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บทคัดย่อ 

 จากการศึกษาผลของชีวภณัฑ์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) ที่ผลิตจากแบคทีเรียสังเคราะห์
แสง Rhodopseudomonas palustris JP225 ต่อการเจริญเติบโตและการตอบสนองของภูมิคุ้มกันใน
ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ (Pangasianodon gigas x P. hypophthalmus) โดยเล้ียงปลาที่มีน้ าหนัก
ตั้งต้นเฉล่ีย 7.71 – 7.78 กรัม ด้วยอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 
2.5, 5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าในช่วง 4 สัปดาห์แรก ปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารเสริม 
ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีน้ าหนักสุดท้าย น้ าหนักที่เพิ่มขึ้น และอัตรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะสูงที่สุด และมีอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารสูตรอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบว่า ALA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถเพิ่มปริมาณเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบิน
รวม ฮีมาโตคริต กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม และค่าเฉล่ียเม็ด
บีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินให้มีค่าสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารควบคุม เมื่อเล้ียงปลาเป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ พบว่าปลาที่ได้รับอาหารผสม 
ALA ทุกระดับความเข้มข้นมีการเจริญเติบโตไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) 
นอกจากนี้ยังพบว่าปลาที่ได้รับอาหารผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มี
การตอบสนองของภูมิคุ้มกัน ได้แก่ ฮีโมโกลบินรวม ฮีมาโตคริต และโปรตีนในซีรั่มลดลง แต่มี
ค่าเฉล่ียการลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียม และดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงที่สุดอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารควบคุม การศึกษาการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ ตับ ไต ล าไส้ และกระเพาะอาหารของปลาสวายปรับปรุง
สายพันธ์ุหลังได้รับอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 2.5, 5.0, 7.5 
และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นระยะเวลานาน 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า ALA ที่เสริมลงใน
อาหารทดลองทุกระดับความเข้มข้นไมส่่งผลท าให้เนื้อเยื่อ ตับ ไต ล าไส้ และกระเพาะอาหาร แสดง
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ความผิดปกติในระดับเนื้อเยื่อ งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าการเสริมชีวภัณฑ์ ALA ที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย R. palustris JP225 ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในอาหารปลาเป็น
เวลานาน 4 สัปดาห์ สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ
ได้ 
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Abtract 

 The present study the effects of bioproduct ALA from R. palustris JP225 on growth 
performance and immune responses in hybrid striped catfish (Pangasianodon gigas x P. 
hypophthalmus). Hybrid striped catfish with an initial weight of 7.71 – 7.78 g were fed with 
commercial diet supplemented with ALA at concentrations of 0 (control), 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0 
mg/kg. After 4 weeks of feeding, the fish received diet containing 2.5 mg/kg ALA exhibited 
significantly highest final weight, weight gain and specific growth rate with the best feed 
conversion ratio in comparison with fish fed with other diets including control (p<0.05). 
Furthermore, fish fed with 2.5 mg/kg ALA showed significantly higher red and white blood cells, 
haematocrit, serum protein, total haemogolbin, phagocytosis, phagocytic index and average bead 
per cell than those of the control group (p<0.05). After 8 weeks of feeding, no significantly 
difference was observed among treatments for growth performance (p>0.05). Moreover, haemato-
immunological study revealed significantly decreased total haemoglobin, haematocrit and serum 
protein but significantly increased Nitrobluetetrazolium reduction and phagocytic index observed 
in fish fed the diet supplemented with 10 mg/kg ALA compared to the control group (p<0.05). 
Histopathological alteration were studied in liver, kidney, stomach and intestines collected from 
the fish fed diets supplemented with ALA. The result showed that ALA at concentrations of 0 
(control), 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0 mg/kg had no effect on fish tissue. These findings indicated that 
supplementation of bioproduct ALA from R. palustris JP225 at concentration of 2.5 mg/kg diet 
for 4 weeks enhanced growth performance and immunity of hybrid striped catfish. 
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1 

 
 

บทที่ 1 

บทน าต้นเร่ือง 

บทน า 

 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมซ่ึงประชากรมากกว่าร้อยละ 70 ประกอบ

อาชีพเกษตรกรรมเพื่อการเล้ียงคนส่วนใหญ่ในประเทศ รวมทั้งเป็นสินค้าส่งออกไปจ าหน่ายยัง

ต่างประเทศโดยการเพาะเล้ียงสัตว์น้ าท ารายได้ให้กับประเทศไทยปีละหลายล้านบาทเนื่องจาก

ประเทศไทยมีสภาพภูมิประเทศ ภูมิอากาศและสาธารณูปโภคที่มีความอุดมสมบูรณ์และมีความ

พร้อมต่อการเพาะเล้ียงสัตว์น้ า แต่ปัจจุบันการเล้ียงสัตว์น้ าแบบหนาแน่นมีโอกาสท าให้ปลาป่วย

เป็นโรคได้ง่าย สร้างความเสียหายต่อผลผลิตและเพิ่มต้นทุนการเล้ียง แม้ว่าจะมีการใช้ยาปฏิชีวนะ

และสารเคมีเพื่อป้องกันและรักษาโรคที่เกิดขึ้นก็ตาม แต่การเลือกใช้ยาและสารเคมีในชนิดและ

ปริมาณที่ไม่เหมาะสมมีโอกาสท าให้เกิดปัญหาการดื้อยาทั้งในปลาและผู้บริโภคได้ (Anderson, 

1992) นอกจากนี้ปัญหาสารตกค้างในผลิตภัณฑ์สัตว์น้ าและส่ิงแวดล้อมยังสร้างปัญหาส าคัญที่มี

ผลกระทบต่อเศรษฐกิจของชาติ  การใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (Immunostimulant) ที่ผลิตจาก

สารชีวภาพและไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ และส่ิงแวดล้อม เพื่อเพิ่มความต้านทานโรคจึงเป็นอีก

ทางเลือกหนึ่งในการจัดการด้านปัญหาสุขภาพสัตว์น้ า  ปัจจุบันปลาหนังเนื้อขาวเป็นที่นิยมของ

ผู้บริโภคเนื่องจากเป็นอาหารสุขภาพมีคุณค่าทางโภชนาการที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตและ

การพัฒนาของสมองโดยพบว่ากลุ่มปลาหนังให้ปริมาณไขมันที่ดีโดยเฉพาะอย่างยิ่งไขมันในกลุ่ม

โอเมก้า 3 ในตลาดต่างประเทศมีความต้องการบริโภคปลาหนังเนื้อขาว เช่น ปลาสวายและปลา

ลูกผสมระหว่างพ่อปลาบึกกับแม่ปลาสวาย (เกรียงศักดิ์ , 2554) ดังนั้นหากมีการส่งเสริมการ

เพาะเล้ียงปลาหนังลูกผสมให้กับกลุ่มเกษตรกรจึงน่าจะเป็นทางเลือกที่ดีให้กับอาชีพที่มั่นคง

เนื่องจากเป็นปลาที่มีคุณภาพเนื้อดีเป็นที่ต้องการของตลาด โตเร็ว เล้ียงง่าย ทนโรค ได้ผลผลิตดี 

และยังส่งผลทางอ้อมในการช่วยลดการน าเข้าปลาหนังจากต่างประเทศอีกด้วย (เกรียงศักดิ์และคณะ

, 2555) 

 กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (5-aminolevulinic acid; ALA) เป็นสารชีวภาพท่ีไม่เป็นอันตราย

ต่อมนุษย์และสัตว์ สารชีวภาพชนิดนี้พบได้ในแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เช่น Rhodopseudomonas palustris 
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(Saikeur et al., 2009) และ Rhodobacter sphaeroides (Liu et al., 2016) สาหร่าย เช่น Scenedesmus 

obliquus (Klein et al., 1980) และ Chlorella sp. (Sasaki et al., 1995) และแบคทีเรีย เช่น 

Propionibacterium acidipropionici (Kiatpapan et al., 2011) และ Escherichia coli (Zhang et al., 2015) 

เป็นต้น สารชนิดนี้สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิด (Tanaka et al., 1992) นอกจากนี้ยังมี

รายงานการใช ้ALA กระตุ้นภูมิคุ้มกันของสตัว์ เช่น สุกร โดยพบว่า ALA สามารถเพ่ิมปริมาณฮีโมโกลบิน 

ธาตุเหล็ก เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และฮีมาโตคริตของสุกรให้สูงขึ้น (Chen et al., 2008; Wang et al., 

2011a) อย่างไรก็ตามการศึกษาผลของ ALA ต่อการเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกันในสัตว์น้ ายังมีไม่มากนัก มี

เพียงการศึกษาในกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) โดยอมรรัตน์ (2549) พบว่า ALA สามารถกระตุ้นระบบ

ภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด า ได้แก่ การเพ่ิมจ านวนของเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส 

และอัตราการรอดตายจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวได้ และยังไม่มีการศึกษาผลของ ALA ในปลา 

ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของชีวภัณฑ์ ALA ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

ต่อการเจริญเติบโตและการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรงุสายพันธุ ์ข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาครัง้นี้

จะเป็นประโยชน์ต่อการเพ่ิมผลผลิตเชิงพาณิชย์และเพ่ิมศักยภาพในการแข่งขันในระดับนานาชาติต่อไป 

 

วัตถุประสงค ์

 1.1 เพื่อศึกษาระดับความเข้มขน้ของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ท่ีเหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 

 1.2 เพื่อศึกษาระดับความเข้มขน้ของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ท่ีเหมาะสมต่อการ

กระตุน้ภูมิคุ้มกันของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 ปลาบึก 

 ปลาบึกชื่อสามัญ Makong giant catfish ชื่อวิทยาศาสตร์ Pangasianodon gigas 

เป็นปลาน้ าจืดไม่มีเกล็ดที่มีขนาดใหญ่ที่สุดในโลก (เสน่ห์และภาณุ , 2540) ปลาขนาดเล็กมีสีคล้ า

เหลือบเหลืองข้างล าตัวมีแถบสีคล้ าตามยาว 1-2 แถบ ส่วนปลาขนาดใหญ่ด้านหลังของล าตัวมีสีเทา

อมน้ าตาลแดง ด้านข้างมีสีเทาปนน้ าเงิน ด้านท้องมีสีขาว (เสน่ห์, 2527) มีหัวขนาดใหญ่ความยาว 

37.1 เปอร์เซ็นต์ของความยาวมาตรฐาน ปากอยู่สุดของจะงอยปาก ปากกว้างกว่า 12 เปอร์เซ็นต์ ของ

ความยาวมาตรฐาน ตาตั้งอยู่ต่ ากว่ามุมปาก ไม่มีฟันบนขากรรไกร และเพดานปาก ริมฝีปากล่างปิด

เลยริมฝีปากบนออกมา จมูกมี 2 คู่ ตั้งอยู่บริเวณริมฝีปากบนค่อนไปทางด้านข้างของส่วนหัว จมูกคู่

หน้าอยู่ชิดกันมากกว่าคู่หลัง เหงือกจะลดรูปหายไปในปลาขนาดใหญ่ที่มี ความยาวมาตรฐาน

มากกว่า 30 เซนติเมตร ปลายครีบแข็ง ปลาขนาดใหญ่ จะมีปลายครีบมนและมีหนังหุ้ม (ชวลิต และ

สมศักดิ์, 2536) หนวดที่ขากรรไกรบน (maxillary barbel) เป็นเส้นแบนขนาดเล็กและส้ันมาก มี

ความยาวไม่เกินครึ่งหนึ่งของเส้นผ่านศูนย์กลางตา ส่วนหนวดที่ขากรรไกรล่าง (mandibulary 

barbel) มีสีขาวและส้ันกว่าหนวดบริเวณขากรรไกรบน ล าตัวเรียวยาวไม่เกิน 80 เปอร์เซ็นต์ของ

ความยาวมาตรฐาน ครีบท้องตั้งอยู่ในแนวท้ายของครีบหลัง สีล าตัวทางด้านหลังมีสีเทาปนน้ าตาล

อ่อนหรือชมพู ด้านข้างมีสีเทาปนเงิน ด้านท้องขาว ครีบหลัง ครีบอก ครีบไขมันมีสีเทาปนด า (วัน

เพ็ญ, 2527) 

 ถิ่นอาศัย : ปลาบึกตามธรรมชาติจะพบเฉพาะแม่น้ าโขง และแม่น้ าสาขา เช่น 

แม่น้ าสงคราม แม่น้ างึม โดยพบแพร่กระจายตั้งแต่ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน จนถึง

สาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนาม โดยที่ผ่านมาพบว่า มีการจับปลาบึกได้ในแม่น้ าโขง จังหวัด

เชียงราย ซ่ึงพบว่าปลาบึกที่จับได้มีจ านวนลดลงจากที่จับได้สูงสุด 65 ตัวในปี พ.ศ. 2540 ลดลง

เหลือ 5 ตัวในปี พ.ศ. 2542 (Pholprasith and Tavarutmaneegul, 1998) ต่อมาในปี พ.ศ. 2546-2551 มี

การจับได้เพียง 1 ถึง 2 ตัวหรือจับไม่ได้เลย (Meng-umphan and Saengkrachang, 2008) จึงท าให้
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ปลาบึกมีชื่ออยู่ใน Conversation on International Trade in Endangered of Species of Wide Flora 

and Fauna (CITES) จัดเป็นสัตว์ที่อยู่ในสภาวะที่เส่ียงต่อการสูญพันธ์ุสูง (Hogan, 2011)  

 อาหาร : ปลาบึกวัยอ่อนมีฟันและกินเนื้อเป็นอาหารแต่เม่ือโตขึ้นฟันจะหายไปและ

เปล่ียนพฤติกรรมการกินเนื้อมาเป็นกินพืช 

 การเพาะพันธุ์ : ปลาบึกเพศผู้และเพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดินสามารถน ามาผสมเทียม

ได้ด้วยฮอร์โมนแต่ต้องมีอายุมากกว่า 10 ปี และควรมีน้ าหนักไม่น้อยกว่า 15 กิโลกรัม ต้องอยู่

ในช่วงฤดูวางไข่ตั้งแต่เดือนมิถุนายนถึงสิงหาคมของทุกปีจะเป็นช่วงเวลาที่เหมาะสมในการ

เพาะพันธ์ุ 

 ประโยชน์ : เนื้อปลาบึกมีคุณค่าทางโภชนาการสูงโดยประกอบไปด้วย โปรตีน 

คาร์โบไฮเดรต วิตามิน และกรดไขมันหลายชนิดที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ได้แก่ กรดไขมันชนิด

โอเมก้า 3 เช่น docosahexaennoic (DHA) และ omega-6 (เกรียงศกัดิ์และคณะ, 2553) 

 

2.2 ปลาสวาย 

 ปลาสวายชื่อสามัญ Pangasius catfish ชื่อวิทยาศาสตร์  Pangasianodon 

hypophthalmus ปลาสวายจัดเป็นปลาน้ าจืด ไม่มีเกล็ด ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง มี

รูปร่างเรียวยาว หัวค่อนข้างกว้าง แต่ไม่แบนมาก ปากอยู่ต่ า มีลักษณะกว้างและทู่ มีตาขนาดเล็กอยู่

บนเส้นขอบปาก มีหนวด 2 คู่ คือ บริเวณขากรรไกรบน 1 คู่ และขากรรไกรล่าง 1 คู่ ซ่ึงหนวด

บริเวณขากรรไกรบนมีความยาวมากกว่าขากรรไกรล่าง เส้นข้างล าตัวมีลักษณะเป็นเส้นสมบูรณ์ 

สัดส่วนของล าตัวที่ส าคัญคือความยาวสุดของล าตัวประมาณ 4 เท่าครึ่งของความยาวส่วนหัว ส่วน

ความยาวมาตรฐานของล าตัวยาวประมาณ 4 เท่าครึ่งของความกว้างล าตัว ครีบหลังมีก้านแข็ง 1 ก้าน 

มีก้านแขนง 6 ก้าน ครีบไขมันมีขนาดเล็กอยู่บริเวณครีบหลังและครีบหางครีบก้นมีก้านแข็ง 4 ก้าน 

และก้านแขนง 30-32 ก้าน ครีบหูมีก้านแข็ง 1 ก้าน และก้านแขนง 6 ก้าน ลักษณะภายในที่ส าคัญคือ

มีซ่ีเหงือก 20 ซ่ี ฟันมีลักษณะเป็นฟันเล่ือยเล็กๆ เรียงเป็นแถวบนขากรรไกรบนทั้ง 2 คู่มีฟันบน

เพดานเรียงเป็นสองแถวครีบหางเว้าแคบมีลักษณะบาง ล าตัว เรียวยาวกว่าปลาบึก (เกรียงศักดิ์และ

คณะ, 2555)  
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 ถิ่นอาศัย: ปลาสวายมีแหล่งก าเนิดในประเทศอินเดียและพม่า ต่อมาได้เข้ามาแพร่

ขยายในประเทศอินโดนีเซียและประเทศไทย ส าหรับในประเทศไทยแหล่งที่พบปลาสวายชุกชุม

มากที่สุดอยู่ในบริเวณลุ่มแม่น้ าเจ้าพระยาตั้งแต่จังหวัดพระนครศรีอยุธยาตลอดจนถึงจังหวัด

นครสวรรค์ พบว่าปลาสวายชอบอาศัยอยู่บริเวณที่เป็นอ่าวมักว่ายรวมตัวกันเป็นฝูง อยู่ในน้ าลึก ซ่ึง

มีกระแสน้ าถ่ายเทได้ดี ชอบพักรวมกลุ่มอยู่บริเวณที่ร่มใกล้พรรณไม้น้ าและผักตบชวา 

 อาหาร: ปลาสวายวัยอ่อนกินแพลงก์ตอนสัตว์ ปลาวัยรุ่นและโตเต็มวัยกินได้ทั้ง

พืชและสัตว์ (เวียง, 2543) 

 การเพาะพันธุ์: พ่อแม่พันธ์ุปลาสวายที่น ามาเพาะควรมีอายุระหว่าง 2-5 ปี มี

น้ าหนักประมาณ 4 ถึง 8 กิโลกรัม ปลาสวายวัยอ่อนจะสังเกตความแตกต่างระหว่างปลาสวายเพศผู้

และปลาสวายเพศเมียได้ยาก แต่จะสังเกตความแตกต่างได้อย่างชัดเจนในช่วงฤดูผสมพันธ์ุและ

วางไข่ โดยปลาเพศเมียมีลักษณะภายนอกที่เด่นชัด คือ ส่วนท้องจะเป่งกลมนูน เมื่อสัมผัสจะนิ่ม

มาก ลักษณะช่องเพศเป็นรูปวงรีกว้างและใหญ่กว่าปลาเพศผู้ ช่องเพศเป่งและมีแดงเข้มแสดงว่ามีไข่

สุกเต็มที่พร้อมท่ีจะวางไข่ ล าตัวมีสี ขาวเงิน ส่วนปลาเพศผู้ท้องจะเรียบและไม่นูนเหมือนปลาเพศ

เมีย พื้นท้องแข็งกว่า ช่องเพศมีลักษณะเป็นรูปเช่นเดียวกันแต่จะแคบและเล็กกว่า มีสีแดงอ่อนและมี

ส่วนอวัยวะเพศยื่นยาวออกมา ปลาตัวผู้ท่ีมีน้ าเชื้อสมบูรณ์และแก่เต็มที่เมื่อใช้มือบีบบริเวณช่องเพศ

เบาๆ จะเห็นน้ าเชื้อสีขาวออกมาเห็นได้ชัดเจน (เกรียงศักดิ์และคณะ, 2555) 

 ประโยชน์: จากข้อมูลทางสถิติของผลผลิตปลาสวายคิดเป็น 15 เปอร์เซนต์ ของ
ปลาน้ าจืดทั้งหมดในประเทศไทย ปลาสวายเป็นปลาที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมแปรรูป
ผลิตภัณฑ์เนื้อปลา โดยแปรรูปอยู่ในรูปแบบเนื้อแล่แช่แข็ง ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเป็นสินค้า
ส่งออกที่มีความต้องการของประเทศแถบยุโรปและสหรัฐอเมริกา (FAO, 2012) 
 
2.3 ปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ (ปลาบิ๊กหวาย) 

 ปลาหนังลูกผสมบึกสวายเป็นปลาท่ีได้รับการผสมจากพ่อพันธ์ุปลาบึก กับแม่พันธ์ุ

ปลาสวาย หรือที่เรียกว่าปลาบิ๊กหวาย เป็นปลาหนังลูกผสมที่มีลักษณะหลังสีขาว ท้องมีสีเหลือง

และแถบสีขาวน้ าเงินข้างล าตัว รูปร่างเรียวยาว หัวค่อนข้างกลม เส้นผ่านศูนย์กลางลูกตาอยู่สูงกว่า

มุมปาก มีหนวด มีฟันล่างเล็กน้อย ฟันบนไม่มี หางมีลักษณะแฉกแคบยาว  มีการเจริญพันธ์ุและการ
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เจริญเติบโตดี เนื้อมีสีขาวเหลือง (เมธัส, 2557) ความแตกต่างบางประการระหว่าง ปลาบึก ปลา

สวายและปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1. เปรียบเทียบความแตกต่างบางประการระหว่างปลาบึก ปลาสวาย และปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุรุ่นที่ 1 

สายพันธ์ุ %เนื้อ สีเนื้อ 
จ านวนไข ่ ปริมาณน้ าเชื้อ อัตราการรอดตาย 

(egg/g) (mg/kg) (%) 

ปลาบึก 35 แดง-เหลือง 1,028 3.10 6.30 

(P. gigas) 
     ปลาสวาย 30 เหลือง 1,594 7.20 7.40 

(P. hypopthalmas) 
     ปลาลูกผสมรุ่นที่ 1 40 ขาว-เหลือง 1,541 9.16 29.00 

(P. gigas × P. hypopthalmas)           
 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Mengumphan และคณะ (2011) 

 

 ปลาหนังเนื้อขาวก าลังเป็นที่นิยมของผู้บริโภคเนื่องจากเป็นอาหารสุขภาพมีคุณค่า
ทางโภชนาการ ที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของสมอง โดยพบว่ากลุ่มปลา
หนังให้ปริมาณไขมันที่มากกว่าปลาเกล็ด (ตารางที่ 2) ในปี พ.ศ. 2553 ประเทศไทยมีอัตราการ
บริโภคปลาน้ าจืดเพิ่มขึ้นเป็น 14 กิโลกรัมต่อคนต่อปี ท าให้อัตราการเพาะเล้ียงปลาน้ าจืดเพิ่มขึ้น
ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อปี (กรมประมง, 2554) ในตลาดต่างประเทศมีความต้องการบริโภคปลา
หนังเนื้อขาว เช่น ปลาสวายเนื้อขาว ปลาลูกผสมระหว่างพ่อปลาบึกกับแม่ปลาสวาย และปลา
ลูกผสมระหว่างพ่อปลาเผาะ กับแม่ปลาสวาย เป็นต้น ประมาณ 1-2 ล้านตันต่อปี จากสถิติการน าเข้า
และส่งออก ปี 2553 ประเทศไทยมีการส่งออกปลาแล่เนื้อแช่แข็ง คิดเป็นมูลค่า 4,700 ล้านบาท และ
มีการน าเข้าปลาหนังกลุ่มปลาสวาย ในชื่อการค้าปลาดอลล่ี (dolly) จากประเทศเวียดนามประมาณ 
12,000 ตันต่อปี (FAO, 2012) ดังนั้นหากมีการส่งเสริมการเพาะเล้ียงปลาหนังลูกผสมให้กับกลุ่ม
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เกษตรกรรายเล็ก ท่ีมีอาชีพเล้ียงปลาอยู่แล้ว จึงน่าจะเป็นทางเลือกที่ดีให้กับอาชีพที่มั่นคง เนื่องจาก
เป็นปลาท่ีมีคุณภาพเนื้อเป็นที่ต้องการของตลาด สายพันธ์ุโตเร็ว เล้ียงง่าย และได้ผลผลิตดี และยัง
ส่งผลทางอ้อม ในการช่วยลดการน าเข้าปลาหนังจากต่างประเทศอีกด้วย (เกรียงศักดิ์และคณะ , 
2555) 
 
ตารางที่ 2 คุณค่าทางโภชนาการของปลาเกล็ดและปลาหนัง 

ชนิดปลา  โปรตีน (%) ไขมัน  (%) เถ้า (%) ความชื้น (%) 

ปลาเกล็ด 18.7-19.4 0.5-0.15 1.0-1.2 78.0-78.9 
ปลาหนัง 14.0-18.9 5.5-5.9 1.1-1.2 77.5-80.1 

ที่มา : นิวุฒิ (2551) 
 
2.4 รูปแบบการเลี้ยงและการเจริญเติบโตของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ 

 รูปแบบการเล้ียงปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุมีลักษณะเช่นเดียวกับปลาสวาย โดย

การเล้ียงปลาสวายในเชิงพาณิชย์มีทั้งระบบการเล้ียงแบบหนาแน่นสูงมาก (super intensive) ไป

จนถึงการเล้ียงแบบดั้งเดิม (extensive) ทั้งในบ่อและในกระชัง (FAO, 2012) โดยน าลูกพันธ์ุปลา

สวายท่ีมีขนาดประมาณ 1.5 ถึง 18 เซนติเมตร มาเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 5 ถึง 31 ตัวต่อลูกบาศก์

เมตร ฆ่าเชื้อโดยใช้เกลือหรือยาปฏิชีวนะ (antibiotics) ก่อนปล่อยลงบ่อ (Phan et al., 2009) ใช้เวลา

เล้ียง 3-4 เดือนจึงจะได้ขนาดที่บริโภค และมีขนาด 3 กิโลกรัมจากการเล้ียงในบ่อดินระยะเวลา 2 ปี 

(Ahmed et al., 2013) 

 ดวงพรและคณะ (2557) ศึกษาการเจริญเติบโตของปลาหนังลูกผสมโดยการเสริม
สาหร่ายไกในอาหารเม็ดที่ระดับ 0, 2.5, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ เล้ียงในกระชังเป็นระยะเวลา 7 เดือน
พบว่าปลาหนังลูกผสมในชุดการทดลองที่เล้ียงด้วยอาหารเสริมสาหร่ายไกระดับ 5 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ มีน้ าหนักตัวเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยการเจริญเติบโตของปลา
หนังลูกผสมท่ีเสริมสาหร่ายไกลงในอาหารทั้ง 2 ระดับนี้ไม่มีความแตกต่างกัน ส่วนการเพิ่มขึ้นของ
น้ าหนักและการเจริญเติบโตต่อวันมีค่าสูงสุดในเดือนที่ 7 ในชุดการทดลองท่ีเสริมสาหร่ายไกลงใน
อาหารที่ระดับ 10 เปอร์เซ็นต์ และยังมีค่าการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อน้อยที่สุดอีกด้วย ส่วนการ
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ประเมินผลต่อภาวะเครียดพบว่า ปลาหนังลูกผสมที่ได้รับอาหารเสริมสาหร่ายไกระดับ 5 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ สามารถลดการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นในเลือดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในเดือนที่ 5 
และเดือนที่ 7 ซ่ึงสอดคล้องกับการเพิ่มขึ้นของน้ าหนักและอัตราการเจรญิเติบโตตอ่วัน และยังพบว่า
การเสริมด้วยสาหร่ายไกไม่มีผลต่อระดับกลูต้าไธโอนในเลือด 
 
2.5 ระบบภูมิคุ้มกันในปลา 

 ระบบภูมิคุ้มกัน (Immunological system) มีวิวัฒนาการตั้งแต่สัตว์ชั้นต่ าจนถึงสัตว์

ชั้นสูง โดยระบบภูมิคุ้มกันในสัตว์ชั้นต่ ามีเพียงขบวนการจับกิน (phagocytosis) และการอักเสบ 

(inflammation) เมื่อมีการวิวัฒนาการเพิ่มมากขึ้นจนเป็นสัตว์ชั้นสูง จะมีการพัฒนาระบบภูมิคุ้มกัน

เพิ่มขึ้น คือมีระบบ ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ ( specific immunity) และระบบคอมพลีเมนต์ 

(complement) ส าหรับในปลาแฮกฟิช (hagfish) ซ่ึงเป็นปลาที่มีกระดูกสันหลังชั้นต่ าสุดจะมีเพียง

ระบบน้ าเหลือง ส่วนในปลาแลมเพร (lamprey, Petromyzon marinus) ซ่ึงเป็นปลาที่มีกระดูกสัน

หลังชั้นสูงขึ้นมามีต่อมธัยมัส โดยมีการสร้างลิมโฟซัยท์  ( lymphocytes) กรานูลโลซัยท์ 

(granulocytes) และแมคโครฟาจ ซ่ึงเป็นระบบภูมิคุ้มกัน ทางด้านเซลล์ (cell – mediated immunity: 

CM1) (สุทธิพันธ์ และคณะ, 2543) 

 ระบบภูมิคุ้มกัน เป็นกลไกของร่างกายในการป้องกันตัวจากเชื้อโรคซ่ึงสามารถ
แบ่งออกเป็น 2 ระบบ คือระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (non-specific immunity) และระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ ( specific immunity) แต่ละระบบจะประกอบด้วยการท างานร่วมกันของ
ภูมิคุ้มกันแบบเซลล์และภูมิคุ้มกันแบบสารน้ าในการก าจัดส่ิงแปลกปลอม 
 
 2.5.1 ระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (non-specific immunity)  

  เป็นระบบภูมิคุ้มกันที่สามารถต่อต้านส่ิงแปลกปลอมแบบไม่จ าเพาะ

เจาะจง ส่วนใหญ่มีมาแต่ก าเนิด มีกลไกการท างานโดยช่วยไม่ให้เชื้อลุกลามหรือเพิ่มจ านวนออกไป

ก่อนที่ร่างกายจะสร้างภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะขึ้นมา ในปลาการท างานของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่

จ าเพาะมีความส าคัญมากในการป้องกันการเกิดโรค (กิจการและคณะ, 2539) สามารถแบ่งระบบ

ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะได้ดังนี้ 
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  1) กลไกส่วนพื้นผิวของร่างกาย (surface barriers) เป็นส่วนแรกของ

ร่างกายที่ท าหน้าที่ต่อต้านส่ิงแปลกปลอมต่างๆที่จะเข้าสู่ร่างกาย ได้แก่ เยื่อเกล็ด ผิวหนัง เหงือก 

และระบบทางเดินอาหาร 

   ก. เยื่อเมือก (mucus) 

       ท าหน้าที่ในการดักจับจลุชีพไม่ให้เคล่ือนที่เข้าสู่เซลล์ การผลิต

เมือกของปลาจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการติดเชื้อโรคที่ เกิดจากแบคทีเรีย ไวรัส และปรสิต โดยมีการ

เปล่ียนแปลงทางกายภาพ พบเยื่อเมือกปกคลุมบริเวณเยื่อบุผิวหนัง เหงือก และทางเดินอาหาร 

   ข. ผิวหนัง (skin) 

       ผิวหนังของปลาท าหน้าที่ควบคุมสมดุลของของเหลวภายใน 

และภายนอกร่างกายของปลา เมื่อมีจุลชีพเข้ามารบกวนจะมีการตอบสนองโดยการสร้างผิวหนัง

ชั้นนอก ให้มีลักษณะหนาหรือเกิดภาวะเนื้อเยื่อมีจ านวนของเซลล์ mulpiglian เพิ่มขึ้นมากผิดปกติ 

(hyperplasia) เพื่อป้องกันผิวหนังจากการรบกวนให้เกิดขึ้น 

   ค. เหงือก (gill)  

       เหงือกประกอบด้วยพื้นที่ผิวขนาดใหญ่ มีเยื่อบุผิวที่อ่อนบาง

เป็นทางผ่านเข้าออกของจุลชีพ โดยเหงือกจะมีเยื่อบุผิว และเกิดภาวะที่เนื้อเยื่อมีจ านวนเซลล์เพิ่มขึ้น

มากผิดปกติ เพื่อตอบสนองต่อการรบกวนเช่นเดียวกับผิวหนัง นอกจากนี้เหงือกยังมีเซลล์ฟาโก

ซัยท ์(phagocytes) ในบริเวณ branchial capillaries เพื่อก าจัดส่ิงแปลกปลอมหรือจุลชีพเมื่อมีการติด

เชื้อก่อโรค 

   ง. ทางเดินอาหาร (gastrointestinal Tract)  

       บริเวณทางเดินอาหารจะมีเยื่อบุเมือกและ pH ต่ าเนื่องจากมี

การหล่ังน้ าย่อยและน้ าดีออกมา ท าให้จุลชีพที่เป็นเชื้อก่อโรคไม่สามารถเจริญเติบโตได้ 

  2) กลไกด้านสารน้ า (humeral mechanism) เป็นระบบภูมิคุ้มกันสารน้ า

ซ่ึงเป็นของเหลวในร่างกายรวมถึงสารคัดหล่ังต่างๆ ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นสารประเภทโปรตีนท าหน้าที่

ป้องกันร่างกาย สารน้ าแต่ละประเภทมีหน้าที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  และย่อยสลาย

เซลล์เชื้อโรคโดยการใช้เอนไซม์ท่ีท าหน้าที่แตกต่างกันดังนี้ 
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   ก.  สารยับยั้ ง ก าร เจ ริญ เติบโตของจุลินทรีย์  ( inhibitors 

substance) เป็นสารที่ท าให้จุลินทรีย์ไม่ได้รับสารอาหารที่จ าเป็นต่อร่างกาย  รวมทั้งรบกวน

กระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์  สามารถแบ่งสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์

ออกเป็น 

    ทราน เฟอ ร์ ริน  ( transferrin) เป็น โปรตีนที่ มี

ความสามารถในการจับกับเหล็ก (iron) ซ่ึงเหล็กเป็นธาตุที่จ าเป็นในการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวิต

ทุกชนิดรวมถึงจุลชีพ ดังนั้นเมื่อทรานเฟอร์รินขัดขวางไม่ให้จุลชีพได้รับธาตุเหล็ก จุลชีพก็จะไม่

เจริญเติบโตได้และตายในที่สุด 

    อินเตอร์ฟีรอน (interferon) เป็นสารชนิดหนึ่งซ่ึงหล่ัง

โดยเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสส่งไปยังเซลล์อ่ืนๆ ท าให้เซลล์ดังกล่าวไม่ติดเชื้อไวรัสและสามารถต้านทาน

เชื้อไวรัสได้ (โพยม, 2532) 

    แอนตี้โปรติเอส (Antiprotease) เป็นสารที่ต่อต้าน

เอนไซม์ของเชื้อโรค เมื่อเชื้อโรคเข้าสู่ร่างกายจะปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยสลายเซลล์ร่างกายเพื่อน า

สารอาหารไปใช้ ในปลาแซลมอนพบว่าแอลฟามาโครโกลบูลิน (alpha macroglobulin) สามารถ

ยับยั้งเอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ Aeromonas salmonicida ได้ (กิจการ และคณะ, 2539) 

    เลคติน (Lectins ) เป็นสารโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที่

สามารถเชื่อมต่อกับคาร์โบไฮเดรตและโครงสร้างที่มีความซับซ้อนของเซลล์ผิวหนังของเชื้อโรค

ชนิดต่างๆได้  (สุทธิพันธ์ และคณะ, 2543) เมื่อเลคตินจับกับเชื้อโรคจะเกิดการรวมกลุ่ม 

(agglutination) ท าให้เชื้อโรคหมดประสิทธิภาพในการท างาน 

   ข.  เอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลาย 

    คอมพลีเม้นท์ (complament)  

     เป็นกลไกป้องกันตัวเองที่ส าคัญเพราะมีหน้าที่

ในการก าจัดเซลล์แปลกปลอม ต่อต้านเชื้อโรค โดยท าให้เกิดการอักเสบ มีการชักน าเซลล์เม็ดเลือด

ขาว และกระตุ้นให้เซลล์ฟาโกไซต์ให้เกิดกระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอม คอมพลีเม้นท์เป็น

กลุ่มโปรตีนในน้ าเหลือง ในสภาพปกติจะไม่ว่องไว ไม่สามารถท างานได้ ต้องอาศัยการการกระตุ้น

ก่อน การท างานจะต้องอาศัยการเชื่อมโยงกันเป็นระบบลูกโซ่ของโปรตีนหลายชนิด ในปลาพบ
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คอมพลีเม้นท์ในน้ าเลือด สารคัดหล่ัง และเมือก การท างานของคอมพลีเม้นท์มี 2 แบบคือ แบบ

ทางตรง (classical pathway) จะท างานเมื่อเกิดปฏิกิริยาการรวมตัวของแอนติบอดีกับแอนติเจนมัก

เกิดในระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะและแบบทางอ้อม (alternative pathway) เป็นแนวทางที่ร่างกาย

จะใช้ก าจัดเชื้อโรคในระยะที่ได้รับเชื้อใหม่ๆ ร่างกายยังไม่มีแอนติบอดีเกิดขึ้น จุลชีพหลายชนิด 

เช่น ไวรัส เชื้อรา แบคทีเรีย และพยาธิเป็นต้น สามารถกระตุ้นการเกิดคอมพลีเม้นท์ได้โดยตรง ผล

จากการกระตุ้นด้วยคอมพลีเม้นท์จะช่วยท าให้เชื้อจุลชีพถูกท าลายได้ง่ายขึ้น ซ่ึงการท างานของคอม

พลีเม้นท์ท าให้เกิดเหตุการณ์ดังต่อไปนี้ 

     เกิดการ Lysis หมายถึงการกระตุ้นคอมพลี

เม้นท์จะท าให้เชือ้แบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสบางชนิดแตกได้ 

     เกิด Chemotaxis หมายถึง สารประกอบบาง

ชนิดเกิดจากการกระตุ้นคอมพลีเม้นท์ สามารถชักน าให้เกิดการชุมนุมของเซลล์เม็ดเลือดขาวใน

บริเวณที่มีการติดเชื้อให้เกิดกระบวนการจับกินส่ิงแปลกปลอมเพิ่มมากขึ้น  

     เกิด Opsonization หมายถึงจากการกระตุ้นคอม

พลีเม้นท์จะได้สาร opsonin ซ่ึงจะไปจับกับจุลชีพ เช่นแบคทีเรีย แล้วท าให้เซลล์ฟาโกไซต์สามารถ

จับกินและกลืนจุลชีพ เกิดกระบวนการ phagocytosis ได้ดีขึ้น (สุทธิพันธ์และคณะ, 2543) 

    ไลโซไซม์ (Lysozyme) 

     เ ป็ น เ อ น ไ ซ ม์ ซ่ึ ง ส า ม า ร ถ ท า ล า ย ส า ร 

mucopolysaccharide ที่ผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกท าให้เซลล์แบคทีเรียแตก ส่วนใหญ่ผนังเซลล์

ด้านนอกของแบคทีเรียจะถูกรบกวนโดยคอมพลีเม้นท์ก่อน จากนั้นไลโซไซม์ จะเข้ามาท าหน้าที่ต่อ

เพื่อท าลายหรือย่อยสลายเซลล์ของเชื้อโรค ในปลาพบไลโซไซม์ในน้ าเลือด เมือกและเยื่อบุผิว 

    C-reactive protein (CRP) 

     เป็นโปรตีนในน้ าเลือดซ่ึงจะมีปริมาณเพิ่มมาก

ขึ้นเม่ือร่างกายเกิดการอักเสบหรือเซลล์เนื้อเยื่อถูกท าลาย (วันเพ็ญ, 2525) CRP ท าหน้าที่เป็นสารชัก

น าหรือเชื่อมโยงให้เกิดกระบวนการ Opsonization มีผลต่อกระบวนการ phagocytosis หรือกระตุ้น

การท างานของระบบคอมพลีเม้นท์แบบ classical pathway 
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  3) กลไกด้านเซลล์ (Cellular mechanism) เป็นระบบภูมิคุ้มกันซ่ึงอาศัย

เซลล์ชนิดต่างๆในการป้องกันการติดเชื้อดังนี้ 

   ก ฟาโกซัยท์ (phagocytes) หรือ (phagocytic cell) ได้แก่ แมค

โครฟาจ (macrophage) และนิวโทรฟิล (neutrophil) (ชนกันต์, 2545) เป็นเซลล์เม็ดเลือดที่ท าหน้าที่

จับกินและท าลายส่ิงแปลกปลอมที่ เข้า สู่ร่ างกายโดยอาศัยกระบวนการฟาโกซัยโตซิส                       

(phagocytosis) ซ่ึงเซลล์ฟาโกซัยท์ประกอบด้วย 

   แมคโครฟาจ (macrophage) พบมากในเนื้อเยื่อของปลากระดูก

แข็งรวมทั้งบริเวณเหงือกและบริเวณเยื่อบุช่องท้อง (peritoneum) แต่พบมากที่สุดที่บริเวณไต ม้าม

และบริเวณหัวใจห้อง atrium ในปลาบางชนิดไม่พบบริเวณตับเหมือนสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 

   โมโนซัยท์ (monocyte) พบได้ในบริเวณเนื้อเยื่อไต และพบ

ปริมาณเล็กน้อยในกระแสเลือด โมโนซัยท์สามารถเคล่ือนย้ายในกระแสเลือดไปยังบริเวณที่เกิดการ

อักเสบเพื่อเพิ่มจ านวนแมคโครฟาจ ทั้งโมโนซัยท์และแมคโครฟาจสามารถจับกินส่ิงแปลกปลอม

หลายๆ ชนิดได้ เช่น แบคทีเรีย อนุภาคคาร์บอน และยีสต์ 

   อีโอซิโนฟิล (eosinophil) และเบโซฟิล (basophil) ในสัตว์เล้ียง

ลูกด้วยนมจะมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการเกิดกระบวนการอักเสบ แต่ในปลาบทบาทและหน้าที่ไม่แน่

ชัด 

   นิวโทรฟิล (nutrophil) ในปลานิวโทรฟิลเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่

ในการจัดกินส่ิงแปลกปลอม มีความคล้ายคลึงกับสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม พบนิวโทรฟิลในไต ม้าม

กระแสโลหิตและบริเวณที่เกิดบาดแผลอันเนื่องจากการอักเสบ การเกิดฟาโกซัยโทซิสส่วนใหญ่มัก

เกิดในนิวโทรฟิล 

 

ขั้นตอนการเกิดกระบวนการ phagocytosis มีดังนี้ 

 1. Attachment คือการที่จุลชีพและฟาโกซัยท์เข้ามาประชิดติดกัน เป็นขั้นตอนแรก

ก่อนที่จุลชีพจะถูกกลืน เข้าสู่ไซโทพลาซึมของเซลล์ฟาโกซัยท์และถูกท าลายต่อไป 
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 2 Ingestion เมื่อเซลล์ฟาโกซัยท์สัมผัสกับจุลชีพจะเกิด pseudopod ยื่นออกไปเพื่อ

โอบรอบจุลชีพ ปลาย pseudopod 2 ข้างท่ียื่นออกไป จะประสานกันเกิดเป็นถุงที่ภายในมีจุลชีพอยู่

ถุงนี้เรียกว่า phagosome 

 3 Degranulation เมื่อมีถุง phagosome เกิดขึ้นในไซโตพลาสซึมแล้ว ไลโซโซม

หรือ granule ของฟาโกซัยท์จะเคล่ือนที่มาบริเวณรอบๆ phagosome และมีการเชื่อมต่อระหว่าง 

phagosome และ lysosome กลายเป็น phagolysosome 

 4. Intra cellular killing จุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอมที่อยู่ภายใน phagosomeและ 

phagolysosome จะถูกท าลายด้วยกรดและเอนไซม์หลายชนิด 

   ข. Natural cytotoxic cell (NCC) จะมีลักษณะคล้ายกับ Natural 

Killer Cell (NK Cell) ในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมและมักเกิดในเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสและเกิดเนื้องอกเมื่อ

เซลล์ NCC ได้รับการกระตุ้นจากการติดเชื้อจะปล่อยสารภายใน granule ออกมาเพื่อท าลายเยื่อหุ้ม

เซลล์ของไวรัสและยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรัส 

 2.5.2  ระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (Specific immunity) 

  เป็นระบบภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นเม่ือร่างกายไม่สามารถก าจัดส่ิงแปลกปลอม

โดยภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะได้ ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะเกิดขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วยจุลชีพชนิดหนึ่ง

และมีความจ าเพาะต่อจุลชีพชนิดนั้นเท่านั้น ในการก าจัดจุลชีพมีการใช้สารน้ า (humoral immunity) 

และเซลล์ (cellular immunity) ท างานร่วมกัน โดยเซลล์ที่ส าคัญในการท างานของภูมิคุ้มกันแบบ

จ าเพาะได้แก่ lymphocyte ซ่ึงพบลิมโฟไซต์ในระบบหมุนเวียนเลือดและลิมฟอยด์ออแกน 

(lymphoid organ) ได้แก่ ไธมัส ไต ม้ามและเนื้อเยื่อบุผิวของปลา (ผิวหนัง เหงือกและทางเดิน

อาหาร) ลิมโฟซัยท์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ T-lymphocyte และ B-lymphocyte โดย T-lymphocyte 

ตอบสนองภูมิคุ้มกันแบบเซลล์ (CMIR) และยังช่วย B-lymphocyteในการสร้างแอนติบอดีด้วย ส่วน 

B-lymphocyte ตอบสนองภูมิคุ้มกันแบบสารน้ า (HIR) นอกจากนี้ T-lymphocyte และ B-

lymphocyte เป็นเซลล์ที่มีบทบาทต่อการสร้างเซลล์เก็บความจ า (memory cells) ให้เกิดขึ้น ในปลา

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะแบ่งเป็น 2 หัวข้อดังนี้ 

  1) Cell-mediated immune Response (CMIR) เป็นการตอบสนองของ

ระบบภูมิคุ้มกันด้านเซลล์ที่ท าโดย T-lymphocyte ซ่ึงไม่มีการสร้างแอนติบอดี มีความส าคัญในการ
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ต่อต้านโรคติดเชื้อที่ เกิดจากเชื้อไวรัส โรคติดเชื้อจากปรสิต และโรคติดเชื้อรา โดยเมื่อ T-

lymphocyte ถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจน จะเปล่ียนเป็น cytotoxic T cell หรือ Killer T Cell ที่จ าเพาะ

ต่อแอนติเจนเป็นเซลล์เกิดจากการติดเชื้อไวรัส ปรสิตและเซลล์เนื้องอกซ่ึง T-lymphocyte ส่วนหนึ่ง

จะหล่ัง ลิมโฟไคน์ (lymphokines) หลายๆชนิดออกมาโดยท าหน้าที่ต่างกันดังนี้ 

   Macrophage activated factor (MAF) มีคุณสมบัติท าให้แมค

โครฟาจมาชุมนุมกันอยู่บริเวณที่มีการหล่ังสารและกระตุ้นให้แมคโครฟาจท าหน้าที่ฟาโกซัยโทซิส

ได้ดีขึ้น 

   Lymphocyte mitogenic factor มีหน้าที่กระตุ้นลิมโฟซัยท์ปกติ

ที่ไม่มีการตอบสนองต่อแอนติเจนให้มีการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนขึ้น ช่วยการท างานลิมโฟซัยท์ที่ถูก

กระตุ้นด้วยแอนติเจน 

   Lymphotoxin เป็นสารที่เมื่อสัมผัสกับเซลล์ของแอนติเจนแล้ว

สามารถท าลายได้ จากการท างานของ T-lymphocyte ท าให้แมคโครฟาจถูกกระตุ้น (activated 

macrophage) มีความสามารถสูงขึ้นในการก าจัดแอนติเจน 

  2) Humoral immune response (HIR) มีการสร้างแอนติบอดีจาก

ปฏิกิริยาของระบบภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจนโดยบีลิมโฟไซต์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจนก็จะ

กลายเป็น blast cell แบ่งตัวเพิ่มจ านวนแล้วแยกออกเป็น 2 ทางคือ ทางหนึ่งกลายเป็นเซลล์เก็บ

ความจ า อีกทางหนึ่งจะกลายเป็น plasma cell เพื่อสร้างแอนติบอดีให้กับร่างกาย ซ่ึงแอนติบอดี้ที่

สร้างขึ้นท าหน้าที่เกี่ยวกับภูมิคุ้มกันในร่างกายจึงเรียกว่า อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) หรือ 

Ig โครงสร้างท่ัวไปของอิมมูโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล ประกอบด้วยสายโพลีเปปไทด์ 4 สายคือ heavy 

chain (H) 2 สายท่ีเหมือนกัน ซ่ึงเป็นแนวยาวเชื่อมต่อกันด้วย disulfide bound และอีก 2 สายส้ันที่

เหมือนกันเรียกว่า light chain (L) ในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมจะมีอิมมูโนโกลบูลินอยู่ 5 ชนิดแต่ในปลา

มีเพียงชนิดเดียวคือ IgM ในปลาฉลาม พบ IgM แบบ tetramer (กิจการ และคณะ, 2539) สามารถ

พบอิมมูโนโกลบูลิน ในสารคัดหล่ังเมือกของผิวหนัง ทางเดินอาหาร ท่อน้ าดี และในไข่ของปลา

บางชนิด เช่น ปลาคาร์ฟ เป็นต้น 

  อิมมูโนโกลบูลิน มีหน้าที่ก าจัดส่ิงแปลกปลอม เช่น ไวรัส ปรสิต และยัง

ท าหน้าที่กระตุ้นการท างานของระบบคอมพลีเม้นท์ได้ดียิ่งขึ้น เนื่องจากปลาสร้าง IgM โดยไม่มี 
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IgG เป็นองค์ประกอบคู่เหมือนกันในสัตว์ชั้นสูง (ชลอ, 2528) ดังนั้นเมื่อแอนติเจน เช่น ไวรัสเข้าสู่

ตัวปลาเซลล์ที่สร้าง IgM มีความสามารถในการจ าแอนติเจนได้ไม่ดีนัก ท าให้ปลาขาดภูมิคุ้มกันที่

ถาวร (โพยม, 2532) นอกจากนี้ T-lymphocyte ยังช่วย B-lymphocyte ในการสร้างแอนติบอดี

ตอบสนองต่อแอนติเจนพวกโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตอีกด้วย เมื่อแอนติบอดีจับกับแอนติเจนเกิด

เป็นแอนติเจน-แอนติบอดีคอมเพล็กซ์กระตุ้นคอมพลีเม้นท์ท าให้สามารถท าลายเซลล์ที่ติดเช้ือ 

 

2.6 กรด 5 อะมโินลีวูลีนิก (ALA) 

 กรด 5 อะมิโนลีวูลีนิก (ALA) หรือกรดเดลต้า-อะมิโนลีวูลีนิก หรือกรดเดลต้า-อะ

มิโนลีวูลิเนต หรือกรด 5-อะมิโน-4-ออกโซเพนทาโนอิก เป็นกรดอะมิโนคีโต (aminoketo acid) มี

คาร์บอนจ านวน 5 อะตอม (ภาพที่ 1) มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 167.6 กรัมต่อโมล และมีสูตรทาง

เคมีคือ H2NCH2COCH2COOH มีค่าคงท่ีของการแตกตัว pKa1 = 3.90 และค่า pKa 2 = 8.05 (Fukada 

et al., 2005) มีรายงานว่า ALA จะไม่คงตัวและสูญหายไปในพีเอชที่มีความแตกต่างกัน การเก็บ

ตัวอย่างของน้ าเล้ียงเซลล์พีเอชเท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิต่ า (4 องศาเซลเซียส) จะเหลือสาร ALA มาก

ที่สุดโดยสูญหายไปร้อยละ 28.74 ในขณะที่การเก็บน้ าเล้ียงเซลล์พีเอชเท่ากับ 8 ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส จะท าให้สาร ALA สูญหายไปถึงร้อยละ 75.43 (พิชิต, 2550) 

 
ภาพที่ 1 โครงสร้างของกรด 5 อะมิโนลีวูลีนิกและการเปล่ียนโครงสร้างไปเป็นสารประกอบเตตระ 

              ไพโรล 

ที่มา : Fukada และคณะ (2005) 
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 ในธรรมชาติ ALA เป็นสารประกอบที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสงมี

ประสิทธิภาพในการก าจัดวัชพืชและยาฆ่าแมลงที่สามารถย่อยสลายได้ง่าย (Sasikala et al., 1994) 

รวมทั้งมีผลต่อการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์แสงของทั้งพืชและผัก ALA เป็นสารตั้งต้นใน

กระบวนการสังเคราะห์สารประกอบเตตระไพโรลหลายชนิด รวมทั้งพอร์ไฟรินที่พืชน าไปใช้ใน

การสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ (Stobart and Ameen-Bukhari, 1984) และ ALA ยังเป็นสารตั้งต้นที่ใช้ใน

การสังเคราะห์ฮีมโดยเอนไซม์ฮีม ออกซ่ีจีเนส-1 (Heme oxygenase; HO-1) เป็นตัวกระตุ้นให้ลด

อัตราการเกิดออกซิเดชั่นของฮีมให้เป็นไอออนอิสระเพื่อให้กลายเป็นบีลิเวอร์ดีน (biliverdin) และ

คาร์บอนมอนอกไซด์ โดยสารเมตาบอไลท์ เหล่านี้ช่วยในการป้องกันการตายของเซลล์ ต้านทาน

การอักเสบ และป้องกันเซลล์ถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระ โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์ และ

แมคโครฟาจท าหน้าที่ป้องกันการอักเสบจากการติดเชื้อ จากการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของ 

ALA และโซเดียมเฟอร์รัสซิเตรท (SFC) โดยทดสอบ ในเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ 

(RAW264 cells) พบว่าเอนไซม์ HO-1 ที่ถูกกระตุ้นโดย ALA รวมกับโซเดียมเฟอร์รัสซิเตรทจะถูก

เอนไซม ์Mitogen-activated protein kinases (MEK)/Extracellular signal-related kinase (ERK) และ 

p38 mitogen-activated protein kinases ยับยั้งไปบางส่วน จากนั้นเอนไซม์ NF-E2-related factor2 

(Nrf2) จะถูกกระตุ้นและย้ายจากไซโตซอลไปยังนิวเคลียสเพื่อตอบสนองต่อ ALA และโซเดียม

เฟอร์รัสซิเตรท จึงท าให้ระดับของฮีมภายในเซลล์เพิ่มขึ้น (Nishio et al., 2014) ALA สังเคราะห์ที่

ผลิตโดยใช้สารเคมี ต้องใช้ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีซับซ้อนหลายปฏิกิริยาซ่ึงมีค่าใช้จ่ายสูง จึงท าให้สาร

สังเคราะห์มีราคาแพง อย่างไรก็ตามสารชีวภาพชนิดนี้พบได้ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น แบคทีเรีย

สังเคราะห์แสง สาหร่าย และแบคทีเรีย (ตารางท่ี 3) อย่างไรก็ตามแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่มที่ไม่

ใช้ออกซิเจน สามารถผลิต และขับ ALA ออกนอกเซลล์ได้ในปริมาณสูงจึงเหมาะในการประยกุตใ์ช้

งานในเชิงพาณิชย์ (Sasikala et al., 1994)  
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ตารางที่ 3 แสดงการผลิต ALA โดยจุลินทรียก์ลุ่มต่างๆ 

Microorganisms Carbon and  LA ALA References 
nitrogen source (µM) 

Phototrophs 
    Algae 
    Scenedesmus obliquus Glutamate + 0.38 Klein et al.(1980) 

Cyanidium caldarium Glutamate + 0.019 Avisser et al. (1983) 
Bacteria, anoxygenic 

phototrophic     Rhodobactor sphaeroides Succinate and glycine + 0.75 Anderson et al. (1983) 
R. sphaeroides Succinate and glycine + 4.00 Sasaki et al. (1991) 
R. sphaeroides Succinate and glycine + 160.0 Ishii et al. (1990) 
R. sphaeroides Swine waste (VFA) + 4200 Sasaki et al. (1990) 
R. sphaeroides Mandarin orange peel + 1600

0 

Sasaki et al. (1993) 

 
(modern synthetic 

   
 

wast water) 
   R. sphaeroides Sewage sludge + 9300 Tanaka et al. (1983) 

Chlorobium limicola Glutamate + 3950 Anderson et al. (1983) 
Chemotrophic bacteria 

    Aerobe 
    Pseudomonas riboflavina L-alanine + 0.2  Rhee et al. (1987) 

Propionicbaterium 

shermanii 

Succinate and glycine + 0.04 Menon and Shemin (1967) 
Anaerobes 

    Clostridium thermoacetium Glucose and L-lysine + 155 Sjoji et al. (1989) 
Methanosarcina barkeri Methanol, 2-

oxoglutarate 

+ 0.4  Lin et al. (1989) 
Methanobacterium 

thermoautotrophicum 

H2+C02 + 0.2 Lin et al. (1989) 

VFA : Volatile Fatty Acid ; LA : Levulinic acid ; +: Addition 

ที่มา: Sasikala และคณะ (1994) 
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 2.6.1  กระบวนการสังเคราะห์ ALA ทางชีวภาพ 

        การสังเคราะห์ ALA สามารถเกิดขึ้นได้ผ่านทางวิถีเมแทบอลิซึมท่ีแตกต่างกัน 

2 ทาง ดังนี ้

  1) วิถ ีC4 (C4 pathway) 

  เกิดขึ้นภายในเซลล์สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม ยีสต์ เช้ือรา โดยส่วนใหญ่พบมาก

ในแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงกลุ่มที่ไม่สะสมก ามะถัน (purple non-sulfur photosynthetic 

bacteria) และเคโมโทรฟิคแบคทีเรีย (Sasaki et al., 1990) เริ่มต้นจากสารตัวกลางของวัฏจักรเครบ

คือ succinyl Co A ท าปฏิกิริยากับไกลซีนได้ α amino β ketoadipic acid จากนั้นเปล่ียนเป็น กรด 5 

อะมิโนลีวูลินิก (ALA) โดยในวิถี C4 จะใช้เอนไซม์ ALA synthetase (EC 2.3.1.37) ท าหน้าที่เป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยาการควบแน่นของ succinyl-CoA และ glycine ร่วมกับ cofactor pyridoxal phosphate 

ในสภาวะใช้แสง (Gibson et al., 1958) จากนั้น ALA จะถูกเปล่ียนเป็น prophobilinogen (PBG) 

โดยใช้เอนไซม์ ALA dehydratase โดยมีการสูญเสียน้ าไป 2 โมเลกุล จากนั้น เอนไซม์ Urogen I 

Synthetase และ Urogen III cosynthetase จะท าหน้าที่เปล่ียน PBG เป็น Urogen II โดยสาร Urogen 

III เป็นสาร tetrapyrole ที่ประกอบด้วย 4 acetic และ 4 propinoic side chain จากนั้นจะเกิด

กระบวนการ decarboxylation ของ Urogen I โดยใช้เอนไซม์ Urogen III decarboxylase จึงจะ

เปล่ียน acetic acid side chains ทั้งหมดให้เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ท าให้เกิดสารใหม่คือ 

Coprogen II ในสภาวะมีอากาศเอนไซม์ Coprogen I oxidative decarboxylase จะเปล่ียนCoprogen 

II ไปเป็น Protogen IX แล้ว Protogen IX จะเกิดปฏิกิริยาออกซิไดซ์ต่อไปเป็น Protoporphyrin IX 

เอนไซม์ที่ท าให้โมเลกุลของ Mg เข้าไปเกาะกับโมเลกุลของ Protoporphyrin IX คือเอนไซม์ Mg-

chelatase โดยเอนไซม์ดังกล่าวท าให้ Mg protoporphyrin IX เปล่ียนเป็น Mg protoporphyrin IX 

monomethylester โดยที่หมู่-OH ของ propionic side chain ถูกแทนที่โดยหมู่เมธิล การเปล่ียนของ 

methyl propionic side chain ท าให้เกิดสารใหม่คือ Protochlorophyllide ในสภาวะมีแสง 

protochlorophylide จะถูกรีดิวซ์เป็น protochlorophylide a จากนั้นเอนไซม์ Chlorophylase จะท า

หน้าที่เปล่ียนเป็นคลอโรฟิลล์ เอ สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิต ALA ได้ในช่วงที่แบคทีเรียมีการ
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เจริญเติบโตสูงสุด (Sato et al., 1985) ซ่ึงสภาวะการเพาะเล้ียงมีอิทธิพลต่อการสังเคราะห์เอนไซม์ 

ALA synthetase โดยการเปล่ียนสภาวะการเพาะเล้ียงจาก สภาวะเติมอากาศแบบปกติไปเป็นสภาวะ

เติมอากาศ 3-5 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพิ่มกิจกรรมเอนไซม์ ALA synthetase ได้สองถึงส่ีเท่า (Sandy et 

al., 1985) และในทางตรงกันข้ามการสังเคราะห์เอนไซม์ ALA synthetase ในสภาวะที่ใช้แสง

สามารถถูกยับยั้งได้โดยออกซิเจน (Viale et al., 1983) 

  2) วิธี C5 (C5 pathway) 

  ในวิถี C5 นั้นสามารถพบได้ในพืช สาหร่าย และแบคทีเรียหลายชนิด 

(Kajiwara et al., 1994) โดยส่วนใหญ่พบได้ในแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงและสีเขียวกลุ่มที่

สะสมก ามะถัน ในในวิถี C5 ALA เกิดขึ้นจากกลูตาเมทหรือเอลฟาคีโตกลูตาเรท (α-ketoglutarate) 

ผ่านวิถีที่ไม่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาของเอนไซม์ ALA synthetase จากการท าบริสุทธ์ิของเอนไซม์ใน

วิถี C5 พบว่า กลูตาเมทสามารถถูกรีดิวซ์เปล่ียนเป็น ALA ได้ใน 3 ขั้นตอนคือ 

  1) การเชื่อมต่อของ t-RNA ด้วยกลูตาเมท โดยใช้เอนไซม์ glutamyl-t-

RNA synthetase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

  2) การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของ glutamyl-t-RNA เพื่อใช้ในการสร้าง 

glutamate-1-semialdehyde (GSA) โดยมี glutamyl-t-RNA reductase (EC 6.1.1.17) ท าหน้าที่เป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยา 

  3) การทรานส์อะมีเนชัน (transamination) คือกระบวนการที่ถ่ายโอน

หมู่อะมิโน (amino group) ไปยังโมเลกุลของ ของ GSA เพื่อสร้างเป็นกรดอะมิโนชนิดใหม่ คือ 

ALA โดยใช้ GSA aminotransferase (GSA-AT, EC 5.4.3.8) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

  กลไกในการเร่งปฏิกิริยาทั้ง 2 รูปแบบ (ภาพที่ 2) ใช้เพื่อเปล่ียนแปลง 

GSA ไปเป็น ALA (Grimm et al., 1991) ALA เกิดขึ้นได้จากการรับและปล่อยกลุ่มอะมิโนใน

ต าแหน่งที่ 5 และ 4 ของ GSA ตามล าดับ (ภาพที่ 2a) หรือเกิดขึ้นได้จาก GSA 2 โมเลกุลเข้าคู่กัน

แล้วเกิดการเปล่ียนหมู่อะมิโนโมเลกุลคู่ ซ่ึงการเปล่ียนหมู่อะมิโนแล้วมีการจัดเรียงตัวใหม่สามารถ

ท าให้เกิด ALA ขึ้น 2 โมเลกุล (ภาพท่ี 2b) (Sasikala et al., 1994)  
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ภาพที่ 2 กลไกของการเปล่ียน glutamate I-semialdehyde เป็น ALA ผ่านทางวิถี C5 

ที่มา: Grimm และคณะ (1991) 

 

ภาพที่ 3 กระบวนการสังเคราะห์ ALA ผ่านทางวิถี C4 และ C5  

ที่มา: Shin และคณะ (2007) 
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 อมรรัตน์ (2549) ได้ท าการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากตัวอย่างน้ าและ

ตะกอนเลนน้ าเค็มจากชายฝั่งในภาคใต้ และภาคตะวันออกของประเทศไทยที่สามารถผลิตกรด 5-

อะมิโนลีวูลินิกได้ พบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่แยกได้มีจ านวน 23 สายพันธ์ุ เมื่อศึกษา

ความสามารถของเชื้อที่แยกได้ในการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิก (5-aminolevulinic acid, ALA) ใน

อาหารเล้ียงเชื้อกลูตาเมต-มาเลต (GM) พบว่า ภายใต้สภาวะให้อากาศ-ไร้แสง เชื้อมีการสะสม ALA 

ภายในเซลล์ได้สูงกว่าการเล้ียงภายใต้สภาวะไร้อากาศ-ให้แสง (3,000 ลักซ์) และมีการสะสม ALA 

ภายในเซลล์สูงสุด 0.45 ไมโครกรัมต่อกรัม น้ าหนักเซลล์แห้ง ที่ชั่วโมงที่ 24 ของการเล้ียงเชื้อ จาก

การเทียบเคียงชนิดของสายพันธ์ุ SM ด้วยวิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16s rRNA สามารถ

จ าแนกชนิดแบคทีเรียเป็น Rhodobacter sphaeroides เมื่อท าการปรับปรุงสายพันธ์ุโดยวิธีการ

ก่อให้เกิดการกลายพันธ์ุโดยใช้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) และสาร NTC พบว่า ได้สายพันธ์ุกลาย

จ านวน 5 สายพันธ์ุที่สามารถผลิต ALA ภายนอกเซลล์ได้สูงขึ้น แต่มีการสะสม ALA ภายในเซลล์

ไม่แตกต่างจากสายพันธ์ุเดิม 

 เมื่อท าการศึกษาการเพิ่มการสะสม ALA ภายในเซลล์ของ R. sphaeroides SH5 

โดยการ ปรับปรุงสูตรอาหารเล้ียงเชื้อ GM ซ่ึงเติมกลูโคส 50 มิลลิโมลาร์ เป็นแหล่งคาร์บอนแทน

มาเลต และมีการเติมเหล็กในรูปเฟอรัสแอมโนเนียมซัลเฟต 30 ไมโครโมลาร์ เป็นสูตรอาหารที่

เหมาะสม จากการเล้ียงเชื้อ ภายใต้สภาวะให้อากาศ-ไร้แสง และเติมกรดลีวูลินิก 10 มิลลิโมลาร์ ที่ 

24 ชั่วโมง พบว่าเชื้อมีการสะสม ALA ภายในเซลล์ได้สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 30 เท่ากับ 226 ไมโครกรัม

ต่อกรัมน้ าหนักเซลล์แห้ง ซ่ึงเพิ่มขึ้น 502 เท่า 

2.7 การประยุกต์ใช้กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก 

 ปัจจุบันมีการศึกษาการประยุกใช้ ALA ในสัตว์น้ าไม่มากนักมีเพียงการศึกษาของ 

อมรรัตน์ (2549) ศึกษาผลของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด า 

(Penaeus monodon) พบว่าปริมาณ ALA ที่ท าให้กุ้งตายร้อยละ 50 (LD50) ภายในระยะเวลา 7 วัน มี

ค่าเท่ากับ 113 ส่วนในล้าน เมื่อฉีดสารละลาย ALA เกรดวิเคราะห์เข้าไปในกุ้งที่ความเข้มข้นต่ าคือ 

66 ส่วนในพันล้าน เป็นเวลา 3 วัน พบว่ามีผลกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด าโดยพิจารณาจาก

การเพิ่มจ านวนของเม็ดเลือดรวมทั้งหมดเท่ากับ 4.64 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร กิจกรรมของ
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เอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีค่าเท่ากับ 400 ยูนิตต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน และอัตราการรอดตาย

จากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวร้อยละ 70 เมื่อศึกษาในหลอดทดลองโดยการเติม ALA เกรด

วิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้น 10-10,000 ส่วนในล้าน ลงใน อาหาร K-199 ที่ใช้เล้ียงเซลล์เม็ดเลือด

กุ้งบนสไลด์ พบว่าสามารถกระตุ้นให้เม็ดเลือดเกิดกระบวนการดีแกรนูเลชั่นชนิด  semi-granular 

cell ได้ร้อยละ 29.5±11 แต่ไม่สามารถกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสได้ เมื่อศึกษา

ผลของ ALA ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย R. sphaeroides SH5 ต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของกุ้งโดย

วิธีการผสมในอาหารกุ้งเล้ียงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าอาหารที่ผสม ALA ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย 

R. sphaeroides SH5 ไม่มีผลกระตุ้นการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และอัตราการแลกเนื้อ 

รวมท้ังบางกิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส และความต้านทานต่อการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวง

ขาว แต่ในอาหารที่ผสมแบคทีเรียซ่ึงมี ALA อยู่ภายในเซลล์ปริมาณ 70.59 ไมโครกรัมต่อกรัม

น้ าหนักแห้งพบว่ามีการเพิ่มจ านวนของเม็ดเลือดที่ไม่มีแกรนูล เท่ากับ 2.88 - 3.90 ×107 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (SOD activity) มีค่าเท่ากับ 13.26 - 

14.07 หน่วยต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีนซ่ึงสูงกว่ากุ้งท่ีได้รับอาหารชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ 

 Chen และคณะ (2008) ศึกษาผลของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกต่อการเจริญเติบโต 

ประสิทธิภาพการใช้อาหาร องค์ประกอบเลือดในการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันภายหลังได้รับลิ

โปโพลีแซ็กคาไรด์ (LPS) จากเชื้อ E. coli ในลูกสุกรพบว่า อัตราการเจริญเติบโตของสุกรทั้งหมด

ไม่มีความแตกต่างกัน แต่เมื่อท าการวิเคราะห์ประสิทธิภาพการย่อยอาหาร พบว่าสุกรกลุ่มที่ได้รับ 

ALA ระดับความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในวันที่ 35 มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ ระดับปริมาณฮีโมโกลบินซีรั่มและธาตุเหล็กมีค่าเพิ่มมากขึ้นซ่ึงมีค่าสูงสุดใน

สุกรกลุ่มท่ีได้รับ ALA ระดับความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ส่วนปริมาณเม็ดเลือด

แดง และเม็ดเลือดขาว มีค่าสูงสุดในสุกรกลุ่มท่ีได้รับ ALA ระดับความเข้มข้น 10 และ 15 มิลลิกรัม

ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในวันที่ 35 หลังจากฉีด LPS พบว่าความเข้มข้นของคอร์ติซอลในพลาสม่า

เพิ่มขึ้นในระยะเวลา 2 ชั่วโมง โดยมีสารกระตุ้นการเจริญเติบโตที่มีโครงสร้างคล้ายอินซูลิน 

(Insulin-like growth factor-I) เพิ่มขึ้นและมีส่วนช่วยในการเพิ่มปริมาณ plasma tumor necrosis 

factor-G (TNF-C) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และ LPS ยังส่งผลต่อปริมาณเม็ดเลือดขาวโดยท าให้เม็ด

เลือดขาวลดลงท่ีระยะเวลา 2 และ 4 ชั่วโมง และที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมง LPS ส่งผลต่อปริมาณเม็ด
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เลือดแดง เมด็เลือดขาว และเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์ ส่วน ALA ส่งผลเฉพาะปริมาณเม็ดเลือด

ขาว 

 Wang และคณะ (2011b) ศึกษาผลของ ALA และวิตามินซีต่อการเจริญเติบโต 

น้ าหนักของอวัยวะที่ส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน (ตับ ม้าม และต่อมไธมัส) และปริมาณธาตุเหล็กใน

เม็ดเลือดแดงของลูกไก่เนื้อพบว่า ALA และวิตามินซีไม่มีผลต่อการเจริญเติบโต แต่ ALA ที่ระดับ

ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีความสัมพันธ์ร่วมกันกับวิตามินซี โดยส่งผลต่อ

ความเข้มข้นของฮีโมโกลบิน ปริมาณเม็ดเลือดแดง และปริมาณซีรั่มในตับและในเนื้อส่วนหน้าอก

เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
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บทที ่3 

วัสดุ อุปกรณ์และวิธกีารทดลอง 

3.1 วัสดุอุปกรณ์  

วัสดุ 

 1. แบคทีเรีย 

  1.1 เชื้อแบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP 255 ได้รับการอนุเคราะห์

จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาการเกษตร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

ราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช 

 2. สารเคมีส าหรับเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

     สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris 

JP225 เพื่อผลิตสาร ALA ประกอบด้วย L-glutamic acid 3.8 g/1 DL-malic acid 2.7 g/1 yeast 

extract 2.0 กรัม/ลิตร (NH4)2HPO4(0.8 g/1) KH2HPO4 (0.5 g/1) K2HPO4 (0.5 g/1) MgSO4.7H20 

(0.2 g/1) CaCl2.2H20 0.053 g/1 MnSO4.7H20 1.2x10 g/l Thiamine-HCI 1.0x10-3 g/1 Nicotinic acid 

1.0x10-3 g/1 และ Biotin 1.0x10-5 g/1  

 3. พันธ์ุปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 

 ลูกปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุน้ าหนักเฉล่ีย 5 – 7 กรัม 

 4. อาหารส าหรับลูกปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 

 อาหารส าหรับอนุบาลลูกปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุก่อนเริ่มท าการทดลองใช้

อาหารลอยน้ า 9920 D ซีพี มีคุณค่าทางอาหาร ได้แก่ โปรตีนไม่ต่ ากว่า 25 เปอร์เซ็นต์ ไขมันไม่ต่ า

กว่า 3 เปอร์เซ็นต์ ความชื้นไม่ต่ ากว่า 12 เปอร์เซ็นต์ และกากไม่ต่ ากว่า 8 เปอร์เซ็นต์ 

อุปกรณ์ 

 1. อุปกรณ์ส าหรับเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

 อุปกรณ์ส าหรับเตรียมเชื้อแบคทีเรียได้แก่ เครื่องชั่งไฟฟ้า ยี่ห้อ OHAUS รุ่น 

HAUS PA 214 Digital balance หม้อนึ่งความดันไอน้ า ยี่ห้อ Hirayama รุ่น HG-50 เครื่องหมุน

เหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Universal 32 เครื่องระเหิดแบบสุญญากาศ ยี่ห้อ EYELA รุ่น FDU2100 
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ขวดรูปชมพู่ขนาด 150 มิลลิลิตร หลอดไฟ ลูปเขี่ยเชื้อ ตะเกียงแอลกอฮอล์ จานเพาะเชื้อ หลอด

ทดลอง 

 2. อุปกรณ์เตรียมอาหารทดลอง 

  2.1 อุปกรณ์ส าหรับผสมกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) ลงในอาหาร 

ได้แก่ เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง ขวดสเปรย์ขนาด 200 มิลลิลิตร กระบอกตวง บีกเกอร์ ถาด

เตรียมอาหาร 

  2.2 ตู้อบอาหาร 

  2.3 ตู้แช่แข็งส าหรับเก็บอาหารทดลอง  

 3. อุปกรณ์ที่ใช้เล้ียงปลาทดลอง 

  3.1 ถังไฟเบอร์กลาสขนาด 3 ตัน 

  3.2 ตู้กระจกทดลองขนาด 45x90x45 นิ้ว ปิดด้านข้าง 3 ด้านด้วยพลาสติก

สีด า เพื่อป้องกันการรบกวนจากภายนอก 

  3.3 อุปกรณ์ระบบให้อากาศได้แก่ เครื่องให้อากาศ สายยาง หัวทราย  

  3.4 อุปกรณ์ถ่ายน้ าได้แก่ สายยาง เครื่องป้ัมน้ า 

  3.5 อุปกรณ์ย้ายปลาได้แก่ สวิงช้อนปลา ถังพลาสติก 

 4. อุปกรณ์ส าหรับการตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 

 ประกอบด้วยเครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง ยี่ห้อ Mettle รุ่น AB 204 ถังน้ า

ขนาดความจุ 20 ลิตร ขันพลาสติก และสวิงช้อนปลา 

 5. อุปกรณ์วิเคราะห์องค์ประกอบเลือดปลา 

  5.1 อุปกรณ์เก็บตัวอย่างเลือดปลา ได้แก่ เข็มฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร หัว

เข็มขนาด 25 G หลอดพลาสติก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และถุงมือยาง 

  5.2 อุปกรณ์นับปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว ได้แก่ ไดลูติงปิเปต 

(RBC diluting pipette) สไลด์นับเม็ดเลือด (haemacytometer) และกล้องจุลทรรศน์ 

  5.3 อุปกรณ์วิเคราะห์ค่าฮีมาโตคริต ได้แก่ เครื่องฮีมาโตคริตเซนตริฟิวจ์ 

(hematocrit centrifuge) ยี่ห้อ Biozen รุ่น TTE 4203 หลอดแคปิลลารี่ (capillary tube) และดินน้ ามัน 
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  5.4 อุปกรณ์การวิเคราะห์ค่าฮีโมโกลบิน ได้แก่ หลอดทดลอง ไมโครปิ

เปต และเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

  5.5 อุปกรณ์วิเคราะห์ค่าพลาสมาโปรตีน ได้แก่ หลอดทดลอง ไมโครปิ

เปต เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ และเครื่องเขย่าตะกอน (vortex mixer) 

  5.6 อุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ ได้แก่ ไม

โครปิเปต เพลท 96 หลุม ก้นแบน และเครื่อง Microplate Reader [(Microplate) BIOTEK 

PowerWaveX] 

  5.7 อุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์การจับกินส่ิงแปลกปลอม ได้แก่ หลอด

เซนตริฟิวจ์ (centrifuge tube) ขนาด 10 มิลลิลิตร หลอดพลาสติก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จานเพาะเชื้อ 

แท่งบด ตะแกรงกรอง กรรไกรผ่าตัด ปากคีบ สไลด์ และเครื่องหมุนเหวี่ ยงควบคุมอุณหภูมิ 

(centrifuge) ยี่ห้อ Beckman Avanti รุ่น TM 30 centrifuge 

 6. อุปกรณ์ส าหรับการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา ประกอบด้วยเครื่อง

เตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor, Leica TP 1020) เครื่องตัดเนื้อเยื่อ (microtome, 

Leica RM 2125 RTS) อ่างน้ าร้อน ชุดย้อมเนื้อเยื่อ สไลด์ และกล้องจุลทรรศน์ (Olympus AX70) 

และอุปกรณ์ถ่ายภาพ (Cooled CCD; Olympus DP71) 

3.2 วิธีการทดลอง 

 3.2.1. แบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

 เล้ียงเซลล์แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP225 ที่แยกได้จากดินเปรี้ยวใน
อ าเภอจุฬาภรณ์ จังหวัดนครศรีธรรมราช โดยน ามาเล้ียงในอาหารเหลว GM บ่มในสภาวะแบบมี
อากาศน้อย มีแสง ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บเกี่ยวเชื้อในช่วงเวลาที่ผลิต ALA ได้สูงสุด และ
แยก ALA ตามวิธีการของ Mauzerall และ Granick (1956) โดยน าสารละลายแบคทีเรียที่เล้ียงใน
อาหารเหลว GM ดัดแปลงท่ีเติมไกลซีน 5 มิลลิโมลาร์ ซัคซิเนต 10 มิลลิโมลาร์ กรดโพรพิโอนิก 1 
มิลลิโมลาร์ และ MgCl2.6H2O 20 มิลลิโมลาร์ (Saikeur et al., 2013) มาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้วน าส่วนใสไปท าแห้งด้วยเครื่องระเหิดแบบสุญญากาศ เก็บผง 
ALA (มีสารออกฤทธ์ิ 0.025 เปอร์เซ็นต์; ภาคผนวกที่ 1) ที่ได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
ใช้งานต่อไป 
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 3.2.2 การศึกษาผลของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกต่อการเจริญเติบโต การตอบสนอง

ของภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ 

  1) การเตรียมอุปกรณ์การทดลอง 

      ใช้ตู้กระจกทดลองขนาด 45x90x45 เซนติเมตร ความจุน้ า 120 ลิตร ปิด

ด้านข้าง 3 ด้าน ด้วยพลาสติกสีด าเพ่ือป้องกันการรบกวนจากภายนอกจ านวน 30 ตู้ ท าความสะอาด

โดยการแช่คลอรีนเพื่อฆ่าเชื้อต่างๆ ที่ติดอยู่ในตู้ ติดตั้งอุปกรณ์ต่างๆ เช่น ท่อเดินอากาศ สายยาง หัว

ทราย มีการเตรียมน้ าในบ่อพักน้ า (ถังไฟเบอร์กลาส ขนาดความจุ 3,000 ลิตร) จากนั้นใช้ปั้มน้ าดูด

น้ าประปาที่ปราศจากคลอรีนเติมลงในตู้ทดลองให้ได้ปริมาตร 120 ลิตร ก่อนปล่อยปลาทดลอง 

  2) การเตรียมปลาทดลอง  

      ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุน้ าหนักประมาณ 2–3 กรัม ที่ผ่านการฝึกให้
กินอาหารเม็ดส าเร็จรูปมาแล้ว มีสุขภาพแข็งแรง ปลอดโรค จ านวน 500 ตัว น ามาอนุบาลในถังไฟ
เบอร์ขนาดความจุ 3,000 ลิตร ให้กินอาหารเม็ดส าเร็จรูปวันละ 2 ครั้ง คือช่วงเช้าเวลา 9.00 น. และ
เย็นเวลา 16.00 น. เป็นเวลา 2 สัปดาห์ จากนั้นคัดปลาที่มีน้ าหนักใกล้เคียงกันใส่ตู้กระจกทดลอง
จ านวน 30 ตู้ๆ ละ 20 ตัว ท าการเล้ียงปลาเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ เพื่อปรับสภาพปลาให้ชินกับตู้
ทดลอง ก่อนเริ่มทดลองท าการชั่งน้ าหนักปลาอีกครั้ง โดยคัดเลือกปลาที่มีน้ าหนักใกล้เคียงกัน
จ านวน 15 ตัวต่อตู้ การศึกษาครั้งนี้ได้ผ่านการพิจารณาและเห็นชอบจากคณะกรรมการก ากับดูแล
การเล้ียงและใช้สัตว์ทดลองของสถาบันมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เลขที่ใบอนุญาตที่ Ref. 
56/2018 
  3) การเตรียมอาหารทดลอง 

      ใช้อาหารทดลองพื้นฐาน คืออาหารลอยน้ า 9920 D ซีพี มีคุณค่าทาง

อาหารได้แก่ โปรตีนไม่ต่ ากว่า 25 เปอร์เซ็นต์ ไขมันไม่ต่ ากว่า 3 เปอร์เซ็นต์ ความชื้นไม่ต่ ากว่า 12 

เปอร์เซ็นต์ และกากไม่ต่ ากว่า 8 เปอร์เซ็นต์ มาท าการสเปรย์ด้วย ALA ดังนี้ สูตรที่ 1 สเปรย์ด้วย

น้ ามันปลา (ชุดควบคุม) สูตรที่ 2 สเปรย์ด้วย ALA ในระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 

กิโลกรัม สูตรที่ 3 สเปรย์ด้วย ALA ในระดับความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สูตรที่ 4 

สเปรย์ด้วย ALA ในระดับความเข้มข้น 7.5 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สูตรที่ 5 สเปรย์ ALA ใน

ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม จากนั้นท าการเคลือบผิวหน้าอาหารด้วยน้ ามัน
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ปลา แล้วน ามาผึง่ลมเป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วบรรจุลงในถุงพลาสติกเก็บรักษาไว้ในตู้ เย็นที่อุณหภูมิ 

–20 องศาเซลเซียส  

  4) การทดลองเลี้ยงปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ด้วยอาหารทดลอง 

      วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, 

CRD) โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ช่วงเวลา ได้แก่ ช่วงที่ 1 ใช้เวลาในการเล้ียงนาน 4 สัปดาห์ 

และช่วงที่ 2 ใช้เวลาในการเล้ียงนาน 8 สัปดาห์ แต่ละช่วงการทดลองประกอบด้วย 5 ชุดการ

ทดลองๆ ละ 3 ซ้ าๆ ละ 15 ตัว ดังนี้ 

 ชุดการทดลองท่ี 1 เล้ียงปลาด้วยอาหารสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม)  

 ชุดการทดลองท่ี 2 เล้ียงปลาด้วยอาหารสูตรที่ 2 (ALA 2.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  

 ชุดการทดลองท่ี 3 เล้ียงปลาด้วยอาหารสูตรที่ 3 (ALA 5.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  

 ชุดการทดลองท่ี 4 เล้ียงปลาด้วยอาหารสูตรที่ 4 (ALA 7.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 

 ชุดการทดลองท่ี 5 เล้ียงปลาด้วยอาหารสูตรที่ 5 (ALA 10.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 

  ให้อาหารทดลองแต่ละสูตรวันละ 2 ครั้ง คือเช้าเวลา 9.00 น. และเย็นเวลา 

16.00 น. หลังจากปลากินอ่ิมประมาณ 1 ชั่วโมง ตักอาหารที่เหลือออก จดบันทึกอาหารที่ให้ทุกวัน 

เปล่ียนถ่ายน้ า 90 เปอร์เซ็นต์ ทุกๆ 2 วันใช้ระยะเวลาการทดลองทั้งหมดนาน 8 สัปดาห์ 

 

3.3 การเก็บรวบรวมข้อมูล 

 3.3.1 ศึกษาอัตราการเจริญเติบโต 

 ระหว่างท าการทดลองจะด าเนินการชั่งน้ าหนักปลาทดลองโดยงดให้อาหาร 1 มื้อ

ก่อนวันที่ท าการชั่งน้ าหนักปลา พร้อมจดบันทึกน้ าหนักปลา จ านวนปลา อัตราการรอดตาย และ

น้ าหนักอาหารทดลอง จนส้ินสุดการทดลองเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ น าข้อมูลที่ได้มาค านวณหา

อัตราการรอด (Survival Rate) ตามวิธีการของ Nankervis และคณะ (2000) น้ าหนักปลาที่เพิ่มขึ้น 

(% Weight Gain) ตามวิธีของ De Silva และ Anderson, (1995) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 

(Specific growth rate, SGR) และอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ (Feed conversion rate, FCR) ตาม

วิธีของ Dupree และ Sneed (1996) ดังนี้ 
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อัตราการรอดตาย (%) = จ านวนปลาเมื่อส้ินสุดการทดลอง×100 

  จ านวนปลาเมื่อเริ่มต้นทดลอง  

น้ าหนักปลาท่ีเพิ่มขึน้ (%) = (น้ าหนักปลาส้ินสุดการทดลอง-น้ าหนกัปลาเริ่มต้นการทดลอง) 
    น้ าหนักอาหารที่ปลากนิ×100 

 

อัตราการเจรญิเติบโตจ าเพาะ (%/วนั) =  

In น้ าหนกัปลาส้ินสุดการทดลอง (กรัม) - In น้ าหนักปลาเริ่มต้นการทดลอง (กรัม)  
  ระยะเวลา (วนั)×100 

 

อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ = น้ าหนักอาหารที่ปลากินทั้งหมด (กรัม) ×100 
              น้ าหนักปลาท่ีเพิ่มขึน้ตลอดการทดลอง 

 

 3.3.2 ศึกษาองคป์ระกอบเลอืดของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์หลังได้รับอาหาร

ทดลอง 

 หลังจากเสร็จส้ินการทดลองเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ ท าการสุ่มตัวอย่าง

ปลา จากแต่ละชุดการทดลองๆ ละ 9 ตัว (ซ้ าละ 3 ตัว) โดยน าปลามาสลบด้วยน้ ามันกานพลู แล้ว

เจาะเลือดบริเวณโคนหางโดยใช้เข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร หัวเข็มขนาด 25G แล้วน าไปวิเคราะห์

องค์ประกอบเลือด ดังต่อไปนี้ 

  1) จ านวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว (Total red and white blood cell 

count) 

  วิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว ตามวิ ธีการของ 

Suwannasang และคณะ (2014) โดยท าการเจือจางเม็ดเลือดแดงให้ได้อัตราส่วน 1:200 โดยดูดเลือด

ที่เจาะได้ด้วย RBC diluting pipette น ามาผสมกับสีย้อมเม็ดเลือด Yokoyama's solution เขย่าให้เข้า

กัน จากนั้นหยดลงบน Hemocytometer ที่มีแผ่นปิดสไลด์ (cover glass) ท าการสุ่มนับเม็ดเลือดแดง

และเม็ดเลือดขาวภายใต้ กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 400 เท่า รายงานผลในหน่วยเซลล์ต่อ

มิลลิลิตร  
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  2) ฮีมาโตคริต  

  วิเคราะห์ฮีมาโตคริตตามวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Blaxhall และ 

Daisley (1973) โดยน าเลือดที่เจาะใหม่ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นดูดเลือดโดยใช้

หลอดแคปลิลารี่ (Capillaries tube) จ านวน 2 หลอดให้ได้ปริมาณ 3 ใน 4 ของหลอด อุดปลายด้วย

ดินน้ ามัน น าหลอดแคปิลารี่มาปั่นด้วยเครื่องฮีมาโตคริตเซนตริฟิวจ์ (Haematocrit centrifuge) ที่

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที วัดอัตราส่วนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือด

ทั้งหมด จากนั้นน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์ฮีมาโตคริตหรือฮีมาโตคริตจากสูตร 

 

ฮีมาโตคริต (%) = ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (มิลลิเมตร) ×100 
 ปริมาตรเลือดตัวอย่างท้ังหมด (มิลลิเมตร) 

 

  3) ปริมาณฮีโมโกลบินรวม (Total haemoglobin) 

  วิเคราะห์ปริมาณฮีโมโกลบินรวมตามวิธีการของ Larsen และ Sneizsko 

(1961) โดยปิเปตเลือดที่ผ่านการเจาะใหม่ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกับสาร Drabkin’s solution 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้อย่างน้อย 20 นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงเพื่อก าจัดเศษ

เซลล์เม็ดเลือดที่ไม่สมบูรณ์และไฟบริน จากนั้นน าส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ น าค่าที่ได้มาเปรียบเทียบกับค่าฮีโมโกลบิน

มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นโดยใช้สาร Drabkin’s solution เป็น blank 

  4) กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ (Lysozyme activity) 

  น าเลือดปลาท่ีเจาะได้มาวางให้เลือดแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไป 

หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสหรือ

ซีรัมท่ี อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ตามวิธีการ

ของ Demer และ Bayne (1997) โดยปิเปตซีรั่ม 25 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทแบบ 96 หลุม 

ตัวอย่างละ 3 หลุม เติม สารละลายเชื้อ Micrococcus lysodeikticus ความเข้มข้น 0.075 เปอร์เซ็นต์ ที่

ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 5.8 ปริมาตร 175 ไมโครลิตร 
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วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate reader ทุก 30 วินาที 

เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นค านวณอัตราการเปล่ียนแปลงค่า การดูดกลืนแสง (optical density, OD) 

โดยเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐาน Hen white egg lysozyme รายงานผลในหน่วยไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร 

 

  5) โปรตีนในซีรั่ม (Serum protein) 

  วิเคราะห์โปรตีนในซีรั่มตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ (2014) 

โดยปิเปตซีรั่มปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมน้ ากล่ันปราศจากไอออนที่ฆ่าเชื้อปริมาตร 990 

ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย alkaline copper ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน วางท้ิงไว้ 10 

นาที เติมสารละลาย folin reagent (อัตราส่วน 1:10) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน วางทิ้งไว้ 

10 นาที แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ น าค่าท่ีได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ที่ใช้ Bovine serum albumin เป็น

สารละลายมาตรฐาน รายงานผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในซีรั่มในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

  6) การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียม (Reduction of nitroblue 

tetrazolium)  

  วิเคราะห์การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมตามวิธีการของ Stasiak 

และ Baumann (1996) โดยปิเปตตัวอย่างเลือดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทแบบ 96 

หลุม เติม ACD ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น

ดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนเซลล์ด้วย PBS pH 7.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรจ านวน 3 ครั้ง 

เติมไนโตรบลูเตตร้าโซเลียม (NBT) ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ในน้ าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นตรึงเซลล์

ด้วยเมทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เป็นเวลา 2-3 นาที แล้ว

ล้างด้วยเมทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 50 ไมโครลิตร ผึ่งไมโคร

เพลทให้แห้ง เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 นอร์มอล ปริมาตร 60 

ไมโครลิตร และสารละลายไดเมธิลซัลฟอกไซด์ ปริมาตร 70 ไมโครลิตร แล้วนาไปวัดค่าดูดกลืน



32 

 
 

แสงท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate Reader โดยใช้สารละลายไดเมธิลซัล 

ฟอกไซด์เป็นสารละลายมาตรฐาน 

  7) วิเคราะห์กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอม (Phagocytic activity) 

  วิเคราะห์กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมตามวิธีการของ Chung และ 

Secombes (1988) โดยท าการสลบปลาด้วยน้ ามันกานพลูแล้วท าการตัดไตส่วนหน้าใส่หลอด

ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์ L-15 II ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นใช้แท่งแก้ว

บดเบาๆ ดูดสารละลายกรองผ่านตะแกรงขนาด 100 ไมครอน น ามาใส่ในหลอดแก้วขนาด 10 

มิลลิลิตร เติมอาหารเล้ียงเซลล์ L-15 I ให้ได้ปริมาตรรวม 4 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท้ิงสารละลายส่วนใส ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 

L-15 II ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง น า สารละลายเซลล์มาโหลดบน Percoll Gradient 34/51 

เปอร์เซ็นต์ น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที 

แยกเม็ดเลือดขาวที่อยู่ระหว่างรอยต่อของ Percoll 34 และ 51 เปอร์เซ็นต์ ใส่หลอดขนาด 10 

มิลลิลิตร ล้างเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยใช้อาหารเล้ียงเซลล์ L-15 I ปริมาตร 4 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงที่ 

ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จ านวน 3 ครั้ง น าเม็ดเลือดขาว

ที่ได้จากไตตอนต้นละลายใน L-15 IV ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตเม็ดเลือดขาว ที่ละลายใน 

L-15 IV ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ย้อมด้วยสารละลายไตรแพนบลู 20 ไมโครลิตร ปรับจ านวนเซลล์

เม็ดเลือดขาวให้ได้ความหนาแน่น 2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมกับลาเท็ก

บีด ในสารละลาย L-15 ความหนาแน่น 2x108 เม็ดต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นน า

เซลล์เม็ด เลือดขาวที่ผสมลาเท็กบีดปริมาตร 200 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นปิดสไลด์แบบกลม 

(Circular cover slip) บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นย้อมสี Diff Quick แล้ว

เตรียมเป็นสไลด์ถาวรด้วย สารละลายเปอร์เมาท์ นับจ านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่

ก าลังขยาย 40x น าค่าท่ีได้มาค านวณตามสูตรของ Rengpipat และคณะ (2000) ดังต่อไปนี้  

 

Phagocytosis (%) = จ านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีท × 100 

  จ านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 
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Phagocytic index (%) = จ านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีด × จ านวนลาเท็กบีดที่ถูกกิน × 100 
      จ านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด       จ านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 

 

Average number of the bead ingested per cell (%) = จ านวนลาเท็กบีดที่ถูกจับกิน × 100 
            จ านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีด 

 

 3.3.3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธสิภาพของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ หลัง

ได้รับอาหารทดลอง 

 เก็บตัวอย่างปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุหลังได้รับอาหารทดลองเพื่อศึกษาการ

เปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพ ตามวิธีการของ Humason (1979) โดยการสุ่มตัวอย่างปลาทุกชุดการ

ทดลองหลังจากเสร็จส้ินการทดลองเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ โดยสุ่มเก็บตัวอย่างปลาซ้ าละ 2 

ตัว สลบด้วยน้ ามันกานพลู แล้วผ่าเปิดช่องท้องและสมอง และเก็บอวัยวะต่างๆ คือ ตับ ไต ม้าม 

หัวใจ สมอง ล าไส้ มาดองในสารละลายฟอร์มาลินเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 3 วัน และเปล่ียนเป็น

เอธิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ นาน 3 วัน แล้วเปล่ียนเป็นเอธิลแอลกอฮอล์ความ

เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อจนกว่าจะท าการศึกษา จากนั้นน าเนื้อเยื่อทั้งหมด

ผ่านขั้นตอนการท าเนื้อเยื่อโดยใช้ เครื่อง Automatic Tissue Processor แล้วฝังในพาราฟิน ตัด

เนื้อเยื่อด้วยเครื่องไมโครโตม (rotary nmicrotome) หนา 3 ไมโครเมตร ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลิน

และอีโอซิน เพื่อท าเป็นสไลด์ถาวรและตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อ โดยใช้กล้อง

จุลทรรศน์ (Olympus, AX70)  

 

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล 

 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน ANOVA แบบ

จ าแนกทางเดียว (One Way Analysis of Variances) ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด 

(Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's 
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multiple range test (Duncan, 1995) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 

SPSS (version 19.0) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลการศกึษาหาอัตราการเจริญเตบิโต 

 4.1.1 น้ าหนักเฉลี่ยตอ่ตัว 

  เมื่อเริ่มต้นการทดลองน้ าหนักปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุอยู่ในช่วง 7.73-

7.74 กรัม น้ าหนักเฉล่ียของปลาท่ีได้รับอาหารทั้ง 5 สูตร มีการเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเล้ียง โดยใน 

4 สัปดาห์แรก ปลาที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มี

น้ าหนักเฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 13.38±0.26 กรัม รองลงมาคือปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 1, 5, 4 และ 3 

โดยมีน้ าหนักเฉล่ียต่อตัวเท่ากับ 11.58±0.13, 11.15±0.63, 11.03±0.20 และ 10.80±0.42 กรัม

ตามล าดับ โดยปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 2 มีน้ าหนักเฉล่ียแตกต่างกับ

ปลาที่เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 1, 3, 4 และ 5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนในช่วง 8 

สัปดาห์ น้ าหนักเฉล่ียของปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตรไม่มีมีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยปลาที่ เ ล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม มีน้ าหนักเฉล่ียสูงสุดที่ 

16.92±1.19 กรัม รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10.0, 7.5, 5.0 

และ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีน้ าหนักเฉล่ียเท่ากับ 16.89±0.62, 15.82±0.31, 15.53±3.78 และ 

15.18±1.15 กรัม ตามล าดับ (ตารางท่ี 5) 

 4.1.2 น้ าหนักที่เพิ่มขึ้น 

  น้ าหนักที่เพิ่มขึ้นของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุในช่วง 4 สัปดาห์แรกมี

ค่าสูงสุดในปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีน้ าหนักเพิ่มขึ้นสูงสุดเท่ากับ 72.96±3.34 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม), 5, 4 และ 3 มีน้ าหนักที่เพิ่มขึ้นเท่ากับ 49.37±1.48, 

44.12±8.15, 42.58±2.63 และ 39.16±5.45 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยน้ าหนักที่เพิ่มขึ้นของปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุในช่วง 4 สัปดาห์แรกที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 มีค่าสูงกว่าปลาท่ีเล้ียงด้วย
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อาหารทดลองสูตรที่ 1, 3, 4 และ 5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในช่วงสัปดาห์ที่ 8 น้ าหนักที่

เพิ่มขึ้นของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตร ไม่มีความแตกต่างอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยน้ าหนักที่เพิ่มขึ้นมีค่าสูงสุดในปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตร

ที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเท่ากับ 54.14±1.67 

เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 1, 4, 3 และ 2 มีค่าเท่ากับ 53.93±5.24, 

49.27±3.36, 48.04±3.37 และ 46.83±3.74 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 5) 

 4.1.3 อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 

   ในระยะเวลาช่วง 4 สัปดาห์แรกของการทดลอง ปลาสวายปรับปรุงสาย

พันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 1.83±0.06 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน รองลงมาคือปลา

ที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม), 5, 4 และ 3 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 

1.35±0.03, 1.21±0.19, 1.18±0.06, และ 1.11±0.13 เปอร์เซ็นต์ต่อวันตามล าดับ โดยปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 3, 4 และ 5 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะน้อย

กว่าปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และปลาที่เล้ียงด้วย

อาหารทดลองสูตรที่ 3, 4 และ 5 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะไม่แตกต่างกัน (p>0.05) ส่วนในช่วง

สัปดาห์ที่ 8 ปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 

2.61±0.12 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน รองลงมาคือปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 4, 3 และ 2 มีอัตรา

การเจริญเติบโตจ าเพาะอยู่ที่ 2.60±0.39, 2.40±0.07, 2.25±0.24 และ 2.24±0.26 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน 

ตามล าดับ โดยปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่ เ ล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตรมีอัตราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) (ตารางท่ี 5) 

 4.1.4 อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ 

  ในช่วง 4 สัปดาห์แรกของการทดลองปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มี

อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อมีค่าต่ าสุดมีค่าเท่ากับ 1.00±0.08 รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหาร

ทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม), 4, 5 และ 3 มีอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อเท่ากับ 1.44±0.17, 
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1.55±0.23, 1.72±0.21 และ 1.73±0.23 ตามล าดับ โดยปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 มีอัตรา

การเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อต่ าสุด แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วย

อาหารทดลองสูตรที่ 1, 3, 4 และ 5 ส่วนในช่วงสัปดาห์ที่ 8 อัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อมีค่า

ต่ าสุดในปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม มีค่าเท่ากับ 1.02±0.10 รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความ

เข้มข้น 7.5, 0 (ชุดควบคุม), 5.0 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ

เท่ากับ 1.08±0.09, 1.13±0.11, 1.18±0.22 และ 1.19±0.09 ตามล าดับ โดยอัตราการเปล่ียนอาหารเป็น

เนื้อของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง 5 สูตร ในช่วงระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) (ตารางท่ี 5) 
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ตารางที่ 5. น้ าหนักเริ่มต้น น้ าหนกัสุดท้าย น้ าหนกัที่เพิ่มขึน้ (WG) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR) และอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ (FCR) ของปลา 

สวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

หมายเหตุ: - ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจ านวน 3 ซ้ า, ค่าเฉล่ียที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกัน ในสดมภ์เดียวกัน มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่

  ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 

                 - ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05)  

 

ชุดการ 
ทดลอง 

 
4 สัปดาห ์ 8 สัปดาห ์

น้ าหนักเร่ิม น้ าหนักสดุท้าย WG SGR FCR น้ าหนักสดุท้าย WG SGR FCR 

(กรัม) (กรัม) (เปอร์เซ็นต)์ ( เปอร์เซ็นต ์/วัน)   (กรัม) (เปอร์เซ็นต)์ ( เปอร์เซ็นต/์วัน)   

1 : 0 mg/kg 7.74±0.02ns 11.58±0.13b 49.37±1.48b 1.35±0.03b 1.44±0.17b 16.92±1.19ns 53.93±5.24 ns 2.60±0.39ns 1.13±0.11ns 

2 : 2.5 mg/kg 7.73±0.00 ns 13.38±0.26c 72.96±3.34c 1.83±0.06c 1.00±0.08a 15.18±1.15ns 46.83±3.74 ns 2.24±0.26ns 1.19±0.09ns 

3 : 5 mg/kg 7.74±0.00ns 10.80±0.42a 39.61±5.45a 1.11±0.13a 1.73±0.23c 15.53±3.78ns 48.04±3.37 ns 2.25±0.24ns 1.18±0.22ns 

4 : 7.5 mg/kg 7.73±0.00ns 11.03±0.20a 42.58±2.63a 1.18±0.06a 1.55±0.23bc 15.82±0.31ns 49.27±3.36 ns 2.40±0.07ns 1.08±0.09ns 

5 : 10 mg/kg 7.74±0.00 ns 11.15±0.63ab 44.12±8.15ab 1.21±0.19a 1.72±0.21c 16.89±0.62ns 54.14±1.67 ns 2.61±0.12ns 1.02±0.10ns 
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 4.1.5 อัตราการรอดตาย 

  หลังการเล้ียงปลาด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตรนาน 4 และ 8 สัปดาห์ 

พบว่าปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุทุกชุดการทดลองมีอัตราการรอดตายไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (p>0.05) คือ 100±0.00 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 6) 

ตารางที่ 6 แสดงอัตราการรอดตายของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 

    สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
4 สัปดาห ์ 8 สัปดาห ์

อัตราการรอดตาย (%) อัตราการรอดตาย (%) 
1: 0 mg/kg 100±0.00ns 100±0.00ns 

2: 2.5 mg/kg 100±0.00ns 100±0.00ns 
3: 5 mg/kg 100±0.00ns 100±0.00ns 

4: 7.5 mg/kg 100±0.00ns 100±0.00ns 
5: 10 mg/kg 100±0.00ns 100±0.00ns 

หมายเหตุ: - ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจ านวน 3 ซ้ า, ค่าเฉล่ียที่ก ากับด้วยตัวอักษรเดียวกัน 
 ในสดมภ์เดียวกัน ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 
                - ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) 

4.2 ผลของกรด 5 อะมิโนลีวูลนิิกต่อองค์ประกอบเลอืดของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ 

 4.2.1 ปริมาณเม็ดเลือดแดง 

  การศึกษาปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุหลังจาก

ได้รับอาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่

เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็น

ระยะเวลา 4 สัปดาห์ มีจ านวนเม็ดเลือดแดงสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 2.90±0.07×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

รองลงมาคือจ านวนเม็ดเลือดแดงของปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 3, 4, 5 และ 1 โดยมี

จ านวนเม็ดเลือดแดงเท่ากับ 2.82±0.12, 2.70±0.12, 2.66±0.22 และ 2.65±0.11×109 เซลล์ต่อ
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มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 4 และตารางภาคผนวกที่ 1) โดยปลาที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่

ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมีจ านวนเม็ดเลือดแดงสูงสุดแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) กับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม), 4 และ 5 แต่จ านวนเม็ด

เลือดแดงของปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) กับปลาที่

เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 3 (ภาพท่ี 4 และตารางภาคผนวกที่ 1) การทดลองในช่วงระยะเวลา 8 

สัปดาห์ พบว่าจ านวนเม็ดเลือดแดงของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 

สูตรไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) โดยปลาท่ีได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม) มี

จ านวนเม็ดเลือดแดงสูงสุดที่ระดับ 3.23±0.38×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือจ านวนเม็ดเลือด

แดงของปลาที่ได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 2, 3, 4 และ 5 มีจ านวนเม็ดเลือดแดงเท่ากับ 3.19±0.34, 

3.07±0.11, 2.99±0.20 และ 2.91±0.21×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 4 และ

ตารางภาคผนวกที่ 2 

 4.2.2 ปริมาณเม็ดเลือดขาว 

  การศึกษาจ านวนเม็ดเลือดขาวของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุหลังจาก

เล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมีปริมาณเม็ด

เลือดขาวสูงสุดเท่ากับ 4.95±0.39×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง

เสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 5.0, 7.5, 10.0 และ 0 (ชุดควบคุม) มีจ านวนเม็ดเลือดขาวเท่ากบั 

4.77±0.11, 4.24±0.10, 3.95±0.51 และ 3.79±0.70×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยปริมาณเม็ด

เลือดขาวของปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2, 3 และ 4 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(p>0.05) (ภาพท่ี 5 และตารางภาคผนวกที่ 1) แต่ปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองชุดที่ 2 มีจ านวนเม็ด

เลือดขาวแตกต่างจากปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 และ 5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ส่วนในช่วง 8 สัปดาห์ ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 มี

จ านวนเม็ดเลือดขาวสูงสุดเท่ากับ 4.69±0.63×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

(p>0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 3, 4 และ 5 โดยมีปริมาณเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 
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4.33±0.55, 4.43±0.63, 4.51±0.40 และ 4.54±0.80×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 5 และ

ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 
 

ภาพที่ 4 แสดงปริมาณเม็ดเลือดแดงของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5  

             สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 
 

ภาพที่ 5 แสดงปริมาณเม็ดเลือดขาวของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5  

              สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 
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 4.2.3 ฮีมาโตคริต (haematocrit) 

  การศึกษาฮีมาโตคริตของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหาร

ทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือ

เสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีฮีมาโตคริตสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) มีค่าเท่ากับ 42.61±1.79 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารเสริมด้วย 

ALA ที่ระดับความเข้มข้น 5.0, 7.5, 10.0 และ 0 (ชุดควบคุม) มีฮีมาโตคริตเท่ากับ 38.23±1.51, 

38.12±2.02, 36.16±2.39 และ 32.78±1.59 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (ภาพท่ี 6 และตารางภาคผนวกที่ 1) 

โดยชุดการทดลองท่ีเสริมด้วย ALA ระดับความเข้มข้น 5, 7.5 และ 10 มีฮีมาโตคริตไม่แตกต่างกัน

ทางสถิติ (p>0.05) แต่ปลาในชุดการทดลองที่เสริมด้วย ALA ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม มีค่าฮีมาโตคริตแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหาร

ชุดควบคุมและปลาที่ได้รับอาหารเสริมด้วย ALA  ระดับความเข้มข้น 5, 7.5 และ 10 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม (p<0.05) แสดงในภาพที่ 6 และตารางภาคผนวกที่ 1 ส่วนในสัปดาห์ที่ 8 ปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม) มีฮีมาโตคริตสูงสุดที่ 39.58±1.38 

เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2, 3, 4 และ 5 มีค่าฮีมาโตคริตเท่ากับ 

39.36±3.40, 38.38±3.31, 36.97±2.27 และ 34.35±3.98 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางท่ี 8) โดยปลาท่ี

ได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม), 2, 3 และ 4 มีค่าฮีมาโตคริตไม่แตกต่างกันทางสถิติ 

(p>0.05) แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 

คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ภาพที่ 6 และตารางภาคผนวกที่ 

2) 
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ภาพที่ 6 แสดงค่าฮีมาโตคริตของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตร 

              เป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 

 4.2.4 ปริมาณฮีโมโกลบินรวม (Total hemoglobin) 

  การศึกษาปริมาณฮีโมโกลบินรวมในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตรเป็นเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าในช่วง 4 สัปดาห์แรก ปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุที่ได้รับอาหารสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม มีปริมาณฮีโมโกลบินรวมสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เท่ากับ 15.85±1.43 

กรัมต่อเดซิลิตร รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 3, 4, 5 และ 1 โดยมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินเท่ากับ 12.66±0.60, 12.64±0.68, 11.55±0.59 และ 11.44±0.55 กรัมต่อเดซิลิตร 

ตามล าดับ (ตารางภาคผนวกที่ 1) โดยปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2, 3 และ 4 มีปริมาณ

ฮีโมโกลบินสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุด

ควบคุม) และสูตรที่ 5 (ภาพท่ี 7 และตารางภาคผนวกที่ 1) ส่วนการศึกษาปริมาณฮีโมโกลบินรวม

ในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทั้ง 5 สูตรเป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าปลาที่เล้ียงด้วย

อาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุดควบคุม) มีปริมาณฮีโมโกลบินรวมสูงสุดเท่ากับ 14.18±0.77 กรัมต่อ
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เดซิลิตร ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) กับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2, 3 และ 4 

ซ่ึงมีระดับปริมาณฮีโมโกลบินรวมเท่ากับ 14.12±0.92, 14.11±1.12 และ 13.39±1.07 กรัมต่อ

เดซิลิตรตามล าดับ (ตารางภาคผนวกที่ 2) แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาที่

เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึง

มีปริมาณฮีโมโกลบินรวมเท่ากับ 12.73±0.84 กรัมต่อเดซิลิตร (ภาพท่ี 7 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 7 แสดงปริมาณฮีโมโกลบินรวมของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง 

             ทั้ง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 4.2.5 กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme activity) 

  การศึกษากิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่

เล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตร เป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าในช่วง 4 สัปดาห์แรก

กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์มีค่าสูงสุดในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่ได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 2 

โดยมีกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์เท่ากับ 12.85±2.80 ไมโครกรัมต่อมิลิลิตร รองลงมาคือปลาที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 4, 3 และ 5 ทีม่ีค่าเฉล่ียกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์เท่ากับ 11.08±2.82, 
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11.09±2.19, 10.90±3.58 และ 10.85±2.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 8 ตาราง

ภาคผนวกที่ 1) ส่วนในช่วง 8 สัปดาห์กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลอง

ทั้ง 5 สูตร มีค่าสูงสุดในปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 โดยมีค่าเฉล่ียกิจกรรมเอนไซม์ไลโซ

ไซม์เท่ากับ 12.61±2.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 4, 

3, 1 (ชุดควบคุม) และ 2 โดยมีค่าเฉล่ียกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์เท่ากับ 12.53±2.49, 11.85±1.78, 

11.84±2.78 และ 11.56±1.41 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การศึกษาในครั้งนี้ไม่พบความแตกต่างทาง

สถิติ (p>0.05) ของกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหาร

ทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลาท้ัง 4 และ 8 สัปดาห์ (ภาพท่ี 8 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 8 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหาร 

               ทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 4.2.6 ปริมาณโปรตีนในซีร่ัม (serum protein) 

  การศึกษาปริมาณโปรตีนในซีรั่มของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าในช่วง 4 สัปดาห์แรกปลาที่เล้ียง
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ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มี

ระดับปริมาณโปรตีนในซีรั่มสูงสุดเท่ากับ 55.82±5.74 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ไม่มีความแตกต่าง

ทางสถิติ (p>0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 5.0, 

7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรโดยมีค่าเฉล่ียปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 49.60±4.11, 

52.53±6.90, 45.19±5.20 และ 44.81±7.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่  9 ตาราง

ภาคผนวกที่ 1) เมื่อเล้ียงเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 (ชุด

ควบคุม) มีปริมาณโปรตีนในซีรั่มสูงสุดเท่ากับ 47.56±4.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือปลา

ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5, 5.0, 7.5 และ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมโดยมี

ค่าเฉล่ียปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 47.51±3.49, 47.38±4.99, 44.10±4.52 และ 39.62±3.57 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตารางท่ี 8) โดยปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองเสริม ALA ที่ระดับ

ความเข้มข้น 0, 2.5, 5 และ 7.5 มีปริมาณโปรตีนในซีรั่มไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) แต่ปลาที่

เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 5 มีปริมาณโปรตีนในซีรั่มน้อยกว่าปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรอ่ืนๆ 

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 9 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 

ภาพที่ 9 แสดงปริมาณโปรตีนในซีรั่มของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง 

                ทั้ง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์  
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 4.2.7 การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเลี่ยม (nitroblue tetrazolium) 

 การศึกษาการลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่

เล้ียงด้วยอาหารทดลองทั้ง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าการลดลงของไนโตรบลู  

เตตร้าโซเล่ียมในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุในช่วง 4 สัปดาห์แรกมีค่าเฉล่ียสูงสุดในปลาที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 3 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมี

ค่าเฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 0.138±0.011 รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหารสูตรที่ 2, 1, 4 และ 5 โดยมี

ค่าเฉล่ียการลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมเท่ากับ 0.136±0.027, 0.126±0.020, 0.124±0.013 

และ 0.113±0.008 ตามล าดับ ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) ของค่าเฉล่ีย

การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมในปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตร ในช่วง 4 สัปดาห์

แรก (ภาพที่ 10 ตารางภาคผนวกที่ 1) ส่วนในช่วงสัปดาห์ที่ 8 ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมีค่าเฉล่ียการ

ลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมสูงสุดเท่ากับ 0.211±0.057 รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วยอาหาร

ทดลองสูตรที่ 4, 3, 2 และ 1 มีค่าเฉล่ียการลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมเท่ากับ 0.197±0.046, 

0.167±0.018, 0.163±0.027 และ 0.148±0.05 ตามล าดับ โดยปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 มี

การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหาร

ทดลองสูตรที่ 4 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 

1 (ชุดควบคุม), 2 และ3 (ภาพท่ี 10 ตารางภาคผนวกที่ 2) 
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ภาพที่ 10 แสดงการลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียมของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วย 

               อาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 4.2.8 กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอม 

 การศึกษากิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าในช่วง 4 สัปดาห์แรกปลาที่เล้ียง

ด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มี

กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงสุดเท่ากับ 39.00±4.92 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาท่ีเล้ียงด้วย

อาหารทดลองสูตรที่ 3, 4, 1 และ 5 มีค่าเฉล่ียกิจกรรมการจับกินแปลกปลอมเท่ากับ 34.67±2.75, 

32.67±1.76, 32.50±1.32 และ 31.83±1.61 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง

สูตรที่ 2 และ 3 มีกิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p>0.05) แต่ปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 มีกิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมต่างจากปลา

ที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 4 และ 5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 11 ตาราง

ภาคผนวกที่ 1) ส่วนกิจกรรมการจัดกินส่ิงแปลกปลอมในช่วง 8 สัปดาห์ พบว่าปลาที่เล้ียงด้วย

อาหารทดลองสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมีกิจกรรม
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การจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงสุดเท่ากับ 35.50±1.05 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 4, 3, 2 และ 1 โดยมีกิจกรรม

การจับกินส่ิงแปลกปลอมเท่ากับ 32.50±1.00, 32.33±1.26, 31.83±0.76 และ 29.50±3.08 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ (ภาพท่ี 11 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 11 แสดงกิจกรรมการจบักินส่ิงแปลกปลอมของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วย 

                อาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์  

 ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุในช่วง 4 สัปดาห์

แรกที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม มีค่าสูงสุดเท่ากับ 25.77±7.72 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับ

ปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1 3, 4 และ 5 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมเท่ากับ 

15.20±1.99, 18.47±3.69, 15.47±1.19, และ 14.49±1.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ภาพที่ 12 ตาราง

ภาคผนวกที่ 1) ส่วนในช่วง 8 สัปดาห์ ค่าดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมของปลาสวายปรับปรุงสาย

พันธ์ุมีค่าสูงสุดในปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 25.81±2.45 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือปลาที่เล้ียงด้วย
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อาหารทดลองสูตรที่ 4, 3, 2 และ 1 มีค่าเฉล่ียดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมเท่ากับ 21.69±1.60, 

21.09±1.48, 20.37±1.79 และ 16.81±3.60 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลอง

สูตรที่ 5 มีค่าดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงสุดแตกต่างจากปลาท่ีได้รับอาหารชุดควบคุมอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 12 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงค่าดัชนีการจับกนิส่ิงแปลกปลอมของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหาร 

                ทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์  

 ในช่วง 4 สัปดาห์แรกค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินของปลาสวาย

ปรับปรุงสายพันธ์ุที่ได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 2 คือเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัมมีค่าสูงสุดเท่ากับ 1.67±0.07 เม็ดต่อเซลล์ รองลงมาคือปลาที่ได้รับอาหารทดลองสูตรที่ 

3, 4, 1 และ 5 มีค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินเท่ากับ 1.60±0.06, 1.45±0.05, 1.43±0.08 

และ 1.42±0.11 เม็ดต่อเซลล์ ตามล าดับ ปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 มีค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูก

เม็ดเลือดขาวจับกินไม่แตกต่างทางสถิติ (p>0.05) กับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 แต่มี

ค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินต่างกับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 1, 4 และ 5 อย่าง
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มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 13 ตารางภาคผนวกที่ 1) ในช่วง 8 สัปดาห์ ค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่

ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินมีค่าสูงสุดในปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 คือเสริมด้วย ALA ที่

ระดับความเข้มข้น10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 2.05±0.15 เม็ดต่อเซลล์ แต่ไม่ต่างทาง

สถิติ (p>0.05) กับปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 4, 3, 2 และ 1 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 2.05±0.04, 

2.02±0.11, 2.01±0.07 และ 1.91±0.12 เม็ดต่อเซลล์ ตามล าดับ (ภาพท่ี 13 ตารางภาคผนวกที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 13 แสดงค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเมด็เลือดขาวจับกินของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียง 

                ด้วยอาหารทดลองท้ัง 5 สูตรเป็นระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ 

 

a 
b b 

a a 

ns ns ns ns ns 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

ค่า
เฉ
ลี่ย
เม
็ดบ

ีทท
ี่ถูก

เม
็ดเ
ลอื
ดข

าว
จับ

กนิ
   

(b
eb

ea
d/c

ell
) 

4 สัปดาห ์

T1

T2

T3

T4

T5

 8 สัปดาห์ 



52 
 

 

4.3 ผลการศกึษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ทีเ่ลี้ยงด้วยอาหาร

ทดลองเสริมด้วยสารสกัด ALA  

 4.3.1 การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ที่เลี้ยงด้วย

อาหารทดลองเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

  การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ ตับ กระเพาะ

อาหาร ไต และล าไส้ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ หลังได้รับอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่

ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 2.5, 5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยเล้ียงเป็นระยะ

เวลานาน 4 สัปดาห์ พบว่า ALA ที่เสริมในอาหารทดลองระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 2.5, 

5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อตับ ไต กระเพาะอาหาร และล าไส้ 

โดยปลาท่ีได้รับอาหารผสม ALA ทุกชุดการทดลองมีรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลล์ตับและตับ

อ่อนเป็นปกติ (ภาพท่ี 14) เซลล์บริเวณท่อไตและโกลเมอรูลัสมีรูปร่าง และการจัดเรียงตัวเป็นปกติ 

(ภาพที่ 15) บริเวณกระเพาะอาหารพบต่อมสร้างน้ าย่อย เนื้อเยื่อชั้น mucosa ชั้น submucosa ชั้น 

internal mucosa layer ชั้น external mucosa layer และชั้น serosa มีรูปร่างและการจัดเรียงตัวเป็น

ปกติ (ภาพที่ 16) และพบเนื้อเยื่อบริเวณล าไส้ได้แก่ ชั้นmucosa ชั้น lamina propria ชั้น internal 

muscular layer ชั้น external muscular layer และชั้น serosa มีรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลลล์

เป็นปกติ 
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ภาพที่ 14 เนื้อเยื่อตับปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (14A) เสริม ALA 2.5 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (14B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (14C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(14D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (14E) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบการจัดเรียงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์ตับ (arrow head) เป็นปกติ; zymogen granules-Zy, acinar cell-AC 

(H&E, Bar= 200 µm) 
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ภาพที่ 15 เนื้อเยื่อไตปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (15A) เสริม ALA 2.5 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (15B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (15C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(15D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (15E) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบการจัดเรียงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์บริเวณท่อไตและโกลเมอรูลัสเป็นปกติ; glomerulus-G, Bowman’s  

capsule-Bm, renal tubules-RT, red blood cell in capillary (red arrow) (H&E, Bar= 200 

µm) 
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ภาพที่ 16 เนื้อเยื่อกระเพาะอาหารปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (16A) 
เสริม ALA 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (16B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (16C) 7.5 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม (16D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (16E) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบการจัดเรียง
ตัวและรูปร่างของเซลลล์บริเวณเยื่อบุผนังกระเพาะอาหารเป็นปกติ; mucosa (M), gastric 
glands (G), submucosa (SM), internal muscular layer (I), external muscular layer (E), 
serosa (S), (H&E, Bar= 200 µm)  
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ภาพที่ 17 เนื้อเยื่อล าไส้ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (17A) เสริม ALA 

2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (17B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (17C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(17D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (17E) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบการจัดเรยีงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์บริเวณเยื่อบุผนังล าไส้เป็นปกติ; mucosa (M), lamina propria (L), 

internal muscular layer (I), external muscular layer (E), serosa (S), (H&E, Bar= 200 

µm) 

17A 17B 

17C 17D 

17E 
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 4.3.2 การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ที่เลี้ยงด้วยอาหาร

ทดลองเป็นเวลา 8 สัปดาห ์

   การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ ตับ กระเพาะ

อาหาร ไต และล าไส้ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ หลังได้รับอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่

ระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 2.5, 5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยเล้ียงเป็นระยะ

เวลานาน 8 สัปดาห์ พบว่า ALA ที่เสริมในอาหารทดลองระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 2.5, 

5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อตับ ไต กระเพาะอาหาร และล าไส้ 

โดยปลาท่ีได้รับอาหารผสม ALA ทุกชุดการทดลองมีรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลล์ตับและตับ

อ่อนเป็นปกติ (ภาพท่ี 14) เซลล์บริเวณท่อไตและโกลเมอรูลัสมีรูปร่าง และการจัดเรียงตัวเป็นปกติ 

(ภาพที่ 15) บริเวณกระเพาะอาหารพบต่อมสร้างน้ าย่อย เนื้อเยื่อชั้น mucosa ชั้น submucosa ชั้น 

internal mucosa layer ชั้น external mucosa layer และชั้น serosa มีรูปร่างและการจัดเรียงตัวเป็น

ปกติ (ภาพที่ 16) และพบเนื้อเยื่อบริเวณล าไส้ได้แก่ ชั้นmucosa ชั้น lamina propria ชั้น internal 

muscular layer ชั้น external muscular layer และชั้น serosa มีรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลลล์

เป็นปกติ 
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ภาพที่ 18 เนื้อเยื่อตับปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (18A) เสริม ALA 2.5 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (18B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (18C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(18D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (18E) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบการจัดเรียงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์ตับ (arrow head) เป็นปกติ; zymogen granules-Zy, acinar cell-AC 

(H&E, Bar= 200 µm) 
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ภาพที่ 19 เนื้อเยื่อไตปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (19A) เสริม ALA 2.5 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (19B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (19C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(19D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (19E) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบการจัดเรียงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์บริเวณท่อไตและโกลเมอรูลัสเป็นปกติ; glomerulus-G, Bowman’s 

capsule-Bm, renal tubules-RT, red blood cell in capillary (red arrow) (H&E, Bar= 200 

µm) 

19E 

19D19C 

19A 19B 
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ภาพที่ 20 เนื้อเยื่อกระเพาะอาหารปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (20A) 
เสริม ALA 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (20B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (20C) 7.5 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม (20D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (20E) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบการจัดเรียง
ตัวและรูปร่างของเซลลล์บริเวณเยื่อบุผนังกระเพาะอาหารเป็นปกติ; mucosa (M), gastric 
glands (G), submucosa (SM), internal muscular layer (I), external muscle layer (E), 
serosa (S), (H&E, Bar= 200 µm)  

 

20A 20B 

20C 20D 

20E 
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ภาพที่ 21 เนื้อเยื่อล าไส้ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม (21A) เสริม ALA 

2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (21B) 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (21C) 7.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

(21D) และ10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (21E) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบการจัดเรียงตัวและ

รูปร่างของเซลลล์บริเวณเยื่อบุผนังล าไส้เป็นปกติ; mucosa (M), lamina propria (L), 

internal muscular layer (I), external muscular layer (E), serosa (S), (H&E, Bar= 200 

µm) 

21C 21D 

21D 

21A 21B 
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4.4 วิจารณ์ผลการทดลอง 

 ALA เป็นสารชีวภาพที่ไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์ สามารถกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของพืชและสัตว์หลายชนิด (Tanaka et al., 1992; Chen et al., 2008; Wang et al., 
2011a) แต่เนื่องจาก ALA เป็นสารที่ไม่คงตัว สามารถสลายตัวได้ในอุณหภูมิและพีเอชสูง การเก็บ
รักษาชีวภัณฑ์ ALA ที่พีเอชเท่ากับ 8 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าให้เกิดการสูญเสีย ALA ร้อยละ
61.15 แต่ในขณะที่การเก็บ ALA ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พีเอชเท่ากับ 5 เกิดการสูญเสีย ALA
เพียงร้อยละ 28.74 (พิชิต, 2550) ดังนั้นการเก็บรักษาชีวภัณฑ์ ALA และอาหารทดลองที่เสริม ALA 
จึงควรเก็บไว้ที่อุณหภูมิต่ า การศึกษาผลของการเสริม ALAในอาหารที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อ
การเจริญเติบโต และการตอบสนองของภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ เป็นระยะเวลา 4 
และ 8 สัปดาห์ พบว่าปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะ (2.24-2.61 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน) และอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ (1.02-1.19) ใกล้เคียงกับ
รายงานของวิศรุต และคณะ (2562) ที่ศึกษาการแทนที่ปลาป่นด้วยแหล่งโปรตีนจากพืชในอาหาร
ปลาสวายลูกผสมเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าปลาทดลองมีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (1.77-
2.63 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน) และอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นเนื้อ (1.12-1.50) การศึกษาในครั้งนี้พบว่า
ในช่วงระยะเวลา 4 สัปดาห์แรก ปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 (ALA 2.5 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) มีน้ าหนักสุดท้าย น้ าหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และอัตราการเปล่ียน
อาหารเป็นเนื้อดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับปลาในชุดการทดลอง
อ่ืนๆ ท้ังนี้เนื่องจาก ALA มีคุณสมบัติเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการสังเคราะห์ฮีม (heme) โดยใช้
เอนไซม์ ALA synthetase ท าหน้าทีใ่นการสังเคราะห์ ALA จากกรดอะมิโนไกลซีนและซัคซินิลโค
เอ (Sattayasmithstid, 2002) จากนั้น ALA เปล่ียนเป็นโปรโตพอร์ไฟริน (protoporphyrin IX) แล้ว
เกิดปฏิกิริยาการรวมตัวโดยใช้เอนไซม์เฟอร์โรคีลาเทส (ferrochelatase) เปล่ียนโปรโตพอร์ไฟริน
เป็นฮีม (Hallberg and Hulthen, 2000) ในสารประกอบฮีมมีโมเลกุลของธาตุเหล็กเป็นองค์ประกอบ 
เมื่อฮีมรวมตัวกับโปรตีนโกลบิน (globin) กลายเป็นสารประกอบฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงท า
หน้าที่ในการล าเลียงออกซิเจนไปยังเซลล์ต่างๆ เพื่อใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม เพื่อสร้าง
พลังงานส าหรับการเจริญเติบโต และซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอ ดังนั้นการเสริมอาหารด้วย ALA ใน
ความเข้มข้นที่เหมาะสมจึงท าให้ปลามีการเจริญเติบโตที่ดี ผลการศึกษาครั้งนี้สอดคล้องกับ Yan 
และ Kim (2011) ที่รายงานผลของการเสริม ALA ร่วมกับไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ต่ออัตราการ
เจริญเติบโต ประสิทธิภาพการย่อยอาหาร และองค์ประกอบเลือดในลูกสุกรพันธ์ุผสม พบว่าลูกสุกร
ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม นาน 2 - 5 สัปดาห์ มี
อัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับลูกสุกรที่
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เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรอ่ืน แต่แตกต่างกับรายงานของ Min และคณะ (2004) ที่รายงานว่าการ
ส่งเสริมอัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียของลูกสุกรต้องใช้อาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้นสูงถึง 
500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และรายงานของ Chen และคณะ (2008) ที่ศึกษาผลของ ALA ต่อการ
เจริญเติบโตประสิทธิภาพการกินอาหาร องค์ประกอบเลือดและการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน
ในลูกสุกรทั้งก่อนและหลังได้รับลิโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) จากเชื้อ Escherichia coli โดยพบว่า 
ลูกสุกรที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีอัตรา
การเจริญเติบโตเฉล่ียสูงท่ีสุดในสัปดาห์ที่ 5 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับลูกสุกร
ที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรอ่ืน นอกจากนี้ยังพบว่าลูกสุกรที่เล้ียงด้วยอาหารเสริมด้วย ALA มี
เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้งและปริมาณไนโตรเจนที่ย่อยได้สูงกว่าลูกสุกรที่เล้ียงด้วยอาหารชุดการ
ทดลองอ่ืน (p<0.05) การศึกษาผลของการเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ในอาหารปลาสวาย
ปรับปรุงพันธ์ุเป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ พบว่าปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ทั้ง 5 สูตร
มีน้ าหนักสุดท้าย น้ าหนักที่เพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และอัตราการเปล่ียนอาหารเป็น
เนื้อไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางทางสถิติ (p>0.05) ชี้ให้เห็นว่าการใช้ ALA เป็นระยะเวลา
นานเกินไป ไม่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของปลา ทั้งนี้อาจเนื่องจากระบบต่างๆ ภายในร่างกาย
ส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสัตว์ จ าเป็นต้องใช้สารอาหารและพลังงาน ดังนั้นเมื่อใช้สารกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน พลังงานและสารอาหารอาจถูกน ามาใช้ในระบบภูมิคุ้มกัน จึง
ท าให้ระบบอ่ืนๆ ภายในร่างกายได้รับสารอาหารและพลังงานไม่เพียงพอ ส่งผลท าให้อัตราการ
เจริญเติบโตช้าลง (Spurlock, 1997) ผลการศึกษาครั้งนี้ใกล้เคียงกับรายงานของ Wang และคณะ 
(2011a) ที่ศึกษาผลของ ALA ต่อการเจริญเติบโต ค่าองค์ประกอบเลือด และการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกันในลูกสุกรหย่านม พบว่า ALA ที่เสริมลงในอาหารไม่มีผลต่ออัตราการเจริญเติบโต
ในลูกสุกรหย่านมที่เล้ียงเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ 

 
 การศึกษาการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบเลือดและภูมิคุ้มกันของปลาสวายปรับปรุง
สายพันธ์ุที่ได้รับอาหารผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ พบว่าผลการทดลองมีความสอดคล้อง
กับการเจริญเติบโต โดยปลาท่ีเล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 2 (ALA 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) เป็น
เวลานาน 4 สัปดาห์ มีปริมาณเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบินรวม และค่าฮีมาโตคริตสูงที่สุด แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับปลาชุดควบคุม ทั้งนี้เนื่องจาก ALA เป็นสารตั้งต้นใน
กระบวนการสังเคราะห์ฮีม (heme) (Sattayasmithstid, 2002; Hallberg and Hulthen, 2000) ซ่ึงต่อไป
จะรวมตัวกับสายโกลบิน (globin chain) เกิดเป็นสารประกอบตัวใหม่คือ ฮีโมโกลบิน โดย
ฮีโมโกลบินมีโครงสร้างโมเลกุลที่ประกอบด้วยสายโพลีเป็ปไทด์ (polypeptide) ซ่ึงเป็นหน่วยย่อย
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ของโปรตีนที่เรียกว่าสายโกลบิน (globin chain) กับหมู่ฮีม (heme group) ซ่ึงฮีมมีโครงสร้างทางเคมี
เป็นพอร์ไฟริน (porphyrin) ทีม่ีโมเลกุลของเหล็ก (iron หรือ Fe) อยู่ตรงกลาง เพื่อท าหน้าที่จับและ
ปล่อยออกซิเจน ฮีโมโกลบิน 1 โมเลกุล ประกอบด้วยสายโกลบินชนิดต่างกัน 2 ชนิดๆ ละ 2 สาย 
แต่ละสายจะมีฮีม 1 หมู่ และมีเหล็ก 1 โมเลกุลซ่ึงจับออกซิเจนได้ 1 โมเลกุล ดังนั้นฮีโมโกลบิน 1 
โมเลกุล จึงมีโกลบิน 4 สาย และสามารถจับกับออกซิเจนได้ 4 โมเลกุล (ธนูศักดิ์และคณะ, 2539) 
ดังนั้นการผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จึงเป็นระดับความเข้มข้นที่
เหมาะสม ส่งผลให้ปลามีฮีโมโกลบิน ปริมาณเม็ดเลือดแดง และค่าฮีมาโตคริตสูงสุด ใกล้เคียงกับ
รายงานของ Yan และ Kim (2011) พบว่าปริมาณเม็ดเลือดแดงมีค่าสูงที่สุดในลูกสุกรที่เล้ียงด้วย
อาหารเสริม ALA ระดับความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นระยะเวลานาน 5 สัปดาห์ แต่ต่ า
กว่าการศึกษาของ Wang และคณะ (2011b) ท่ีศึกษาผลของ ALA และวิตามินซีต่อการเจริญเติบโต 
ระบบภูมิคุ้มกันและปริมาณธาตุเหล็กในเม็ดเลือดแดงของลูกไก่เนื้อ พบว่าปริมาณเม็ดเลือดแดงมี
ค่าสูงสุดในลูกไก่ที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ระดับความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ
การศึกษาของ Chen และคณะ (2008) ที่รายงานว่าปริมาณเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบินและธาตุเหล็ก 
มีค่าสูงสุดในสุกรที่เล้ียงด้วยอาหารเสริม ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทั้งใน
สัปดาห์ที่ 3 และสัปดาห์ที่ 5 ของการทดลอง 

 การศึกษาครั้งนี้พบว่า ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองเสริม
ด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีปริมาณเม็ดเลือดขาว การจับกินส่ิง
แปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม และค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินสูงสุดอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุม สอดคล้องกับ
รายงานของ Chen และคณะ (2008) ที่รายงานว่า ALA ที่เสริมในอาหารระดับความเข้มข้นต่ าสุดที่
ใช้ในการทดลองคือ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถเพิ่มปริมาณเม็ดเลือดขาวในสุกรได้สูงสุดใน
สัปดาห์ที่ 5 อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้แตกต่างกับรายงานของ Mateo และคณะ (2006) ที่ศึกษา
ผลของการเสริม ALA ต่อการเจริญเติบโต ค่าองค์ประกอบเลือดและการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันในลูกสุกร พบว่าการเสริม ALA ในอาหารสามารถเพิ่มปริมาณเม็ดเลือดแดง แต่ไม่มีผล
ต่อการเพิ่มจ านวนเม็ดเลือดขาวในลูกสุกร 

 การศึกษาการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบเลือดและภูมิคุ้มกันของปลาสวายปรับปรุง
สายพันธ์ุที่ได้รับอาหารผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลานาน 8 สัปดาห์ พบว่าปลามี
ปริมาณเม็ดเลือดแดง ปริมาณเม็ดเลือดขาว และฮีมาโตคริตเท่ากับ 2.91-3.23 ×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
4.33-4.69 ×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ 34.35-39.58 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ซ่ึงมีค่าใกล้เคียงกับ
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รายงานของวิศรุต และคณะ (2562) ที่รายงานว่าปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุมีปริมาณเม็ดเลือดแดง 
ปริมาณเม็ดเลือดขาวและฮีมาโตคริตเท่ากับ 2.63-2.99 ×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 4.02-5.23 ×107 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร และ 34.99-43.83 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าปลาที่ได้รับอาหารผสม 
ALA ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีปริมาณฮีโมโกลบินรวม ฮีมาโตคริต และ
โปรตีนในซีรั่มลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจากการเสริม ALA ความเข้มข้นสูงใน
อาหารทดลองเป็นเวลานาน มีผลกระตุ้นกิจกรรมการแสดงออกของเอนไซม์ฮีม ออกซ่ีจีเนส-1 (Ito 
et al., 2018) ซ่ึงสามารถย่อยสลายฮีมให้กลายเป็นบิลิเวอร์ดิน (biliverdin) คาร์บอนมอนอกไซด์ 
(carbon monoxide) และเหล็ก (iron) (Ryter et. al., 2006) โดยธาตุเหล็กจะถูกรวบรวมโดยโปรตีนท
รานซ์เฟอริน (transferrin) สะสมไว้ในไขกระดูก หรืออาจเก็บไว้ในตับในรูปของเฟอริติน (ferritin) 
เพื่อใช้ยามจ าเป็น หรืออาจน าไปสร้างเป็นไมโอโกลบิน (myoglobin) ในกล้ามเนื้อ ซ่ึงอยู่ในรูป
ของฮีโมซีเดอริน (hemosiderin) (Martini และคณะ, 2006) เมื่อฮีมถูกย่อยสลายจึงส่งผลให้ปลามี
ปริมาณฮีโมโกลบินรวม ฮีมาโตคริต และโปรตีนในซีรั่มลดลง อย่างไรก็ตามสารบิลิเวอร์ดินที่ได้จะ
ถูกเอนไซม์บิลิเวอร์ดินรีดัคเตส (biliverdin reductase) รีดิวซ์และเปล่ียนเป็นบิลิรูบิน (bilirubin) 
เฟอร์รัสไอออน (Fe2+) โดยทั้งบิลิเวอร์ดิน/บิลิรูบิน และคาร์บอนมอนอกไซด์มีคุณสมบัติเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ (Ryter et. al., 2006) ต้านการอักเสบ และป้องกันเซลล์ถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระ 
จากการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของ ALA และโซเดียมเฟอร์รัสซิเตรท (SFC) โดยทดสอบใน
เซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (RAW 264 cell) พบว่าเอนไซม์ HO-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
ALA ร่วมกับโซเดียมเฟอร์รัสซิเตรทจะถูกเอนไซม์ MEK/EKR และ p83 MAPK ยับยั้งไปบางส่วน 
จากนั้นเอนไซม์ NF-E2 related factor 2 (Nrf2) จะถูกกระตุ้นและย้ายจากไซโตซอลไปยังนิวเคลียส
เพื่อตอบสนองต่อ ALA และโซเดียมเฟอร์รัสซิเตรท จึงท าให้ระดับของฮีมภายในเซลล์เพิ่มขึ้น 
(Nishio et al., 2014)  

 การศึกษาโดย Immenschuh และคณะ (2003) พบว่า ALA สามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของเอนไซม์ฮีม ออกซ่ีจีเนส-1ภายในเซลล์มาโครฟาจในหนูทดลองซ่ึงท าหน้าที่จับกนิส่ิง
แปลกปลอม สอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าปลาที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองสูตรที่ 5 (ALA 10 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) มีดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุม ชี้ให้เห็นว่าการเล้ียงปลาด้วยอาหารเสริม ALA สามารถกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันชนิดเซลล์แบบไม่จ าเพาะเจาะจงได้ ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Sato และคณะ 
(2012) ท่ีศึกษาผลของการเสริม ALA ลงในอาหารต่อการเจริญเติบโตและการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันในลูกไก่ พบว่าลูกไก่ที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่ าสุด
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ที่ใช้ในการทดลอง 0.001 % (10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) มีกิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอมสูงสุด 
แตกต่างกับลูกไก่ที่เล้ียงด้วยอาหารชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 การศึกษาผลของ ALA ต่อระบบภูมิคุ้มกันสัตว์น้ ายังมีไม่มากนัก มีเพียงอมรรัตน์ 
(2549) ศึกษาผลของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด า โดยการฉีด
สารละลาย ALA เกรดวิเคราะห์เข้าไปในกุ้งท่ีความเข้มข้นต่ าคือ 66 ส่วนในพันล้าน เป็นเวลา 3 วัน 
พบว่ามีผลกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งกุลาด าโดยพิจารณาจากการเพิ่มจ านวนของเม็ด เลือดรวม
ทั้งหมดเท่ากับ 4.64 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร กิจกรรมของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดสมีค่าเท่ากับ 400  
ยูนิตต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน และอัตราการรอดตายจากการติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวร้อยละ 
70 เมื่อศึกษาในหลอดทดลองโดยการเติม ALA เกรดวิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้น 10-10,000 ส่วน
ในล้าน ลงใน อาหาร K-199 ที่ใช้เล้ียงเซลล์เม็ดเลือดกุ้งบนสไลด์พบว่า สามารถกระตุ้นให้เม็ดเลือด
ชนิด semi-granular cell เกิดกระบวนการดีแกรนูเลชั่นได้ร้อยละ 29.5±11 การศึกษาครั้งนี้ไม่
สามารถเปรียบเทียบกับการศึกษาของอมรรัตน์ (2549) ได้เนื่องจากความแตกต่างของชนิดสัตว์น้ าที่
ศึกษา อย่างไรก็ตามผลการศึกษาของอมรรัตน์ (2549) และการศึกษาครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่า การใช้ ALA 
สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์น้ าได้ 

 การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ ตับ ไต กระเพาะอาหาร และล าไส้ของปลาสวายปรับปรุง

สายพันธ์ุโดยสุ่มตัวอย่างปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ หลังได้รับอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่

ระดับความเข้มข้นต่างๆ โดยเล้ียงเป็นระยะเวลานาน 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า ALA ที่เสริมในอาหาร

ทดลองทุกระดับความเข้มข้น ไม่ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อ ตับ ไต สมอง ล าไส้ และกระเพาะอาหาร 

แสดงความผิดปกติ สอดคล้องกับการศึกษาของ Wood และคณะ (2017) พบว่า ALA ไม่มีความเป็น

พิษต่อเซลล์ ชี้ให้เห็นว่า การเสริม ALA ในอาหารปลาที่ระดับความเข้มข้น 0-10 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัมมีความปลอดภัยต่อปลา สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตและกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลา

สวายปรับปรุงสายพันธ์ุได้ 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการศึกษา 

 การศึกษาผลของ ALA ที่ผลิตจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP225 ต่อ

การเจริญเติบโตและการตอบสนองของภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ  พบว่าการเสริม 

ALA ระดับความเข้มข้นต่ า (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) เป็นเวลานาน 4 สัปดาห์ สามารถส่งเสริมการ

เจริญเติบโต โดยมีน้ าหนักสุดท้าย น้ าหนักที่เพิ่มขึ้น และอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ สูงสุด 

นอกจากนี้การเล้ียงปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุด้วยอาหารทดลองผสม ALA 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม ยังท าให้ปลามีปริมาณเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบิน เม็ดเลือดแดงอัดแน่น

กิจกรรมการจับกนิส่ิงแปลกปลอม ดัชนีการจับกินส่ิงแปลกปลอม และค่าเฉล่ียเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือด

ขาวจับกินให้มีค่าสูงท่ีสุด อย่างไรก็ตามการเสริม ALA ในอาหารปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุเป็น

เวลานาน 8 สัปดาห์ ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของปลา แต่ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงภูมิคุ้มกันใน

ปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 

 การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ ตับ ไต ล าไส้ และกระเพาะอาหารของปลาสวายปรับปรุง

สายพันธ์ุโดยสุ่มตัวอย่างปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ หลังได้รับอาหารทดลองเสริมด้วย ALA ที่

ระดับความเข้มข้นต่างๆ โดยเล้ียงเป็นระยะเวลานาน 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่า ALA ที่เสริมในอาหาร

ทดลองทุกระดับความเข้มข้น ไม่ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อ ตับ ไต สมอง ล าไส้ และกระเพาะอาหาร 

แสดงความผิดปกติ 

 การศึกษาในครั้งนี้แนะน าให้ใช้ชีวภัณฑ์ ALA ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห์
แสง R. palustris JP225 ที่ระดับความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ที่ระยะเวลา 4 สัปดาห์ เพื่อ
การเจริญเติบโตและกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุ 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

  การศึกษาผลของ ALA ในปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุยังเป็นการทดลองในระดับ
ห้องปฏิบัติการ เมื่อเปรียบเทียบกับการเล้ียงของเกษตรกรในบ่อดินอาจให้ผลการทดลองท่ีแตกต่าง
กัน ดังนั้นควรศกึษาผลของ ALA ต่อปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงในบ่อดินต่อไป 
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ภาคผนวก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ และสารเคมี 

1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของสาร ALA 

 สารเคมี 

  1. Sodium Acetate (NaOAc) ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 4.7)  

  2. Acetyl acetone  

  3. Dimethyl - p - aminobenzaldehyde (DMAB) 

  4. 70% Perchloric acid 5. Glacial acetid acid 

 น าสารละลาย ALA มาตรฐานที่เจือจางอย่างเหมาะสมที่ความเข้มข้น 0, 2, 4, 6, 8, 

10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 และ 200 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมโซเดียมอะซิเตตความ

เข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 4.7) ปริมาตรปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติมอะซิติลอะซิโตน ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าส่วนผสม ท้ังหมดไปต้มในน้ าเดือดนาน 15 นาที ท าให้เป็นอย่าง

รวดเร็วโดยแช่ในอ่างบรรจุน้ าแข็ง หลังจากนั้นเติม modified Ehrlich's reagent ปริมาตร 3.5 

มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 533 นา

โนเมตร และเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร ALA กับค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 553 นาโนเมตร 

หมายเหตุ : ส่วนผสมของ Modified Ehrlich s reagent (100 ml) 

  1. Dimethyl - p -aminobenzaldehyde 2 g 

  2. 70% Perchloric acid 16 ml 

  3. Glacial acetid acid 84 ml 

วิธีการวิเคราะห์สารละลาย ALA 

 น าน้ าเล้ียงเซลล์แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP225 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

เติมโซเดียมอะซิเตตความเข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 4.7) ปริมาตรปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติมอะซิ

ติลอะซิโตน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าส่วนผสม ท้ังหมดไปต้มในน้ าเดือดนาน 

15 นาที ท าให้เป็นอย่างรวดเร็วโดยแช่ในอ่างบรรจุน้ าแข็ง หลังจากนั้นเติม modified Ehrlich's 



82 

 

reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 533 นาโนเมตร แล้วน ามาตรวจหาปริมาณ ALA โดยค านวณในสมการที่ได้จาก

กราฟมาตรฐานพบว่า ในชีวภัณฑ์ ALA ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP225  

1 กรัม มี ALA ปริมาณ 250 ไมโครกรัม 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 1.1 Tryptic Soy Agar (TSA) 

 ชั่งอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) ปริมาณ 40 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 1 

ลิตร ผสมให้เข้ากันและปรับพีเอชให้ได้เท่ากับ 7.3 ± 0.2 และน าไปต้มให้เดือด จากนั้นน าอาหารไป

ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว 15 นาที เมื่ออาหารมีอุณหภูมิลดลงเหลือ 40 ถึง 45 องศาเซลเซียส จึงเทลงในจานเพาะเชื้อ 

ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วในตู้laminar air flow  

 1.2 Tryptic Soy Broth (TSB)  

 ชั่งอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาณ 30 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 1 

ลิตรผสมให้เข้ากันและปรับพีเอชให้ได้เท่ากับ 7.3 ± 0.2 จากนั้นน าอาหารไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งอบ

ความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน 15 นาที 

 1.3 Mueller-Hinton Borth  

 ชั่งอาหาร Mueller-Hinton Agar (MHA) ปริมาณ 34 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน 

ปริมาตร 1 ลิตร ผสมให้เข้ากัน ปรับพีเอชให้ได้เท่ากับ 7.3 ± 0.2 จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่ง

ความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ ตารางนิ้ว 15 นาท ี

3. การเตรียมสารเคมี 

 2.1 สารละลายน้ าเกลือเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ (0.85% NaCl) 

 ละลายสารโซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride: NaCl) ปริมาณ 8.5 กรัมในน้ ากล่ัน 

ปริมาตร 1 ลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปใส่ขวดสะอาดและฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดัน (autoclave) 

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน 15 นาที และเก็บสารละลายที่ 

อุณหภูมิห้อง 
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 2.2 สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 

 สารเคมี 

  1. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    8  กรัม 

  2. โพแทสเซียมคลอ ไรด์ (KCI)    0.2 กรัม 

  3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 .7H2O) 1.44 กรัม 

  4. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 .7H2O) 0.2 กรัม 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride: NaCl) ปริมาณ 8 กรัม โพแทสเซียมคลอ 

ไรด์ (Potassium chloride: KCI) ปริมาณ 0.2 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium 

Hydrogen Phosphate: Na2HPO4) ปริมาณ 1.44 กรัม และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(Potassium Hydrogen Phosphate: KH2PO4) 0.24 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันและน าไปปรับพีเอชตามที่ก าหนด และปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร น า

สารละลายใส่ขวดสะอาด และฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ( autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา 

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิห้อง 

4. การวิเคราะห์องค์ประกอบเลือด 

 1. ปริมาณเม็ดเลือดแดง (Red blood cell) และเม็ดเลือดขาว (White blood cell) 

ตามวิธี Braxhall และ Daisley (1973) 

 สีย้อม Yokoyama s fluid 

 สารเคมี 

 Solution A: 

 1.โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    4.00 กรัม 

 2. น้ าตาลเด็กโตส (D-glucose)    1.25  มิลลิกรัม 

 3.โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3)   0.25  กรัม  

 4.โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCI)     0.2  กรัม 

 5.ฟอร์มาลิน (Formaldehyde) ความเข้มขน้ 40 เปอร์เซ็นต์ 50  มิลลิลิตร 
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 Solution B: 

 1.เมทิลไวโอเล็ต (Methyl violet)     0.075 กรัม  

 2.ไพโรนินบี (Pyronin B)     0.075 กรัม 

 3.น้ ากล่ันปลอดเชื้อ     250 มิลลิลิตร 

  Solution A: 

  ชั่งโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ปริมาณ 4 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปลอดเชื้อ 

คนให้ละลาย เติมน้ าตาลเด็กโตส (D-glucose) ปริมาณ 1.25 มิลลิกรัม โซเดียมไบคาร์บอเนต 

(NaHCO3) ปริมาณ 0.25 กรัม และโพแทสเซียมคลอไรด์ (KCI) ปริมาณ 0.2 กรัม คนให้เข้ากัน ปรับ

ปริมาตรให้ ครบ 200 มิลลิลิตร จากนั้นเติมฟอร์มาลิน (Formaldehyde) ความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  Solution B: 

  ชั่งเมทิลไวโอเล็ต (Methyl violet) ปริมาณ 0.075 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน

ปลอดเชื้อ คนให้ละลายแล้วเติมไพโรนินบี (Pyronin B) ปริมาณ 0.075 กรัม ผสมให้เข้ากัน จากนั้น

ปรับปริมาตรให้ครบ 250 มิลลิลิตร เก็บสารละลายไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  เตรียม working solution โดยการผสม Solution A และ Solution B ใน

อัตราส่วน 1:1 ผสมให้เข้ากัน กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 ก่อนน าไปใช้ 

 วิธีการ 

 1. ใช้ปิเปตส าหรับเจือจางเลือด (RBC diluting pipette) ดูดเลือดที่เจาะใหม่ๆ ให้ถึง

ขีด 0.5 ถ้าเกิน 0.5 ให้ปรับโดยใช้กระดาษทิชชูค่อยๆซับออก แล้วเช็ดปลายปิเปตให้สะอาด 

 2. ใช้ปิเปตอันเดิมดูด working solution ด้วยสายยาง เพื่อเจือจางเลือด จนกระทั่งถึง

ขีด 101 ตรงปลายปิเปต 

 3. ใช้นิ้วชี้ปิดปลายปิเปตแล้วถอดสายยางออก จากนั้นใช้นิ้วหัวแม่มือกับนิ้วชี้ปิด

ปลาย ปีเปตทัง้สองข้างเขย่าไปมาในแนวนอน 2-3 นาที 

 4. หยดของเหลวในปลายปิเปต 3-4 หยดทิ้ง เพราะของเหลวส่วนนี้อยู่ในก้านไม่ได้

ถูก น าไปผสมกับเลือดในกะเปาะของปิเปต 
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 5. หยดของเหลวต่อไปลงบนสไลด์นับเม็ดเลือด (Hematocytometer) ที่มีแผ่นปิด

สไลด์ 7 glass) ปิดอยู่ หากมีฟองอากาศหรือของเหลวล้นขอบสไลด์นับเม็ดเลือด ให้ท าความสะอาด 

แล้วหยุดตัวอย่างเลือดใหม่ 

 6. นับจ านวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 

40X 

 2. ฮีมาโตคริต โดยวิธีดัดแปลงจาก Braxhal และ Daisley (1973) 

 วิธีการ 

 1. น าเลือดที่ เจาะได้ใหม่ๆ ใส่ในหลอดเล็กๆ ส าหรับหาค่าฮีมาโตคริต 

(haematocrit tube) จนปริมาตรถึงขีดแดง อุดปลายด้านหนึ่งของหลอดด้วยดินน้ ามันจ านวน 2 

หลอดต่อตัวอย่าง 

 2. น าหลอดมาปั่นด้วยฮีมาโตคริตเซนติฟิวส์ (haematocrit centrifuge) ที่แรงเหวี่ยง 

10,000-15,000 รอบต่อนาที นานประมาณ 5 นาท ี

 3. วัดหาอัตราส่วนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือกทั้งหมดน ามาค านวณหา 

เปอร์เซ็นต์ฮีมาโตครติหรือฮีมาโตคริต จากสูตร 

 

ฮีมาโตครติ (เปอร์เซ็นต์) = ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (มิลลิเมตร) ×100 
   ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มิลลิเมตร) 

 

5. การหาค่าปริมาณฮีโมโกลบิน ตามวิธีการของ Larsen และ Sneizsko (1961) 

 1 การเตรียม Drabkin's solution 

 สารเคมี 

 1. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3)   1.00 กรัม 

 2. โปแตสเซียมไซยาไนด์ (KCN)     0.05 กรัม 

 3. โปแตสเซียมเฟอริคไซยาไนด์ (K3Fe (CN)6)  0.20 กรัม 

 4. น้ ากล่ัน (2 ครั้ง) ท่ีฆ่าเชื้อแล้ว     1,000  มิลลิลิตร 
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 ชั่งโซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium bicarbonate: NaHCO3) ปริมาณ 1 กรัม 

โพแทสเซียมไซยาไนด์ (Potassium cyanide: KCN) ปริมาณ 0.05 กรัม และโพแทสเซียมเฟอริก

ไซยาไนด์ (Potassium ferricyanide: K3Fe(CN)6) ปริมาณ 0.2 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปลอดเชื้อผสม 

ให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 วิธีการ 

  ใช้ไมโครปิเปตขนาด 20 ไมโครลิตร ดูดเลือดที่เจาะใหม่ๆ มาผสมรวมกับ 

Drabkin Solution 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดีแล้ว ทิ้งไว้อย่างน้อย 20 นาที จากนั้นน าไปเซนตริฟวิจ์ 

เพื่อขจัดเศษเซลล์เม็ดเลือด และ fibrin ต่างๆ น าส่วนที่ใสมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

540 นาโนเมตร ค่าท่ีได้จะน ามาเปรียบเทียบกับค่าฮีโมโกลบินมาตราฐานที่ทราบความเข้มข้น โดย

ใช ้Drabkin solution เป็น blank 

6. การหาซีร่ัมโปรตีน ตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ (2014) 

 1. สารละลาย Alkaline copper 

 สารเคมี 

 1. คอปเปอร์ซัลเฟต (Copper sulfate: CuS04-5H20)  0.015 กรัม 

 2. โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (KNaC4H406)  0.03 กรัม 

 3. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)    1.00 กรัม 

 4. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)     2.00 กรัม 

 5. น้ ากล่ันปราศจากไอออน     100 มิลลิลิตร 

 วิธีการ 

 สาร A: เตรียมสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต (Copper sulfate: CuS04-5H20) 0.5 

เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งคอปเปอร์ซัลเฟต 0.015 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปราศจากไอออน คนจน

สารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรให้ครบ 3 มิลลิลิตร 

 สาร B: เตรียมสารละลายโพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (KNaC4H406) 1 

เปอร์เซ็นต์ โดยละลายโพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต 0.03 กรัม ในน้ ากล่ันปราศจากไอออน คนจน

สารละลาย ปรับปริมาตรให้ครบ 3 มิลลิลิตร 
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 สาร C: เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 1 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่ง

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ปริมาณ 2 กรัมละลายในน้ ากล่ันปราศจากไอออน คนจนสารละลาย 

เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ปริมาณ 1 กรัม คนจนสารละลาย ปรับปริมาตรให้ 

ครบ 100 มิลลิลิตร 

 

 น าสารละลาย A, B และ C ผสมให้เข้ากันในอัตราส่วน 1:1 :50 เก็บสารละลายใน 

ที่มืดและเย็น 

 2. สารละลาย Folin s reagent 1:10 

สารเคมี 

 1. Folin Clocalteus phenol reagent   1 ส่วน  

 2. น้ ากล่ัน (2 ครั้ง) ท่ีฆ่าเชื้อแล้ว    10 ส่วน  

 สารละลายท่ีผสมแล้วจะต้องเก็บไว้ในขวดสีชา  

วิธีการ 

 ดูดซีรั่ม มา 5 ไมโครลิตร ผสมรวมกับน้ ากล่ัน 995 ไมโครลิตร แล้วเติม alkaline 

cupper solution 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากับแล้วทิ้งไว้ 10 นาที แล้วจึงเติม folin reagent 1 : 10 ลงไป 

3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแล้วทิ้งไว้ 5 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นา

โนเมตร ค่าท่ีได้จะน ามาเปรียบเทียบกับค่าแอลบูมินมาตราฐานที่ทราบความเข้มข้น โดยใช้ blank ที่

เตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แต่ไม่เติมซีรั่ม 

7. วิเคราะห์การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเลี่ยมตามวิธีการของ Stasiak และ Baumann (1996) 

 1. สารละลาย Anticoagulant acid citrate dextrose (ACD) 

สารเคมี 

 1.กรดซิตรกิ (C6H8O7; anhydrous)     4.0 กรัม 

 2.โซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (Na3C6H507 - 2H20)   .3.0 กรัม 

 3. น้ าตาลเด็กโทรส (D-glucose)     11.0 กรัม 

 4. น้ ากล่ันปลอดเชื้อ      500 มิลลิลิตร 
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 วิธีการ 

 ชั่งกรดซิตริก (C6H8O7; anhydrous) ปริมาณ 4 กรัม โซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต 

(Na3C6H507 - 2H20) ปริมาณ 11.3 กรัม และน้ าตาลเด็กโทรส (D-glucose) ปริมาณ 11 กรัม น า

สารละลายในน้ ากล่ันปลอดเชื้อปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลิลิตร และฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน 

(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน 15 นาที เก็บ

สารละลายท่ีอุณหภูมิห้อง 

 2.สารละลาย Nitro blue tetrazolium (NBT) ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ใน

น้ าเกลือ (NaCl) ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

 สารเคมี 

 1. ไนโตรบลูเตตราโซเลียม (Nitro blue tetrazolium)  0.02 กรัม  

 น้ าเกลือความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์   10 มิลลิลิตร 

 วิธีการ 

 ชั่งสารไนโตรบลูเตตราโซเลียม (Nitro blue tetrazolium) ปริมาณ 0.02 กรัม 

ละลายในน้ าเกลือความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนจนสารละลาย เก็บในขวด 

สีชาหรือเก็บให้พ้นแสง และเก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 3. สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 2 นอร์มอล 

 ชั่งสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ปริมาณ 11.2 กรัม ละลายในน้ า

กล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 4. สารละลาย Phosphate Citrate buffer Solution พีเอช 5.8 

 สารเคมี 

 1. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   7.098 กรัม 

 2. กรดซิตรกิ (Citric acid)     10.507 กรัม 

 วิธีการ 

  Solution A: 

  ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ปริมาณ 7.098 กรัม ละลาย

ในน้ ากล่ันปราศจากไอออนคนจนสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลิลิตร 
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  Solution B: 

  ชั่งกรดซิตริก (Citric acid) ปริมาณ 10.507 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน

ปราศจากไอออน คนจนสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลิลิตร 

 เตรียม Working solution โดยการผสม solution A และ solution B ในอัตราส่วน 

3.1 ผสมเข้ากัน ปรับพีเอชให้ได้ 5.8 หากพีเอชต่ ากว่า 5.8 ใช้ solution A ปรับพีเอชให้สูงขึ้น หากพี

เอชสูงกว่า 5.8 ใช้ solution B ปรับพีเอชให้ลดลง จากนั้นน าใส่ขวดสะอาด และฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่ง

อบความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน 15 

นาที เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิห้อง 

 

8. ปริมาณไลโซไซม์ (Lysozyme activity) ตามวิธีการของ Demers และ Bayne (1997) 

สารเคม ี

 สารละะลาย 0.1 โมล Phosphate/citrate buffer Solution (PBS), พีเอช 5.8: 

ประกอบด้วย 

  (a) ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 7.098 กรัม ละลายในน้ า

กล่ัน ปราศจากไอออนปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

  (b) ชั่งกรดซิตริค แอสิด (Citric acid) 10.507 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน

ปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

  (C) ผสมสารละลาย (a) และ (b) ในอัตราส่วน 1:1 ผสมให้เข้ากัน น าไป

วัดพีเอชให้ได้ 5.8 หากค่าพีเอชต ากว่า 5.8 ใช้สารละลาย (a) ปรับพีเอช และหากค่าพีเอชสูงกว่า 5.8 

ใช้สารละลาย (b) ปรับพีเอช 

 2. สับเสตทเชื้อแบคทีเรีย (Micrococcus lysodeikticus) 0.075 เปอร์เซ็นต์: เตรียม

โดยชั่งผงเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus lysodeikticus มา 37.5 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

0.1 โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  

 วิธีการ 

 ปิเปตซีรัมมาตัวอย่างละ 25 ไมโครลิตร ใส่ในเพลท 96 หลุมก้นแบน โดยใส่

ตัวอย่างละ 3 หลุม จากนั้นเติมสับสเตทเชื้อแบคทีเรีย 0.075 เปอร์เซ็นต์ 175 ไมโครลิตร หลังจาก
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นั้น 1 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Kinetic mode 

โดยวัดทุก 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปเทียบกับไลโซไซม์

มาตรฐาน (hen egg white lysozyme) ที่ทราบความเข้มข้น รายงานผลเป็นยูนิต (unit) ต่อมิลลิกรัม 

โปรตีน โดยหนึ่งยูนิตไลโซไซม์เท่ากับปริมาณซีรัมท่ีท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง 0.001 ต่อนาที 

 การเตรียมกราฟมาตรฐาน (Standard curve) ของไลโซไซม์ 

  1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานไลโซไซม์ (Hen egg white lysozyme) 

เข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร: โดยชัง Hen egg white lysozyme มา 10.0 มิลลิกรัม ละลาย

ในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมล พีเอช 5.8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดเล็กๆ เก็บ

ไว้ที่อุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ จากนั้นดูดสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 

1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองหลอดละ 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 ไมโครลิตร 

ตามล าดับ 

  2. เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมล พีเอช 5.8 ลงในหลอดๆละ 

988, 996, 994, 992, 990, 988 และ 986 ไมโครลิตร ตามล าดับ โดยแต่ละหลอดมีความเข้มข้นเท่ากับ 

2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

  3 น าแต่ละหลอดมาท าตามขั้นตอนการหาปริมาณไลโซไซม์เช่นเดียวกับ

กับหาปริมาณไลโซไซม์ในซีรัมตัวอย่างดังท่ีได้กล่าวแล้วข้างต้น 

  4. น าความยาวคล่ืนที่มีการเปล่ียนแปลงในหนึ่งนาที และความเข้มข้น

ของไลโซไซม์ท่ีไ ด้มาเขียนกราฟมาตรฐาน โดยให้ความเข้มข้นของไลโซไซม์อยู่ในแกน X และค่า

การดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงในหนึ่งนาที่อยู่ในแกน Y หาสมการสหสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (linear 

regression) เพื่อใช้ค านวณความเข้มข้นของไลโซไซม์ในซีรัม จากค่าการดูดกลืนแสง 

 

9. วิเคราะห์กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอมตามวิธีการของ Chung และ Secombes (1988) 

 1. ยาสลบปลา คือ น้ ามันกานพลู เตรียมโดยน า stock น้ ามันกานพลูมาละลายให้เอ

ทธิล แอลกอฮอล์ความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ เพื่อน้ ามันกานพลูจะละลายน้ าได้ดียิ่งขึ้น 

 2. สารละลาย Fetal Calf Serum เก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส วางไว้ที่

อุณหภูมิห้อง จนละลายก่อนน าไปใช้ 
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 3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS) พีเอช 7.2 

 ชัง่สารโซเดียมคลอไรด์ปริมาณ 8.5 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณ 

1.07 กรัม และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณ 0.39 กรัม น าสารละลายในน้ ากล่ันปราศจาก 

ไอออน 0 มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้ได้ 72 จากนั้นปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าใส่

ขวดสะอาด และฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน 15 นาที เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 4. สารละลายเฮพาริน 1000 ยูนิต 

 โดยเจือจางสารละลายเฮพาริน (Heparin) ความเข้มข้น 5000 ยูนิตด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.2 ในอัตราส่วน 1:4 เก็บสารละลายเฮพาริน 1000 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จนกว่าใช้งาน 

 5. สารละลาย L-15 

 ละลายผง L-15 ปริมาณ 1 ซอง ในน้ ากล่ันปราศจากไอออน 850 มิลลิลิตร ปรับพี

เอชให้ได้ 7.4 และปรับปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร จากนั้นกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ

สารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 6. สารละลาย L-15 I 

 น าสารละลาย L-15 ปริมาตร 99 มิลลิลิตร เติมยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน (Penicillin) 

1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน กรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตรเก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ 

ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 7. สารละลาย L-15 II 

 น าสารละลาย L-15 ปริมาตร 96 มิลลิลิตร เติมเฮพารินความเข้มข้น 1000 ยูนิต 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลินปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ Fetal Calf Serum ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตรเก็บสารละลายใส่ขวดสะอาด

ที่ ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 8. สารละลาย L-15 IV 

 น าสารละลาย L-15 IV ปริมาตร 98.9 มิลลิลิตร เติมยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ Fetal Calf Serum ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน กรองด้วยตัวกรอง
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ขนาด 0.2 ไมครอนเก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา 

เซลเซียส 

 9. สารแยกเม็ดเลือด (Percall Gradients) 34/51 เปอร์เซ็นต์ 

  ก. สารละลายโซดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 โมล โดยชั่งสารโซเดียม

คลอไรด์ 8.77 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปราศจากไอออนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บ

สารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  ข. สารละลาย Percall 90 เปอร์เซ็นต์ โดยละลายสาร Percall ปริมาตร 90 

มิลลิลิตร กับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 1.5 โมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บ

สารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  ค. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.15 โมล น าสารละลาย

โซเดียมคลอ ไรด์ 1.5 โมลปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากล่ันปราศจากไอออนปริมาตร 90 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

  ง. สารละลาย Percall 34 เปอร์เซ็นต์ เตรียมโดยน าสารละลาย Percall 90 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 37.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.15 โมล 

ปริมาตร 62.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่

อุณหภูมิ 4 องศา เซลเซียส 

  จ. สารละลาย Percall 51 เปอร์เซ็นต์ เตรียมโดยน าสารละลาย Percal 90 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 56.7 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.15 โมล 

ปริมาตร 43.3 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากัน เก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่

อุณหภูมิ 4 องศา เซลเซียส 

  ฉ. สารละลาย Percall 34 ใน 51 เปอร์เซ็นต์ ดูดสารละลาย Percall 34 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวขนาด 10 มิลลิลิตร และดูดสารละลาย 

Percall 51 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Percall 34 เปอร์เซ็นต์ จะได้ Percall Gradients 34 

ใน 51 เปอร์เซ็นต์ เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 10. สารละลายกลูตาราลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) 0.125 เปอร์เซ็นต์ 

 น าสารละลายกลูตาราลดีไฮด์ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย L-15I 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายใส่ขวดสะอาดที่ผ่านการฆ่าเชื้อและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

 11. สีย้อมทริปแพนบลู (Trypan blue) 0.2 เปอร์เซ็นต์ 

 ชั่งสารทริปแพนบลู 0.2 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร ป่ัน 

ทิ้งไว้ข้ามคืน เมื่อสารละลายหมดนามากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา 

เซลเซียส ก่อนน าไปใช้น า ทริปแพนบลู 0.2 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 4.25 

เปอร์เซ็นต์ (โซเดียมคลอไรด์ 4.25 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปราศจากไออน 100 มิลลิลิตร) ใน

อัตราส่วน 4:1 

 วิธีการ 

 1. หลังจากปลาสลบ ตัดไตส่วนหน้าใส่ในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหาร

เล้ียง เซลล์ L-15 II ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นใช้แท่งแก้วบดเบาๆ 

 2. ดูดสารละลายซ่ึงกรองผ่านผ้ากรองในลอนขนาดตา 100 ไมโครเมตร ลงใน

หลอดแก้ว ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมอาหารเล้ียงเซลล์ L-15 II ให้ได้ปริมาตรรวม 4 มิลลิลิตร น าไป

เหวี่ยงด้วย ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 3. ทิ้งสารละลายส่วนใส ล้างตะกอนเซลล์ด้วย L-15 II ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

จ านวน 2 ครั้ง น าสารละลายเซลล์ไปโหลดบน Percall Gradients 34/51 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน าไป

เหวี่ยงท่ี ความเร็ว 400xg นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 4 แยกเม็ดเลือดขาวบริเวณรอยต่อระหว่าง Percoll 34 และ 51 เปอร์เซ็นต์ ใส่ใน

หลอด 10 มิลลิลิตร และเติม L-15 II ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ล้างเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ความเร็ว 400xg 

นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จ านวน 3 ครั้ง 

 5. น าตะกอนเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ได้ละลายในL-15 IV 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าเซลล์

เม็ด เลือดขาวใน L-15 IV มา 20 ไมโครลิตรย้อมด้วยสารละลายทริปแพนบลู 20 ไมโครลิตร เพื่อ

นับจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวมีชีวิตไม่ควรต่ํากว่า 98% ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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 6. ปรับจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวด้วย L-15 IV ให้ได้เซลล์ประมาณ 2x106 เซลล์

ต่อ มิลลิลิตร ส าหรับวิเคราะห์ Phagocytotic activity 

 

10. สารเคมีและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพทางเนื้อเยื่อ ตามวิธีของ Humason (1979) 

  3.1 การเตรียมสารละลายคงสภาพ (Fixative) (ฟอร์มาลินความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์)  

สารเคมี  

 1. ฟอร์มาลิน (Formalin)    10.00 มิลลิลิตร  

 2. น้ ากล่ัน     90.00 มิลลิลิตร  

 ผสมเข้าด้วยกัน 

 3.2 การดึงน้ าออกจากเซลล์ (Dehydration) 

  ท าการตัดแต่งตัวอย่างให้มีขนาดพอเหมาะน ามาบรรจุในบล็อคพลาสติก

และรวบรวมใส่ ในตะกร้าโลหะเพื่อที่จะน าไปสู่ขั้นตอนการดึงน้ าออกจากเซลล์ด้วยเครื่องเตรียม

เนื้อเยื่ออัตโนมัติ มี ขั้นตอนดังต่อไปนี้  

ขั้นตอนที่   สารละลาย         เวลา (ชั่วโมง)  

     1.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 50 เปอร์เซ็นต์     2 

     2.   เอทธิลแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์    2 

     3.   เอทธิลแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์     2 

     4.   เอทธิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์     2 

     5.   เอทธิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์    2 

     6.   แอบโซลูทแอลกอฮอล์ (absolute alcohol)   2 

     7.   ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์ (isopropyl alcohol)   1 

     8.   ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์     1 

     9.   ไซลีน (xylin)      1 
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ขั้นตอนที่   สารละลาย         เวลา (ชั่วโมง) 

     10.   ไซลีน       1 

     11.   พาราพลาส (paraplast)     1 

     12.   พาราพลาส       1 

 หลังจากตัวอย่างผ่านขั้นตอนการดึงน้ าออกจากเซลล์ น าตัวอย่างเข้าสู่ขั้นตอนการ

ฝัง (embedding) 

ในพาราพลาส ตกแต่งตัวอย่างให้สวยงามและน าไปผ่านขั้นตอนการตัด (sectionning) และการย้อม

สีฮีมาทอกไซลินและอิโอซิน 

 3.3 การย้อมสีฮีมาทอกไซลินและอิโอซิน 

       3.3.1 การเตรียมสีฮีมาทอกไซลิน 

 สารเคมี 

 1. ฮีมาทอกไซลิน     4.00 กรัม  

 2 โซเดียมไอโอเดท (Sodium iodate)   0.80 กรัม  

 3. อลัม (potassium aluminium sulfate, alum)  100.00 กรัม  

 4. กรดซิตริก (Citric acid)    4.00 กรัม  

 5. คลอรัลไฮเดท (choral hydrate)    200.00 กรัม  

 6. น้ ากล่ัน 2,000 มิลลิลิตร  

 ละลายอลัมลงในน้ ากล่ัน เติมสีฮีมาทอกไซลิน ผสมจนกระทั้งละลายหมด แล้วจึง

เติมโซเดียมไอโอเดท หลังจากนั้นเติมกรดซิตริกและคลอรัลไฮเดทเข้าด้วยกัน ผสมจนละลายเป็น

เนื้อ เดียวกัน น าเก็บบรรจุในขวดสีชาหรือขวดพลาสติกทึบแสง ทิ้งไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ ก่อน

น าไปใช ้

 3.3.2 การเตรียมสอิโอซิน  

 สารเคมี  

 1. อิโอซิน (eosin Y, CI 45380)   1.00 กรัม  

 2. เอทธิลแอลกอฮอล์    1,000 มิลลิลิตร  

 3. กรดอะซิติกเข้มข้น    5.00  มิลลิลิตร  
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 ละลายสีอิโอซินลงในเอทธิลแอลกอฮอล์จนกระทั้งละลายหมด แล้วจึงเติมกรดอะ

ซิติกเขากัน น าเก็บบรรจุในขวดสีชาหรือขวดพลาสติกทึบแสง 

 วิธีการ 

 น าสไลด์ตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ผ่านการอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 - 

12 ชั่วโมงแล้วน าไปผ่านขั้นตอนการย้อมสีฮีมาทอกไซลินและอิโอซิน ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 

 

 ขั้นตอนที่   สารละลาย   เวลา(นาที) 

 1.    ไซลีน     2 

 2.    ไซลีน     2 

 3.    ไซลีน     2 

 4.    ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์   1 

 5.    ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์   1 

 6.    แอปโซลูทแอลกอฮอล์   1 

 7.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์  1 

 8.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์  1 

 9.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 50 เปอร์เซ็นต์  1 

 10.    น้ ากล่ัน     1 

 11.    สีฮีมาทอกไซลิน    10 

 12.    น้ าประปา    3 

 13.    น้ ากล่ัน     1 

 14.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 50 เปอร์เซ็นต์  1 

 15.    สีอิโอซิน    3-5 

 16.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์   2 

 17.    เอทธิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์   2 

 18.    แอบโซลูทแอลกอฮอล์    2 
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 ขั้นตอนที่   สารละลาย   เวลา(นาที) 

 19.    ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์   2 

 20.    ไอโซโปรพิลแอลกอฮอล์   2 

 21.    ไซลีน     2 

 22.    ไซลีน     2 

 23.    ไซลีน     2 

 24.    ไซลีน     2 

 หลังจากน าสไลด์ตัวอย่างผ่านขั้นตอนสุดท้าย คือแช่ในไซลีน แล้วจึงท าการ

เคลือบด้วยน้ ายาเปอร์เมาท์ ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งและน าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ปริมาณเม็ดเลอืดแดงและเม็ดเลอืดขาว ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริต โปรตนีในซีร่ัม กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ การลดลงของไนโตรบลูเตตร้า
โซเลี่ยม และกิจกรรมการจับกนิสิ่งแปลกปลอม ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธุ์ท่ีเลี้ยงด้วยอาหารทดลองผสม ALA ท่ีระดับความเข้มข้นตา่งๆ เปน็ระยะเวลา 4 
สัปดาห์ 

พารามิเตอร์ ความเข้มขน้ของ ALA  
T1: 0 mg/kg T2: 2.5 mg/kg T3: 5 mg/kg T4: 7.5 mg/kg T5: 10 mg/kg 

องค์ประกอบเลอืด      เม็ดเลือดแดง (×109cell/ml) 2.65±0.11a 2.90±0.07b 2.82±0.12ab 2.70±0.12a 2.66±0.22a 
เม็ดเลือดขาว (×107cell/ml) 3.79±0.70a 4.95±0.39c 4.77±0.11bc 4.24±0.10abc 3.95±0.51ab 
ฮีมาโตครติ (%) 32.78±1.59a 42.61±1.79c 38.23±1.51b 38.12±2.02b 36.16±2.39b 
ฮีโมโกลบินรวม (g/dl) 11.44±0.55a 15.85±1.43c 12.66±0.60b 12.64±0.68b 11.55±0.59a 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ (µg/ml) 11.08±2.82 ns 12.85±2.80 ns 10.90±3.58 ns 11.09±2.19 ns 10.85±2.04 ns 
โปรตีนในซีรั่ม (mg/ml) 49.60±4.11ns 55.82±5.74ns 52.53±6.90ns 45.19±5.20ns 44.81±7.78ns 
การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียม 0.126±0.02 ns 0.136±0.027 ns 0.138±0.011 ns 0.124±0.013 ns 0.113±0.008 ns 
กิจกรรมการจับกินสิง่แปลกปลอม      กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอม (%) 32.50±1.32a 39.00±4.92b 34.67±2.75ab 32.67±1.76a 31.83±1.61a 
ดัชนีการจับกนิส่ิงแปลกปลอม (%) 15.20±1.99a 25.77±7.72b 18.47±3.69a 15.47±1.19a 14.49±1.32a 
ค่าเฉล่ียของเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกิน 1.43±0.08a 1.67±0.07b 1.60±0.06b 1.45±0.05a 1.42±0.11a 
หมายเหตุ: - ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจ านวน 3 ซ้ า, ค่าเฉล่ียที่ก ากับดว้ยตัวอักษรต่างกนั ในแถวเดียวกัน มคีวามแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่

ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 

                - ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริต โปรตีนในซีรั่ม กจิกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ การลดลงของไนโตรบลู
เตตร้าโซเล่ียม และกิจกรรมการจับกนิส่ิงแปลกปลอม ของปลาสวายปรับปรุงสายพันธ์ุที่เล้ียงด้วยอาหารทดลองผสม ALA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เป็น
ระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

พารามิเตอร์ ความเข้มขน้ของ ALA 
T1: 0 mg/kg T2: 2.5 mg/kg T3: 5 mg/kg T4: 7.5 mg/kg T5: 10 mg/kg 

องค์ประกอบเลอืด      เม็ดเลือดแดง (×109cell/ml) 3.23±0.38ns 3.19±0.34 ns 3.07±0.11 ns 2.99±0.20 ns 2.91±0.21 ns 
เม็ดเลือดขาว (×107cell/ml) 4.33±0.55ns 4.69±0.63ns 4.43±0.63ns 4.51±0.40ns 4.54±0.80ns 
ฮีมาโตครติ (%) 39.58±1.38b 39.36±3.40b 38.38±3.31b 36.97±2.27ab 34.35±3.98a 
ฮีโมโกลบินรวม (g/dl) 14.18±0.77b 14.12±0.92b 14.11±1.12b 13.39±1.07ab 12.73±0.84a 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ (µg/ml) 11.84±2.78 ns 11.56±1.41 ns 11.85±1.78 ns 12.53±2.49 ns 12.61±2.02 ns 
โปรตีนในซีรั่ม (mg/ml) 47.56±4.25b 47.51±3.49b 47.38±4.99b 44.10±4.52b 39.62±3.57a 
การลดลงของไนโตรบลูเตตร้าโซเล่ียม  0.148±0.05a 0.163±0.027ab 0.167±0.018ab 0.197±0.046bc 0.211±0.057c 
กิจกรรมการจับกินสิง่แปลกปลอม      
กิจกรรมการจับกินส่ิงแปลกปลอม (%) 29.50±3.08ns 31.83±0.76ns 32.33±1.26ns 32.50±1.00ns 35.50±1.05ns 
ดัชนีการจับกนิส่ิงแปลกปลอม (%) 16.81±3.60a 20.37±1.79ab 21.09±1.48ab 21.69±1.60ab 25.81±2.45b 
ค่าเฉล่ียของเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกิน 1.91±0.12ns 2.01±0.07ns 2.02±0.11ns 2.05±0.04ns 2.05±0.15ns 
หมายเหตุ: - ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจ านวน 3 ซ้ า, ค่าเฉล่ียที่ก ากับดว้ยตัวอักษรต่างกนั ในแถวเดียวกัน มคีวามแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 
                 - ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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ประวัติผู้เขียน 

ชื่อ  สกุล   นายวิรุฬห์ศักดิ์  ทองสุภา 

รหัสนักศึกษา   5810620023 

วุฒิการศึกษา 

 วุฒิ    ชื่อสถาบัน   ปีที่ส าเร็จ 

 วิทยาศาสตรบัณฑิต มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย     2558 

 (ชีววิทยาประยุกต์) 

การตีพิมพ์เผยแพร่ผลงาน 

วิรุฬห์ศักดิ์ ทองสุภา, นเรศ ซ่วนยุก, อังคณา ใสเกื้อ และศุภณัฐ ธานีรัตน์. 2563. ผลของกรด 5-            

 อะมิโนลีวูลินิกต่อการเจริญเติบโต และการตอบสนองของภูมิคุ้มกันในปลาสวาย

 ปรับปรุงสายพันธ์ุ (Pangasianodon gigas x Pangasianodon hypopthalmus) วารสาร

 วิชชา มหาวิทยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 39:16-30. 
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