ยัง
พบวา เม่อเลี้ยงกุงที่ ดรับสารพิษดวยอาหารในชุดควบคุมตอเน่องเปนระยะเวลา  สัปดาห 
พบวา องคประกอบเลอดตาง  และกิจกรรมของเอน ม มมีความแตกตางกับกุงที่ ม ดรับ
สารพิษ  สวนเน้อเย่อตับและตับออนของกุง มสามาร กลับคนสูภาวะปกติ ดอยางสมบูรณ ึ่ง
ตองใชระยเวลาในการ นตัวมากกวานี้ 

จากการศึกษาครั้งนี้ชี้ใหเหนวา สารพิษ  TTX มีผลตอการเจริญเติบโตและการ
สะสมอาหาร รวมการทางานของระบบประสาทและกลามเน้อดวยหาก ดรับสารพิษติดตอกัน
ในชวงระยะเวลาหนึ่ง และสารพิษที่ระดับ .  ppm เริ่มสงผลตอการเจริญเติบและสุขภาพของ
กุง

ขอเสนอแนะ

ปลาปกเปา เปนปลาที่มีการสะสมสารพิษ TTX ในรายกาย หากมีการนาปลอมปนกับปลาชนิด
อ่น  ในการทาปลาปน อาจทาใหสารพิษ TTX ปนเปอนในปลาปน ึ่งเปนวัต ุดิบสาคัญในการ
ผลิตอาหารสัตว ด ดังนั้นในการผลิตปลาปนควรมีการคัดเลอดชนิดของปลาที่จะนามาเปนปลา
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ปนเพ่อเปนการปองกันการปนเปอนของสารพิษ TTX ในวัต ุดิบอาหารและในอาหารสัตวและ
เพ่อความปลอดภัยของผูบริโภค

ภัยของสารพิษจากธรรมชาติในวงจรอาหารที่ มีผลตอสุขภาพของมนุษยและ
สัตว ทั้งแบบเฉียบพลันและเร้อรัง ทาใหตองมีมาตรการควบคุมการปนเปอนของสารพิษจาก
ธรรมชาติตั้งแตการวิเคราะห การจัดการความเสี่ยง และการปองกันอันตรายที่ จะเกิดจาก
สารพิษจากธรรมชาติเหลานั้น รวม ึงการเจรจาตอรองการคาระหวางประเทศ หลายประเทศให
ความสาคัญตอการพัฒนากระบวนการวิเคราะห วัสดุอางอิง และการประกันคุณภาพการ
วิเคราะห
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สารเคมีและวิธีการวิเคราะห

1 การวิเคราะหคุณคางทางโภชนาการของอาหารท ลอง 

 การวิเคราะหความชื้น ตามวิธีมาตร านของ AOAC (1990)

. .  นาขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ     องศาเ ลเ ียส  เปนเวลา    
นาที และทาใหเยนในโ ดูดความชึ้น

. . . ชั่ง และบันทึกน้าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด

. .  ชั่งตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ     กรัม  โดยบันทึกน้าหนักอยาง
ละเอียด

. .  นาตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ     องศาเ ลเ ียส  เปน
เวลา   ชั่วโมง

. .  ตัวอยางที่อบแลวใสโ ดูดความช้นทิ้ง วใหเยน  บันทึกน้าหนัก
ของตัวอยาง

. .  ทา ้าตามขอ     ึง     จนน้าหนักที่ ดคงที่  โดยน้าหนักที่หาย ป
คอน้าหนักของความช้น

คานวณ   ความช้นดวยสมการ
เปอรเ นต ความช้น =  (a – b)    100

           w                                                                                                                             
เม่อ         a   = น้าหนักของอาหารกอนอบแหง
            b    = น้าหนักของอาหารหลังอบแหง

            w   = น้าหนักของอาหารกอนอบ

1.2 การวิเคราะหปริมาณเ า ตามวิธีมาตร านของ AOAC (1990)

. .  ชั่งตัวอยางอาหาร   กรัม ใสใน วยกระเบ้องเคลอบ
1.2.2 นา ปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ     องศาเ ลเ ียส  เปนเวลา    

ชั่วโมง จนเ าเปนสีขาว
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                   . .  นาเขาโ อบแหง เพ่อใหดูดความช้น และเม่อตัวอยางอาหารเยนดี
แลว นาออกชั่งทันที
คานวณ   เ าดวยสมการ
เปอรเ นต เ า  =  (b – a )    100
                                 w
                เม่อ    a  =  น้าหนักของ วยกระเบ้องเคลอบ
    b  =  น้าหนักของ วยกระเบ้องเคลอบกับน้าหนักของเ าภายหลังการเผา
                       w  =  น้าหนักของอาหารกอนเผา

1.3 การวิเคราะหหาโปรตีน ตามวิธีมาตร านของ AOAC (1990)

. .  สารเคมี

. กรด ัล ูริก (H2SO4) เขมขน   –   เปอรเ นต

. สารเรงรวม  (catalyst mixture) ชั่งคอปเปอร ัลเ ต  (CuSO4)    
กรัม กับโปแตสเ ียม ัลเ ต (K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน

3.โ เดียม ดรอก ด   เปอรเ นต (NaOH) ละลาย     กรัม  ของ
โ เดียม   ดรอก ด ชนิดเกลดลงในน้ากลั่นให ดปริมาตร   ลิตร

4. สารละลายกรดเกลอ   .  นอรมอล ละลายกรดเกลอ     ml  ลงในน้า
กลั่น ปรับปริมาตรให ด   ลิตร

. กรดบอริค  (H3BO3) 4 เปอรเ นต ตมน้ากลั่น     ml  ใหรอน  แลวใส
ผงกรดบอริคลง ป     กรัม  ตมจนละลายหมดทิ้ง วจนสารละลายเยนลง  แลวจึงเติมน้ากลั่นให
ครบ    ml

6. อินดิเคเตอรผสมระหวาง  เมทธิลเรด  และเมทธิลีนบลู ละลายเมทธิ
ลเรด  . กรัม ในแอลกอ อล  เปอรเ นต ปรับปริมาตรให ด   ml และละลายเมทธิลีนบลู 

.  กรัม  ในแอลกอ อล  เปอรเ นต  ปรับปริมาตรให ด     ml  จากนั้นนาสารละลายเมทธิ
ลเรด   สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู   สวน เขยาใหเขากัน

7. เมทิลออเรนจ  อินดิเคเตอร  (methyl orange indicator)  ละลายเมทิ
ลออเรนจ  . กรัม ในน้ากลั่น ปรับปริมาตรให ด   ml

8. สารละลายโ เดียมคารบอเนต  (Na2CO3) 0.1 นอรมอล อบโ เดียม
คารบอเนตที่อุณหภูมิ    –    องศาเ ลเ ียส  เปนเวลา     นาที  ชั่งสารมา .    กรัม 
เติมน้ากลั่น ปรับปริมาตรให ด   ml
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 วิธีการ

ก ขั้นตอนการยอย (digestion)

. ชั่งตัวอยางอาหารให ดน้าหนักประมาณ   กรัม โดยชั่งดวยกระดาษ
กรองที่ปราศจากสาร นโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน

. เติมสารเรงรวม   กรัม เพ่อเปนตัวชวยเรงปฎิกริยาการยอย

. เติมกรด ัล ูริกเขมขน   ml

. นา ปยอยดวยชุดเคร่องยอยโปรตีน ที่อุณหภูมิ   องศาเ ลเ ียส 
กระทั่งสารละลายในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ทิ้ง วใหเยน

ข ขั้นตอนการกลั่น (distillation)

1. เม่อสารละลายเยนดีแลว จึงเติมน้ากลั่นลง ปให ดปริมาตรประมาณ 
 ml

. ใสลูกแกว   ลูก เพ่อปองกันการกระแทกของสารละลาย

. ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเคร่องกลั่นที่มีขวดปากแคบวัด
ปริมาตร ึ่งมีกรดบอริค  mlอยูโดยใหปลายของหลอดแกวที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุม
อยูในกรด  บอริคเติมโ เดียม ดรอก ดลงในขวดแกววิเคราะหชา   จนกระทั่งสารละลายมีสี
ดา

. ใสอินดิเคเตอรในกรดบอริค  – หยด

. ทาการกลั่นจน มมีกา แอมโมเนียออกมา  แลวทาการกลั่นตอ ปอีก  นาที  แลว
ลางปลายเคร่องกลั่นดวยน้ากลั่น นาขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเคร่องกลั่น

ค ขั้นตอนการ ตเตรท (titration)

1. นา ป ตเตรทดวยกรดเกลอมาตรฐานที่ทราบความเขมขน .   นอร
มอล จน ึงจุดยุติ (end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้าเงินออน

2. จดปริมาตรของกรดเกลอ วเพ่อคานวณตอ ป
การคานวณ
เปอรเ นต โปรตีน =  1.4   (V1-V2) N   6.25
                                    W
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เม่อ      V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใช ตเตรทตัวอยาง
          V2 =  ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใช ตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
          N  =  เปนความเขมขนของกรดเกลอเปนนอรมอล
          W = น้าหนักตัวอยางอาหาร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลอมาตรฐาน
ดูดสารละลายโ เดียมคารบอเนต     ml  ใสในขวดรูปชมพู  ขนาด     ml  เติม

น้ากลั่น     ml  เติมเมทิลออเรน   อินดิเคเตอร -  หยด  ทาการ ตเตรทดวยสารละลายกรด
เกลอ  . นอรมอล คานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลอโดยใชสูตร

N1 V1  =  N2 V2

 การวิเคราะหหา ขมัน  ( ชเครื่อง  Soxtec System HT6) ตามวิธี
มาตร านของ AOAC (1990)

 สารเคมี

. สารละลายคลอโร อรม (chloroform)
2. เมทธานอล (methanol)

 วิธีการ

. อบ วยพรอมลูกแกวที่อุณหภูมิ   องศาเ ลเ ียส     ชั่วโมง ทิ้ง ว
ใหเยนในโ ดูดความช้น

. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ    องศาเ ลเ ียส เปนเวลา    
คน ทิ้งใหเยนในโ ดูดความช้น

. ชั่งน้าหนัก วยพรอมลูกแกว (w1) 
4. ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ -   กรัม 

(w2) หอใหมิดชิดใสลงใน สกรอง (thimble) ที่เตรียม ว นา ปใสเขาเคร่อง Soxtec System HT6
5. นา วยพรอมลูกแกวที่ชั่งน้าหนัก วแลวมาเติม  คลอโร อรม  : เม

ทานอล ในอัตราสวน :1 ปริมาตร   ml แลวใสเขาเคร่องใหเรียบรอย
. เปดเคร่อง ปรับอุณหภูมิ ปที่   องศาเ ลเ ียส  เปดน้าเขาเคร่อง 

เปดวาลว เล่อนปุม ปที่ boiling ตมใหเดอด   นาที
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. เล่อนปุม ปที่ rinsing เพ่อลางตัวอยาง   นาที

. ปดวาลว  เปดสวิท อากาศเล่อนปุม ปที่  evaporation เพ่อใหสาร
ระเหยออก ป   นาที

. ปดเคร่อง  อากาศและน้า  แลวเล่อนปุม  evaporation  กลับที่เดิม  นา
วยออกจากเคร่องแลวนา ปอบที่  องศาเ ลเ ียสเปนเวลา   คน

. นา วยออกมาใสโ ดูดความช้น  ทิ้ง วใหเยน  แลวนามาชั่งน้าหนัก
(w3)
การคานวณหาเปอรเ นต ขมัน
เปอรเ นต ขมัน  =  w3 – w1 ×  100
                             w2

เม่อ         w1     =   น้าหนัก วยพรอมลูกแกว
              w2     = น้าหนักตัวอยาง
              w3      =    น้าหนัก วยพรอมลูกแกวและ ขมันหลังอบ

2. การคานวณหาคาอัตราการรอ ตายและการเจริญเติบโตตามวิธีการของ Jantrarotai  
และคณะ 

 การคานวณหาอัตรารอ ตาย เปอรเ นต  โดยสมการ
อัตรารอดตาย เปอรเ นต)  =   จานวนกุงเม่อสิ้นสุดการทดลอง  100
                                    จานวนกุงเม่อเริ่มตน

 การคานวณน้าหนักกุงที่เพิ่มขึ้นเ ลี่ยตอตัว เปอรเ นต weight gain) 

น้าหนักกุงที่เพิ่มเฉลี่ยตอตัว เปอรเ นต) =  (น้าหนักกุงสุดทาย  –  น้าหนักกุงเริ่มตน) 100 
                                                น้าหนักกุงเริ่มตน

การคานวณอัตราการเจริญเติบโตจาเพาะ (specific growth rate, 
SGR) 

อัตราการเจริญเติบโตจาเพาะ เปอรเ นตตอวัน)
    =  (ln น้าหนักสุดทาย – ln น้าหนักกุงเริ่มตน) 100

เวลา วัน)
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ปริมาณอาหารที่กุงกิน กรัมตอตัวตอวัน
ปริมาณอาหารที่กุงกิน กรัมตอตัวตอวัน)

=  น้าหนักอาหารที่กุงกินทั้งหมด  จานวนกุงเม่อสิ้นสุดการทดลอง
เวลา วัน)

การคานวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ feed conversion rate)
คานวณตามวิธีการของ Dupree และ Sneed (1966)
การคานวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเน้อ =   น้าหนักอาหารที่กุงกินทั้งหมด

น้าหนักกุงที่เพิ่มขึ้น

 วิธีการศึกษาองคประกอบเลือ

ทาการดูดเลอดกุงบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 ประมาณ 0.4 mlดใสหลอด มโครเ นตริ วก เพ่อ
นา ปวิเคราะหหาคาองคประกอบเลอดตาง

 การนับปริมาณเลือ ทั้งหม  (Total haemocyte count) ตามวิธีการ
ของ กิจการ )

 สารเคมี

trypan blue 0.15 เปอรเ นต : ละลาย trypan blue .  กรัม ใน
สารละลาย NACl 2.5 เปอรเ นต  ml คนใหละลายโดยวางบน magnetic stirrer นาน -  
ชั่วโมง และกรองผานกระดาษกรองเบอร  แบงใสหลอดพลาสติกหลอดละ  มโครลิตร

 วิธีการ

ดูดเลอดที่ ดจากหลอด มโครเ นตริ วกมา 25 มโครลิตร ใสใน
หลอด มโครเ นตริ วกที่มี trypan blue 225 มโครลิตร ผสมใหเขากัน ในหลอด มโครเ นตริ

วกนับเ ลลเมดเลอดทั้งหมดโดยใช ีมา โตมิเตอร (haemacytometer) ภายใตกลอง
จุลทรรศนแลวคานวณเปนเ ลลตอmlจากสูตร 
ปริมาตรของ ีมา โตมิเตอร =  กวาง ยาว  สูง

=  mm  1 mm   0.1 m
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=  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร (mm3)
จานวนเ ลลเมดเลอด ลูกบาศกมิลลิเมตร =   เ ลลเมดเลอดที่นับ ด
จานวนเ ลลเมดเลอด ml                   =   เ ลลเมดเลอดที่นับ ด 

 การวิเคราะหกิจกรรมของเอน ม นอลออก ิเ ส ดัดแปลงจาก 
Soderhall และคณะ 1988)

 สารเคมี

1. cacodylate buffer (CAC buffer)
ละลาย C2H6AsNaO2.3H2O (Cacodylic acid sodium salt trihydrate) 

1.07 กรัม ในน้า deionized ปลอดเช้อ  ml เติม CaCl (calcium chloride) 0.37 กรัม ปนให
ละลายแลวจึงเติม MgCl (magnesium chloride) 5.08 กรัม ปรับ pH ให ด .  ปรับปริมาตรให
ครบ  ml ใสขวดเกบ วที่  องศาเ ลเ ียส

2. Trypsin
ละลาย trypsin (1:250) .  กรัม ใน CAC buffer 1 ml
3. L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ละลาย L-DOPA .  

กรัม ใน CAC buffer 1 ml

 วิธีการ

ดูดเลอดที่ ด 200 มโครลิตรใสหลอด มโตรเ นติ วกที่มี CAC buffer 
อยู 100 มโครลิตรผสมใหเขากันแชใน นโตรเจนเหลว จากนั้นเกบใน -70 องศาเ ลเ ียล นา
เลอดที่ ดมาบดใหละเอียดแลวนา ปปนตกตะกอน ที่ 13000 g อุณหภูมิ  องศาเ ลเ ียส 
นาน 10 นาที ดูดสวนใส 25 มโครลิตรใส 96 well เติม tripsin 25 มโครลิตรจับเวลา 2 นาที
จากนั้นเติม CAC buffer 150 มโครลิตร  แลวเติม LDOPA 50 มโครลิตร  เขยาใหเขากันจับ
เวลา 2 นาที นา ปวัดคาการดูดกลนแสงดวยเคร่อง มโครเพลตลีดเดอรคากิจกรรมของ
เอน ม นอลออก ิเดสคานวณ ดจากสูตร
กิจกรรมของเอน ม นอลออก ิเดส  = ยูนิต นาที . ) * โปรตีนในHLS 0.2 ml

       = ยูนิต นาที มิลลิกรัมโปรตีน
* .  เปนคาที่กาหนดเอง
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ยูนิต (unit) หมาย ึง ความสามาร ของเอน ม นอลออก ิเดสในการเปลี่ยน         L-DOPA 
ปเปนโดปามีน (dopamine) โดยวัดจากคาการดูดกลนแสงที่เปลี่ยนแปลงภายในเวลา  นาที

 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน น ีรัม ั แปลงจาก Lowry และคณะ 
1951)

 สารเคมี

. สารละลาย BSA มาตรฐาน
ละลาย bovine serum albumin 1.0 มิลลิกรัม ในน้า deionized 10 ml 

และเจอจางสารละลายขางตนดวยน้า deionized ในหลอดทดลองใหมีความเขมขน -  
มโครกรัมตอml 

 วิธีการ

โดยนาเลอด ดที่ใสหลอด มโครเ นตริ ว แลวบดใหละเอียดจากนั้น
ปนตกตะกอนที่ความเรวรอบ 13000 รอบตอนาที 4 องศาเ ลเ ียล เปนเวลา 10 นาที ดูดสวน
ใสที่ ด 5 มโครลิตร ใสหลอด มโครเ นตริ ว ที่มีน้ากลั่นอยู 995 มโครลิตรผสมใหเขากัน
จากนั้น ดูดสารละลายตัวอยางที่ ดมา 250 มโครลิตรใสหลอดทดลองขนาด 5 ml ที่มีน้ากลั่น 
250 มโครลิตร จากนั้นเติม Alkaline copper solution 1 ml ผสมใหเขากันทิ้ง ว 10 นาที 
จากนั้นเติม Folin’s reagent 1.5 ml ผสมใหเขากันทิ้ง ว 10 นาที จากนั้นนา ปวัดคาการดูกลน
แสงที่ความยาวคล่น 640 นาโนเมตร

 การวิเคราะห  Oxyhemocyanin/hemolymph protein

โดยนาเลอดกุง 10 มโครลิตร ใสลงในหลอด มโครเ นตริ ว ที่มีน้ากลั่นอยู
990 มโครลิตร  นา ปวัดคาดูดกลนแสง  500 มโครลิตร  ที่ความยาวคล่น 335 มโครลิตร 
สวนที่เหลอนา ปหาปริมาณโปรตีน โดยดูดตัวอยางมา 100 มโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง
ขนาด 5 mlที่มีน้ากลั่นอยู 400 มโครลิตร จากนั้นเติม Alkaline copper solution 1 ml ผสมให
เขากันทิ้ง ว 10 นาที จากนั้นเติม Folin’s reagent 1.5 ml ผสมใหเขากันทิ้ง ว 10 นาที จากนั้น
นา ปวัดคาการดูกลนแสงที่ความยาวคล่น 640 นาโนเมตร
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 การวิเคราะหปริมาณกลูโคส นเลือ  (Blood glucose) 

นาเลอดที่ ด 50 มโครลิตร ใสในหลอด มโครเ นตริ ว ที่มี 3% TCA 450 
มโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนา ปปนตกตะกอนที่ความเรวรอบ 6500 rpm 2 นาที จากนั้น

สูดสวนใสที่ ด 300 มโครลิตร ใสในหลอดทดลองที่มี color reagent 2.7 ml ผสมใหเขากันหอ
ดวยกระดาษ รอยดแลวนา ปตมในน้าเดอด เปนเวลา 8 นาที เม่อตามเวลาที่กาหนดนา ปแช
ในน้าแขงทันที ทิ้ง วใหเยนนา ปวัดคาการดูดกลนแสงที่ความยาวคล่น 630 นาโนเมตร
การคานวณ
ปริมาณกลูโคส ในตัวอยาง=

4.สารเคมีวิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพเนื้อเยื่อ ตามวิธีของ
Bancroft (1967) และ Humason (1972)

 สารเคมี

1.น้ายาดองเดวิดสัน Davidson’s fixative) Bell และ Lightner (1988)
95% ethyl alcohol 330          ml
100% formalin (formaldehyde 37–39%) 220          ml
glacial acetic acid 115          ml
tap water 335          ml 

เกบที่อุณหภูมิหอง

 สียอม ีมาทอก ิลิน (haematoxylin) เตรียมโ ย ช

ีมาทอก ิลิน (haematoxylin  crystal) 4 กรัม
โ เดียม อโอเดท (sodium iodate) 0.8 กรัม
อลัม (potassium aluminium sulfate, alum) 100 กรัม
กรด ิตริก (citric acid) 4 กรัม
คลอรัล เดรท (chloral hydrate) 200 กรัม
น้ากลั่น ml

OD 630 ตัวอยาง

OD 630 Standard
×  ความเขมขนของ Standard 
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ละลายอลัมลงในน้ากลั่นเติม ีมาทอก ิลินผสมจนกระทั่งละลายหมดจึงเติม
โ เดียม อโอเดทผสมใหเขากันจากนั้นเติมกรด ิตริกและคลอรัล เดรทผสมจนกระทั่งเปนเน้อ
เดียวกันทิ้ง ว  สัปดาหกอนนามาใชงาน

3. สียอมอีโอ ิน (eosin) เตรียมโดยใช
อีโอ ิน (eosin Y.Cl 45380) 1 กรัม
เอทธิลแอลกอ อล   เปอรเ นต (ethyl alcohol) 1,000 ml
กรดอะ ิติกเขมขน ml
ผสมเขาดวยกัน

การเตรียมตัวอยาง

ฉีดน้ายาดองเดวิดสันบริเวณหัวใจ  ตับ  สวนหัว  กลามเน้อลาตัวใหทั่ว  แลวตัด
ตัดสวนหัวกุงออกเปนสอง ีกนากลามเน้อลาตัวตัดตามขวางดองในขวดที่บรรจุน้ายาดองเดวิด
สันโดยใหน้ายาทวมตัวอยางเปนเวลา     ชั่วโมง  เพ่อใหน้ายาดอง ึมเขาสูเน้อเย่อ ดทั่ว ึง 
ตัวอยางที่นามาศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเน้อเย่อคอ  เน้อเย่อตับออน  (hepatopancreatic 
tissue) ตอมน้าเหลอง(lymphoid cell) เหงอก  (gill) และ  กลามเน้อ  (muscle) หลังจาก    
ชั่วโมง เปลี่ยนเปนแอลกอ อล    เปอรเ นต  หลังจากนั้นนา ปผานขั้นตอนการเตรียมเน้อเย่อ
ตามวิธีของ Humason ) 

ขั้นตอนการ dehydration และ embedding
1. ตบแตงตัวอยาง (trim) ที่ผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพ่อ

สะดวกตอการ embed และนา ปตัด section
2. นาตัวอยาง ปผานขั้นตอน  dehydration ดวยเคร่องเตรียมเน้อเย่อ

อัตโนมัติ (automatic tissue processor) ึ่งมีขั้นตอนดังนี้
ขั้นตอนที่          สารละลาย              เวลา ชั่วโมง)
. แอลกอ อล   เปอรเ นต

2. แอลกอ อล   เปอรเ นต
3. แอลกอ อล   เปอรเ นต
4.  แอลกอ อล   เปอรเ นต
.       แอลกอ อล   เปอรเ นต

6. แอบโ ลูท แอลกอ อล (absolute alcohol) 
.       อโ โพรพิล แอลกอ อล(isopropyl alcohol) 1



88

8. อโ โพรพิล แอลกอ อล 1
9. ลีน (xylene) 1
10. ลีน
11. พาราพลาสท (paraplast) 1
12. พาราพลาสท     1
3. นาตัวอยางที่ผานขั้นตอนดึงน้าออก ป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนา 

block ปแชตูเยนเพ่องายตอการนา ปตัด section ตอ ป
.  ตบแตงตัวอยางที่อยูใน  block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดส ลด  และ  cover 

glass ปด ดสนิท จากนั้นนา ปตัดดวยเคร่องตัดเน้อเย่อ มโครโตม  (microtome) ใหมีความหนา
ประมาณ  –  มครอน นา ปลอยในน้าอุน 45-50 องศาเ ลเ ียล 

.  ใชแผนส สดชอนตัวอยาง  แลวนา ปอบที่อุณหภูมิ     องศาเ ลเ ียส  เปน
เวลา  คน

. นาส ลดที่อบแลว ปผานขบวนการยอมสี ีมาทอก ิลินและอีโอ ินโดยมี
ขั้นตอนดังนี้

ขั้นตอนที่ สารละลาย           เวลา (นาที)
1 ลีน 2
2. ลีน 2
3. ลีน 2
4. อโ โพรพิล แอลกอ อล
. อโ โพรพิล แอลกอ อล

6. แอลกอ อล   เปอรเ นต
. แอลกอ อล   เปอรเ นต

8. แอลกอ อล   เปอรเ นต
. น้ากลั่น
. ีมาทอก ิลิน          
. น้าประปา

12. น้ากลั่น
13. แอลกอ อล   เปอรเ นต
14. อีโอ ิน

. แอลกอ อล   เปอรเ นต

. แอลกอ อล   เปอรเ นต

. แอบโ ลูท แอลกอ อล
18. อโ โพรพิล แอลกอ อล
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19. อโ โพรพิล แอลกอ อล 2
20. ลีน

. ลีน
22. ลีน
7. mount slide ดวยน้ายาเปอรเมาท  (permount) แลวนาตัวอยาง ปศึกษา

พยาธิสภาพดวยกลองจุลทรรศน

 การวิเคราะหคุณภาพน้า ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker (1992)

 การวิเคราะหคาความเปน างของน้า

5.1.1 สารเคมี

. นอล ทาลีน  อินดิเคเตอร  (phenolphthalein indicator) : เตรียม
สารละลาย      นอล ทาลีน (phenolphthalein) .  กรัม  ในเอทิลแอลกอ อล   เปอรเ นต 
จน ดปริมาตร   ml

. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยสารละลายเมทิลออเรนจ   . 
กรัม ในน้ากลั่นที่ปราศจากอิออน ปรับปริมาตรให ด   ml

. เมทิลเรด  อินดิเคเตอร  :  เตรียมโดยสารละลายเมทิลเรด    .  กรัม 
ในน้ากลั่นที่ปราศจากอิออน ปรับปริมาตรให ด   ml

. สารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริก   .  นอรมอล  :  เตรียมโดยคอย  
เทกรด ัล ูริกเขมขน     ml  ลงในน้ากลั่น  (ที่ตมเดอดใหม   แลวปด าทิ้ง วใหเยน) ปรับ
ปริมาตรดวยน้ากลั่นจนครบ   ลิตร

. สารละลายมาตรฐานโ เดียมคารบอเนต   .  นอรมอล : เตรียมโดย
ชั่งโ เดียมคารบอเนต ึ่งอบแหงจานวน   .  กรัม  โดยอบที่อุณหภูมิ     องศาเ ลเ ียส  เปน
เวลา     นาที  แลวทาใหเยนในโ อบแหง  จากนั้นละลายในน้ากลั่นที่ตมเดอดใหม   วาง วให
เยน ปรับปริมาตรดวยน้ากลั่นจนครบ   ลิตร

5.1.2 การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย

. สารละลายโ เดียมคารบอเนต   .  นอรมอล  ปริมาตร     ml  ใสลง
ในขวดรูปชมพูขนาด   ml
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. หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร    หยด  เขยาใหเขากันจะ ดสารละลายสี
เหลอง

. ตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกจนสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีชมพู

.นาสวนผสมทั้งหมด ปตมจนเดอดเปนเวลาประมาณ     นาที  เพ่อ
ลกา คารบอน ดออก ดใหหมดสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลองอีกครั้ง

. ตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกตอ ป  จนกระทั่ง
สารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูอีกครั้งหนึ่ง

. บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกทั้งหมดที่ใช ป

การคานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริก นอรมอล)
ความเขมขน นอรมอล) =           .  25

ปริมาตร ml) ของสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกที่ใช

หลังจากนั้นทาการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกใหมีความเขมขน
เทากับ  . นอรมอล โดยใชสูตร

N1V1 = N2V2

N1 = ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา
N2 = ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
V1 = ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา
V2 =  ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ

5.1.3 วิธีการ

. นาตัวอยางน้า   ml ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด   ml
. หยด นอล ทาลีนอินดิเคเตอร     หยด เขยาให เขากัน า

สารละลายใส  ใหทาขอ     ตอ ป าสารละลายสีชมพูจะตอง ตเตรทดวยสารละลายมาตรฐาน
กรด ัล ูริกจนกระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหาย ปบันทึกปริมาตรที่ใช ป นา ปรวมกับปริมาตร
ของสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริกที่ใช ป นขอ ) ทาตอ ปในขอ  .

. หยดเมทิลออเรนจ     หยด  เขยาใหเขากัน  จะ ดสารละลายสี
เหลอง
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. ตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรด ัล ูริก 0.02 นอรมอล 
จนกระทั่งสารละลายปลี่ยนเปนสีสม จนปริมาตรของสารละลายกรด ัล ูริกที่ใช ปทั้งหมด

การคานวณคาความเปนดางของน้า (มิลลิกรัมตอลิตร)
คาความเปนดาง 
=  ปริมาตรของกรด ัล ูริกที่ใช  นอรมอลิตี้ของกรด ัล ูริก  50       1,000

                  ปริมาตรน้าตัวอยาง

 การวิเคราะหออก ิเจนละลายน้า (นิคม ละอองศิริวงศ และยงยุทธ 
ปรีดาลัมพบุตร  2546 ดัดแปลงจาก  Winkler method)

5.2.1 ขั้นตอน

1.เกบตัวอยางน้า พยายามอยาใหมี องอากาศเกิดขึ้น
2.การเตรียมสารเคมี

2.1 Manganese Sulfate Soliution (น้ายาตัวที่ 1)
ชั่ง MnSO4.H2O  364 กรัม ละลายในน้ากลั่น 800  ml เม่อ MnSO4.H2O ละลายหมดนามา
กรองดวยกระดาษกรอง  แลวปริมาตรใหครบ 1000 ml

2.2. Alkali-iodine-azide solution น้ายาตัวที่ 2) 
 . .   ชั่งNaOH 500 g และ NaI 135 g ละลายในน้า
กลั่นปรับปริมาตรใหครบ 1000 ml

2.2.2 ชั่ง Sodium Azide (NaN3) 10 g  ละลายในน้า
กลั่น 40 ml นาสารละลาย NaN3  เติมลงในสารในขอ  2.2.1

. วิธีการ

3.1 เติมน้ายาตัวที่ 1 ปริมาตร 1 ml (Manganese Sulfate 
Soliution)

3.2 เติมน้ายาตัวที่ 1 ปริมาตร 1 ml  (Alkali-iodine-azide 
solution)

3.3 ปด าเขยาใหเขากัน ประมาณ 15 ครั้ง)
3.4 เกบในที่มด มใหโดนแสง  15 นาที



92

3.5 เติม H2SO4 เขมขน  1 ml
3.6 ปด าเขยาใหเขากัน

ขั้นตอนในการ ตเตรท
1 ตวงน้า 100 ml ใสขวกรูปชมพู
2 ตเตรทดวย Sodium thiosulfate 0.025 N  จนสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลองเขม

เปนสีเหลองออน
3 หยดน้าแปงลง ป 2-3 หยด ตเตรทตอจนสารละลายเปลี่ยนเปน มมีสี

การคานวณ

ปริมาณออก ิเจนละลายในน้า =  (ปริมาตร Sodium thiosulfate  ที่ ตเตรท)x2

 การวิเคราะหกิจกรรมของเอน ม AChE

เกบเสนประสาทของกุงตั้งแตสวนหัวจน ึงโคนหาง ใสในหลอด มโครเ นตริ
วสที่มี PBS 7.5 อยู  มโครลิตร จากนั้นนาตัวอยางที่ ดบดใหละเอียดนา ปปนดวย 

เคร่อง centrifuge ที่ความเรวรอบ 4  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  องศาเ ลเ ียลเปนเวลา  
นาที ดูดสวนใสที่ ดมา  10 มโครลิตร เจอจางดวย PBS 190 มโครลิตร (20 เทา)  จากนั้นดู
ตัวอยางที่ ดมา 5 มโครลิตร ใสใน  well-plate จากนั้นเติม working reagent 95 มโครลิตร 
นา ปคาดูดกลนแสงที่ความยาวคล่น  นาโนเมตร ที่เวลา  นาที (OD2)  และ  นาที
(OD10) calibate โดยดูดน้ากลั่น  มโครลิตร ใสใน  well plate และดูด calibrator 200 ม
โคลิตร ลง ปตามดวยตัวอยาง  มโครลิตร นา ปวัด OD 412 บันทึกคาที่ ด
วิธีการคานวณ
AChE = 
OD2 = คาของตัวอยางที่เวลา  นาที OD 412 นาโนเมตร
OD10 = คาของตัวอยางที่เวลา  นาที OD 412 นาโนเมตร
n = dilution ที่ใชในการทาป ิกิริยา
200 = คาคงที่ในการทาป ิกิริยา
ODcal =  คาที่ ดจากการ calibate

7. การวิเคราะหกิจกรรมของเอน ม LDH

ดูด PBS 300 มโครลิตร ใสในหลอด มโครเ นตริ วสจากเกบตัวอยาง
กลามเน้อของกุงขาวประมาณ  กรัม ใสลงใน PBS ที่เตรียม ว นา ปบดจนละเอียดจากนั้น

OD10-OD2

ODcal- ODH2O

X  n x 200  (U/L)
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นา ปปนตกตะกอนดวยเคร่อง centrifuge ที่ความเรวรอบ 4  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  
องศาเ ลเ ียลเปนเวลา  นาที ดูดสวนใสที่ ดมา 10 มโครลิตร เจอจางดวย PBS 190 
มโครลิตร (20 เทา)  มา 5 มโครลิตร ใสใน  well-plate เติม จากนั้นนา ปวิเคราะหหาคา

กิจกรรมของเอน ม LDH 
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ตารางองคประกอบทางโภชนาการของอาหารที่ ช นการท ลอง

วัต ุดิบ ชุการทดลองที่ 
(กรัม  กรัม)

ชุการทดลองที่ 
(กรัม  กรัม)

ชุการทดลองที่ 
(กรัม  กรัม)

Fish meal 24 24 24
Soybean  meal 15 15 15
Poultry meal 5 5 5
Wheat flour 18 18 18
Rice flour 22.849 22.849 22.849
fish oil 3 3 3
squid meal 3 3 3
Lecithin 2 2 2
Cholesterol 0.15 0.15 0.15
Vitamin + Mineral premix 2.5 2.5 2.5
Choline Chloride 0.3 0.3 0.3
Vitamin E 0.08 0.08 0.08
Vitamin C 0.1 0.1 0.1
Se 0.001 0.001 0.001
Wheat gluten 4 4 4
BHT 0.02 0.02 0.02
รวม 100 100 100
TTX (mg) 0 . .
protein 35.664 35.664 35.664
Fat 8.085 8.085 8.085
Ash 7.678 7.678 7.678

1วิตามินผสม มิลลิกรัม/อาหาร1 กิโลกรัม)ประกอบดวย Thiamine (B1) 10 มิลลิกรัม: Riboflavin (B2) 20 มิลลิกรัม: Pyridoxine 
(B6) 10 มิลลิกรัม: Cobalamine (B12) 2 มิลลิกรัม: Retinol (A) 4,000 IU: Cholecalciferol (D3) 2,000 IU: Menadione sodium 
bisulfite (K3) 80 มิลลิกรัม : Folic 5 มิลลิกรัม: Calcium pantothenate 40 มิลลิกรัม: Inositol 400 มิลลิกรัม : Niacin 150 
มิลลิกรัม: Tocopherol (E) 50 มิลลิกรัม: Biotin 1 มิลลิกรัม: Ascorbic acid (C) 500 มิลลิกรัม
2แรธาตุรวม ปริมาณ/แรธาตุผสม1กิโลกรัม) ประกอบดวย Na 3.278 กรัม: Mg 25.25 กรัม: K 76.612 กรัม: Ca 49.096 กรัม: 
Fe 4.821 กรัม: Zn 0.667 กรัม: Mn 0.433 กรัม, Cu 0.069 กรัม และ I 0.015 กรัม
3ใชน้าเปนตัวพา Carier) 
หมายเหตุ :  สูตรอาหารดังกลาวอาจมีการปรับเปลี่ยนเม่อมีการวิเคราะหคุณภาพของวัต ุดิบอาหาร
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