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วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมงเป็นวารสารวิชาการ 
และเป็นลิขสิทธ์ิของคณะเทคโนโลยีการประมงและทรัพยากรทางน า้ มหาวิทยาลยัแมโ่จ้ 

 
มีวตัถปุระสงค์เพ่ือ 

1.เผยแพร่ความรู้และผลงานทางวิชาการ โดยเน้นผลงานจากการวิจัยทางการประมงและ
ทรัพยากรทางน า้ ทัง้เชิงเศรษฐกิจ สงัคมและสิ่งแวดล้อม 
 2.เป็นส่ือกลางในการแลกเปล่ียนความคิดเห็นทางวิชาการเชิงสร้างสรรค์ 

3.ส่งเสริมอาจารย์ นกัวิชาการ นกัวิจยั นกัศึกษาและผู้ ท่ีเก่ียวข้องให้มีส่วนร่วมในการถ่ายทอด
เทคโนโลยี เผยแพร่และบริการด้านวิชาการแก่สงัคม 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

ข้อคิดเห็นท่ีปรากฏและแสดงในเนือ้หาบทความตา่งๆ ในวารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง 
ถือเป็นความเห็นและความรับผิดชอบโดยตรงของผู้ เขียนโดยเฉพาะ  ไมจ่ าเป็นต้องสอดคล้อง 
กบัทรรศนะของคณะผู้จดัท า และมิใชค่วามรับผิดชอบของคณะเทคโนโลยีการประมงและ

ทรัพยากรทางน า้ มหาวิทยาลยัแม่โจ้ ผู้ประสงค์จะน าข้อความใดๆ ไปพิมพ์เผยแพร่ตอ่ต้องได้รับ
อนญุาตจากวารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมงและผู้ เขียนตามกฏหมายวา่ด้วยลิขสิทธ์ิ 
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 วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง (ISSBN 1905-7393) เป็นวารสารของคณะเทคโนโลยีการประมง
และทรัพยากรทางน า้ มหาวิทยาลยัแม่โจ้ จงัหวดัเชียงใหม่ ก าหนดออกปีละ 2 ฉบบั (มกราคมและกรกฎาคม) 
ของทุกปี โดยมีวตัถุประสงค์เพ่ือเป็นสื่อกลางในการน าเสนอผลงานวิชาการให้กับนักวิจยั นกัศกึษา บุคลากร
เพ่ือการเผยแพร่ข้อมูล นวตักรรมและองค์ความรู้เชิงวิชาการระหว่างนักวิจัย นกัวิชาการกบัผู้ ใช้ประโยชน์ทุก
ภาคสว่น เช่น เกษตรกร ภาคเอกชนและผู้สนใจ 
 วารสารฉบับนีข้ึน้ปีท่ี 13 แล้ว เนือ้หายังคงคุณค่าเพ่ือการพัฒนาการเพาะเลีย้งสัตว์น า้หลากหลาย
ชนิด การพัฒนาสูตรอาหารเพ่ือลดต้นทุน น าของเสียมาก่อให้เกิดประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อม 
สภาพการเลีย้งกบและโรคท่ีพบในเขตจงัหวดัสกลนครและนครพนม รายงานการดือ้ยาปฏิชีวนะในน า้เสียจาก
ฟาร์มเพาะเลีย้งสตัว์น า้ ซึง่หวงัวา่ คงท าให้นกัวิจยัและเกษตรกรได้ตะหนกัและลดการใช้ยาปฏิชีวนะ มีงานวิจยั
ทางเลือกในการใช้จลุินทรีย์และสารกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในการเลีย้งสตัว์น า้ทัง้ในเลม่นีแ้ละเลม่ท่ีผ่านมา หวงัวา่ คง
เป็นประโยชน์ในการพัฒนางานของท่านเพ่ือให้สนองความต้องการของตลาดและผู้บริโภค ปิดเล่มด้วยการใช้
ปลานิลเป็นดชันีทางชีวภาพเพ่ือประเมินความเสี่ยงทางนิเวศวิทยาและมลพิษแหลง่น า้ 
 ในนามคณะกรรมการกองบรรณาธิการฯ ต้องขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูงต่อผู้ เขียนผลงาน 
คณะกรรมการผู้ทรงคุณวฒิุท่ีพิจารณาผลงาน คณะกรรมการวิชาการของคณะฯ และผู้ประสานงาน ในนาม
ตวัแทนกองบรรณาธิการและกรรมการท่านอื่น ๆ ท่ีไม่สามารถเอ่ยนามได้หมด ตลอดจนผู้ให้การสนบัสนุนจาก
หลายฝ่ายด้วยกัน ท่ีสามารถเป็นการส่งเสริมคณุภาพวารสารและด าเนินการจนท าให้วารสารวิจัยเทคโนโลยี
การประมงฉบับนี ้เป็นวารสารวิชาการเข้าสู่ระบบฐานข้อมูลวารสาร ASEAN Citation Index (ACI)  ท าให้
สามารถสืบค้นบทความได้จาก http://www.asean-cites.org/ และระบบฐานข้อมูลวารสารไทย ท่ีสามารถ
สืบค้นได้จากหน้าเวบ็ไซต์วารสาร ท่ี http://www.fishtech.mju.ac.th/FishNew1/Journal_FT  หรือเวบ็ไซต์ของ
ศนูย์ดชันีการอ้างอิงวารสารไทย ท่ี http://tci/trf.or.th น าไปสู่การส่งเสริมคุณภาพวารสารและเผยแพร่ผลงาน
ทางวิชาการท่ีตีพิมพ์ในวารสาร ซึง่เป็นการเพ่ิมคณุค่าตอ่การน าประโยชน์ต่อการศกึษาด้านวิชาการและวงการ
วิชาชีพด้านการประมงและทรัพยากรทางน า้ได้อย่างมัน่คงตอ่ไป 
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ประสิทธิภาพการเจริญเตบิโตของปลาดุกอัฟริกัน Clarias gariepinus  
ที่เลีย้งด้วยอาหารที่ใช้ silage จากการหมักไส้ไก่เป็นองค์ประกอบหลัก 

 Growth performance of African catfish (Clarias gariepinus) fed diets containing 
chicken intestine silage as a main component 
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บทคัดย่อ 

ศึกษาการใช้ silage ท่ีหมักจากไส้ไก่ในอัตราส่วนท่ีต่างกันต่อการเจริญเติบโตของปลาดุกอัฟริกัน 
(Clarias gariepinus)   หมกัไส้ไก่ด้วยกรดซิติก 8% ผสมร าละเอียดลงใน silage ท่ีระดบั 10% 20% 30% และ 
40% (RB10, RB20, RB30 และ RB40) และผสมกากถั่วเหลืองท่ีระดับ 20% 30% 40% และ 50% (SB20, 
SB30, SB40 และ SB50) เลีย้งปลาดุกอฟัริกัน จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 30 ตวั (น า้หนักเร่ิมต้นเฉลี่ย 16.05 กรัม) 
ระยะเวลาทดลอง 60 วัน โดยใช้อาหารส าเร็จรูปปลาดุกเป็นอาหารควบคุม (Contr) เมื่อสิน้สุดการทดลอง
พบว่า ปลาดุกอัฟริกันท่ีเลีย้งด้วยอาหาร Contr มีน า้หนักเพ่ิม อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR) สูงกว่า 
และ อตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ (FCR) ต ่ากวา่ อย่างมนียัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เปรียบเทียบกบัปลาท่ี
เลีย้งด้วยอาหาร silage ผสม ร าละเอียดทกุระดบั (RB10, RB20, RB30 และ RB40) และ อาหาร silage ผสม
กากถัว่เหลืองบางระดบั ได้แก่ SB30, SB40 และ SB50 ตามล าดบั (p<0.05) แตไ่มแ่ตกตา่งกบัปลาท่ีเลีย้งด้วย
อาหาร SB20 (p>0.05) อตัรารอดของปลาทกุชุดการทดลองไมแ่ตกต่างกนั (p>0.05) ระดบัโปรตีนในเนือ้ปลา
เม่ือสิน้สุดการทดลองพบว่าไม่ได้รับผลกระทบจากอาหารทดลอง (p>0.05) แต่ระดบัไขมนัในเนือ้ปลาท่ีเลีย้ง
ด้วยอาหาร silage ผสมกากถัว่เหลืองทุกระดบั (SB20, SB30, SB40 และ SB50) มีค่าต ่ากว่าปลาท่ีเลีย้งด้วย
อาหารสูตรอื่นอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) การทดลองครัง้นีส้รุปได้ว่า สามารถใช้กากถั่วเหลืองผสม 
silage ได้ไมเ่กิน 20% ในการผลิตอาหารเลีย้งปลาดกุอฟัริกนั (Clarias gariepinus) 
ค าส าคัญ: ไส้ไก่ การหมกั ปลาดกุ,กรด citric, by-product 
 

Abstract 

Experiments were carried out to investigate the effect of silage from chicken intestine 
blended with rice bran or soybean meal in the diet on growth performance of African catfish (Clarias 
gariepinus). Eight experimental diets containing various levels of rice bran (RB10, RB20, RB30 and 
RB40) or soybean meal (SB20, SB30, SB40 and SB50)  were mixed in liquid silage and a 
commercial catfish feed was used as a control diet (Contr). Triplicate groups of 30 fish (initial 
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weight: 16.05 g) were fed daily at 5% body weight for 60 days. Significant higher (p<0.05) in weight 
gain, specific growth rate (SGR) and lower feed conversion ratio (FCR) were observed in fish fed on 
Contr diet compared to those fed rice bran inclusion in the diets (RB10, RB20, RB30 and RB40) and 
some soybean meal inclusion diets (SB30, SB40 and SB50). However, the growth performance was 
similar in fish fed Contr and SB20 (p>0.05). No significant differences were detected in survival 
rates among fish fed all treatments (p>0.05). The carcass protein content were similar in all 
treatments (p>0.05). Lipid contents in fish fed soybean meal inclusion diets (SB20, SB30, SB40 and 
SB50) were significantly lower (p<0.05) than those of the rest diets. The study demonstrated that up 
to 20% of soybean meal could be incorporated in silage diets of Clarias gariepinus. 
Key word: chicken viscera, fermentation, citric acid, Catfish, by-product 

 
ค าน า 

ในปัจจุบนัการเลีย้งสตัว์น า้เชิงอตุสาหกรรมท าให้สภาวะแวดล้อมเสื่อมโทรมลง เกษตรกรฟาร์มเลีย้ง
ปลาดกุบางส่วนใช้อาหารเมด็ส าเร็จรูปร่วมกบัไส้ไก่สด เพ่ือลดต้นทุนการผลิต ท าให้น า้ทิง้จากฟาร์มก่อมลพิษ 
เกิดปัญหากบัเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งปลารายอื่นท่ีอยู่ใกล้เคียง มีรายงานการศึกษาการหมกัเศษของเหลือจาก
โรงงานอุตสาหกรรม เช่น เลือดสตัว์ เคร่ืองในสตัว์ เศษเนือ้ปลา ไส้ปลา เป็น silage เพ่ือน ามาใช้ในการเลีย้ง
ปลาได้หลายชนิด Allan et al., (2000) ทดลองใช้เคร่ืองในไก่จากโรงงานช าแหละ เลีย้งปลา silver perch 
วยัรุ่น พบวา่ ปลาสามารถย่อยเคร่ืองในไก่ได้ 83.3-92.1% โดยในเคร่ืองในไก่ มีโปรตีน 60.3% ไขมนั 18.2% มี
กรดอะมิโนท่ีจ าเป็นครบถ้วน Jayathilakan et al., (2012) กลา่ววา่ by-product จากอตุสาหกรรมเนือ้สตัว์อดุม
ไปด้วยสารอาหารส าคญั เช่น กรดอะมิโน วิตามินและแร่ธาต ุสามารถน ามาใช้เป็นประโยชน์ในการเพาะเลีย้ง
สตัว์น า้ได้ อย่างไรก็ตามการใช้ by-product จากโรงงานช าแหละไก่ เช่น การน าไส้ไก่สดมาใช้เลีย้งปลาส่งผล
ให้เกิดมลพิษทางน า้ เพราะใน by-product ประกอบด้วย เศษเลือด ไขมนั ขนไก่ และของเสียท่ีตกค้างในล าไส้ 
Gisbert et al., (2012) ทดลองใช้โปรตีนไฮโดรไลซ์จากเศษเลือดจากโรงงานช าแหละสกุร พบวา่สามารถใช้เป็น
แหลง่โปรตีนผมในอาหารเลีย้งปลา Gilthead sea bream ได้ถงึ 12% โดยไมส่ง่ผลกระทบตอ่การเจริญเติบโต 

ดงันัน้ การศกึษาแนวทางในการปรับปรุงคณุภาพไส้ไก่สดด้วยการหมกัด้วยกรด รวมทัง้การปรับปรุง
คณุสมบตัิด้วยการเสริมวตัถุดิบอาหารสตัว์ เพ่ือใช้ในการเลีย้งปลาดกุอฟัริกนัต่อประสิทธิภาพการเจริญเติบโต 
และคณุภาพน า้ เพ่ือลดมลพิษของน า้ทิง้จากฟาร์ม จงึเป็นแนวทางส าคญัเพ่ือเพ่ิมผลผลิตและลดผลกระทบทาง
สิ่งแวดล้อมท่ีมีต่อเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งสัตว์น า้ในบริเวณใกล้เคียง และความปลอดภัยด้านสุขอนามัยของ
ผู้บริโภคได้ 
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อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
การเตรียม Silage 
 น าไส้ไก่สดผสมเกล็ดน า้แข็งอตัราส่วน 1 ต่อ 1 เพ่ือป้องกันการเน่าเป่ือย เมื่อถึงสถานท่ีทดลองใช้มีด
คมสับไส้ไก่เป็นชิน้เล็ก ใส่ถังพลาสติกท่ีมีฝาปิดถังละ 20 กรัม เติม propionic acid 0.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
ป้องกันการเกิดเชือ้รา และ Ethoxyquin 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เพ่ือป้องกันการเหม็นหืน (Fagbenro และ 
Fasakin, 1996) เติมกรด citric ให้ได้ความเข้มข้น 8% ปิดฝาปล่อยให้เกิดการหมกัท่ีอุณหภูมิห้อง เมื่อครบ
ระยะเวลาการทดลอง 30 วนั ต้ม silage ท่ีได้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทาง
เคมี ทิง้ไว้ให้เย็น ปรับ pH ของ silage ให้เท่ากบั 6 ด้วยโซเดียมไบคาร์บอเนต (Ungsethaphand et al., 2017) 
การวางแผนการทดลอง และการเตรียมอาหารทดลอง 

วางแผนการทดลอง แบบสุ่มตลอด (CRD) จ านวน 3 ซ า้ ผลิตอาหารทดลองจ านวน 8 สตูร (Table 1 
และ 2) โดยใช้อาหารส าเร็จรูปปลาดุกเล็ก (โปรตีน 30%) ซึ่งใช้ปลาป่นเป็นแหล่งโปรตีนเป็นอาหารควบคุม 
(Conrt) ส่วนอาหารอีก 8 สูตร ใช้ silage ท่ีได้จากการหมกัไส้ไก่สดด้วยกรด citric 8% ผลิตอาหารทดลองท่ีมี
โปรตีน 29.22% - 40.04% โดยผสมกับร าละเอียด 4 ระดับ 10% (RB10) 20% (RB20) 30% (RB30) และ 
40% (RB40) และผสมกากถัว่เหลือง 4 ระดบั 20% (SB20) 30% (SB30) 40% (SB40)  และ 50% (SB50) น า
สว่นผสมท่ีได้ไปอดัเม็ดด้วยเคร่ืองบดเนือ้ อบแห้งในตู้อบท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ประมาณ 6 ชัว่โมง ให้มี
ความชืน้เหลืออยู่ประมาณ 10% บรรจุอาหารทดลองในถุงพลาสติกแล้วเก็บรักษาไว้ในตู้แช่ อุณหภูมิ –20o 
องศาเซลเซียส ตลอดช่วงเวลาของการทดลอง 60 วนั 

 

Table 1 Proximate composition (% dry weight) of dry chicken intestine silage after mixed with rice brand 

Rice brand (%) RB10% RB20% RB30% RB40% 

Proximate composition (% dry weight) 

Moisture 7.49+0.30 7.13+0.11 7.30+0.08 7.42+0.05 

Crude protein 34.37+0.01 32.65+0.02  30.93+0.02  29.22+0.03 

Crude lipid 20.83+0.02 20.22+0.04  19.60+0.06 18.99+0.08 

Fiber 7.05+0.01 7.38+0.01  7.72+0.02 8.06+0.03 

Ash 6.32+0.01 6.85+0.03  7.38+0.05 7.91+0.07 

NFE 31.43+0.03 32.89+0.06  34.36+0.09 35.82+0.12 

Gross energy (Kcal/Kg) 450.72+0.76 444.17+0.15  437.62+0.23 431.07+0.30 

 
 
 
 
 



4 

                                                           วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง ปีที่ 13 ฉบบัท่ี 1 มกราคม – มิถนุายน 2562 

Table 2 Proximate composition (% dry weight) of dry chicken intestine silage after mixed with soy bean 

Soy bean (%) SB20% SB30% SB40% SB50% 

Proximate composition (% dry weight) 

Moisture 9.56+0.17 9.47+0.15 9.58+0.16 9.44+0.14 

Crude protein 37.67+0.09 38.46+0.14 39.25+0.18 40.04+0.23 

Crude lipid 17.75+0.08 15.89+0.12 14.04+0.16 12.19+0.20 

Fiber 6.64+0.03 6.61+0.05 6.58+0.06 6.54+0.08 

Ash 5.90+0.01 5.95+0.01 6.01+0.01 6.06+0.02 

NFE 32.04+0.14 33.08+0.21 34.12+0.29 35.16+0.36 

Gross energy (Kcal/Kg) 438.59+0.52 429.24+0.78 419.90+1.04 410.56+1.30 

 
สัตว์ทดลอง 
 ใช้ลกูปลาดกุอฟัริกนั (Clarias gariepinus) น า้หนกัเฉลี่ย 16.05 กรัม โดยน าลกูปลามาพกัให้ปรับตวั
เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ก่อนสุ่มนบัและชัง่น า้หนกัลกูปลาเร่ิมต้นเพ่ือปล่อยลงเลีย้งด้วยความหนาแน่น 30 ตวั/บ่อ 
ในบ่อซีเมนต์กลมเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เมตร บรรจุน า้ 100 ลิตร เลีย้งด้วยอาหารควบคุมเป็นเวลา 7 วนัเพ่ือให้
ปลาปรับสภาพ ก่อนเร่ิมให้อาหารทดลอง ในอตัรา 5% ของน า้หนกัตวั/วนั วนัละ 2 ครัง้ (09.00-10.00 น. และ 
15.00-16.00 น.) ปรับปริมาณอาหารท่ีให้ ทุก 14 วนั และเติมน า้ชดเชยส่วนระเหยไปทุกวนั เมื่อสิน้สุดการ
ทดลอง สุ่มตวัอย่างปลาซ า้ละ 3 ตวั ในแต่ละชุดการทดลองเพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเนือ้ปลา โดย
วางยาสลบปลาด้วย MS222 80 มิลลิกรัม/ลิตร ในน า้ท่ีมีการให้อากาศตลอดเวลา (CCAC, 2005) 
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

วิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีในอาหารทดลอง และเนือ้ปลาเมื่อสิน้สุดการทดลอง โดยวิธีการ
ดงัต่อไปนี ้วิเคราะห์หาโปรตีนโดย micro-Kjeldahl, ไขมนัโดยวิธี dichloromethane extraction ตาม Soxlhet 
method, เย่ือใย โดยวิธี fritted glass crucible, เถ้า โดยการเผาใน muffle furnace 550 องศาเซลเซียส           
และความชืน้ โดยการอบแห้งในตู้อบ 105 องศาเซลเซียส ตามวิธีการของ AOAC (1990) 
การตรวจสอบคุณสมบัตขิองน า้ 
 ตรวจสอบคุณภาพน า้ในหน่วยทดลองเมื่อเร่ิมต้นและทุก 14 วัน จนเสร็จสิน้การทดลอง ได้แก่ 
อณุหภมูิและ dissolved oxygen (DO) ด้วยเคร่ือง oxygen meter (YSI Model 59), Total ammonia วิเคราะห์
คา่โดยใช้ spectrophotometer (Hach DR/2000) สว่นคา่ pH วดัโดยใช้เคร่ือง pH meter (Schott-Gerate CG 
840) 
การเกบ็และวิเคราะห์ข้อมูลด้านประสิทธิภาพและการเตบิโต 

นบัและชัง่น า้หนกัปลาในแตล่ะกระชงั ทกุๆ 14 วนั ตลอดการทดลองในแตล่ะการทดลอง น าข้อมลูที่ได้
ไปปรับปริมาณการให้อาหาร และค านวณหาคา่ตา่ง ๆ ดงันี ้
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ก. อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific Growth Rate; SGR) (%/วนั) 
     = 100 x (Ln น า้หนกัปลาเม่ือสิน้สดุการทดลอง – Ln น า้หนกัปลาเม่ือเร่ิมการทดลอง)     
  จ านวนวนัท่ีทดลอง 
ข. น า้หนกัท่ีเพ่ิมขึน้เม่ือสิน้สดุการทดลอง (Weight gain) กรัม 
  = น า้หนกัปลาเม่ือสิน้สดุการทดลอง (กรัม) – น า้หนกัปลาเม่ือเร่ิมการทดลอง (กรัม) 
ค. อตัรารอด (Survival Rate) %  
  = (จ านวนปลาเม่ือสิน้สดุการทดลอง / จ านวนปลาบเมื่อเร่ิมต้นการทดลอง) x 100 
ง. อตัราการแลกเนือ้ (FCR)   
 = น า้หนกัของอาหารที่ปลากิน (กรัม) / น า้หนกัปลาท่ีเพ่ิมขึน้ (กรัม) 
 

การวิเคราะห์ทางสถติ ิ
วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เพ่ือศกึษาความแตกตา่งของแตล่ะทรีตเมนต์ จากนัน้เปรียบเทียบ

คา่เฉลี่ยของทรีตเมนต์ โดยวิธีของ Tukey’s test ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ p<0.05  

 
ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 เม่ือน า Silage ท่ีได้จากการหมกัด้วยกรด citric 8% ไปผสมวตัถุดิบอาหารสตัว์ ได้แก่ ร าละเอียดและ 
กากถัว่เหลือง เพ่ือความสะดวกในการเก็บรักษาและน าไปใช้ จะได้อาหารผสมท่ีมีระดบัโปรตีนเฉลี่ย 29.22% - 
40.04% ซึ่ง Gupta et al., (2013) ระบุว่า ปลาดุกด้าน (Clarias batrachus) มีความต้องการโปรตีน 30%-
40% นอกจากนีย้งัพบวา่ การผสมร าละเอียดท่ีระดบั 10%, 20%, 30% และ 40% ส่งผลให้ระดบัโปรตีน ไขมนั 
และพลงังานรวมในอาหารผสมทุกระดบัลดลง และยงัส่งผลให้ระดบั NFE เย่ือใย และเถ้าเพ่ิมขึน้ในทุกระดบั 
(Table 1) ทัง้นี ้เพราะร าละเอียดมีระดบัโปรตีนและไขมนัต ่ากวา่ silage 

การน า silage ท่ีได้จากการหมกัด้วยกรด citric 8% ไปผสมกากถั่วเหลืองท่ีระดบั 20%, 30% , 40% 
และ 50% ท าให้ได้อาหารผสมท่ีมีโปรตีนสูงกว่า silage ในทุกระดบั (Table 2)  ทัง้นี ้เพราะกากถั่วเหลืองมี
ระดบัโปรตีนสงูกวา่ silage นอกจากนีก้ารผสมกากถัว่เหลืองยงัท าให้อาหารผสมท่ีได้มีระดบัไขมนัและพลงังาน
รวมต ่ากวา่ silage ในทกุระดบัของการผสม 

หากพิจารณา ในแง่ของความปลอดภยัด้านการปนเปือ้นของเชือ้จุลินทรีย์ใน silage นัน้ Russell and 
Gould (1991) รายงานวา่จลุินทรีย์ท่ีสร้างสารพิษในอาหารสว่นใหญ่จะถูกควบคมุได้ด้วย pH ในอาหารที่ระดบั
ต ่ากว่า 4.2 ในท านองเดียวกนั Cai et al.,(1995) พบว่าการใช้กรด formic 2% ในการหมกัไส้ไก่สดและซากไก่ 
จะสามารถท าลายเชือ้ Salmonella ได้ภายใน 8 วัน ท่ีระดับ pH 3.8 แต่ Middelton and Ferket (2001) 
รายงานว่า การใช้กรด phosphoric ความเข้มข้นต่างกันหมกัซากไก่ เพ่ือควบคมุ pH ให้อยู่ในระดบั 2.0, 2.5, 
3.0, 4.0, 4.5 และ 5.0 นัน้ พบวา่ ท่ีระดบั pH ต ่ากวา่ 5.0 สามารถควบคมุ fecal coliform แบคทีเรียได้ 
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ประสิทธิภาพการเจริญเตบิโตของปลาดุกอัฟริกัน (Clarias gariepinus) 
 ผลการทดลองพบว่า ปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหาร SB20 มีประสิทธิภาพการเจริญเติบโต ได้แก่ น า้หนัก
สุดท้าย, น า้หนักเพ่ิม, อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR) และ FCR ไม่แตกต่างจากอาหารปลาดุกเล็ก
ส าเร็จรูป ท่ีเป็นอาหารควบคมุ (Contr) อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แตป่ลาท่ีเลีย้งด้วยอาหาร Contr มี
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโต ดีกว่า ปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารสตูรอื่นท่ีเหลืออย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
อย่างไรก็ตาม อตัรารอดของปลาในการทดลองครัง้นี ้ไมแ่ตกตา่งกนั (p>0.05) ในทกุสตูรอาหาร (Table 3) 
 ในการทดลองครัง้นี ้การที่ปลาดกุอฟัริกนัท่ีเลีย้งด้วยอาหาร SB20 น า้หนกัสดุท้าย, น า้หนกัเพ่ิม, อตัรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR) และ FCR ไม่แตกต่างจากอาหารควบคุม เพราะปลาดุกอฟัริกันสามารถใช้
แหล่งโปรตีนจากถั่วเหลืองได้ดี Imorou Toko et al., (2008) สอดคล้องกับ Fagbenro and Davies (2001) 
รายงานวา่ สามารถใช้กากถัว่เหลืองทดแทนปลาป่นในสตูรอาหารเลีย้งปลาดกุอฟัริกนัได้ 20-40% โดยไมส่ง่ผล
เสียต่อการเจริญเติบโต แต่ในการทดลองครัง้นี ้การใช้กากถั่วเหลืองในอัตราท่ีสูง 40% กลบัส่งผลให้ปลามี
อตัราการเจริญเติบโตลดลง เน่ืองจากการทดลองครัง้นีใ้ช้สูตรอาหารท่ีไม่มีปลาป่นเป็นองค์ประกอบในสูตร
อาหาร โดยเป็นท่ีทราบกันดีว่า ปลาป่นเป็นแหล่งวตัถุดิบอาหารสัตว์ท่ีมีสารอาหารครบถ้วนมากกว่าแหล่ง
โปรตีนจากสตัว์และพืชชนิดอื่น เพราะมีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นครบถ้วนและเหมาะสมตามความต้องการของปลา 
สง่ผลให้ปลามีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตท่ีดี (Gaylord and Gatlin, 1996; Gupta et al., 2013) สอดคล้อง
กับ Oke et al., (2016) ท่ีรายงานว่า การใช้ไส้ไก่ทดแทนปลาป่นในสูตรอาหารเลีย้งปลาดุกอัฟริกันนัน้มี
ขีดจ ากดัไม่เกิน 30% โดยหากทดแทนในอตัราท่ีสงูเกินไปจะส่งผลเสียต่อการเจริญเติบโตของปลา โดยเฉพาะ
อย่างย่ิงในสูตรอาหารท่ีไม่มีปลาป่นเป็นองค์ประกอบ เพราะจะมีปริมาณกรดอะมิโนท่ีไม่ครบถ้วนสมดุล 
Fagbenro and Fasakin (1996) ก็รายงานว่า ปัญหาของการใช้ Silage ท่ีได้จากการหมกัด้วยกรดในการเลีย้ง
ปลาคือ Silage ท่ีได้จะมีปริมาณกรดอะมิโน tryptophan ต ่า จงึมีขีดจ ากดัในการน าไปทดแทนปลาป่น 
 เป็นท่ีน่าสงัเกตว่า ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของปลาดุกอฟัริกัน ในการทดลองครัง้นี ้มีแนวโน้ม
ลดลงเมื่อเพ่ิมปริมาณวตัถุดิบอาหารสตัว์ท่ีใช้ผสมกบั Silage และลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
เม่ือผสมในอตัราท่ีสงู เช่น ปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหาร RB30 และ RB40 มีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตต ่ากวา่ปลา
ท่ีเลีย้งด้วยอาหาร RB10 และ RB20 อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ทัง้นีเ้พราะการผสมร าละเอียดใน
อตัราท่ีสูงขึน้ท าให้ปริมาณโปรตีนรวมในอาหารลดลง ในขณะท่ีมีปริมาณเย่ือใยและเถ้าเพ่ิมขึน้ (Table 1) 
นอกจากนีย้งัพบว่า ปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหาร Silage ผสมร าละเอียดในทุกระดบั (RB10-RB40) มีประสิทธิภาพ
การเจริญเติบโตต ่ากว่าปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารควบคมุ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) สอดคล้องกบัการ
ทดลองของ Giri et al., (2003) พบว่าปลาดกุลกูผสม (Clarias batrachus x Clarias gariepinus) ท่ีเลีย้งด้วย
สตูรอาหารท่ีมีร าละเอียด  10% และ 20% มีน า้หนกัสดุท้ายและน า้หนกัเพ่ิม สงูกว่าปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารสตูร
ท่ีมีร าละเอียด 35% และ 50% อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 ในท านองเดียวกัน การผสมกากถัว่เหลืองในอตัราสูง 40% และ 50% (SB40 และ SB50) ท าให้ปลา
ดุกอัฟริกัน ในการทดลองครัง้นี ้มีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตต ่ากว่าปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารท่ีผสมกากถั่ว
เหลืองในอัตราต ่า 20% (SB20) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยการผสมกากถั่วเหลืองในอัตราท่ี
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สูงขึน้แม้จะท าให้มีระดบัโปรตีนในอาหารสูงขึน้ แต่ก็ส่งผลให้มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตและ เถ้าสูงขึน้เช่นกัน 
(Table 2) 
 แม้วา่จะมีการทดลองท่ีแสดงวา่ สามารถใช้กากถัว่เหลืองเป็นแหลง่โปรตีนทดแทนปลาป่นเลีย้งปลาได้
หลายชนิด Giri et al., (2000) รายงานว่า ปลาดุกด้าน (Clarias batrachus) มีความสามารถในการย่อย
คาร์โบไฮเดรตได้ดี โดยพบปริมาณเอนไซม์ α-amylase ในล าไส้สูงขึน้เมื่อกินอาหารท่ีมีคาร์โบไฮเดรตสูง 
Fagbenro and Davies (2001) รายงานว่า สามารถใช้กากถั่วเหลืองทดแทนปลาป่นในสูตรอาหารเลีย้งปลา
ดกุอฟัริกนัได้ 20-40% โดยไม่ส่งผลเสียต่อการเจริญเติบโต แต่อย่างไรก็ตาม ในการทดลองของ Imorou Toko 
et al., (2008) พบว่า ยังคงมีขีดจ ากดัในการใช้กากถัว่เหลืองทดแทนปลาป่นในการเลีย้งปลาดกุอฟัริกนั โดย
พบวา่การใช้กากถัว่เหลืองในปริมาณท่ีสงูเกินไปถงึ 60% จะส่งผลลบตอ่การเจริญเติบโตของปลา ทัง้นีเ้พราะมี
ปริมาณกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นไม่เพียงพอในกากถั่วเหลือง สอดคล้องกับ Fagbenro and Davies (2001) ท่ี
รายงานว่า หากต้องการใช้กากถั่วเหลืองทดแทนปลาป่นในสูตรอาหารเลีย้งปลา โดยไม่ให้ส่งผลเสียต่อการ
เจริญเติบโตของปลา จ าเป็นต้องเติมกรดอะมิโน methionine เข้าไปในสูตรอาหาร Gupta et al., (2013) ก็
รายงานว่า ลกูปลาดกุด้าน ท่ีเลีย้งด้วยอาหารที่ใช้ปลาป่นเป็นแหล่งโปรตีนมีน า้หนกัเพ่ิมสูงกว่า และ FCR ต ่า
กวา่ ลกูปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารที่ใช้ไส้ปลา ไส้ไก่ และกากถัว่เหลืองเป็นแหลง่โปรตีน 
องค์ประกอบทางเคมีในเนือ้ปลา 

มีงานวิจัยจ านวนมากระบุว่า องค์ประกอบทางเคมีในเนือ้ปลาท่ีแตกต่างกันเป็นผลมาจากปริมาณ
อาหารท่ีได้รับ อตัราการเจริญเติบโตของปลาในแต่ละช่วงวยั วตัถุดิบท่ีเป็นองค์ประกอบในอาหารเลีย้งปลา 
และองค์ประกอบทางเคมีและสารอาหารในอาหารเลีย้งปลา (Degani et al., 1989; Imorou Toko et al., 
2007; Imorou Toko et al., 2008) 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเนือ้ปลาดุกอฟัริกันภายหลังเสร็จสิน้การทดลอง (Table 4) 
พบว่า ปริมาณโปรตีนและความชืน้ในเนือ้ปลาดุกอัฟริกันท่ีเลีย้งด้วยอาหารทดลองในการทดลองครัง้นี ้ไม่
แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) โดยมีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 12.56 -14.69% สอดคล้องกบั
การทดลองของ Imorou Toko et al., (2008) ท่ีทดลองเลีย้งปลาดกุอฟัริกนัด้วยอาหารส าเร็จรูป และอาหารท่ี
ทดแทนปลาป่นด้วยกากถั่วเหลือง 30% และ 60% พบว่ามีปริมาณโปรตีนในเนือ้ปลา 12.4%-14.5% โดยไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) และ Gupta et al., (2013) เลีย้งปลาดกุด้านด้วยอาหารท่ีใช้ ปลาป่น ไส้ไก่ ไส้
ปลา และกากถั่วเหลือง เป็นแหล่งโปรตีน พบว่า มีปริมาณโปรตีนในเนือ้ปลาอยู่ในช่วง 13.32%-13.75% 
(p>0.05) Fagbenro and Fasakin (1996) ใช้ Silage จากการหมกัไส้ไก่ด้วยกรด citric ทดแทนปลาป่นในสตูร
อาหารเลีย้งปลาดกุอฟัริกนั และ Oke et al., (2016) เลีย้งปลาดกุอฟัริกนัด้วยอาหารที่ใช้ไส้ไก่ทดแทนปลาป่น 
0%-50% เปรียบเทียบกบัอาหารส าเร็จรูป ซึง่การทดลองทัง้สอง พบวา่ปริมาณความชืน้และโปรตีนในเนือ้ปลา
ไมแ่ตกตา่งกนั (p>0.05) 

ปริมาณไขมันในเนือ้ปลาท่ีเลีย้งด้วย Silage ผสมกากถั่วเหลืองในทุกระดบั (SB20 - SB50) มีค่าต ่า
กว่าเนือ้ปลาท่ีเลี ย้งด้วยอาหารควบคุมและ Silage ผสมร าละเอียดในทุกระดับ (RB10 – RB40) อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากมีปริมาณไขมนัในกากถัว่เหลืองต ่ากว่าในร าละเอียด ส่งผลให้
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อาหารทดลองท่ีผสมกากถั่วเหลืองมีปริมาณไขมันต ่ากว่า (Table 1 และ 2) โดย Giri et al., (2000) และ 
Gupta et al., (2013) รายงานว่า ปลาดุกด้านจะมีการสะสมไขมนัในเนือ้ปลาเพ่ิมขึน้เมื่อกินอาหารท่ีมีระดับ
ไขมันสูงขึน้ สอดคล้องกับ Oke et al., (2016) ก็รายงานผลเช่นเดียวกันในการทดลองกับปลาดุกอัฟริกัน 
นอกจากนีย้ังพบว่าอาหารควบคุมและทดลองท่ีใช้ Silage ผสมร าละเอียด มีปริมาณโปรตีนในอาหารต ่ากว่า 
อาหารทดลองท่ีใช้ Silage ผสมกากถัว่เหลือง (Table 1 และ 2) ก็เป็นสาเหตใุห้ปลาทดลองมีการสะสมไขมนัใน
เนือ้ปลาต่างกัน โดย Giri et al., (2003) อธิบายว่าปลาท่ีกินอาหารท่ีมีโปรตีนต ่ากว่าแต่ไขมนัสงูกว่า จะมีการ
สะสมไขมนัในเนือ้ปลาสงูขึน้ โดย Gupta et al., (2013) ก็รายงานผลเช่นเดียวกนัในการทดลองกบัปลาดกุด้าน 

ปริมาณเถ้าในเนือ้ปลาท่ีกินอาหารควบคุมซึ่งเป็นอาหารเม็ดส าเร็จรูปปลาดุก มีค่าสูงกว่าปลาท่ีกิน
อาหารสูตรอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เป็นผลจากปลาป่นท่ีเป็นแหล่งโปรตีนหลักจากสัตว์ใน
อตุสาหกรรมผลิตอาหารเมด็ส าเร็จรูป เพราะปลาป่นมีปริมาณเถ้าสงู (Giri et al.,, 2000) 

ผลการทดลองครัง้นีแ้สดงให้เหน็ถงึขีดจ ากดัของการใช้ Silage ผสมวตัถดุิบอาหารสตัว์ เช่น ร า
ละเอียดและกากถัว่เหลืองโดยไมม่ีปลาป่นเป็นองค์ประกอบในสตูรอาหารเลีย้งปลาดกุอฟัริกนั โดยการผสม 
Silage กบัร าละเอียดในทกุระดบั ตัง้แต ่ 10-40% ท าให้ปลาดกุอฟัริกนัมีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตต ่ากวา่ 
ปลาท่ีเลีย้งด้วยอาหารควบคมุ และสามารถผสม Silage กบักากถัว่เหลืองได้ไมเ่กิน 20% โดยไมส่ง่ผลเสียกบั
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของปลาดกุอฟัริกนั เม่ือเทียบกบัอาหารควบคมุ แม้วา่การผสมกากถัว่เหลืองใน
อตัราท่ีสงูขึน้จะท าให้มีปริมาณโปรตีนรวมในอาหารสงูขึน้กต็าม 
คุณภาพน า้ในบ่อทดลอง 
 คุณภาพน า้ในบ่อทดลอง DO อยู่ในช่วง 3.38-3.92 มิลลิกรัม/ลิตร pH อยู่ในช่วง 7.41-7.98 Total 
Ammonia อยู่ในช่วง 0.46-0.55 มิลลิกรัม/ลิตร (Table 4) ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
และอยู่ในช่วงท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของปลาดุกอฟัริกัน ตามรายงานของ Oke et al.,(2016) และมี
ปริมาณแอมโมเนีย และ pH ไม่เกินคา่มาตรฐาน ในประกาศกระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม เร่ือง 
ก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน า้ทิง้จากบ่อเพาะเลีย้งสตัว์น า้จืด (Announcement of the Ministry of 
Natural Resources and Environment: Issue 2, 2008) 
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Table 3 Growth, feed conversion ratio and survival rate of African catfish after 60 days 
Indicator feed formula (%Protein) 

Contr (30) RB10 (34.37) RB20 (32.65) RB30 (30.93) RB40 (29.22) SB20 (37.67) SB30 (38.46) SB40 (39.25) SB50 (40.04) 

INITIAL weight (g) 16.16  0.04 16.28  0.05 16.31  0.10 16.06  0.05 15.61  0.40 16.28  0.06 16.17  0.15 16.06  0.04 15.56  0.41 
FINAL weight (g) 119.11  0.91a 102.18  2.15bc 92.91  1.90cd 82.66  2.17e 66.86  0.36e 108.60  0.41ab 105.29  1.76b 91.04  0.98d 90.21  1.05d 

Weight gain (g) 102.94  0.96a 85.89  2.21bc 76.59  2.00cd 66.61  2.21e 51.25  0.76e 92.33  0.35ab 89.12  1.91b 74.96  0.94d 74.65  0.61d 

SGR (%/day) 3.33  0.02a 3.06  0.04bc 2.89  0.04cd 2.73  0.09e 2.42  0.06e 3.16  0.01ab 3.12  0.04abc 2.89  0.01cd 2.93  0.03bcd 

FCR 1.88  0.04a 2.38  0.21b 3.26  0.19bc 3.46  0.34c 3.43  0.07c 1.97  0.01ab 2.44  0.66b 2.35  0.03b 2.46  0.27b 

Survival (%) 98.00  2.52 83.53  2.94 91.18  2.94 94.12  2.88 87.65  2.94 92.36  3.89 92.36  1.77 90.59  0.05 89.41  2.94 
Note: Mean ± se in rows with the different alphabets were statistically different (p<0.05) when compared by Tukey’s test 
SGR Specific growth rate, FCR Feed conversion ratio 
 

Table 4 Proximate composition (% dry matter basis) in carcass of African catfish fed experimental diets 
Indicator feed formula (%Protein) 

Contr (30) RB10 (34.37) RB20 (32.65) RB30 (30.93) RB40 (29.22) SB20 (37.67) SB30 (38.46) SB40 (39.25) SB50 (40.04) 

Moisture 77.62  0.04 78.86  0.05 78.15  0.10 77.51  0.05 78.76  0.40 78.62  0.06 79.02  0.15 78.14  0.04 77.11  0.41 

Protein 13.32  0.91 12.90  2.15 13.10  1.90 14.26  2.17 12.65  0.36 13.47  0.41 13.00  1.76 13.80  0.98 14.69  1.05 

Lipid 5.23  0.96 a 5.06  2.15 a 5.44  1.90a 5.31  2.17 a 5.50  0.36 a 4.11  0.35 b 4.29  1.91 b 4.82  0.98 b 4.41  1.05 b 

Ash 2.65  0.02 a 1.69  0.04 b 1.75  0.04b 1.75  0.09 b 1.73  0.06 b 1.60  0.01 b 1.69  0.04 b 1.51  0.01 b 1.71  0.03 b 

Note: Mean ± se in rows with the different alphabets were statistically different (p<0.05) when compared by Tukey’s test 
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Table 5 Water quality in the pond after 60 days of experiment 
Indicator feed formula (%Protein) 

Contr (34.37) RB10 (34.37) RB20 (32.65) RB30 (30.93) RB40 (29.22) SB20 (37.67) SB30 (38.46) SB40 (39.25) SB50 (40.04) 

Temperature (C) 27.41  0.48 27.17  0.12 27.18  0.39 27.52  0.11 27.79  0.14 27.31  0.52 27.15  0.43 27.56  0.24 27.51  0.16 

DO (mg/l) 3.59  0.44 3.87  0.01 3.46  0.22 3.89  0.10 3.91  0.12 3.38  0.41 3.54  0.26 3.92  0.12 3.86  0.01 

pH 7.98  0.26 7.69  0.01 7.56  0.12 7.72  0.09 7.65  0.04 7.48  0.12 7.41  0.03 7.63  0.06 7.65  0.09 

Total Ammonia (mg/l) 0.51  0.08 0.54  0.02 0.46  0.01 0.55  0.01 0.54  0.01 0.55  0.04 0.52  0.05 0.49  0.04 0.55  0.04 
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สรุปผลการวิจัย  
ผลการศึกษาในครัง้นี ้สามารถใช้วัตถุดิบอาหารสัตว์ เช่น ร าละเอียด และกากถั่วเหลือง ผสมกับ 

silage ท่ีได้จากการหมกัด้วยกรด citric 8% เพ่ือความสะดวกในการเก็บรักษาและน าไปใช้งาน โดยสามารถใช้
กากถั่วเหลืองผสม silage ได้ไม่เกิน 20% ในการผลิตอาหารเลีย้งปลาดุกอฟัริกัน (Clarias gariepinus) และ
คุณภาพน า้ในบ่อทดลองมีปริมาณแอมโมเนีย และ pH ไม่เกินค่ามาตรฐานควบคุมการระบายน า้ทิง้จากบ่อ
เพาะเลีย้งสตัว์น า้จืด 

 
กิตตกิรรมประกาศ 

คณะผู้ วิจัยขอขอบคุณส านักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลยัแม่โจ้ และส านักงาน
คณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ ท่ีให้การสนบัสนนุในการจดัสรรงบประมาณวิจยั รหสัโครงการวิจยั มจ. 1-60-62.2 
และขอขอบคุณคณาจารย์ ข้าราชการและเจ้าหน้าท่ี คณะเทคโนโลยีการประมงและทรัพยากรทางน า้ 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้และบุคคลอื่นท่ีมิได้กล่าวถึงในท่ีนี ้ท่ีได้ให้ความเกือ้หนุน ท าให้การวิจัยในครัง้นีเ้สร็จสิน้
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บทคัดย่อ 
การศึกษานีไ้ด้ท าการทดสอบการใช้อินูลินเป็นสารเสริมพรีไบโอติกในอาหารปลาดุกลูกผสม (Clarias 

macrocephalus x C. gariepinus) การทดลองนีม้ีกลุ่มทดลอง 4 กลุ่ม ประกอบไปด้วยกลุ่มทดลองท่ีมีการ
เสริมอินลูินในระดบัท่ีแตกตา่งกนั ได้แก่ กลุม่ท่ีไมม่ีการเสริมอินลูิน (กลุม่ควบคมุ) กลุม่ท่ีมีการเสริมอินลูินท่ีระดบั 
1%, 2% และ 3% ท าการทดลองเลีย้งปลาในบ่อคอนกรีตเป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์ ผลการทดลองพบว่า ปลาท่ี
ได้รับการเสริมอินลูินในอาหารท่ีระดบั 1% มีผลท าให้ปลามีสมรรถนะการเจริญเติบโตดีท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุ่มควบคุม (P<0.05) และมีค่าลดลงต ่าสุดในกลุ่มปลาท่ีได้รับการเสริมอินูลินในอาหารที่ระดบั 3% (P>0.05) 
ปลาทุกกลุ่มทดลองมีอตัราการรอดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P>0.05) การเสริมอินูลินท่ีระดบั 
1% มีผลท าให้ค่าอิมมูโนโกลบูลินรวม ค่าการท างานของไลโซไซม์ และค่า ACH50 เพ่ิมสูงขึน้ (p<0.05) การ
เสริมอินูลินส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ปลา การเสริมอินูลินท่ีระดบั 1% ท าให้จ านวน
แบคทีเรียรวมทัง้หมด แบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid bacteria แบคทีเรียในกลุ่ม Bifidobacterium spp. เพ่ิม
สงูขึน้ และมีจ านวนแบคทีเรียในกลุม่ Vibrio spp. ลดลง (P<0.05) จากผลการทดลองนีส้รุปได้ว่าการเสริมอินลูิน
ในอาหารท่ีระดบั 1% มีประโยชน์ตอ่การเพ่ิมสมรรถนะการเจริญเติบโตและสขุภาพของปลาดกุลกูผสมได้  
ค าส าคัญ: อินลูิน ปลาดกุลกูผสม สมรรถนะการเจริญเติบโต การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนั 

 

Abstract 
This study evaluated the prebiotic effects of dietary inulin on hybrid catfish (Clarias 

macrocephalus x C. gariepinus). Four dietary treatments were designed to incorporate inulin at 0 
(control), 1%, 2% and 3%. Fish were reared in concrete ponds for 12 weeks. Fish fed the 1% inulin 
diets had the best growth performances compared with that of fish fed the control diet (P<0.05), and 
the lowest was observed in fish fed on 3% inulin. There were not significant differences in survival 
rates among experimental diets (P>0.05). Inulin supplementation at 1% improved total 
immunoglobulin content, lysozyme activity, and ACH50 activity (P<0.05). Inulin supplementation 
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affected the population of intestinal microbiota. Dietary supplementation with 1% inulin led to increase 
intestinal total bacteria, lactic acid bacteria, Bifidobacterium spp. and decrease the population of 
Vibrio spp. (P<0.05). These findings indicate that inulin supplementation at 1% had positive effects on 
growth performance and health of hybrid catfish.  
Keywords: inulin, hybrid catfish, growth performance, immune response 

 

ค าน า 
 ปลาดุกเป็นปลาน า้จืดชนิดหนึ่งท่ีเป็นท่ีนิยมบริโภคและมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทย 
โดยเป็นปลาน า้จืดท่ีมีการเลีย้งมากเป็นอันดับสองของประเทศ รองจากปลานิล มีปริมาณผลผลิตจากการ
เพาะเลีย้งสงูถึง 113,825 ตนั ในปี พ.ศ. 2557 คิดเป็นมูลค่าสงูถึง 5,333.8 ล้านบาท (Information center of 
fisheries, 2016) และปลาดกุท่ีนิยมเลีย้งมากท่ีสดุ คือ ปลาดกุลูกผสม (hybrid catfish) ซึ่งได้จากการน าปลา
ดกุยกัษ์เพศผู้  (Clarias gariepinus) มาผสมพนัธุ์กบัปลาดกุอยุเพศเมีย (C. macrocephalus) ได้ปลาลกูผสม
ท่ีเนือ้มีรสชาติดี เลีย้งง่าย และเจริญเติบโตเร็ว อย่างไรก็ตาม การขยายตวัของการเลีย้งแบบหนาแน่นท่ีเพ่ิมขึน้
ท าให้เกิดปัญหาการระบาดของโรคตามมา ก่อให้เกิดการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีจ านวนมากในการป้องกนั
และรักษาโรค ซึง่เป็นสาเหตุส าคญัให้เกิดสารตกค้างในตวัปลา และสง่ผลกระทบตอ่มายงัสขุภาพของผู้ บริโภค 
(FAO, 2002)  

พรีไบโอติก (prebiotic) เป็นสารอาหารท่ีไม่สามารถถูกย่อยได้โดยเอนไซม์ของสตัว์ แต่เป็นประโยชน์
ต่อสตัว์โดยการช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตและการท างานของจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ในระบบทางเดินอาหาร 
ซึ่งเป็นการช่วยส่งเสริมสุขภาพของเจ้าบ้าน  (Gibson and Roberfroid, 1995) โดย อินูลิน (inulin) เป็น
คาร์โบไฮเดรตประเภทโพลีแซคคาร์ไรด์ชนิดหนึ่งในกลุม่ฟรุกแตน ซึง่พรีไบโอติกท่ีนิยมใช้ในอาหารส าหรับสตัว์
น า้ โครงสร้างของอินูลินประกอบด้วย ฟรุกโตส และกลโูคส ยึดต่อกนัด้วยพันธะ β-2,1 ไม่สามารถย่อยได้โดย
เอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร แต่ถูกย่อยได้ท่ีล าไส้ใหญ่โดยแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ เช่น บิฟิโดแบคทีเรีย 
(bifidobacteria) และกลุ่มของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) ท าให้แบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์เหล่านีเ้พ่ิมจ านวนมากขึน้  (Roberfroid, 2002) แม้ว่าอินูลินได้ส่งผลกระทบในเชิงลบต่อการ
ตอบสนองการเจริญเติบโตของปลาบางชนิด (Akrami et al., 2013; Reza et al., 2009) แต่ในหลายการศกึษา
แสดงให้เห็นว่าอินูลินมีประสิทธิภาพต่อการเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโต  อัตรารอด และการตอบสนองต่อ
ภมูิคุ้มกนัให้กบัปลาได้ เช่นในปลา Siberian sturgeon (Acipenser baerii) (Mahious et al., 2006a) ปลานิล 
(Oreochromis niloticus) (Ibrahem et al., 2010) ปลา rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Ortiz et al., 
2013) และปลาไน (Cyprinus carpio) (Mousavi et al., 2016) เป็นต้น อย่างไรก็ตามในปัจจุบนัยงัไม่มีข้อมูล
ใดๆ เก่ียวกับประสิทธิภาพผลของการเสริมอินูลินในอาหารส าหรับปลาดุกลูกผสม ซึ่งเป็นปลาน า้จืดท่ีมีการ
เพาะเลีย้งกันอย่างกว้างขวาง และมีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย ดังนัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงมี
วตัถปุระสงค์ท่ีจะศกึษาถงึผลของการเสริมอินูลินในอาหารต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต ประชากรจุลินทรีย์ใน
ล าไส้ และการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของปลาดกุลกูผสม เพ่ือใช้เป็นข้อมลูในการเพ่ิมศกัยภาพการเพาะเลีย้ง
ปลาดกุลกูผสมตอ่ไปในอนาคต 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การวางแผนการทดลองและการเตรียมอาหารทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 4 กลุ่มการทดลอง ใน
แต่ละกลุ่มการทดลองมี 3 ซ า้ ได้แก่ กลุ่มท่ีไม่มีการเสริมอินูลิน (กลุ่มควบคมุ) กลุ่มท่ีมีการเสริมอินูลินท่ีระดบั 
1%, 2% และ 3% ตามล าดบั ส่วนผสมและองค์ประกอบทางเคมี (ความชืน้ โปรตีน ไขมนั เย่ือใย และเถ้า) ของ
อาหารพืน้ฐานได้แสดงใน Table 1 โดยวิเคราะห์ตามวิธีการมาตรฐานของ AOAC (1990) อาหารทดลอง
ทัง้หมดได้ถูกผลิตโดยใช้เคร่ืองอดัเม็ดอาหารชนิดเม็ดลอยน า้ เม็ดอาหารมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 
0.5 เซนติเมตร อาหารท่ีผลิตได้จะถูกน าไปตากแดดให้แห้ง ประมาณ 2-3 วนั เม่ืออาหารแห้งดีแล้วจึงท าการ
บรรจุอาหารทดลองลงในภาชนะท่ีปิดมิดชิด ซึง่อาหารพืน้ฐานในการทดลองครัง้นีไ้ด้มีระดบัความชืน้ในอาหาร
เท่ากบั 7% โปรตีนเท่ากบั 33.2% ไขมนัเท่ากบั 6.9% เย่ือใยเท่ากบั 4.5% และเถ้าเท่ากบั 9.8% 
2. ปลาทดลองและการเลีย้งปลา 

น าปลาดุกลูกผสม น า้หนักเฉลี่ย 7.62-7.64 กรัม มาเลีย้งในบ่อซีเมนต์ ขนาด 2x2x1 ลูกบาศก์เมตร 
จ านวน 12 บ่อ (3 ซ า้ 4 กลุ่มการทดลอง) บ่อละ 30 ตัว สภาพบ่อทดลองมีการให้อากาศอย่างเพียงพอ 
นอกจากนีย้งัมีการเปลี่ยนถ่ายน า้ปริมาณ 1/3 ของน า้ท่ีมีอยู่ในแตล่ะบ่อทกุสปัดาห์ ท าการเลีย้งปลาด้วยอาหาร
ทดลองตามกลุ่มการทดลองโดยให้ปลากินอาหารจนอิ่ม วนัละ 2 มือ้ เช้า-เย็น ตลอดการทดลองเป็นเวลา 12 
สปัดาห์ สภาพอณุหภูมิน า้ตลอดการทดลองอยู่ในช่วงระหวา่ง 25-28 องศาเซลเซียส ปริมาณออกซิเจนละลาย
น า้ อยู่ในช่วง 5.21-5.96 มิลลิกรัม/ลิตร และคา่ความเป็นกรด-ดา่งอยู่ในช่วง 7.42-8.01  
3. การศึกษาผลของการเสริมอนูิลินต่อสมรรถนะการเจริญเตบิโตและอัตรารอด 

เม่ือครบก าหนดการเลีย้งเป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์ นบัจ านวนปลาท่ีเหลือในทกุๆ ซ า้ของทุกกลุ่มการ
ทดลองเพ่ือค านวณอตัรารอด และสุม่ปลาจากแตล่ะซ า้ของทกุกลุม่การทดลองมาจ านวนซ า้ละ 4 ตวั ชัง่น า้หนกั
และท าการประเมินน า้หนักสุดท้าย (final weight) น า้หนักปลาเฉลี่ยท่ีเพ่ิมขึน้ (weight gain) อัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth; SGR) และชัง่น า้หนกัอาหารที่เหลือของแตล่ะกลุม่การทดลองเพ่ือน าไป
ค านวณหาอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ (feed conversion ratio; FCR) 
4. การศึกษาผลของการเสริมอนูิลินต่อค่าภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง 

ท าการเก็บตวัอย่างเลือดปลาจากแต่ละซ า้ของทุกกลุม่การทดลองมาจ านวนซ า้ละ 4 ตวั เพ่ือวิเคราะห์
ค่าภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะเจาะจง โดยเก็บตวัอย่างเลือดจากบริเวณคอดหางปริมาตร 1 มิลลิลิตร แบ่งเลือด
เป็น 2 ส่วน คือเลือดสว่นท่ีหนึ่งใส่สารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด EDTA (1.5 mg/เลือด 1 ml) น าไปป่ันเหว่ียง
เก็บพลาสมาท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ส าหรับวิเคราะห์
คา่อิมมโูนโกลบลูินรวม (total Ig) ตามวิธีการของ Siwicki et al. (1994) เลือดอีกสว่นหนึง่ไมใ่สส่ารป้องกนัการ
แข็งตวัของเลือด โดยปล่อยให้เลือดแข็งตวัท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บ
ซีร่ัมท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่าการ
ท างานของไลโซไซม์  (lysozyme activity) ตาม วิธีการของ Pitaksong et al. (2013) และวิเคราะห์ค่า 

alternative complement haemolytic 50 activity (ACH50) ตามวิธีการของ Sunyer and Tort (1995) 
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Table 1 Ingredients and chemical composition (g kg-1) of the basal diet 
Ingredients g kg-1 
Fish meal 368 
Soybean meal 249 
Rice bran 119 
Broken rice 149 
Cassava chips 100 
Soybean oil 10 
Premix1 5 
Proximate composition (g kg-1 dry weight)  
Dry matter 930 
Crude protein 332 
Crude lipid 69 
Crude fibre 45 
Crude ash 98 
Nitrogen-free extract2 386 

Remark: 1 Vitamin and trace mineral mix provided the following (IU kg-1 or g kg-1 diet): biotin, 0.125 g; folic acid, 0.0015 g; 
inositol, 0.125 mg; niacin, 0.0158 g; pantothenic acid, 0.015 g; vitamin A, 2500 IU; vitamin B1, 0.0013 g; vitamin 
B2, 0.0006 g; vitamin B6, 0.0038 g; vitamin B12 0.00003 mg; vitamin D3, 500 IU; vitamin K, 0.004 g; copper, 
0.01 g; iron, 0.1 g; selenium, 0.15 mg; zinc, 0.16 g  

  2 Nitrogen-free extract = dry matter - (crude protein + crude lipid + crude fibre + crude ash)   
 

5. การศึกษาผลของการเสริมอนูิลินต่อปริมาณประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ 
เม่ือครบก าหนดการเลีย้งเป็นระยะเวลา 12 สปัดาห์ ท าการสุ่มตวัอย่างปลาจากแต่ละซ า้ของทุกกลุ่ม

การทดลองมาจ านวนซ า้ละ 4 ตัว เพ่ือท าการศึกษาผลของการเสริมอินูลินในอาหารต่อปริมาณประชากร
จลุินทรีย์ในล าไส้ของปลา โดยการน าล าไส้ทัง้หมดมาบดให้ละเอียดด้วยวิธีการปลอดเชือ้ (Aseptic technique) 
หลงัจากนัน้ท าการชั่งน า้หนักตวัอย่างท่ีผ่านการบดละเอียดแล้ว ตวัอย่างละ 0.5 กรัม มาเจือจางด้วย 0.9% 
NaCl ให้ได้ระดบัความเจือจางตัง้แต่ 101-104 ด้วยวิธี Ten-fold serial dilution ตามวิธีการของ Leboffe and 
Pierce (2011) แล้วน าตัวอย่างของเหลวในส าไส้มา Spread plate (150 ไมโครลิตร) ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
Plate count agar (ศึกษาปริมาณประชากรแบคทีเรียรวมทัง้หมด ), อาหารเลีย้งเชือ้ de Man Rogosa and 
Sharpe agar (ประชากรแบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid bacteria), อาหารเลีย้งเชือ้ Bifidobacterium agar 
(ประชากร  Bifidobacterium spp.) และอาหารเลี ย้ ง เชื อ้  Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar 
(ประชากร Vibrio spp.) อาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมดจะถูกบ่มท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-48 ชัว่โมง 
หลงัจากบ่มเสร็จแล้วจงึท าการนบัและค านวณหาปริมาณเชือ้ตามวิธีการของ Rawling et al. (2009) 
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6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ
 วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองของข้อมูลสมรรถนะการเจริญเติบโต อัตรารอด 
ประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั โดยใช้วิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
Variance) ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยใช้วิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) (Steel and Torrie, 1980) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

ผลการวิจัย 
 ผลการเสริมอินูลินในอาหารต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต และอตัรารอดของปลาดกุลกูผสม (Table 2) 
พบว่าปลาท่ีได้รับการเสริมอินูลินในอาหารที่ระดบั 1% มีผลท าให้ปลามีน า้หนักตวัสุดท้าย น า้หนกัปลาเฉลี่ยท่ี
เพ่ิมขึน้ (WG) อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (SGR) สูงขึน้ และมีอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ (FCR) ดีท่ีสุด 
(p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม อย่างไรก็ตาม สมรรถนะการเจริญเติบโตในด้านต่าง ๆ ของปลาดุก
ลูกผสมมีแนวโน้มลดลงตามระดับของการเสริมอินูลินท่ีเพ่ิมขึน้ และมีค่าลดลงต ่าสุดในกลุ่มปลาท่ีได้รับการ
เสริมอินูลินท่ีระดบั 3% แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ส าหรับ
อัตรารอดของปลาดุกลูกผสมจากทุกกลุ่มการทดลอง เมื่อสิน้สุดการทดลองท่ี 12 สัปดาห์ พบว่าไม่มีความ
แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) Table 3 แสดงผลของการเสริมอินูลินในอาหารต่อค่าภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ าเพาะ
เจาะจง พบว่าการเสริมอินูลินท่ีระดบั 1% มีผลท าให้ค่าอิมมูโนโกลบูลินรวม ค่าการท างานของไลโซไซม์ และ
คา่ ACH50 เพ่ิมสงูขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ การเสริมอินูลินใน
อาหารตอ่ประชากรจุลินทรีย์ในล าไส้ของปลาดกุลกูผสม พบวา่ปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับการเสริมอินลูินในอาหาร
ท่ีระดับ 1% มีจ านวนแบคทีเรียรวมทัง้หมด แบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid bacteria แบคทีเรียในกลุ่ม 
Bifidobacterium spp. เพ่ิมสงูขึน้ และมีจ านวนแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio spp. ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะท่ีปลาดุกลูกผสมท่ีได้รับการเสริมอินูลินท่ีระดบั 2% และ 
3% มีจ านวนแบคทีเรียดงักลา่วไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ (P>0.05) ดงัแสดงใน Table 4 
 

Table 2 Growth performance of hybrid catfish fed an experimental diets for 12 weeks (mean+SD, 
n = 4)1 

Growth 
performance 

Diet 
Control 1% 2% 3% 

Initial weight (g) 7.64+0.37 7.62+0.36 7.63+0.38 7.62+0.33  
Final weight (g) 152.76+5.18b 169.85+6.45a 158.42+5.06ab 151.03+5.40b 
Weight gain (g) 145.12+5.33b 162.23+5.75a 150.79+4.89ab 143.41+5.13b 
SGR (% day-1) 3.33+0.07b 3.49+0.05a 3.37+0.06b 3.31+0.07b 
FCR 1.39+0.10b 1.15+0.11a 1.28+0.14ab 1.41+0.13b 
Survival rate (%) 93.33+3.85 95.00+1.92 94.17+3.19 93.33+2.72 

1 Means with different superscripts in each row differ significantly from each other (P<0.05)  
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Table 3 Immunological parameters of hybrid catfish fed an experimental diet for 12 weeks (mean+SD, 
n = 4)1 

Immunological parameter Diet 
Control 1% 2% 3% 

Total Ig (g L-1) 24.70+1.60b 28.60+1.70a 27.50+1.90ab 24.30+1.80b 
Lysozyme activity (µg mL-1) 7.14+0.93b 9.26+1.02a 7.07+0.97b 6.98+0.96b 
ACH50 (units mL-1) 199.94+16.27b 241.04+14.38a 208.90+14.61b 197.85+12.09b 

1 Means with different superscripts in each row differ significantly from each other (P<0.05) 

 
Table 4 Intestinal microbiota of hybrid catfish (log CFU g-1) fed an experimental diets for 12 weeks 
(mean+SD, n = 4)1 

Intestinal microbiota Diet 
Control 1% 2% 3% 

Total bacteria 5.65+0.17b 5.97+0.12a 5.80+0.15ab 5.62+0.16b 
Lactic acid bacteria 3.18+0.10b 3.46+0.08a 3.19+0.11b 3.07+0.07b 
Bifidobacterium spp. 4.61+0.07b 4.92+0.09a 4.63+0.08b 4.50+0.06b 
Vibrio spp. 4.70+0.11a 4.35+0.10b 4.52+0.13ab 4.73+0.09a 

1 Means with different superscripts in each row differ significantly from each other (P<0.05)  

 
วิจารณ์ผล 

การเสริมอินูลินในอาหารท่ีระดบั 1% มีผลท าให้ปลาดกุลกูผสมมีการเจริญเติบโตท่ีดีขึน้ ซึง่จะเห็นได้
จากค่าน า้หนักตัวสุดท้าย น า้หนักปลาเฉลี่ยท่ีเพ่ิมขึน้ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และอัตราการเปลี่ยน
อาหารเป็นเนือ้ท่ีได้ท าการวดัตลอดการทดลองมีค่าดีกวา่กลุ่มทดลองอ่ืน ๆ ซึง่ผลการศกึษาครัง้นีส้อดคล้องกบั
การรายงานการศึกษาในปลาชนิดต่างๆ ได้แก่  ปลานิล ปลา Siberian sturgeon และปลา rainbow trout 
(Ibrahem et al., 2010; Tiengtam et al., 2015; Mahious et al., 2006a; Ortiz et al., 2013) อย่างไรก็ตาม
การเสริมอินูลินในอาหารกลับไม่มีผลต่อการตอบสนองการเจริญเติบโตในปลา weaning turbot (Psetta 
maxima) และปลา hybrid striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) (Mahious et al., 2006b; Burr 
et al., 2010) นอกจากนีย้ังมีรายงานว่าการเสริมอินูลินส่งผลกระทบในเชิงลบต่อการตอบสนองการ
เจริญเติบโตของปลา beluga (Huso huso) (Reza et al., 2009) ซึ่งผลการเสริมอินูลินในอาหารต่อค่า
สมรรถนะการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างกนั อาจเกิดจากความแตกต่างกนัของชนิดปลา ระดบัของการเสริมอินูลิน 
และช่วงระยะเวลาในการได้รับอาหารท่ีแตกต่างกัน โดยสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลาดุกลูกผสมจะมี
แนวโน้มลดลงตามระดบัของการเสริมอินลูินท่ีเพ่ิมขึน้ และมีค่าลดลงต ่าสดุในกลุม่ปลาท่ีได้รับการเสริมอินลูินท่ี
ระดบั 3% ผลการเจริญเติบโตท่ีลดลงนีอ้าจเกิดจากจุลินทรีย์ในส าไส้ไม่สามารถหมกัย่อยอินูลินในระดบัท่ีสูง
มากเกินไปได้และเกิดการสะสมภายในล าไส้ซึง่อาจเป็นอนัตรายตอ่การดดูซมึสารอาหารของเซลล์ผนงัล าไส้  
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การกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัของปลาโดยการใช้สารเสริมในอาหารเป็นท่ีได้รับความสนใจ
มากส าหรับการเพาะเลีย้งสัตว์น า้เชิงพาณิชย์ จากการศึกษาในครัง้นีพ้บว่า ปลาดุกลูกผสมท่ีได้รับอาหาร
เสริมอินลูินท่ีระดบั 1% มีผลท าให้คา่ภูมิคุ้มกนั ได้แก่ ค่าอิมมโูนโกลบูลินรวม ค่าการท างานของไลโซไซม์ และ
ค่า ACH50 เพ่ิมสูงขึน้ ซึง่สอดคล้องกับรายงานการศกึษาในปลานิลท่ีพบว่าการเสริมอินูลินในอาหารท่ีระดบั 
0.5% เป็นเวลา 8 สปัดาห์ สามารถกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน เช่น ค่าอิมมูโนโกลบูลินรวม ค่าการ
ท างานของไลโซไซม์ และค่า ACH50 ได้ (Tiengtam et al., 2015) โดยพรีไบโอติกสามารถช่วยเสริมสร้าง
ภมูิคุ้มกนัให้กบัสตัว์ได้ด้วยการช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของประชากรแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ และมี
ผลต่อการท าหน้าท่ีของตัวรับคาร์โบโฮเดรตบนเซลล์เย่ือบุผิวล าไส้ และเซลล์ภูมิคุ้มกัน (Seifert and Watzl, 
2007) ซึ่งส่วนประกอบของเซลล์ เช่น lipopolysaccharides ของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์จะสามารถกระตุ้ น
ระบบภูมิคุ้มกันในตัวสตัว์ได้ (Bricknell and Dalmo, 2005) โดยความจริงแล้วแบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid 
bacteria และแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacterium spp. เป็นท่ีทราบกันดีว่าสามารถใช้ประโยชน์จากอินูลิน และ 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ได้ (Kaplan and Hutkins, 2000; Roller et al., 2004) ซึง่แบคทีเรียเหล่านีส้่วนใหญ่
จะถูกจัดให้ เป็นแบคทีเรียท่ี เป็นประโยชน์ในระบบนิเวศล าไส้ของสัตว์โดยการผลิตแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocins) กรดแลคติก และสารต้านการเจริญเติบโตของเชือ้โรคอื่น ๆ ซึง่สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโต
ของเชือ้แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคได้ (Ringo et al., 2010) จากผลการศึกษาครัง้นี แ้สดงให้เห็นว่าปลาดุก
ลกูผสมท่ีได้รับการเสริมอินูลินในอาหารที่ระดบั 1% มีผลท าให้จ านวนแบคทีเรียรวมทัง้หมด จ านวนแบคทีเรีย
กลุม่ lactic acid bacteria จ านวนแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacterium spp. เพ่ิมสงูขึน้ และจ านวนแบคทีเรียกลุ่ม 
Vibrio spp. ซึง่เป็นกลุ่มท่ีก่อโรคในระบบทางเดินอาหารมีจ านวนลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติด้วยเช่นกัน 
สอดคล้องกบัผลการศกึษาในปลาชนิดตา่ง ๆ ก่อนหน้านี ้เช่น Reza et al. (2009) รายงานวา่การเสริมอินลูินใน
อาหารท่ีระดับ 1% เป็นเวลา 8 สัปดาห์ มีผลท าให้จ านวนแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกในปลา beluga เพ่ิม
สูงขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับปลากลุ่มควบคุม Mourino et al. (2012) พบว่าการเสริมอินูลินในอาหารท่ีระดับ 
0.5% เป็นเวลา 15 วัน มีผลท าให้จ านวนประชากรแบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid bacteria ในปลา hybrid 
surubim (Pseudoplatystoma sp.) เพ่ิมสงูขึน้ นอกจากนี ้Ortiz et al. (2013) พบว่าการเสริมอินูลินในอาหาร
ท่ีระดับ 0.5-1% เป็นเวลา 49 วนั สามารถลดจ านวนแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrio spp. จนถึงระดบัท่ีไม่สามารถ
ตรวจพบแบคทีเรียกลุ่มนีไ้ด้ในบริเวณล าไส้ส่วนปลายของปลา rainbow trout จากการศกึษาครัง้นีไ้ด้แสดงให้
เห็นถึงประโยชน์ของการเสริมอินูลินในอาหารต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงของประชากร
จุลินทรีย์ในล าไส้ และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของปลาดุกลูกผสม โดยพบว่าระดับการเสริมอินูลินใน
อาหารที่ระดบั 1% มีประโยชน์ตอ่การเพ่ิมสมรรถนะการเจริญเติบโตและสขุภาพของปลาดกุลกูผสมได้ดีท่ีสดุ 
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บทคัดย่อ 
       ท าการศกึษาการเพาะฟักไข่หอยเชอร่ีในสภาวะตา่งๆ กนั โดยการทดลองจะแบ่งออกเป็น 5 ชดุคือ ไข่หอย
เชอร่ีท่ีได้รับสมัผัสกับน า้ ไกลโฟเสทความเข้มข้น 1 ppm ไซเปอร์เมทรินความเข้มข้น 0.26 ppm และเมทัลดี
ไฮด์ความเข้มข้น 0.75 ppm โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสัมผัสสารเคมีทางการเกษตร  ผล
การศกึษาพบว่า ไข่หอยเชอร่ีทุกชุดการทดลองมีอตัราการเพาะฟักสงูกว่า 90% และไม่มีความแตกต่างกบัชุด
ควบคุม (p≥0.05) โดยอตัราการเพาะฟักในกลุ่มควบคุมเฉลี่ยคือ 94±1.97% ส่วนไข่หอยท่ีได้รับสมัผัสกบัน า้ 
ไกลโฟ เสท  ไซเปอร์เมท ริน  และเมทัลดี ไฮด์ เฉลี่ ย  98.05±1.30 %, 92.88±3.16%, 94.32±3.46% และ 
94.12±3.20% ตามล าดบั ลกัษณะสณัฐานวิทยาของ ไข่หอยเชอร่ีพบว่า การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของไข่หอย  
เชอร่ีจ าแนกได้ 5 กลุ่ม คือ ลกัษณะไข่ผิดปกติ เปลือกไข่ผิดปกติ ตวัอ่อนผิดปกติ เนือ้เย่ือเป่ือยยุ่ย และเกิดการ
เช่ือมกนัของเซลล์เนือ้เย่ือ โดยพบว่าสารเคมีทางการเกษตรท่ีก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสงูท่ีสุดคือ สารก าจัด
แมลงไซเปอร์เมทริน หลังจากท าการสกัดโปรตีนจากไข่หอยเชอร่ี 2 ระยะ คือ ระยะแรกเร่ิมของการวางไข่         
(สีชมพูเข้ม) และระยะก่อนการฟักตวัของไข่ (สีชมพูอ่อน) พบว่ารูปแบบโปรตีนท่ีแยกมีลกัษณะแตกต่างกัน 
พบว่า Perivitellin (PV) จ านวน 3 isoform ขนาดโมเลกุลของแถบโปรตีน 98, 67 และ 31 กิโลดาลตัน และ 
Ovorubin (Ov) ขนาด 28 กิโลดาลตนั ผลการทดลองครัง้นีชี้ใ้ห้เห็นว่าไข่หอยเชอร่ีมีความทนทานต่อสารเคมี
ทางการเกษตรสงูมาก โดยไม่มีผลต่ออตัราการเพาะฟัก สามารถเป็นประโยชน์ในการประเมินประชากรหอย  
เชอร่ีในสิ่งแวดล้อม เพ่ือแก้ไขปัญหาในเร่ืองของการแพร่กระจายและการท าลายสตัว์ท้องถ่ินตอ่ไป 
ค าส าคัญ: อตัราการเพาะฟัก ยาฆ่าแมลง เพอริไวเทลลิน หอยเชอร่ี 
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Abstract 
       This research aimed to examine on the hatching rate of golden apple snail. Five experimental 
conditions which based on what snail exposed; (a) water, (2) 1 ppm of glyphosate, (3) 0.26 ppm of 
cypermethrin, (4) 0.75 ppm of metaldehyde and (5) the control (without any exposure). The results 
shown that hatching rate of the snail was higher than 90% no statistical difference compared to the 
control (p≥0.05). The hatching rate in control group was 94±1.97% and the average rates found in 
exposure condition of water, glyphosate, cypermethrin and metaldehyde were 98.05±1.30%, 
92.88±3.16%, 94.32±3.46% and 94.12±3.20%, respectively. For morphological study, the 
alterations could be classified into 5 groups; abnormal egg, egg shell deformed, fetus abnormal, 
decomposed tissue and the connection of tissue cells. The agrochemical causing highest alteration 
was cypermethrin. After the protein of snail egg in both stages; early spawning (dark pink) and early 
hatchery stage (light pink) were extracted, we found the difference in protein form were occurred. 
The important proteins found were 3 types comprising; Perivitellin 2 (Pv2) and Ovorubin (Ov). For 
Perivitellin 2 (Pv2) their molecular weight of protein were 98, 67 and 31 kDa while it was 28 kDa for 
Ovorubin. From our results, it indicated that golden apple snail highly tolerates to agrochemicals of 
high hatching rate. Therefore, this findings can be useful in assessing golden apple snail wild 
population that causing original habitat degradation. 
Keywords: Hatching rate; Insecticide; Perivitellin; Ovorubin 
 

บทน า 
     ปัจจุบันประเทศไทยมีสิ่งมีชีวิตชนิดพันธุ์ต่างถ่ินอยู่มากกว่า 3,500 ชนิด และยังมีการน าเข้าอย่าง
ตอ่เน่ือง  ด้วยหลายเหตผุลไมว่า่จะด้วยความบงัเอิญหรือจงใจก็ตาม แม้สิ่งมีชีวิตชนิดพนัธุ์ตา่งถ่ินบางชนิดจะมี
ประโยชน์ทัง้ในด้านเศรษฐกิจ เกษตรกรรม และปศสุตัว์ เช่น พืชเศรษฐกิจ สมุนไพรรักษาโรค สตัว์เลีย้ง สตัว์
เศรษฐกิจ รวมถงึการรวบรวมชนิดพนัธุ์เพ่ือการอนุรักษ์ ซึง่จะมีประโยชน์ต่อการอ้างอิงและขยายพนัธุ์ในอนาคต 
อย่างไรก็ตามเมื่อสตัว์ชนิดพนัธุ์ต่างถ่ินเหล่านีเ้มื่อน าเข้ามา และสามารถปรับตวัให้เข้ากบัสภาพแวดล้อมและ
แพร่ขยายพนัธุ์กลายเป็นชนิดพนัธุ์ท่ีรุกรานได้ จะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของระบบนิเวศ หรือท าให้เกิดการ
ครองพืน้ท่ีโดยชนิดพันธุ์เดียว ท าให้สิ่งมีชีวิตพืน้เมืองสูญพันธุ์ และสร้างผลกระทบต่อความหลากหลายทาง
ชีวภาพไปจนถงึการสาธารณสขุ สิ่งแวดล้อม เศรษฐกิจและสงัคมได้ในท่ีสดุ (Chalermchutipapha, 2010)   
     หอยเชอร่ี (Golden Apple Snail) มีช่ือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า หอยโข่งอเมริกาใต้ หรือเป๋าฮือ้น า้จืด 
จดัเป็นสตัว์ต่างถ่ินท่ีมีถ่ินก าเนิดในทวีปอเมริกาใต้ และเข้ามาในประเทศไทยผ่านเข้ามาจากประเทศญ่ีปุ่ นและ
ประเทศฟิลิปปินส์ (Chankao, 2004) ในปี พ.ศ. 2553 มีรายงานว่าหอยเชอร่ีถูกจดัเป็นสตัว์ต่างถ่ินในล าดบัท่ี 
11  ซึ่งสร้างความเสียหายให้กับสัตว์พืน้เมืองต่าง ๆ  เน่ืองจากหอยเชอร่ีมีอัตราการขยายพันธุ์ ท่ีรวดเร็ว  
เจริญเติบโตไว สามารถกินอาหารได้หลากหลายประเภท  และมีความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับ
สิ่งแวดล้อมได้ดีมากท าให้พบหอยเชอร่ีได้ตามสิ่งแวดล้อมทัว่ไป (Chalermchutipapha, 2010)   หอยเชอร่ีเพศ
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เมียสามารถวางไข่ได้ตลอดทัง้ปี โดยเฉพาะในฤดฝูนจะวางไข่ได้ 10-14 ครัง้ต่อเดือน ลกัษณะของไข่หอยเชอร่ี
คือไข่จะเป็นเม็ดเล็กๆ เกาะติดกันเป็นกลุ่มๆ ละประมาณ 300-3,000 ฟอง และไข่สามารถฟักเป็นตวัหอยได้
ภายใน 7-12 วัน  (Chooprateep, 2014) จึงท าให้หอยเชอร่ีเพ่ิมปริมาณได้อย่างรวดเร็วและสามารถ
แพร่กระจายไปสู่แหล่งน า้และนาข้าวในพืน้ท่ีต่างๆ ได้ ดงันัน้หอยเชอร่ีจึงกลายเป็นศตัรูพืชท่ีส าคญัในพืน้ท่ีท า
การเกษตรเละพืน้ท่ีท่ีไม่ใช่พืน้ท่ีการเกษตร สง่ผลกระทบตอ่ผลผลิตข้าว ผลผลิตทางการเกษตรอื่นๆ พืชน า้ และ
สตัว์ชนิดอื่น รวมถึงยังส่งผลกระทบต่อความหลากหลายทางชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างย่ิงปัญหาท่ีพบกบัหอย
โข่งพนัธุ์พืน้เมือง เน่ืองจากหอยโข่งพนัธุ์พืน้เมือง Pila ampullacea Linnaeus, 1758 (Phosri and Laemkom, 
2017) และหอยเชอร่ีเป็นหอยในวงศ์เดียวกันมีความต้องการและมีบทบาทหน้าท่ีในระบบนิเวศเหมือนกันจึง
ก่อให้เกิดภาวะการแข่งขนักนัในระบบนิเวศ (Aroonsrimorakot et al., 2002) 

การก าจดัหอยเชอร่ีวิธีท่ีนิยมใช้ได้แก่ วิธีกล  โดยการเก็บหอยท าลายด้วยการท าท่ีดกัหอยขณะปล่อย
น า้เข้านา  รวมทัง้การใช้ใบไม้  เช่น ใบกล้วย  และใบมะละกอเพ่ือล่อให้หอยล่อให้หอยเข้ามากิน  การก าจัด
ด้วยชีววิธีโดยการใช้ศตัรูธรรมชาติ  เช่น  เป็ด  นกกระยาง  นกปากห่าง  นกอีลุ้ม  การใช้ปลาคาร์พและปลาดกุ
แอฟริกันกินหอยเชอร่ี (Teo, 2006) อย่างไรก็ตามวิธีต่างๆ ก็มีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันไป ท่ีส าคัญอาจไม่
สามารถป้องกันได้ทันเวลา  และยังต้องใช้แรงงานและเวลามาก  ดงันัน้การใช้สารเคมีเพ่ือก าจดัหอยเชอร่ีจึง
เป็นทางเลือกหนึ่ ง  โดยใช้สารเคมี ท่ี ก าจัดหอยทาก (Molluscicide) ท่ี นิยมใช้กันมากคือเมทัลดี ไฮด์ 
(Metaldehyde) แต่มีข้อเสียคืออาจก่อให้เกิดพิษต่อสัตว์เลีย้งลูกด้วยนม ย่ิงไปกว่านัน้ในบางพืน้ท่ีมีการใช้
สารเคมีเพ่ือก าจดัศตัรูพืชและใช้ผิดประเภทเพ่ือควบคมุสตัว์ชนิดอื่นก็จะก่อให้เกิดการตกค้างของสารในกลุ่ม
ดงักลา่วตามมา อย่างไรก็ตามหากใช้ความเข้มข้นไมส่งูพอก็อาจจะไมก่่อให้เกิดการตาย แตอ่าจจะเก่ียวข้องกบั
พนัธุกรรม ดีเอ็นเอ หรือโครงสร้างทางสณัฐานวิทยาทัง้ภายและภายนอก ย่ิงไปกว่านัน้หากหอยเชอร่ีมีความ
ทนทานและเกิดการตายหลงัจากได้รับสารเคมีในกลุ่มดงักล่าวก็จะท าให้เกิดการสะสม และถ่ายทอดไปตาม
ห่วงโซอ่าหาร ซึง่มนษุย์ท่ีเป็นผู้บริโภคล าดบัสงูสดุก็จะได้รับผลกระทบตอ่สขุภาพ (Thanomsit et al., 2017)  

การวิจัยในครัง้นีจ้ึงเป้าหมายเพ่ือศกึษาการเพาะฟักและความทนทานของไข่หอยเชอร่ีหลงัจากได้รับ
สมัผสัสารเคมีทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ ซึง่ยงัไม่ได้มีรายงาน ส่วนใหญ่เก่ียวข้องกับการใช้ประโยชน์จากหอย
เชอร่ีและการก าจัดหอยเชอร่ีโดยใช้ชีววิธี การศึกษาถึงสภาวะการสัมผัสของสารเคมีทางการเกษตรแบบ
ชั่วคราวจะท าให้ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้ได้จริงในสภาพแวดล้อมทั่วไปเพราะในปัจจุบันการใช้
สารเคมีทางการเกษตรพบได้ทัว่ไปในทุกภาคของประเทศไทย ส าหรับในการศึกษาครัง้นีจ้ะท าการตรวจสอบ
ความทนทานของไข่หอยเชอร่ีโดยประเมินจากอัตราการเพาะฟัก ลักษณะสัณฐานวิทยา และรูปแบบของ
โปรตีนท่ีพบในไข่หอย เพ่ือจะเป็นประโยชน์ในการวางแผนการจัดการสิ่งแวดล้อมและการควบคุมประชากร
หอยเชอร่ีตอ่ไป  
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วิธีการทดลอง 
1. สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
     สารเคมีทางการเกษตรท่ีน ามาใช้ในการศึกษาอยู่ในรูปแบบทางการค้าและอยู่ในรูปสารละลายคือ 
ไกลโฟเสท (ไอโซโพพริลแอมโมเนียม 48% w/v, SL) ไซเปอร์เมทริน (ความเข้มข้น 25% w/v) ส่วนเมทัลดีไฮด์ 
(เมทลัดีไฮด์ 5 % GB) นัน้จะเป็นผลกึขนาดใหญ่ต้องน ามาละลายน า้ สารเคมีทัว่ไปท่ีใช้ในการศกึษาเป็นชนิด
เกรดวิเคราะห์ และสารเคมีท่ีใช้ในการท าเจลลิเลคโตรโฟรีซีสเป็นผลิตภณัฑ์ของบริษัท Bio-Rad  
2. สัตว์ทดลอง 
     ในการศึกษาครัง้นีท้ าการสุ่มเก็บไข่หอยเชอร่ี จากบริเวณอ่างเก็บน า้ห้วยเสนง อ า เภอเมือง จังหวัด
สริุนทร์ โดยไข่หอยท่ีน าศกึษาจะมี 2 ระยะคือไข่หอยเชอร่ีระยะแรกเร่ิมของการวางไข่ (ฝักไข่มีสีชมพูเข้ม) และ
ไข่ระยะท่ีเตรียมตวัฟัก (ฝักไข่มีสีชมพูอ่อน) โดยขนาดของฝักไข่หอยเชอร่ีมีความกว้างโดยเฉลี่ย 1.70±0.26 
เซนติเมตร ความยาวโดยเฉลี่ย 3.98±0.48 เซนติเมตร และน า้หนกัเฉลี่ย 3.29±0.76 กรัม ตามล าดบั โดยน าไข่
หอยเชอร่ีมาท าการฉีดพ่นและแช่ในน า้ท่ีมีสารเคมีทางการเกษตรซึง่เป็นการได้รับสมัผสัแบบชัว่คราว หลงัจาก
นัน้ปลอ่ยให้น า้และสารเคมีท่ีละลายอยู่คอ่ยๆ ระเหยไป โดยในการทดลองจะใช้สารเคมีทางการเกษตร 3 ชนิด
คือ ไกลโฟเสท ไซเปอร์เมทริน และเมทัลดีไฮด์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุและกลุ่มท่ีได้รับสมัผัสกับน า้ โดย
ระดบัความเข้มข้นท่ีใช้จะอ้างอิงจากคา่มาตรฐานระดบัความเป็นพิษส าหรับการศกึษาผลกระทบท่ีมีตอ่สตัว์น า้ 
3. การศึกษาเปอร์เซ็นต์อัตราการฟักของไข่หอยเชอร่ีและ การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไข่
หอยเชอร่ี 
     ในการศกึษาเปอร์เซน็ต์อตัราการฟักของหอยเชอร่ีน าไข่หอยเชอร่ีระยะแรกเร่ิมของการวางไข่ (ฝักไข่สี
ชมพูเข้ม) มาสมัผสักบัสารเคมีทางการเกษตร คือ ไกลโฟเสทความเข้มข้น 1 ppm ไซเปอร์เมทรินความเข้มข้น 
0.26 ppm  และเมทลัดีไฮด์ 0.75 ppm แบบชัว่คราวเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุและกลุ่มท่ีได้รับสมัผสักบัน า้ 
โดยในการศกึษาถงึเปอร์เซน็ต์การเพาะฟักนีไ้ข่ถูกน ามาวางบนจานแก้วเพาะเชือ้และเตรียมน า้ท่ีมีสารเคมีทาง
การเกษตรโดยปริมาตรน า้ท่ีมีสารเคมีทางการเกษตรละลายอยู่จะถูกน ามาเติมลงไปในจานแก้วเพาะเชือ้โดย
ปริมาตรของน า้คือ 20 มิลลิลิตร ในการศกึษาจะท าทัง้หมด 3 ซ า้ ตรวจสอบการฟักของไข่ทุกๆ 24 ชัว่โมง แล้ว
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอตัราเปอร์เซ็นต์การฟักไข่จากแต่ละชุดการทดลองด้วยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบปัจจยัเดียว (One Way Analysis of Variance ; ANOVA) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดย
ใช้โปรแกรม Minitab 18  
     การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไข่หอยเชอร่ีนัน้ท าการตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 4 เท่า และท าการสุม่ไข่ท่ีมีการฟักครัง้ละ 100 ฟอง จ านวน 3 ซ า้ เพ่ือประเมินลกัษณะอาการตา่ง ๆ 
ท่ีเปลี่ยนไปเมื่อได้รับสมัผัสสารเคมีแล้วค านวณหาเปอร์เซ็นต์อตัราการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐานวิทยาของไข่
และตวัออ่นท่ีพบ 
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4. การสกัดไข่หอยเชอร่ีเพื่อศึกษารูปแบบของโปรตีนและการวัดปริมาณโปรตีน 
     น าไข่หอยเชอร่ีทัง้สองระยะคือ ไข่หอยเชอร่ีระยะแรกเร่ิมของการวางไข่ (ฝักไข่มีสีชมพูเข้ม) และไข่
ระยะท่ีเตรียมตวัฟัก (ฝักไข่มีสีชมพอู่อน) มาบดให้ละเอียดในสารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ pH 7.2 ท่ี
มีส่วนผสมของ PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride ) และ Triton X-100 ในอตัราส่วนไข่หอยเชอร่ี 1 กรัม
ต่อสารละลายบัฟเฟอร์ 1 ml หลังจากนัน้น าตัวอย่างท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 60 นาที ท่ี
ความเร็วรอบ 350 RCF น าสว่นใสท่ีได้ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนเทียบกบัสารมาตรฐาน BSA  
5. การศึกษารูปแบบของโปรตีนโดยเทคนิคเจลอเิลคโทรโฟรีซีส 
     ศึกษารูปแบบของโปรตีนจากไข่หอยเชอ ร่ี ด้ วย เค ร่ือง  mini PROTEIN® Tetra Cell โดยใช้ 
Separating gel 10 % และ Stacking gel 4% ปรับกระแสไฟฟ้าท่ีต้องการแยกเป็น 110 โวลต์ ปล่อยให้แถบสี
เคลื่อนท่ีลงไปจนเกือบถึงปลายสดุของแผ่นเจล และแกะชุดกระจกออกมาหลงัจากนัน้น าแผ่นเจลออกจากชุด
กระจก ตดัส่วนของแผ่นเจลท่ีเป็น Stacking Gel ออก น าแผ่นเจลส่วนไปย้อมสี 0.1% Coomassie  Brilliant 
blue R-250 เป็นเวลา 2  ชั่วโมง แล้วล้างสีส่วนท่ีไม่ต้องการออกด้วยน า้ยาล้างสีย้อมโปรตีน หลงัจากนัน้ล้าง
แผ่นเจลด้วยน า้กลัน่ เพ่ือดแูถบโปรตีนและบนัทึกผลแถบโปรตีนท่ีพบเปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบ
ขนาดโมเลกุล (Precision Plus Protein Standard Dual color, Bio-Rad) (ดัดแปลงจาก Thanomsit et al., 
2017)  
  

ผลการวิจัย 
1. อัตราการเพาะฟักของไข่หอยเชอร่ีเม่ือได้รับสัมผัสสารเคมีทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ 
     การศึกษาเปอร์เซ็นต์อัตราการเพาะฟักของหอยเชอร่ีพบว่าหลังจากท่ีไข่หอยเชอร่ีได้รับสัมผัสกับ
สารเคมีทางการเกษตรชนิดต่างๆ แบบชั่วคราว และได้รับสมัผัสกับน า้ซึ่งใช้เป็นใช้เป็นตวัท าละลายสารเคมี
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ พบว่าการฟักของไข่หอยจะเกิดขึน้ในวนัท่ี 4 ของการศกึษา โดยการฟักจะใช้เวลา
ทัง้สิน้ 9 วนั (Figure 1) อตัราการฟักของไข่หอยเชอร่ีในแต่ละกลุ่มท่ีท าการศึกษาอยู่ในระดบัสูง  คือมากกว่า 
90% โดยอตัราการเพาะฟักของไข่ในแตล่ะกลุม่มีคา่ท่ีไมแ่ตกต่างกนัทางสถิติ  (p≥0.05) โดยอตัราการเพาะฟัก
ของไข่หอยในกลุม่ควบคมุเท่ากบั 94±1.97% ไข่หอยเชอร่ีท่ีได้รับสมัผสักบัน า้เท่ากบั 98.05±1.30% ไข่หอยเชอ
ร่ีท่ีได้รับสมัผสักบัไกลโฟเสทมีคา่เท่ากบั 92.88±3.16%  

ส่วนไข่หอยเชอร่ีท่ีได้รับสมัผัสกับไซเปอร์เมทรินมีค่าเท่ากับ 94.32±3.46%  และไข่หอยเชอร่ีท่ีได้รับ
สมัผัสกับเมทัลดีไฮด์จะมีค่าเฉลี่ยอัตราการเพาะฟักคิดเป็น 94.12±3.20%  (Figure 2) เมื่อท าการศึกษาถึง
ระยะเวลารวมของการฟักของไข่หอยเชอร่ีพบว่าหอยเชอร่ีในกลุ่มควบคุม (Figure 3) กลุ่มท่ีได้รับสมัผสักบัน า้ 
(Figure 4) และกลุ่มท่ีได้รับสมัผัสกับไซเปอร์เมทรินท่ีระดบัความเข้มข้น 0.26 ppm (Figure 6) นัน้จะเร่ิมการ
ฟักก่อนกลุม่ท่ีได้รับสมัผสักบัไกลโฟเสทและเมทดัดีไฮด์ โดยใช้เวลาตัง้แตก่ารฟักออกจากไข่จนถงึระยะท่ีมีการ
พฒันาเป็นตวัออ่นและเป็นลกูหอยขนาดเลก็ทัง้หมดเป็นเวลา 9 วนั สว่นกลุม่ท่ีได้รับสมัผสักบัไกลโฟเสทระดบั
ความเข้มข้น 1 ppm จะใช้เวลา 12 วนั (Figure 5) และกลุ่มท่ีได้รับสมัผัสกับเมทัลดีไฮด์ท่ีระดบัความเข้มข้น 
0.75 ppm จะใช้เวลาทัง้หมด 10 วนั (Figure 7) 
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               Treatment 1                Treatment 2                 Treatment 3 

 
Figure 1 Hatching of apple snail egg after exposed to agro-chemicals (C, D and E) for 6 days 
comparing to the control group and water immersed group (6 days) (A and B) 
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Figure 2 Hatching rate of golden apple snail after exposed to agro-chemicals comparing to the  
control group and water immersed group (p=0.05) (similar English letters means no statistically 
different calculated by using Minitab 18 software) 

 
 

 
 
Figure 3 Morphological characteristics of golden apple snail egg in the control group until the 
hatching stage. It took 9 days for hatching and developing the embryo (4 x) 
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Figure 4 Morphological characteristics of golden apple snail egg in the water immersed group until  
the hatching stage. It took 9 days for hatching and developing the embryo (4 x) 

 
 

 
 
Figure 5 Morphological characteristics of golden apple snail egg in the glyphosate-exposed group 
until the hatching stage. It took 12 days for hatching and developing the embryo (4 x) 
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Figure 6 Morphological characteristics of golden apple snail egg in the cypermethrin-exposed  
group until the hatching stage. It took 9 days for hatching and developing the embryo (4 x) 
 

 
 
Figure 7 Morphological characteristics of golden apple snail egg in the metaldehyde exposed 
group until the hatching stage. It took 10 days for hatching and developing the embryo (4 x) 
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Figure 8 The symptoms noticed after exposure to agro-chemicals; abnormal eggs (I-K), abnormal 
eggshell (I-K), embryonic abnormalities (L-N), decayed tissue (O), and connected cellular (P-R)      
(4 x) 
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2. ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาและพัฒนาการของไข่หอยเชอร่ี 
      หลังจากท่ีน าไข่หอยเชอร่ีมาเพาะฟักในสภาวะแวดล้อมต่างๆ โดยให้รับสมัผัสกับสารเคมีทางการ
เกษตรชนิดต่างๆ แบบชั่วคราว พบอาการผิดปกติท่ีตรวจพบได้ในไข่หอยเชอร่ีตัง้แต่ฟัก พัฒนาเป็นตัวอ่อน 
จนกระทั่งกลายเป็นลูกหอยขนาดเล็ก (Figure 8) โดยพบว่าเมื่อได้รับสัมผัสสารในกลุ่มต่างๆ จะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงได้ 5 ลกัษณะ คือ เกิดการผิดปกติของไข่และเปลือกไข่มีอาการผิดปกติโดยการมีเปลือกท่ีบางมาก 
ตวัออ่นผิดปกติ เนือ้เย่ือเป่ือยยุ่ย และเกิดการเช่ือมกนัหรือรวมตวักนัของเซลล์  เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะอาการ
ท่ีเกิดขึน้พบว่าไข่หอยเชอร่ีท่ีได้รับสัมผัสกับไซเปอร์ เมทรินจะแสดงอาการท่ีผิดปกสูงท่ีสุด คือ ไข่ผิดปกติ 
7.33±0.58% เปลือกไข่ท่ีพบอาการปกติ 4.67± 0.58% ตัวอ่อนมีลักษณะผิดปกติคิดเป็น 2.67±0.58% เกิด
อาการเนือ้เย่ือเป่ือยยุ่ยคิดเป็น 1.67±0.58% และเกิดการเช่ือมกันของเซลล์ตัวอ่อนและเปลือกหอยคิดเป็น 
1.33±0.58% ส าหรับการศึกษาสัณฐานวิทยาและพัฒนาการของไข่หอยเชอร่ีท่ีพบในกลุ่มควบคุมพบเพียง
อาการผิดปกติของไข่คิดเป็น 1.33±0.58% (Figure 9) 
 

 
 

Figure 9 Morphological alterations of golden apple snail egg and its embryo after exposure to  
agricultural chemicals 

 

3. ผลการศึกษารูปแบบของโปรตีนที่พบในไข่หอยเชอร่ี 
      เม่ือท าการศกึษารูปแบบของโปรตีนท่ีพบในไข่หอยเชอร่ีทัง้สองระยะ คือไข่หอยเชอร่ีระยะแรกเร่ิมการ
วางไข่ (ฝักไข่มีสีชมพูเข้ม : Figure 10 lane 2-4)  และไข่ระยะท่ีเตรียมตวัฟัก (ฝักไข่มีสีชมพูอ่อน : Figure 10 
lane 5-6) โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Figure 10 lane 1) พบว่าไข่หอยระยะแรกซึ่งมีลกัษณะเป็น    
สีชมพ ูเมื่อท าการสกดัพบวา่โปรตีนที่แยกได้จะมีหลายชนิดและมีปริมาณโปรตีนท่ีสงูกว่าไข่หอยเชอร่ีในระยะท่ี
เตรียมจะฟักโดยโปรตีนหลกัท่ีส าคญัท่ีพบในไข่หอยเชอร่ีในระยะแรกท่ีหอยวางไข่ได้แก่โปรตีน Perivitellin 2   
ซึง่มีทัง้หมด 3 form  ซึง่มีขนาดโมเลกุลประมาณ 98 kDa, 67 kDa และ 31 kDa ตามล าดบัโดย Perivitellin 2 
ท่ีเป็นโปรตีนหลักซึ่งมีขนาดโมเลกุล 67 kDa จะมีลักษณะเป็นแถบโปรตีนขนาดใหญ่และมีแถบหนากว่า       
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เมื่อเปรียบเทียบกับ Perivitellin 2 ท่ีมีโมเลกุลขนาด 98 และ 31 kDa   ส่วนโปรตีนท่ีส าคัญท่ีพบเฉพาะในไข่
หอยเชอร่ีระยะแรกท่ีหอยเชอร่ีเร่ิมวางไข่คือ Ovorubin ซึ่งมีขนาดแถบโปรตีนขนาดโมเลกุลประมาณ 28 kDa 
เม่ือเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนและรูปแบบของโปรตีนท่ีพบในไข่ระยะแรกท่ีแม่หอยวางไข่กับ ไข่หอยระยะท่ี
ก าลงัจะฟักนัน้พบว่าแถบโปรตีนและปริมาณโปรตีนท่ีพบในระยะท่ีไข่ก าลงัจะฟักนัน้จะน้อยกว่า โดยไข่หอยท่ี
ก าลงัจะฟักแถบโปรตีนหลักท่ีพบคือ Perivitellin 2 ท่ีมีขนาดโมเลกุล 67 kDa เท่านัน้ และ Ovorubin ท่ีพบมี
ขนาดแถบโปรตีน 28 kDa ซึง่ลกัษณะของแถบโปรตีนที่พบจะมีขนาดบางกวา่และมีสีซีดกวา่ (Figure 10) 
 

 
 

Figure 10 Form of protein extracted from golden apple snail egg which being examined by gel 
electrophoresis (10% SDS-PAGE); early egg lying (pink, lane 2-4) and Pre-hatching stage (light 
pink, lane 5-6) comparing to standard protein (lane 1). The important proteins found were Perivitellin 
(98 kDa, 67 kDa and 31 kDa) and Ovorubin (28 kDa) 

 
อภปิรายผลการทดลอง 

     หอยเชอร่ี (Golden  Apple  Snail, Pomacea canailculata) เป็นหอยฝาเดียวชนิดหนึ่ง มีถ่ินก าเนิด
ในแอฟริกาจดัเป็นสิ่งมีชีวิตต่างถ่ินท่ีรุกรานชนิดพนัธุ์พืน้เมืองของไทย (Alien species) (Jintasataporn et al., 
2004) โดยทัว่ไปแล้วหอยน า้จืดถกูจดัวา่เป็นผู้บริโภคล าดบัต้นในห่วงโซอ่าหารที่มีความเสี่ยงในการได้รับสมัผสั
สารก าจัดศัตรูพืชในสิ่งแวดล้อมทางผ่านการกินอาหาร เช่น การกรองกินแพลงตอนหรือกัดกินพืชน า้ต่างๆ 
รวมทัง้ต้นข้าวในนาท่ีมีการใช้สารปราบศตัรูพืชฉีดพ่น นอกจากนีย้งัอาจได้รับสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืชท่ีละลาย
อยู่ในแหลง่น า้สะสมในดินโคลนหรือตะกอนในแหล่งน า้ท่ีอาศยัอยู่ ย่ิงไปกวา่นัน้หอยเชอร่ีหรือหอยฝาเดียวชนิด
ต่างๆ จะอาศยัอยู่ในบริเวณแหล่งน า้น่ิง ซึ่งท าให้มีการสะสมของสารพิษและได้รับสมัผัสเป็นเวลานาน จึงถือ
เป็นสตัว์น า้ท่ีมีโอกาสได้รับและสะสมสารพิษไว้ในร่างกายได้มาก ดงันัน้ หอยฝาเดียว เช่น หอยเชอร่ีและหอย
ขมจงึถกูน ามาใช้เป็นตวัชีว้ดัของการรับสมัผสัสารเคมีหลายชนิด เช่น โลหะหนกั (Heavy metals) ไตรบิวทิลทิน 
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(Tributyltin ) และยาฆ่าแมลง (Insecticide ) เป็นต้น (Piyatiratitivorakul and Boonchamoi, 2008; Putkome 
et al., 2008; Martínez et al., 2017). ในขณะเดียวกนัการบริโภคหอยฝาเดียวจากบริเวณท่ีมีการใช้สารปราบ
ศัตรูพืชจึงมีโอกาสท่ีได้ รับสารกัดจัดศัตรูพืชผ่านทางห่วงโซ่อาหาร ซึ่งอาจสะสมเป็นอันตรายต่อมนุษย์ 
(Thanomsit et al., 2017) หอยเชอร่ีมีการขยายพันธุ์และเพ่ิมจ านวนได้อย่างรวดเร็วมากกว่าหอยน า้จืดชนิด
อื่นๆ โดยไข่หอยเชอร่ีจะมีการฟักตัวอย่างรวดเร็วและมีไข่ในฝักไข่จ านวนมาก และท่ีส าคญัหอยเชอร่ีมีการ
ปรับตวัและแก่งแย่งพืน้ท่ีได้ดีกวา่หอยฝาเดียวพืน้เมืองบางชนิด เช่น หอยโข่ง จงึเป็นสาเหตใุห้หอยในธรรมชาติ
บางชนิดลดลงเมื่อมีการเพ่ิมจ านวนประชากรของหอยเชอร่ี  (Phosri and Laemkom, 2017)  ส าหรับใน
ประเทศเบือ้งต้นยังไม่มีรายงานถึงการฟักของไข่หอยเชอร่ีเมื่อสมัผัสกับสารเคมีทางการเกษตรต่างๆ  ดงันัน้
การศึกษาครัง้นีจ้ึงเป็นการจ าลองสภาพธรรมชาติเพ่ือให้ทราบถึงความทนทานและความสามารถในการเพาะ
ฟักของหอยเชอร่ีและปัจจัยท่ีต้องศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปคือหากได้สมัผัสแต่ไม่ก่อให้เกิดการตายและเกิดการ
สะสมสารพิษไว้ในร่างกายก็อาจจะสง่ผลต่อหอยและผู้บริโภค ซึง่ในปัจจุบนัพบวา่ประชากรในภาคอีสานมีการ
บริโภคหอยเชอร่ีด้วย ดงันัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงเป็นจุดเร่ิมต้นของการศึกษาทัง้ทางพิษวิทยาและสิ่งแวดล้อม
รวมทัง้ทรัพยากรประมงด้วยเพราะหอยเชอร่ีคือสตัว์ต่างถ่ินท่ีน าเข้ามาในประเทศไทย ซึง่หากประเมินถึงความ
หลากหลายทางชีวภาพก็มีผลกระทบในอนาคตอย่างแน่นอน 
     การศกึษาอตัราการเพาะฟักของหอยเชอร่ีเพ่ือประเมินความทนทาน และการเปลี่ยนแปลงลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาเม่ือไข่หอยเชอร่ีได้รับสมัผสัสารเคมีทางการเกษตรในชนิดต่าง ๆ โดยรูปแบบการได้รับสมัผสั
เป็นแบบชั่วคราวนัน้พบว่าการได้รับสัมผัสสารเคมีทางการเกษตรต่าง ๆ คือ ไกลโฟเสท ไซเปอร์เมทริน และ
เมทัลดีไฮด์ ไม่มีผลต่ออัตราการเพาะฟักไข่ แสดงให้เห็นว่าไข่หอยเชอร่ีมีความทนทานต่อการได้รับสัมผัส
สารพิษสงู โดยจ านวนไข่ท่ีฟักได้จะอยู่ในช่วง 690-747 ฟอง ในขณะท่ีการเลีย้งหอย C. ramosus ในประเทศ
ไทยในช่วงเดือนสิงหาคมถงึเดือนเมษายน พบวา่ความสามารถในการฟักไข่ใน ห้องปฎิบตัิการอยู่ระหวา่ง 116-
353 ฟอง แตกต่างจากไข่หอยท่ีจากธรรมชาติท่ีจะมีการวางไข่ประมาณ 217-734 ฟอง (Nugranad, 1992) 
โดยปริมาณการฟักของไข่ท่ีต่างกันของหอยเชอร่ีและหอย C. ramosus ในห้องปฏิบัติการอาจเน่ืองมาจาก
ความแตกต่างระหว่างชนิด อย่างไรก็ตามขนาดของตัวอ่อนหอย C. ramosus ท่ีฟักออกมาในวนัท่ี 15 จะมี
ขนาด 1.295 mm และ 1.375 mm เม่ือตวัอ่อนมีอายุประมาณ 20 วนัซึง่ใกล้เคียงกบัการศกึษาในหอยเชอร่ีครัง้
นีท่ี้พบวา่ตวัออ่นของหอยและลกูหอยจะมีขนาดประมาณ 1.73±0.29 mm   
     การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเม่ือไข่หอยเชอร่ีและตวัอ่อนได้รับสมัผัสสารเคมีทางการเกษตร
พบว่าการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้คือ 1) ไข่มีลกัษณะผิดปกติ 2) เปลือกไข่มีอาการผิดปกติ โดยการมีเปลือกท่ี
บางมาก 3) การพฒันาของตวัอ่อนผิดปกติโดยประเมินจากรูปร่าง 4) เนือ้เย่ือเป่ือยยุ่ย และ 5) เกิดการเช่ือมกนั
หรือรวมตวักนัของเซลล์นัน้ ลกัษณะการเปลี่ยนแปลงของแต่ละอาการท่ีประเมินได้นัน้มีค่าไม่เกิน 10% ซึ่งท า
ให้เป็นท่ีน่าสังเกตว่าหอยเชอร่ีมีการปกป้องกันตัวเองหรือมีความทนทานและการปรับตัวได้ดีมากแม้จะได้
สัมผัสกับสารการเคมีทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ โดยไข่หอยเชอร่ีนัน้มีโปรตีนท่ีส าคัญคือ Lipoprotein เช่น 
Perivitellin 2 และ Ovorubin (Dreon et al., 2003) และเมื่อศึกษาถึงการวิเคราะห์เร่ืองหน้าท่ีของ Perivitellin 
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2 และ Ovorubin พบว่าเป็นโปรตีนหลักท่ีมีความคงตวัสูง ทนทานต่อการถูกย่อยสลาย และทนทานต่อการ
เปลี่ยนแปลงในช่วง pH คอ่นข้างกว้างคือ 4-10 (Cadierno et al., 2017)  

ไข่หอยเชอร่ีจะมีสารพิษป้องกันตัวเองโดยชัน้แรกคือ สารท่ีเคลือบผิวของไข่ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีช่ือว่า 
Perivitellin 2  (PV2) ซึ่งสารนีม้ีผลต่อโปรตีนท่ีส่งต่อระบบประสาท (Neurotoxin) (Dreon et al., 2013) ท่ีมี
สว่นประกอบระหวา่งแลคตินและ Pore-Forming chains โดยพบวา่มีฤทธ์ิท าลายไขสนัหลงัของหนทูดลอง  ท า
ให้หนูอ่อนแรง   และหากได้รับปริมาณท่ีสูงหนูอาจจะตายได้ อย่างไรก็ตาม Perivitellin 2 เป็นสารออกฤทธ์ิ
ค่อนข้างช้าดงันัน้ไข่หอยจึงต้องมีสิ่งป้องกันตวัเองจากธรรมชาติและผู้ล่าเพ่ิมอีกชัน้ (Cadierno et al., 2017) 
ซึง่กลไกการป้องกนัตวัเองจากสิ่งแวดล้อมของไข่หอยเชอร่ีขัน้ ท่ีกล่าวถึงนัน้ก็คือการท่ีไข่หอยเชอร่ีมีสีชมพูแดง
โดยสีนีม้าจากโปรตีนท่ีช่ือวา่ Ovorubin  ซึง่ Garin et al. (1996) รายงานวา่ Ovorubin นีเ้ป็นโปรตีนท่ีพบในไข่
ในสดัส่วนสูงถึง 65% มีหน้าท่ีส าคัญคือเป็นแหล่งอาหารและช่วยในการป้องกันตวัอ่อนโดย Ovorubin เป็น
โปรตีนท่ีมีขนาด 28 ถงึ 35 kDa  

Horn et al. (2008) รายงานวา่ธรรมชาติของหอยเชอร่ีนัน้หอยเพศเมียมีพฤติกรรมท่ีพยายามจะวางไข่
บนท่ีแห้งเพ่ือหลบหลีกจากศตัรูหรือผู้ล่า และย่ิงไปกว่านัน้หอยเชอร่ีเพศเมียจ า เป็นท่ีจะต้องวางไข่ในท่ีแห้ง
เพราะน า้จะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการเลือกผ่านของผนงัเซลล์ของไข่หอยและหากไข่หอย
ได้สมัผสักบัน า้นัน้จะไปลดออกซิเจนท่ีสามารถน าไปใช้ได้โดยตรงจากอากาศ ย่ิงไปกว่านัน้อณุหภูมิส่งผลต่อ
การเพาะฟักหากมีการสัมผัสกับน า้ทัง้การแช่ห รือลอยปร่ิมน า้ก็จะท าให้อุณหภูมิในการบ่มฟักลดลงหาก
เปรียบเทียบเทียบกบัอณุหภูมิมิของอากาศด้านบน แต่การศกึษาครัง้นีพ้บวา่ไข่สามารถฟักตวัได้ตามปกติหาก
สมัผัสกบัน า้เพียงระยะสัน้ โดยพบว่าหลงัจากแช่ในน า้เป็นเวลา 4 วนั จะเร่ิมเกิดการฟักตวั และน า้จะค่อย ๆ 
ระเหยออกไปจากจานเพาะฟัก ท าให้น า้ซมึผ่านเข้าไปในเซลล์ไข่ได้น้อยลง ซึง่แม้มีการฉีดพ่นน า้ลงไปในจาน
เพาะฟักไข่หอยเชอร่ีก็ไม่มีผลให้อตัราการเพาะฟักเปลี่ยนแปลง อย่างไรก็ตามพบว่า Ovorubin ไม่มีผลต่อการ
ตอ่ต้านเชือ้แบคทีเรีย โดยท่ี Ovurubin จะมีความทนทานและคงตวัเม่ืออยู่ในบริเวณท่ีมีอณุหภมูิสงู (Frassa et 
al. 2010)  

ลกัษณะดงักลา่วจงึเป็นสิ่งส าคญัท่ีท าให้ไข่หอยเชอร่ีทนทานเม่ืออยู่ในสิ่งแวดล้อม   โดย Dreon et al. 
(2003)  รายงานว่า Ovorubin เป็นโปรตีนหลกัอีกหนึ่งชนิดท่ีพบในไข่ของหอยเชอร่ีโดยเม่ือท าการศกึษาด้วย
เทคนิคเจลอิเลคโทรโฟรีซีสและ Immunoblot โดยใช้แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ Ovurubin ระดับการเจือจาง 
1:1,000 พบว่า Ovurubin มี 3 isoform ท่ีมีขนาดน า้หนกัโมกุลเป็น 35 kDa, 32 kDa และ 28 kDa ตามล าดบั 
(Dreon et al., 2003)  ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในครัง้นีท่ี้พบเพียง 1 isoform ท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ       
28 kDa โดย Frassa et al. (2010)  ท าการศกึษาถงึโครงสร้างและความคงตวัของสารพิษต่อระบบประสาทซึง่
พบในไข่ของหอยเชอร่ี (Pomecea canaliculta) ซึ่งเป็น lipoprotein คือ Perivitellin 2 พบว่า Perivitellin 2        
ท่ีแยกได้มี 3 ขนาดคือ 98 kDa,  67 kDa และ 31 kDa โดยแถบโปรตีนหลกัมีขนาด 67 kDa และ 31 kDa เมื่อ
ใช้ Proteinase K เป็นตวัเปรียบเทียบ (Frassa et al. 2010) ซึง่คล้ายกบัการศกึษาในครัง้นีท่ี้พบว่า Perivitellin 
2 ท่ีแยกได้มี 3 ขนาดคือ 98 kDa, 67 kDa  และ 31 KDa เช่นเดียวกับการศึกษาของ  Dreon et al., (2013) ท่ี
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พบวา่ Perivitellin 2 ซึง่เป็นโปรตีนท่ีสง่ผลความเป็นพิษตอ่ระบบประสาท (Neurotoxin) นัน้สามารถแยกได้จาก
ไข่หอยเชอร่ี (Pomeaca canaliculata) โดยมีขนาดโมกลุประมาณ 67 kDa และ 31 kDa ตามล าดบั 
 

สรุปผลการวิจัย 
     การได้รับสมัผสักบัสารเคมีทางการเกษตรคือไกลโฟเสท ไซเปอร์เมทริน และเมทัลดีไฮด์แบบชั่วคราว
ไม่มีผลต่ออตัราการเพาะฟักไข่ของหอยเชอร่ี แสดงให้เห็นว่าไข่และตวัอ่อนหอยเชอร่ีมีความทนทานต่อสาร
ดงักล่าวค่อนข้างสูง นอกจากนีก้ารเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาหลังจากได้รับสมัผัสสารมีค่าค่อนข้างต ่า 
ทัง้นีอ้าจจะเน่ืองมาจากไข่ของหอยเชอร่ีมีความสามารถในการป้องกนัตวัเอง โดยมีการสร้างโปรตีน Perivitellin 
2 และ Ovorubin เพ่ือป้องกันตัวเองจากสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ซึ่งผลการศึกษาการฟักไข่ของหอยเชอร่ีใน
ห้องปฏิบตัิการพบวา่ขนาดของไข่หอยเชอร่ีมีขนาดเลก็ท าให้ไข่หนึง่ฝักสามารถฟักเป็นตวัออ่นได้จ านวนมาก จึง
เป็นข้อมลูที่ท าให้สามารถประเมินประชากรของหอยเชอร่ีต่อไปในอนาคตได้ เพราะแม้ว่าหอยเชอร่ีจะสามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ได้กว้างขวาง แต่หากไม่มีการควบคมุก็จะท าให้สตัว์พืน้เมืองได้รับผลกระทบได้ รวมทัง้การท่ี
ไข่หอยเชอร่ีมีความทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตร จงึควรมีการศกึษาเพ่ิมเติมถงึความสามารถในการสะสม
ของสารตา่ง ๆ ในหอยเชอร่ี เน่ืองจากปัจจบุนัมีการน าหอยเชอร่ีมาบริโภคเป็นอาหารมากขึน้ ซึง่ผู้บริโภคอาจจะ
ได้รับผลกระทบเชิงลบตอ่สขุภาพได้ 
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บทคัดย่อ 
การศึกษามีวตัถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ aromatizable androgen (17α-methyl 

testosterone; MT), non aromatizable androgen (17α-methyldihydrotestosterone; MDHT) และ aromatase 
inhibitor (fadrozole hydrochloride) ตอ่การเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแมพ่นัธุ์ปลาไหลนา แบ่งการทดลองออกเป็น 
5 ชุดการทดลอง คือ ชุดการทดลองท่ี 1) ฉีดสารละลาย absolute ethanol: vegetable oil อตัรา 1: 10, 2) ฉีด
ฮอร์โมน MT, 3) ฉีดฮอร์โมน MDHT, 4) ฉีดฮอร์โมน MT ร่วมกบั fadrozole hydrochloride ระดบัความเข้มข้น 
1 ไมโครกรัม/น า้หนักปลา 1 กรัม และ 5) ฉีดสาร fadrozole hydrochloride โดยชุดการทดลองท่ี 2-5 ฉีด
ฮอร์โมนหรือสารท่ีระดบัความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/น า้หนกัปลา 1 กรัม เลีย้งแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาเป็นระยะเวลา 
90 วนั สุ่มแม่พันธุ์ปลาไหลนาแต่ละชุดการทดลองมาศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสืบพันธุ์และวิเคราะห์
ปริมาณฮอร์โมนเพศ (testosterone, 17β-estradiol และ 11-ketotestosterone) ทุก 45 วนั ผลการศึกษาพบ
การฉีดฮอร์โมน MT (aromatizable androgen) ท่ีระดับความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/น า้หนักปลา 1 กรัม 
ร่วมกับ  fadrozole hydrochloride (aromatase inhibitor) ท่ีระดับความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/น า้หนักปลา        
1 กรัม มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พันธุ์ปลาไหลนาให้มีระบบสืบพันธุ์เพศผู้ดีท่ีสุด โดยตรวจพบ
เซลล์สืบพนัธุ์เพศผู้ทกุระยะ คือ spermatogonia, spermatocyte, spermatid และ spermatozoa 
ค าส าคัญ: แมพ่นัธุ์ปลาไหลนา, Monopterus albus, เปลี่ยนเพศ, ฮอร์โมนแอนโดรเจน 
 

Abstract 
This study aimed to compare among efficacy of aromatizable androgen ( 17α-methyl 

testosterone; MT), non aromatizable androgen (17α-methyldihydrotestosterone; MDHT) and aromatase 
inhibitor (fadrozole hydrochloride) inducing sex reversal of female swamp eel (Monopterus albus) 
broodstock. Five treatments; 1)  intraperitoneally injected with absolute ethanol: vegetable oil ratio   
1: 10, 2 and 3) intraperitoneally injected with 40  µg/ 1 g Body weight (BW) of MT and MDHT), 4) 
intraperitoneally injected with 4 0 µg/ 1 g BW of MT mixed with 1 µg/ 1 g BW of fadrozole 

mailto:rakpong@kku.ac.th


42 

                                                           วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง ปีที่ 13 ฉบบัท่ี 1 มกราคม – มิถนุายน 2562 

hydrochloride and 5)  intraperitoneally injected with 4 0 µg/ 1 g BW of fadrozole hydrochloride, 
respectively, in a 90 days experimental period, were conducted. Gonadal histology and sex hormones 
(testosterone, 17β-estradiol and 11-ketotestosterone) of female broodstock were analyzed every 45 
days. The results show that injection with 40 µg / 1 g BW of MT (aromatizable androgen) mixed with 
fadrozole hydrochloride (aromatase inhibitor) 1 µg / 1 g BW presented the best result on induction 
of female broodstock to male based on the evidence of testicular lobules with spermatogonia, 
spermatocyte, spermatid and spermatozoa. However, further study must be continued. 
Keywords: Female broodstock, Monopterus albus, sex reversal, androgen 
 

บทน า 
ปลาไหลนา (Monopterus albus) เป็นปลาน า้จืดเศรษฐกิจท่ีจดัอยู่ในวงศ์ Synbranchidae ครอบครัว 

Synbranchiformes (Kottelat, 2001) พบทัว่ไปตามแหล่งน า้ธรรมชาติในทุกภาคของประเทศไทย นิยมน ามา
บริโภคอย่างแพร่หลายเพราะเนือ้ปลามีรสชาติอร่อย (Pattani Inland Fisheries Research and Development 
Center, 2011) โดยมีปริมาณผลผลิตและมูลค่าเพ่ิมสูงขึน้อย่างต่อเน่ืองทุกปี รวมปริมาณผลผลิตไม่ต ่ากว่า 
1,600 เมตริกตันต่อปี มูลค่าไม่ต ่ากว่า 175 ล้านบาทต่อปี (Information and Communication Technology 
Center, Department of Fisheries, 2016) 

ปลาไหลนามีระบบสืบพนัธุ์แบบกระเทย (protogynous hermaphrodite) (Devlin and Nagahama, 
2002) ในธรรมชาตแิมพ่นัธุ์ปลาไหลนาเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  เมื่อมีขนาดน า้หนกัตวัมากกวา่ 300 กรัม 
หรือความยาวล าตัวมากกว่า 60 เซนติเมตร อายุประมาณ 3 ปีขึน้ไป (Jiwyam 2008; Kwanmuang et al., 
1993; Yang et al., 2008) ซึง่เป็นข้อจ ากดัท่ีส าคญัในการเพาะขยายพนัธุ์  

การศึกษาท่ีผ่านมา Srinuansom (2017; unpublished data) ประยุกต์ใช้ฮอร์โมน 17α-methyl 
testosterone (MT) ท่ีระดบัความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/น า้หนักปลา 1 กรัม มาเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พันธุ์
ปลาไหลนาให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  ผลการศกึษาพบหลงัท าการฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 90 วนั แม่พนัธุ์ปลา
ไหลนาเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  testicular lobule พฒันาแทรกเตม็พืน้ท่ี gonadal lamellae มีลกัษณะ
เป็น full cord และพบเซลล์สืบพันธุ์ เพศผู้ ทุกระยะ คือ spermatogonia, spermatocyte, spermatid และ 
spermatozoa ภายใน testicular lobule ดังนัน้ มีความเป็นไปได้ท่ีแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีเปลี่ยนเพศมีระบบ
สืบพันธุ์ เพศผู้ นัน้ สามารถน ามาใช้เป็นพ่อพันธุ์ในการเพาะขยายพันธุ์ได้  อย่างไรก็ตามแม่พันธุ์ปลาไหลนา
เปลี่ยนเพศมีระบบสืบพันธุ์เพศผู้  มีสดัส่วนเพียง 33.3% ส่วนแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีเหลือทัง้หมดเปลี่ยนเพศมี
ระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ (66.6%) ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากฮอร์โมน MT มีคุณสมบตัิเป็น aromatizable androgen 
บางส่วนอาจเปลี่ยนเป็นฮอร์โมน estrogen โดยการท างานของเอนไซม์ Cytochrome P450 aromatase 
(P450arom) ผ่านกระบวนการ aromatization (Liu et al., 2009) ซึ่งอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของฮอร์โมน 
MT ในการเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พันธุ์ปลาไหลนาให้มีระบบสืบพันธุ์เพศผู้ลดลง  (Li et al., 2006) และเมื่อ
พิจารณาการศกึษาของ Li et al. (2006) ท่ีศกึษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ aromatizable androgen และ 
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nonaromatizable androgen ต่อการเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลากระรังจุดแดง (Epinephelus akaara) 
ท่ีมีการสืบพันธุ์แบบ protogynous hermaphrodite เช่นเดียวกบัปลาไหลนา พบการน าฮอร์โมน 17α-methyl 
dihydrotestosterone (MDHT) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น nonaromatizable androgen หรือฮอร์โมน MT ใช้ร่วมกับ
สาร fadrozole hydrochloride ซึง่มีคณุสมบตัิเป็น aromatase inhibitor มาเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลา
กะรังจุดแดง ท าให้มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศดีกว่าการใช้ฮอร์โมน MT เพียงอย่างเดียว (Li et al., 
2006) การศกึษานีม้ีวตัถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของฮอร์โมน androgen ทัง้ท่ีเป็น aromatizable 
androgen ได้แก่ ฮอร์โมน MT, nonaromatizable androgen ได้แก่ ฮอร์โมน MDHT และ aromatase inhibitor 
ได้แก่ fadrozole hydrochloride ต่อการเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลาไหลนาให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  เพ่ือร่น
ระยะเวลาท่ีแม่พันธุ์ปลาไหลนาเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้ เร็วให้สัน้ลง ทัง้นีข้้อมลูท่ีได้จากการศึกษาจะ
เป็นข้อมูลพืน้ฐานไปประยุกต์ใช้เหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พันธุ์ปลาไหลนาเป็นพ่อพันธุ์  หรือปลาชนิดอื่นท่ีมี
ลกัษณะชีววิทยาสืบพันธุ์ใกล้เคียงกัน เพ่ือน ามาใช้ในการเพาะขยายพันธุ์ ส่งผลให้เกิดการพัฒนาและเพ่ิม
ประสิทธิภาพการเพาะเลีย้งปลาให้สงูขึน้ตอ่ไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเตรียมตัวอย่างแม่พันธ์ุปลาไหลนา  

รวบรวมแม่พนัธุ์ปลาไหลนาขนาดน า้หนกัตวั 60-200 กรัม จากตลาดบางล าภ ูจงัหวดัขอนแก่น มาพกั
ในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.20x1.20 ตารางเมตร (ปริมาตรน า้ 200 ลิตร) ความหนาแน่น 1 กิโลกรัม/ตารางเมตร เป็น
เวลา 1 เดือน จากนัน้น าแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีพักไว้ จ านวน 85 ตวั ชั่งน า้หนักและวดัความยาวล าตวัเร่ิมต้น 
และสุ่มแม่พันธุ์ปลาไหลนา จ านวน 10 ตวั เจาะเลือดเก็บตวัอย่างพลาสมาไปวิเคราะห์ปริมาณฮอร์โมนเพศ 
และเก็บตวัอย่างอวยัวะสืบพนัธุ์ ไปศกึษาจุลกายวิภาคของอวยัวะสืบพันธุ์ก่อนเร่ิมท าการทดลอง ส่วนแม่พนัธุ์
ปลาไหลนาท่ีเหลือ จ านวน 75 ตวั สุ่มปล่อยลงในถังพลาสติกขนาด 50x80x40 ลูกบาศก์เซนติเมตร จ านวน   
15 ถงัๆ ละ 5 ตวั (ปริมาตรน า้ 30 ลิตร) พร้อมใสท่่อพีวีซีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 8 เซนติเมตร และความยาว 50 
เซนติเมตร จ านวน 1 ท่อ เพ่ือเป็นท่ีหลบซอ่น  
การเตรียมฮอร์โมนทดลอง 

น าฮอร์โมน MT (Cat. No. 69240, Sigma-Aldrich) และ MDHT (Cat. No. S1250010, Sigma-Aldrich) 
มาละลายใน absolute ethanol และเจือจางในน า้มนัพืช (vegetable oil) อตัรา 1: 10 (Kortner et al., 2009) 
สว่น fadrozole hydrochloride (Cat. No. F3806, Sigma-Aldrich) น ามาละลายร่วมกบัฮอร์โมนใน absolute 
ethanol ก่อนเจือจางในน า้มนัพืช อตัรา 1:10 เช่นกนั เก็บสารละลายท่ีเตรียมไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 oC 
การวางแผนการทดลอง  

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Complete Randomized Design; CRD) โดยแบ่งเป็น 5 ชุดการ
ทดลองๆ ละ 3 ซ า้ ได้แก่ ชุดการทดลองท่ี 1) (ชุดควบคุม) ฉีดสารละลาย absolute ethanol: vegetable oil 
อตัรา 1: 10, 2) ฉีดฮอร์โมน MT, 3) ฉีดฮอร์โมน MDHT, 4) ฉีดฮอร์โมน MT ร่วมกบั fadrozole hydrochloride 
ระดบัความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/น า้หนกัปลา 1 กรัม (Li et al., 2006) และ 5) ฉีดสาร fadrozole hydrochloride 
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น าแมพ่นัธุ์ปลาไหลนามาฉีดฮอร์โมนในแตล่ะชดุการทดลองท่ีระดบัเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/น า้หนกัปลา 
1 กรัม (Srinuansom, 2017) บริเวณช่องท้อง (intraperitoneal injection) (Zhuo et al., 2008) โดยใช้กระบอก
ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาเบอร์ 30Gx1/2 (0.3x13 มิลลิเมตร) ฉีดฮอร์โมนปริมาตร 5 ไมโครลิตร/
น า้หนักปลา 1 กรัม (Tao et al., 1993) เลีย้งแม่พันธุ์ปลาไหลนาเป็นระยะเวลา 90 วัน (เดือนมีนาคม-
พฤษภาคม 2560) โดยให้ปลาซิว ปลาแป้นแก้ว และกุ้ งฝอย เป็นอาหารตลอดการทดลอง อัตรา 3-5% ของ
น า้หนักตวัปลา วนัละ 1 ครัง้ เวลาประมาณ 17.00–18.00 น. (Cao et al., 2008) เปลี่ยนถ่ายน า้ทุก 2–3 วนั 
และให้ระบบลมตลอดการทดลอง จากนัน้สุม่เก็บตวัอย่างแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาแตล่ะถงัพลาสติกๆ ละ 2 ตวั (รวม
ตวัอย่างทัง้หมดชุดการทดลองละ 6 ตัว) มาเก็บตัวอย่างพลาสมาและอวัยวะสืบพันธุ์ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ
ฮอร์โมนเพศและจลุกายวิภาคของอวยัวะสืบพนัธุ์ โดยเก็บข้อมลูทกุ 45 วนั จนสิน้สดุการทดลอง  
การศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสืบพันธ์ุ (gonadal histology)  
 เก็บตัวอย่างอวัยวะสืบพันธุ์ของแม่พันธุ์ปลาไหลนา (ส่วนต้น กลาง และปลาย) มาแช่ใน Bouin’s 
solution เพ่ือรักษาสภาพ จากนัน้เตรียมชิน้เนือ้เย่ืออวยัวะสืบพันธุ์ตามขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เย่ือ น าไปฝังใน
พาราฟินและตดัเนือ้เย่ือขนาดความหนา 4-6 ไมโครเมตร หลงัจากนัน้ย้อมสีเนือ้เย่ือด้วย haematoxylin และ 
eosin (H&E) แล้วน าสไลด์เนือ้เย่ืออวยัวะสืบพนัธุ์ ท่ีได้ มาส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Olympus, CH30) ท่ี
ก าลงัขยาย 100 และ 400 เท่า เพ่ือจดัจ าแนกเพศ (Chan and Phillips, 1967; Chan et al., 1972; Tang et al., 
1974; Tao et al., 1993)  
การเกบ็ตัวอย่างพลาสมา (blood plasma) และวิเคราะห์ปริมาณฮอร์โมนเพศ  
 น าตวัอย่างแม่พันธุ์ปลาไหลนามาท าให้สลบโดยแช่ในน า้แข็ง ประมาณ 10 นาที จากนัน้ใช้กระบอก
ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาเบอร์ 26Gx1 (ขนาด 0.45x25 มิลลิเมตร) ท่ีเคลือบด้วย EDTA (ความ
เข้มข้น 0.5 M) เจาะเลือดแม่พันธุ์ปลาไหลนาจากเส้นเลือด ventral aorta น าเลือดท่ีได้ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียง (Centurion, K240R) ท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
อณุหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 10 นาที (Nozu et al., 2009) จากนัน้ดดูแยกตวัอย่างพลาสมาใส่ในหลอดไมโครทิวป์
ใหม ่เก็บท่ีอณุหภูมิ -20 oC เพ่ือเตรียมน าไปวิเคราะห์หาปริมาณฮอร์โมนเพศต่อไป โดยตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
ฮอร์โมน testosterone (T) และ 17β-estradiol (E2) ด้วยวิธี radioimmuno assay (RIA) (Tao et al., 1993) โดย
ใช้ชุดทดสอบ TESTO-CT2 kit (125I-Testosterone) (lower detection limit = 0.08 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) (Cisbio 
Bioasays, Codolet, France) และ ESTR-CTRIA kit (Estradiol-125I) (lower detection limit = 0.008 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร) (Cisbio Bioasays, Codolet, France) ตามล าดบั และฮอร์โมน 11-keto testosterone (11-KT) ด้วย
วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (Asahina et al., 1995) โดยชุดทดสอบ Fish 11-keto 
Testosterone ELISA Kit (lower detection limit = 0.02 นาโนกรัม /มิลลิลิตร) (Cat. No. MBS269932-96, 
MyBioSource, San Diego, USA)  
การวิเคราะห์ทางสถติ ิ

ทดสอบการแจกแจงแบบปกติของข้อมลูด้วย Shapiro-Wilk test วิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติของ
ค่าเฉลี่ยของข้อมูล 2 กลุ่ม ด้วยวิธี Independent-samples t-test และวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนก
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ทางเดียวของข้อมูลแต่ละชุดการทดลอง (One-way analysis of variance) เมื่อพบความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยข้อมลูแต่ละชุดการทดลอง ด้วยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ  
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
ผลการศกึษาจลุกายวิภาคของอวยัวะสืบพนัธุ์ของแม่พนัธุ์ปลาไหลนาก่อนและหลงัท าการฉีดฮอร์โมน 

MT, MDHT และ fadrozole hydrochloride ในแตล่ะชดุการทดลอง แสดงใน Table 1 และ Figure 1 
 

Table 1 Effects of MT, MDHT and fadrozole hydrochloride induce sex reversal of female swamp eel 
(Monopterus albus) broodstock at 45 and 90 days 

Treatments 
No. of 
Fish 

45 days 
Female stage Intersex stage Male stage 

F1 F2 F3 F4 % I1 I2 I3 % M1 M2 % 
Fish before injection with 
androgen (initial time) 

10 5 5   100        

1) Absolute ethanol: 
vegetable oil (1: 10) 

6  4 1 1 100    0   0 

2) MT (40 µg /g) 6  3   50 1 1  33.3 1  16.7 
3) MDHT (40 µg /g) 6  3   50  1 2 50   0 
4) MT (40 µg /g) + fadrozole 
hydrochloride (1 µg /g) 

6  2   33.3 1  2 50  1 16.7 

5) fadrozole hydrochloride   
(40 µg /g) 

6  3 1  66.6  1  16.7  1 16.7 

Fish before injection with 
androgen (initial time) 

-             

1) Absolute ethanol: 
vegetable oil (1: 10) 

6  2 2 2 100    0   0 

2) MT (40 µg /g) 6  1 1 2 66.6 1   16.7  1 16.7 
3) MDHT (40 µg /g) 6   1 3 66.6  1 1 33.3   0 
4) MT (40 µg /g) + fadrozole 
hydrochloride (1 µg /g) 

6   3  50 1 1  33.3  1 16.7 

5) fadrozole hydrochloride  
(40 µg /g) 

6  1 2  50 1 2  50   0 

Note: F1-F4; female stage; gonad with oocyte of perinucleolus stage (F1), cortical alveoli stage (F2), vitellogenic stage (F3) 
and maturation stage (F4), respectively. I1-I3; intersex stage; formation of small testicular lobules and spermatogonia in the 
inner region of gonadal lamellae ( I1) , development of testicular lobule in the gonadal lamellae and degeneration of ovarian 
follicles ( I2) ,  gonad with a very last stage of sex reversal leading to the formation of a “half cord” male ( I3) . M1-M2; male 
stage; gonad with gonadal lamellae of a “full cord” male, complete disappearance of ovarian structures and gonad constituted 
only testicular tissues (M1), testicular lobules with spermatogonia, spermatocyte, spermatid and spermatozoa (M2). 
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จาก Table 1 พบแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีสุ่มมาเร่ิมต้น จ านวน 10 ตัว มีระบบสืบพันธุ์เพศเมียทัง้หมด 
(Figure 1a-c) และหลงัจากฉีดฮอร์โมนในแต่ละชุดการทดลองเป็นระยะเวลา 45 และ 90 วนั พบแม่พนัธุ์ปลา
ไหลนาในชดุการทดลองท่ี 1 มีระบบสืบพนัธุ์เพศเมียทัง้หมด ขณะท่ีแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาในชดุการทดลองท่ี 2-5 
พบมีการเปลี่ยนเพศจากระบบสืบพนัธุ์เพศเมียเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ หรือระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  

ลกัษณะจุลกายวิภาคของอวยัวะสืบพันธุ์แม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีตรวจพบ แบ่งออกได้เป็น   3 ลกัษณะ 
คือ ระยะท่ีมีระบบสืบพนัธุ์เพศเมีย ระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ และเพศผู้  ตามล าดบั (Figure 1) ซึง่มีรายละเอียด 
คือ 1) ระยะท่ีมีระบบสืบพันธุ์ เพศเมีย (female stage; F) พบ 4 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 (F1) oocyte ส่วนใหญ่
เจริญอยู่ระยะ perinucleolus stage, ระยะท่ี 2 (F2) oocyte ส่วนใหญ่เจริญอยู่ระยะ cortical alveoli stage, 
ระยะท่ี 3 (F3) oocyte สว่นใหญ่เจริญอยู่ระยะ vitellogenic stage  และระยะท่ี 4 (F4) oocyte สว่นใหญ่เจริญ
อยู่ระยะ maturation stage ตามล าดับ (Figure 1a-c) ขณะท่ี 2) ระยะมีระบบสืบพันธุ์ทัง้สองเพศ (intersex 
stage; I) พบ 3 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 (I1) พบเซลล์ oocyte ท่ีเจริญพฒันาระยะต่างๆ อยู่รอบด้านนอก gonadal 
cavity และปรากฏ testicular lobule และเซลล์ spermatogonia พฒันาเล็กน้อยแทรกอยู่ตามแนวขอบด้านใน
ของ gonadal lamellae, ระยะท่ี 2 (I2) มีการเสื่อมสลายของเซลล์ primary oocyte (follicular atresia) รังไข่
หดหายเหลือเพียงผนงัรังไข่ มีการพฒันาของ testicular lobule แทรกใน gonadal lamellae และมีการพฒันา
ของเซลล์ Leydig cell หรือ interstitial cell ระหวา่ง interstitial fibroblast ใน gonadal lamellae และระยะท่ี 3 
(I3) เนือ้เย่ืออัณฑะพัฒนาขยายแทรกเข้ามาด้านในของ gonadal lamellae ท าให้ gonadal lamellae มี
ลักษณะเป็น “half cord” พบเซลล์ spermatogonia แพร่กระจายทั่วอวัยวะสืบพันธุ์  (Figure 1d-f) และ 3) 
ระยะมีระบบสืบพันธุ์เพศผู้  (male stage; M) พบ 2 ระยะ คือ ระยะท่ี 1 (M1) testicular lobule พัฒนาแทรก
เต็มพืน้ ท่ี  gonadal lamellae ท าให้  gonadal lamellae มีลักษณะเป็น “full cord” พบเซลล์ Sertoli cell, 
Leydig cell และเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ ระยะ spermatogonia และ spermatocyte ภายใน lobule และระยะท่ี 2 
(M1) ภายใน testicular lobule พบเซลล์สืบพันธุ์ เพศผู้ ทุกระยะ คือ spermatogonia, spermatocyte, spermatid 
และ spermatozoa (Figure 1g-i) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



47 

                                                           วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง ปีที่ 13 ฉบบัท่ี 1 มกราคม – มิถนุายน 2562 

a c b 

d 
f 

e 

g i h 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Transverse sections of female M. albus broodstock ovary. Female stage (a-c); (a) gonad 
with oocyte of cortical alveoli stage (F2), (b) vitellogenic stage (F3) and (c) maturation stage (F4), 
respectively. Intersex stage (d-f); (d) formation of small testicular lobules and spermatogonia in the 
inner region of gonadal lamellae (I1), (e) development of testicular lobule in the gonadal lamellae 
and degeneration of ovarian follicles (I2), (f) gonad with a very last stage of sex reversal leading to 
the formation of a “half cord” male (I3). Male stage (g-i); (g) gonad with gonadal lamellae of a “full 
cord” male, complete disappearance of ovarian structures and gonad constituted only testicular 
tissues (M1), (h, i) testicular lobules with spermatogonia, spermatocyte, spermatid and spermatozoa 
(M2). cao: cortical alveoli oocyte, gv: germinal vesicle, vo: vitellogenic oocyte, mo: mature oocyte, 
tl: testicular lobule, do: degenerating oocyte, gl: gonadal lamellae, Lc: Leydig cell, sg: spermatogonia, 
sy: spermatocyte, sd: spermatid, sz: spermatozoa, arrows: perinucleolus oocyte, arrowhead: 
spermatogonia. H&E stain, Olympus; model CH30 x 400. 
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 เม่ือพิจารณา Table 1 พบแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาในชดุการทดลองท่ี 2 และ 4 เปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์
เพศผู้  จ านวน 1 ตวั  (คิดเป็น 16.7%) หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 45 และ 90 วนั เม่ือพิจารณาลกัษณะ
จลุกายวิภาคของอวยัวะสืบพนัธุ์ของแม่พนัธุ์ปลาไหลนาท่ีเปลี่ยนเพศ พบแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาในชดุการทดลองท่ี 
2 มีระบบสืบพันธุ์ เพศผู้  พัฒนาอยู่ระยะท่ี  1 (M1) คือ testicular lobule พัฒนาแทรกเต็มพืน้ท่ี gonadal 
lamellae ท าให้ gonadal lamellae มีลักษณะเป็น “full cord” พบเซลล์ Sertoli cell, Leydig cell และเซลล์
สืบพันธุ์เพศผู้ ระยะ spermatogonia และ spermatocyte ภายใน testicular lobule หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็น
ระยะเวลา 45 วัน และมีระบบสืบพันธุ์ เพศผู้  พัฒนาอยู่ระยะท่ี 2 (M2) พบเซลล์สืบพันธุ์ เพศผู้ ทุกระยะ คือ 
spermatogonia, spermatocyte, spermatid และ spermatozoa ภายใน  testicular lobule หลังจากฉีด
ฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 90 วนั ขณะท่ีจลุกายวิภาคของอวยัวะสืบพนัธุ์ของแม่พนัธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลอง
ท่ี 4 มีระบบสืบพันธุ์ เพศผู้  พัฒนาอยู่ระยะท่ี  2 (M2) หลังจากฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 45 และ 90 วัน 
ตามล าดบั  

เมื่อพิจารณาสดัส่วน (จ านวนตวั หรือ %) แม่พนัธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 2 และ 4 ท่ีมีระบบ
สืบพนัธุ์เพศเมียและระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 90 วนั พบแม่พนัธุ์ปลาไหลนา
ในชดุการทดลองท่ี 2 มีสดัสว่น 4 (66.6%): 1 (16.7%) ตามล าดบั ซึง่มีค่ามาก (ส าหรับระบบสืบพนัธุ์เพศเมีย) 
และคา่น้อย (ส าหรับระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ) เม่ือเปรียบเทียบกบัแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาในชดุการทดลองท่ี 4 คือ 
มีสดัสว่น 3 (50.0%): 2 (33.3%) ตามล าดบั  

ดงันัน้จากจ านวนแมพ่นัธุ์ปลาไหลนาท่ีเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  หรือระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ 
และจ านวนท่ีเหลือของแม่พนัธุ์ปลาไหลนาท่ียงัคงมีระบบสืบพันธุ์เพศเมีย หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 
45 และ 90 วัน ตามล าดับ พบการใช้ฮอร์โมน MT (aromatizable androgen) ท่ีระดับความเข้มข้น 40 
ไมโครกรัม/น า้หนกัปลา 1 กรัม ร่วมกบั fadrozole hydrochloride (aromatase inhibitor) ท่ีระดบัความเข้มข้น 
1 ไมโครกรัม/น า้หนกัปลา 1 กรัม (ชุดการทดลองท่ี 4) มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลาไหลนา
ให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้ดีท่ีสดุ รองลงมา คือ การใช้ฮอร์โมน MT (ชดุการทดลองท่ี 2), fadrozole hydrochloride 
(ชุดการทดลองท่ี 5) และ MDHT (ชุดการทดลองท่ี 3) เพียงอย่างเดียว ตามล าดบั ซึ่งสอดคล้องกับการศกึษา
ของ Li et al. (2006) ท่ีศึกษาฝังฮอร์โมน MT และ MDHT ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ น า้หนักปลา           
1 กิโลกรัม หรือฮอร์โมน  MT ใช้ร่วมกับ fadrozole hydrochloride ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/น า้หนักปลา           
1 กิโลกรัม ให้กับแม่พันธุ์ปลากะรังจุดแดง (E. akaara) เป็นระยะเวลา 1 เดือน พบสามารถเหน่ียวน าเปลี่ยน
เพศแม่พันธุ์ปลากะรังจุดแดงให้มีระบบสืบพันธุ์ เพศผู้  และการฝ่ังฮอร์โมน  MT ใช้ร่วมกับ fadrozole 
hydrochloride มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พันธุ์ปลากะรังจุดแดงดีกว่าการใช้ฮอร์โมน MT เพียง
อย่างเดียว 

เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Piferrer et al. (1994) ท่ีน าลูกปลาแซลมอน (O. tshawytscha) 
หลงัฟักออกเป็นตวัแล้วปรับปรุงพนัธุกรรมให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศเมีย มาแช่ในสารละลายฮอร์โมน MT, MDHT 
และ fadrozole hydrochloride เพียงอย่างเดียว ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ปริมาตรน า้ 1 ลิตร หรือ
ฮอร์โมน MT ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ปริมาตรน า้ 1 ลิตร ใช้ร่วมกับ fadrozole hydrochloride ระดบัความ
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เข้มข้น 1 และ 10 มิลลิกรัม/ปริมาตรน า้ 1 ลิตร เลีย้งเป็นระยะเวลา 6-12 เดือน พบปลาแซลมอนท่ีแช่ใน
สารละลายฮอร์โมน MT ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ปริมาตรน า้ 1 ลิตร ใช้ร่วมกับ fadrozole hydrochloride 
ระดบัความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิกรัม/ปริมาตรน า้ 1 ลิตร มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศปลาแซลมอน
เพศเมียให้มีลกัษณะเพศผู้  (masculinization) ดีท่ีสดุ ทัง้นีเ้น่ืองจาก fadrozole hydrochloride ซึง่มีคณุสมบตัิ
เป็น aromatase inhibitor จะยับยัง้การท างานของเอนไซม์ P450arom ท่ีเปลี่ยนฮอร์โมน MT เป็นฮอร์โมน
เอสโตรเจน จงึท าให้ฮอร์โมน MT ยงัคงมีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศปลาเพศเมีย (Piferrer et al., 1994; 
Piferrer and Blázquez, 2006)   

ผลการศกึษาครัง้นีม้ีบางประเดน็ท่ีไมส่อดคล้องกบัการศกึษาของ Li et al. (2006) และ Piferrer et al. 
(1994) กล่าวคือ  การศึกษาของ  Li et al. (2006) และ Piferrer et al. (1994) พบฮอร์โมน  MDHT มี
ประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแมพ่นัธุ์ปลากะรังจุดแดงหรือปลาแซลมอนได้ดีกวา่การใช้ฮอร์โมน MT เพียง
อย่างเดียว ขณะท่ีการศกึษาครัง้นีพ้บฮอร์โมน MDHT มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลาไหลนา
ต ่ากว่าการใช้ฮอร์โมน MT เพียงอย่างเดียว ทัง้นีอ้าจเป็นผลยับยัง้การเปลี่ยนเพศจากฮอร์โมนเอสโตรเจนใน  
แม่พันธุ์ปลาไหลนา (Tang et al., 1974) อย่างไรก็ตามการศึกษาครัง้นี แ้สดงให้ เห็นอย่างชัดเจนถึง
ประสิทธิภาพของสารกลุ่ม aromatase inhibitor ในการยบัยัง้กระบวนการ aromatization และเพ่ิมประสิทธิภาพ
ของฮอร์โมน aromatizable androgen ตอ่การเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศปลาเพศเมียให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้ หรือมี
ลกัษณะเพศผู้  

ส าหรับผลการวิเคราะห์ปริมาณฮอร์โมน T, E2 และ 11-KT (Table 2) พบแม่พนัธุ์ปลาไหลนาท่ีสุ่มมา
เร่ิมต้น มีปริมาณฮอร์โมน T, E2 และ 11-KT เฉลี่ยเท่ากบั 737.00+159.82, 151.73+24.82 และ 0.051+0.007 
พิโคกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณฮอร์โมนของแม่พนัธุ์ปลาไหลนาก่อนและหลงัจาก
ฉีดฮอร์โมน MT, MDHT และ fadrozole hydrochloride ในแตล่ะชุดการทดลอง พบแม่พนัธุ์ปลาไหลนา (แบบ
รวมเพศ) ในชุดการทดลองท่ี 1, 2, 4 และ 5 มีปริมาณฮอร์โมน T เฉลี่ยน้อยกว่าแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีสุ่มมา
เร่ิมต้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ขณะท่ีแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 2-5 มีปริมาณ
ฮอร์โมน E2 และ 11-KT เฉลี่ยมากกว่าแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีสุ่มมาเร่ิมต้น โดยแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการ
ทดลองท่ี 3 และ 4 มีปริมาณฮอร์โมน E2 และ 11-KT เฉลี่ยมากกว่าแม่พันธุ์ปลาไหลนาท่ีสุ่มมาเร่ิมต้นอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) อาจเน่ืองจากแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 2-5 มีการเปลี่ยนเพศจาก
ระบบสืบพนัธุ์เพศเมียเปลี่ยนเพศมีระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองเพศ หรือระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  ซึง่โดยทัว่ไปพบฮอร์โมน 
11-KT ในปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพันธุ์ทัง้สองเพศและระบบสืบพันธุ์เพศผู้มีปริมาณมากกว่าปลาไหลนาท่ีมี
ระบบสืบพันธุ์เพศเมีย ทัง้นีฮ้อร์โมน 11-KT มีผลโดยตรงต่อการเปลี่ยนเพศของแม่พันธุ์ปลาไหลนา ขณะท่ี
ปริมาณฮอร์โมน E2 พบปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพนัธุ์ทัง้สองมีปริมาณมากกวา่ปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพนัธุ์เพศ
เมีย อาจเน่ืองจากเป็นผลผลิตท่ีเหลือจากปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพันธุ์ เพศเมียท่ีมีการเปลี่ยนเพศ (Borg, 
1994; Chan and Yeung, 1989; Yeung and Chan, 1987) 
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Table 2 Plasma T, E2 and 11-KT levels of female swamp eel (Monopterus albus broodstock after 
intraperitoneal injections of MT, MDHT and fadrozole hydrochloride at 90 days (mean+SE) 

Treatments 
No. of 
fish 

 

Sex 
(No. of Fish) 

90 days 
Sex hormone levels (pg/ml)  

T E2 11-KT 
Fish before injection with 
androgen (initial time) 

10 Female (10)  737.00+159.82a 151.73+24.82b 0.051+0.007b 

1) Absolute ethanol: 
vegetable oil (1: 10) 

6 All individuals (6) 131.70+37.72b, a 662.49+184.65a, a 0.064+0.009b, a 
Female (6) 131.70+37.72 662.49+184.65 0.064+0.009 
Intersex (-) - - - 
Male (-) - - - 

2) MT (40 µg /g) 6 All individuals (6) 96.67+45.07b, a 510.91+119.45a, a 0.053+0.003b, a 
 Female (4) 47.50+7.50 653.25+106.09 0.056+0.003 
 Intersex (1) 70.00+0.00 384.11+0.00 0.042+0.000 
 Male (1) 320.00+0.00 68.36+0.00 0.049+0.000 
3) MDHT (40 µg /g) 6 All individuals (6) 735.00+681.15a, a 540.98+171.60a, a 0.083+0.008a, a 

Female (4) 62.50+20.16 758.55+158.07 0.093+0.004 
Intersex (2) 2,080.00+2,060.00 105.85+88.07 0.063+0.019 
Male (-) - - - 

4) MT (40 µg /g) + fadrozole 
hydrochloride (1 µg /g) 

6 All individuals (6) 105.00+45.66b, a 397.26+139.50a, a 0.084+0.014a, a 
Female (3) 73.33+6.67 581.06+180.65 0.088+0.016 
Intersex (2) 40.00+10.00 305.33+259.51 0.094.+0.039 
Male (1) 330.00+0.00 29.70+0.00 0.055.+0.000 

5) fadrozole hydrochloride  
(40 µg /g) 

6 All individuals (6) 131.67+37.54b, a 623.81+239.70a, a 0.074+0.009b, a 
Female (3) 106.67+57.83 699.80+466.76 0.082.+0.013 
Intersex (3) 156.67+55.49 547.82+252.27 0.066.+0.014 
Male (-) - - - 

P-value (DMRT) 0.527 0.843 0.114 

Note: Values with different superscripts in the same column are significantly different (p<0.05). The first letter has shown 
comparison the means of sex hormone level of M. albus between initial time (0 day) and was injected each androgen at 90 
days using Independent-samples t test. The last letter has shown comparison the means of sex hormone level of M. albus 
among M. albus was injected each androgen at 90 days using Duncan’s new multiple range test (DMRT). 
 

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณฮอร์โมนของแม่พันธุ์ปลาไหลนา (แบบรวมเพศ) ในแต่ละชุดการทดลอง 
หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นระยะเวลา 90 วนั พบแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 3 มีปริมาณฮอร์โมน T 
เฉลี่ยมากท่ีสดุ (735.00+681.15 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) อาจเน่ืองจากชุดการทดลองท่ี 3 พบแม่พนัธุ์ปลาไหลนา
เปลี่ยนเพศมีระบบสืบพันธุ์ทัง้สองเพศ จ านวนทัง้หมด 2 ตัว ซึ่งมีปริมาณฮอร์โมน T เฉลี่ยค่อนข้างสูง คือ 
2,080.00+2,060.00 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ส่วนแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 2 มีปริมาณฮอร์โมน T 
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เฉลี่ยน้อยท่ีสุด (96.67+45.07 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ขณะท่ีแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 1 และ 4 มี
ปริมาณฮอร์โมน E2 และ 11-KT เฉลี่ยมากท่ีสุด ตามล าดับ (662.49+184.65 และ 0.084+0.014 พิโคกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดบั) และแม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 4 และ 2 มีปริมาณฮอร์โมน E2 และ 11-KT 
เฉลี่ยน้อยท่ีสุด (397.26+139.50 และ 0.053+0.003 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากการเปลี่ยน
เพศของแม่พันธุ์ปลาไหลนา กล่าวคือ แม่พันธุ์ปลาไหลนาในชุดการทดลองท่ี 4 มีการเปลี่ยนเพศมีระบบ
สืบพันธุ์ทัง้สองเพศ หรือระบบสืบพันธุ์ เพศผู้ มากท่ีสุด ซึ่งโดยทั่วไปปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพันธุ์เพศเมียมี
ปริมาณฮอร์โมน E2 สงู และ 11-KT มีปริมาณต ่า ขณะท่ีปลาไหลนาท่ีมีระบบสืบพนัธุ์ เพศผู้มีปริมาณฮอร์โมน 
E2 ต ่า และ 11-KT มีปริมาณสูง โดยเฉพาะอย่างย่ิงในช่วงฤดูผสมพันธุ์  (Borg, 1994; Yeung and Chan, 
1987) อย่างไรก็ตามเมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติพบปริมาณฮอร์โมน T, E2 และ 11-KT เฉลี่ยของแม่พันธุ์ปลา 
ไหลนาในแตล่ะชดุการทดลองไมม่ีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 

 

สรุปผล 
การใช้ฮอร์โมน  MT (aromatizable androgen) ท่ีระดับความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/น า้หนักปลา         

1 กรัม ร่วมกับ fadrozole hydrochloride (aromatase inhibitor) ท่ีระดับความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/น า้หนัก
ปลา 1 กรัม มีประสิทธิภาพเหน่ียวน าเปลี่ยนเพศแม่พนัธุ์ปลาไหลนาให้มีระบบสืบพนัธุ์เพศผู้ดีท่ีสดุ  โดยตรวจ
พบเซลล์สืบพนัธุ์เพศผู้ทกุระยะ คือ spermatogonia, spermatocyte, spermatid และ spermatozoa 
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บทคัดย่อ 
การใช้แบคทีเรียแลคติกท่ีคดัแยกได้จากทางเดินอาหารของปลากะพงขาวเพ่ือผสมลงในอาหารเลีย้ง

ปลานิลครัง้นีม้ีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาอัตราการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และความสามารถในการ
ต้านทานเชือ้ Streptococcus sp. ของปลานิล โดยการผสมแบคทีเรียแลคติก 3.0X107 CFU/g ลงในอาหาร
ปลาทดลองท่ีระดับความเข้มข้น 0, 1, 3 และ 5 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เพ่ือน าไปเลีย้งปลานิลขนาด 
6.00±0.14 กรัม นาน 4 สปัดาห์ โดยให้อาหาร ร้อยละ 2 ของน า้หนกัตวั 3 มือ้ต่อวนั วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มตลอด (CRD) จ านวน 3 ซ า้ จากการศึกษาพบปลานิลมีน า้หนักเพ่ิมขึน้เป็น 18.47±0.42 กรัม ในชุดการ
ทดลองท่ีใช้แบคทีเรียแลคติก 1 กรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึง่ให้ผลดีท่ีสดุ มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p≤0.05) ส าหรับอตัรารอดตายในชุดควบคมุและชุดท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 1 และ 3 กรัม
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ  (p≤0.05) และปลานิลท่ีได้รับอาหารผสม
แบคทีเรียแลคติก 3 กรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย Streptococcus sp. ได้ดีท่ีสดุ 
ค าส าคัญ : แบคทีเรียแลคติก, Streptococcus sp., ปลานิล 

 

Abstract 
The using of Lactic acid bacteria from gastrointestinal tract of Sea bass (Lates calcarifer) 

in feed of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)  culture was conducted to examine on growth rate 
survival rate and resistance to Streptococcus sp. in Nile tilapia. The experiment 3.0X107 CFU/g 
of Lactic acid bacteria with the concentration of 0, 1, 3 and 5 g/kg of fish feed were used to feed for 
4 weeks. They were laid out in completely randomized design with 3 replications. The results 
showed that the concentration of 1 g/kg was the best treatment in increasing weight (18.47±0.42 
grams)  which was significantly different (p≤0.05)  from other treatments. There was no significant 
difference in survival rate. The best lactic acid bacteria 3 g/kg can inhibit Streptococcus sp. 
Keywords: Lactic acid bacteria, Streptococcus sp., Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 
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บทน า 
ปัจจุบนัอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์น า้มีความส าคญัเน่ืองจากจ านวนประชากรโลกท่ีเพ่ิมมากขึน้

ท าให้ปริมาณความต้องการบริโภคอาหารเพ่ิมมากขึน้ด้วยในขณะท่ีปริมาณสตัว์น า้ในธรรมชาติลดน้อยลง การ
เพาะเลีย้งสัตว์น า้จึงมีบทบาทส าคัญในการท่ีจะผลิตอาหารให้เพียงพอกับความต้องการท่ีเพ่ิมขึน้ ส าหรับ
ประเทศไทยแล้วปลาเป็นสินค้าสตัว์น า้ท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจเป็นอนัดบัสองรองจากกุ้ งทะเล จากข้อมลู
ของกลุม่เศรษฐกิจการประมง กรมประมง ประจ าปี 2560 รายงานว่าช่วง 6 เดือนแรกของปี 2560 ผลผลิตปลา
นิลมีปริมาณ 94,990 ตนั เพ่ิมขึน้จากปี 2559 ถึงร้อยละ 4.7 และมีปริมาณการส่งออกสูงถึง 3,108.7 ตนั คิด
เป็นมลูคา่ 189.5 ล้านบาท โดยมีตลาดหลกัคือประเทศในตะวนัออกกลาง คิดเป็นร้อยละ 31.9 โดยนิยมบริโภค
เป็นปลานิลแช่แข็งทัง้ตวั คิดเป็นร้อยละ 73.7 

การเลีย้งปลานิลในปัจจุบันส่วนใหญ่เป็นการเลีย้งแบบหนาแน่น (Intensive culture) โอกาสท่ีปลา
เผชิญกบัความเครียดและอ่อนแอจึงเพ่ิมขึน้ ส่งผลให้ปลาติดเชือ้และเกิดโรคได้ง่าย โรคส่วนใหญ่มีสาเหตุมา
จากแบคทีเรีย เช่น Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae เป็นต้น เกษตรกรแก้ปัญหาโดยการใช้
ยาปฏิชีวนะและสารเคมีซึง่สามารถแก้ปัญหาได้ระดบัหนึ่ง แต่ปัญหาท่ีตามมาคือการปนเปือ้นหรือการตกค้าง
ของยาปฏิชีวนะในตวัปลาซึง่เป็นอนัตรายต่อผู้บริโภค แนวทางท่ีจะช่วยลดปัญหาดงักล่าวได้คือการกระตุ้นให้
ปลามีภมูิคุ้มกนัท่ีมีประสิทธิภาพมากขึน้เพ่ือตอ่สู้กบัเชือ้ก่อโรคได้ 

ในอดีตได้มีการใช้สารเคมีและยาปฏิชีวนะเพ่ือแก้ปัญหาเร่ืองโรคระบาด  แต่กลบัส่งผลให้เชือ้โรคเกิด
การดือ้ยาและเกิดการตกค้างของยาปฏิชีวนะในสตัว์น า้และสิ่งแวดล้อมได้ ท าให้เป็นอนัตรายต่อผู้บริโภคอีก
ด้วย ปัจจุบันจึงได้มีการแก้ปัญหาดังกล่าวโดยน าจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์มาใช้ในการควบคุมการเลีย้งอาศัย
หลกัการควบคมุทางชีวภาพ โดยใช้สิ่งมีชีวิตเพ่ือควบคมุสิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่งไม่ให้เพ่ิมจ านวนหรือสร้างความ
เสียหาย เรียกวา่ โพรไบโอติก (Probiotics) การใช้โพรไบโอติกจึงเป็นวิธีการแก้ปัญหาท่ีได้รับความนิยมมากใน
การเพาะเลีย้งสัตว์น า้ในปัจจุบัน (Gatesoupe, 1999; Gomes-Gil et al., 2000) เน่ืองจากหลักการดงักล่าว
เป็นท่ียอมรับของเกษตรกรและผู้บริโภค อีกทัง้ช่วยในการเจริญเติบโต ต้านทานโรค มีอตัราการรอดสงู ทัง้นีม้ี
การรายงานการใช้โพรไบโอติกท่ีมีศกัยภาพในการน ามาผสมอาหารปลาแล้วหลายชนิด  ได้แก่ Bacillus sp., 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus farciminis, 
Psychrobacter namhaensis และ Pseudomonas fluorescens (Suwan and Chitmanat, 2017) และการใช้
โพรไบโอติกในการเสริมอาหารสตัว์จะเป็นการลดปัญหาการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีอีกด้วย อีกทัง้สามารถ
สร้างสารยับยัง้จุลินทรีย์ชนิดอื่นรวมทัง้ผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดท่ีเป็นประโยชน์ต่อการย่อยอาหารและการ
เจริญเติบโตตอ่ไป (Rodmongkoldee, et al., 2017) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การคัดแยกแบคทเีรียแลคตกิ 

คดัแยกแบคทีเรียแลคติกจากทางเดินอาหารปลากะพงขาวด้วยเทคนิคการคดัแยกบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
โดยทุกขัน้ตอนด าเนินการด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ เร่ิมจากน าตวัอย่างปลากะพงขาวมาท าความสะอาดผิวด้วย
แอลกอฮอล์เข้มข้น ร้อยละ 70 (v/v) ผ่าตดัเปิดช่องท้องน าเฉพาะสว่นล าไส้ออกมาตดัตามยาวและตามขวางชัง่
น า้หนกัแล้วน าไปบดให้ละเอียดโดยผสมกบัสารละลายเกลือเข้มข้น ร้อยละ 0.85 (w/v) จากนัน้เจือจางตวัอย่าง
ด้วยสารละลายเกลือ ท าการคัดแยกแบคทีเรียโดยเทคนิค Pour plate ด้วยอาหารแข็ง De Man Rogosa 
Sharpe (MRS) ท่ีเติม Bromocresol purple ความเข้มข้น  ร้อยละ 0.004 แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 
ความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 และเกลือแกง (NaCl) ความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 บ่มจานเพาะเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้อากาศ จากนัน้จึงสุ่มเลือกโคโลนีท่ีมีสีเหลืองท่ีเกิดวงใสรอบๆ 
โคโลนี มาเข่ียบนอาหารแข็ง MRS เก็บเชือ้แบคทีเรียแลคติกท่ีคดัแยกได้ในอาหารแข็ง MRS ท่ีอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป โดยท าการเปลี่ยนถ่ายอาหารใหมท่กุสปัดาห์ตลอดการทดลอง 

จากนัน้ตรวจสอบลกัษณะทางชีวเคมีและทางสรีรวิทยาเบือ้งต้น ได้แก่ ย้อมแกรม การเคลื่อนท่ี การ
สร้างสปอร์ การสร้างก๊าซ การผลิตเอนไซม์ Catalase ความสามารถในการทนเกลือท่ีระดบัตา่งๆ และการสร้าง
กรดจากการหมกัน า้ตาลกลโูคส จากนัน้น าเชือ้แบคทีเรียแลคติกท่ีคดัแยกได้ทุกไอโซเลตทดสอบความสามารถ
ในการยับยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ด้วยเทคนิค Agar well diffusion assay ดัดแปลงตามวิธีการของ 
Siripoke et al. (2007) เลือกไอโซเลตท่ีให้ผลการยับยัง้สูงสุดจากค่า Bacteriocin activity (AU/ml) ตามสูตร
ตอ่ไปนี ้

 
คา่ AU (AU/ml) = คา่ความเจือจางเข้มข้นน้อยท่ีสดุท่ียบัยัง้ X 1,000 
    ปริมาณเชือ้ท่ีใช้ 

 
2. การศึกษาความสามารถในการยับยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ด้วยวิธี Agar well diffusion 

เตรียมสารละลายเชือ้ Streptococcus sp. โดยน าโคโลนีเด่ียวท่ีเลีย้งบนอาหาร MRS Agar เติมเกลือ
ความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 มาเลีย้งในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) เติมเกลือความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 
แล้วปรับความเข้มข้นให้อยู่ในช่วง 105 CFU/ml แล้วท าการทดสอบบนอาหาร Mueller Hinton Agar (MHA) 
เติมเกลือความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 ด้วยการน าสารละลายเชือ้ Streptococcus sp. เกลี่ย (Swab) ให้ทัว่ผิวหน้า
อาหารในจานและวางให้แห้ง จากนัน้เจาะผิวหน้าอาหารแล้วหยอดสารละลายแบคทีเรียแลคติกท่ีคดัแยกได้
และใช้ยาปฏิชีวนะออกซีเตตราซยัคลินเป็นชุดควบคมุ (Control) ลงหลมุละ 60 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชัว่โมง วดัขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางวงใส (Clear zone) 
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3. การเตรียมอาหารปลานิลทดลอง 
เลีย้งแบคทีเรียแลคติกไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการยับยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ได้ดีท่ีสดุให้ได้

ปริมาณ 3.0X107 CFU/g ในอาหารเหลว MRS แล้วน าไประเหยแห้งเก็บไว้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อน
น าผงเชือ้ท่ีได้ไปละลายในน า้กลัน่ฆ่าเชือ้แล้วผสมลงในอาหารทดลองด้วยวิธีการสเปรย์แล้วผึ่งให้แห้ง เก็บ
รักษาอาหารทดลองท่ีได้ในตู้ เย็นอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส จากนัน้ส่งตวัอย่างอาหารทดลองท่ีเตรียมได้ไป
วิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการของอาหารท่ีสาขาวิชาเทคโนโลยีเพาะเลีย้งสัตว์น า้ คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง โดยท าการวิเคราะห์ค่าโปรตีน  (Crude protein), ไขมัน (Crude fat), 
ความชืน้ (Moisture), เถ้า (Ash) คาร์โบไฮเดรตและกากใย (Carbohydrate) ในอาหารทดลอง 

ออกแบบการทดลองแบบสุ่มตลอด (Complete ramdomized design, CRD) โดยแบ่งเป็น 4 ชุดการ
ทดลอง การทดลองละ 20 ตวั ชดุการทดลองละ 3 ซ า้ ดงันี ้
 ชดุการทดลองท่ี 1 อาหารทดลองไมผ่สมแบคทีเรียกรดแลคติก (ชดุควบคมุ) 
 ชดุการทดลองท่ี 2 อาหารทดลองผสมแบคทีเรียกรดแลคติก ความเข้มข้น 1 กรัมตอ่ 1 กิโลกรัม 
 ชดุการทดลองท่ี 3 อาหารทดลองผสมแบคทีเรียกรดแลคติก ความเข้มข้น 3 กรัมตอ่ 1 กิโลกรัม 

ชดุการทดลองท่ี 4 อาหารทดลองผสมแบคทีเรียกรดแลคติก ความเข้มข้น 5 กรัมตอ่ 1 กิโลกรัม 
4. การเลีย้งปลานิลทดลอง 

เลีย้งปลานิลน า้หนกั 6.00±0.14 กรัม จ านวน 240 ตวั ในถงัพลาสติกความจุน า้ 250 ลิตร ปรับสภาพ
ปลาให้คุ้นกบัสภาพแวดล้อมใหมเ่ป็นเวลา 1 สปัดาห์ เร่ิมการทดลองผสมแบคทีเรียแลคติกความเข้มข้น 0, 1, 3 
และ 5 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ลงในอาหารทดลองตามชุดการทดลอง แล้วให้ปลานิลกินอาหารปริมาณ 
ร้อยละ 2 ของน า้หนักตัว วันละ 3 ครัง้ เวลา 07.00 น. 12.00 น. และ 17.00 น. นาน 4 สัปดาห์ ตลอดการ
ทดลองควบคมุคณุภาพน า้ในถงัเลีย้งปลานิลให้อยู่ในช่วงมาตรฐานการเลีย้ง ดงันี ้ค่าออกซิเจนท่ีละลายในน า้ 
อยู่ในช่วง 5-7 ppm ค่าแอมโมเนีย น้อยกว่า 0.02 mg/l ค่าไนไตร์ท น้อยกว่า 0.1 mg/l และค่าไนเตรทให้อยู่
ในช่วง 0.01 – 0.5 mg/l วิเคราะห์คณุภาพน า้ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูปและเปลี่ยนถ่ายน า้ทุก 3 วนั ตามวิธีการ
ของ Longmutcha et al. (2015) 
5. การเกบ็ข้อมูลปลานิลและทดสอบความสามารถในการต้านเชือ้แบคทเีรีย 

ชัง่น า้หนักปลานิลในทุกหน่วยการทดลอง ทุกๆ 7 วนั เพ่ือเก็บข้อมลูน า้หนกัส าหรับค านวณอตัราการ
เจริญเติบโต และหลงัจากปลาได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติกความเข้มข้น 0, 1, 3 และ 5 กรัมต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม นาน 4 สปัดาห์ แล้วท าการฉีดสารละลายเชือ้แบคทีเรีย Streptococcus sp. ท่ีระดบัความเข้มข้น
ของเชือ้ 107 CFU/ml โดยฉีดเข้าไปในช่องท้องของปลานิล บนัทกึอตัราการตายเป็นเวลา 1 สปัดาห์ จากนัน้ท า
การเก็บตวัอย่างเลือดปลาไปนบัจ านวนแบคทีเรีย Streptococcus sp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ Plate count agar 
(PCA) ตอ่ไป 
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ผลการทดลอง 
1. การคัดแยกแบคทีเรียแลคติกและความสามารถในการยับยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ด้วยวิธี Agar 
well diffusion 

จากการคัดแยกเชือ้แบคทีเรียแลคติกบนอาหารเลีย้งเชือ้ พบแบคทีเรียจ านวน 121 โคโลนี เมื่อน า
โคโลนีท่ีเกิดขึน้ไปตรวจสอบคุณสมบัติเบือ้งต้นโดยใช้คุณสมบัติการติดสีแกรม การสร้างสปอร์ การเคลื่อนท่ี 
การสร้างก๊าซ และทดสอบการผลิตเอนไซม์ Catalase พบวา่ มี 88 ไอโซเลต ท่ีติดสีแกรมบวก ไมส่ร้างสปอร์ ไม่
เคลื่อนท่ี ไม่สร้างก๊าซ และท าปฏิกิริยา Catalase แล้วให้ผลเป็นลบ เมื่อน าไปทดสอบลกัษณะทางสัณฐาน 
พบวา่ แบคทีเรียมีรูปร่างท่อน (Rod) จ านวน 4 ไอโซเลต มีรูปไข่ (Medium rod) จ านวน 7 ไอโซเลต และมีทรง
กลม (Cocci) จ านวน 77 ไอโซเลต 

 
Figure 1. Colony appearance of Lactic acid bacteria in MRS agar plate from sample of 
gastrointestinal tract of Sea bass 

 
ส าหรับการศึกษาครัง้นีไ้อโซเลตท่ี 1/69 (LAB25) มีลักษณะโคโลนีสีขาวขุ่น กลมนูน และหลังจาก

การศกึษาสณัฐานวิทยาพบการติดสีแกรมบวก รูปร่างกลม จดัเรียงตวัเป็นสายโซ่ ไมส่ร้างสปอร์ ไมเ่คลื่อนท่ี ไม่
สร้างเอนไซม์ Catalase ไม่สร้างก๊าซ และมีความสามารถยบัยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ได้ดีท่ีสดุ บนอาหาร 
Mueller Hinton Agar (MHA) เติมเกลือความเข้มข้น ร้อยละ 1.5 โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยัง้เท่ากับ 
21.00±1.00 มิลลิเมตร และมีคา่ Bacteriocin activity สงูสดุคือ 800 AU/ml. จึงใช้ไอโซเลตดงักล่าวผสมลงใน
อาหารเลีย้งปลานิลเพ่ือศกึษาการเจริญเติบโตของปลานิลตอ่ไป 

 



59 

 

                                                           วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง ปีที่ 13 ฉบบัท่ี 1 มกราคม – มิถนุายน 2562 

 
Figure 2. Inhibitions zone effect of Lactic acid bacteria against Streptococcus sp. on MHA plate 
 
2. การศึกษาผลจากแบคทเีรียกรดแลคตกิเสริมอาหารต่อการเจริญเตบิโตของปลานิล 

2.1 การเจริญเตบิโตของปลานิลหลังได้รับอาหารผสมแบคทเีรียกรดแลคตกิ 
จากการวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการของอาหารทดลองพบว่า มีโปรตีน  (Crude protein) ร้อยละ 

32.35, ไขมัน (Crude fat) ร้อยละ 12.51, ความชืน้ (Moisture) ร้อยละ 9.4, เถ้า (Ash) ร้อยละ 13.19 และ 
คาร์โบไฮเดรตและกากใย (Carbohydrate) ร้อยละ 32.55 ตามล าดบั 

จากการทดลองเลีย้ง พบว่าปลานิลชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติกท่ีระดบัความ
เข้มข้นร้อยละ 0, 1, 3 และ 5 ตามล าดบั มีน า้หนักเฉลี่ยเพ่ิมขึน้ทุกสปัดาห์ โดยชุดการทดลองท่ีได้รับอาหาร
ผสมแบคทีเรียแลคติกท่ีระดบัความเข้มข้น 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีน า้หนักเฉลี่ยสงูสุด คือ 18.47±0.42 
กรัม แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) กบัชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0, 3 และ 5 กรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม คือ 17.31±0.55, 17.04±0.77 และ 17.25±2.39 กรัม ตามล าดบั 
(Table 1) 
 

Table 1 Weight of Nile tilapia fed with different levels of Lactic acid bacteria supplemental diets 
Treatment week 1 week 2 week 3 week 4 

Control (T1) 9.14±0.79 a 11.42±0.39 a 14.83±0.88 a 17.31±0.55 a 
LAB 1 g Kg-1 (T2) 9.39±0.48 a 11.82±0.37 a 15.20±0.67 b 18.47±0.42 b 
LAB 3 g Kg-1 (T3) 9.13±0.22 a 11.05±0.97 a 14.30±0.02 a 17.04±0.77 a 
LAB 5 g Kg-1 (T4) 8.78±0.76 a 11.16±1.18 a 14.65±1.35 a 17.25±2.39 a 
Average values with different letters in the same column are statistically significantly different (p≤0.05) 
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2.2 อัตราการรอดตายของปลานิลในที่ได้รับอาหารผสมแบคทเีรียแลคตกิ 
เมื่อสิน้สุดการเลีย้ง 4 สัปดาห์ ท าการฉีดสารละลาย Streptococcus sp. ปริมาณ 107 CFU/ml 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าทางช่องท้องของปลานิล จากการทดลองพบว่าชุดควบคุมและชุดท่ีได้รับอาหาร
ผสมแบคทีเรียแลคติก 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัรารอดตายสงูสุดคือ ร้อยละ 100 รองลงมาเป็นชุดท่ี
ได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 3 กรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม คือ ร้อยละ 98.33 อตัราการรอดตายไมม่ีความ
แตกต่างทางสถิติ และชุดท่ีได้รับอาหารผสมกรดแลคติก 5 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัรารอดตายต ่าสดุคือ
ร้อยละ 81.66 ตามล าดบั (Table 2) 
 

Table 2 Survival rates of Nile tilapia with different levels of Lactic acid bacteria supplemental diets  
Treatment Survival rate (%) 

Control (T1) 100±00a 
LAB 1 g Kg-1 (T2) 100±00a 
LAB 3 g Kg-1 (T3) 98.3±0.51a 
LAB 5 g Kg-1 (T4) 81.65± 5.51b 

Average values with different letters in the same column are statistically significantly different (p≤0.05) 
 

2.3 ปริมาณ Streptococcus sp. ในเลือดปลานิลหลังได้รับอาหารผสมแบคทเีรียกรดแลคตกิ 
 จากการศึกษาปริมาณเชือ้ Streptococcus sp. ในเลือดของปลานิลหลงัได้รับอาหารผสมแบคทีเรีย 
แลคติกท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 1, 3 และ 5 กรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม นาน 4 สปัดาห์ พบว่าในชุดการทดลองท่ี
ได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 5 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบปริมาณเชือ้ Streptococcus sp. ในเลือด
มากท่ีสดุ คือ 11.40±8.96 X 104 CFU/ml รองลงมาคือ ชดุการทดลองท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 0, 1 
และ 3 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม คือ 9.23±6.35 X 104 , 7.66±6.48 X 104 และ 4.13±1.51 X 104 CFU/ml 
ตามล าดบั (Table 3) โดยชุดการทดลองท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 3 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มี
ปริมาณเชือ้ Streptococcus sp. ต ่าสดุ แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) กบัชดุการทดลองอ่ืน 
 

Table 3 Average Streptococcus sp. of Nile tilapia with different levels of Lactic acid bacteria 
supplemental diets 

Treatment Average Streptococcus sp. (CFU/ml) 
Control (T1) 9.23±6.35a X 104 

LAB 1 g Kg-1 (T2) 7.66±6.48a X 104 
LAB 3 g Kg-1 (T3) 4.13±1.51b X 104 
LAB 5 g Kg-1 (T4) 11.40±8.96a X 104 

Average values with different letters in the same column are statistically significantly different (p≤0.05) 
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อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 
เม่ือท าการทดลองเลีย้งปลานิลโดยใช้อาหารปกติไม่ผสมแบคทีเรียแลคติก (ชุดควบคมุ) เปรียบเทียบ

กบัอาหารปลาท่ีผสมแบคทีเรียแลคติกความเข้มข้นร้อยละ 1, 3 และ 5 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม พบว่า ตลอด
ระยะเวลา 4 สปัดาห์ ปลานิลมีน า้หนกัเฉลี่ยเพ่ิมขึน้ในทกุชดุการทดลอง โดยชดุท่ีได้รับอาหารผสมกรดแลคติก
ท่ีระดบัความเข้มข้น 1 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีน า้หนกัเฉลี่ยสงูสดุคือ 18.47±0.42 กรัม และอตัรารอดของ
ปลานิลชดุท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก 1 และ 3 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัรารอดไมแ่ตกตา่งจาก
ชุดควมคุม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Senasri (2015) ท่ีได้ทดลองใช้แบคทีเรีย Bacillus spp. เป็น 
โพรไบโอติกผสมลงในอาหารเลีย้งปลานิล และจากการทดลองพบว่า ปลานิลมีน า้หนักเฉลี่ยเพ่ิมขึน้แตกต่าง
จากชุดการทดลองท่ีไม่ได้รับแบคทีเรีย Bacillus spp. เช่นกนั และอตัราการรอดตายไมแ่ตกต่างทางสถิติกบัชุด
การทดลองอื่นๆ ซึง่สอดคล้องกบัการศึกษาของ Rumruairuen et al. (2011) พบว่าการเสริมโพรไบโอติกไม่มี
ผลต่ออัตราการรอดของปลานิล  แต่โพรไบโอติกมีผลต่อการเจริญเติบโตเน่ืองจากโพรไบโอติกจะเข้าไป
เจริญเติบโตหรือเกาะติดกับผนังล าไส้เล็ก ท าให้มีการย่อยสลายกากอาหารและสร้างกรดแลกติกขึน้ ซึ่งกรด
แลกติกจะท าลายหรือยับยัง้จุลินทรีย์ก่อโรค นอกจากนีก้ารเกาะติดของจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะกระจายทั่ว
ทางเดินอาหาร ท าให้จลุินทรีย์ก่อโรคไมม่ีพืน้ท่ีส าหรับการเกาะติด ท าให้เกิดสมดุลของจลุินทรีย์ภายในทางเดิน
อาหารและมีผลต่อจุลินทรีย์ท่ีผนงัทางเดินอาหาร โดยเพ่ิมการสร้างสารอาหาร เช่น วิตามิน เพ่ิมอตัราการหมกั 
สร้างเอนไซม์ เช่น ไลเปส โปรติเอส และอะไมเลส กระตุ้นการสร้างและการหลัง่เอนไซม์ย่อยอาหารช่วยการย่อย
อาหาร  และเพ่ิมประสิท ธิภาพในการน าอาหารไปใช้  ท าให้อัตราการเปลี่ ยนอาหารเป็น เนื อ้ดีขึ น้ 
(Rodmongkoldee, et al., 2017) 

จากการศึกษาผลของแบคทีเรียแลคติกท่ีผสมลงในอาหารต่อการเจริญเติบโตและความสามารถใน
การต้านทานเชือ้ Streptococcus sp. พบวา่เมื่อสิน้สดุการทดลองปลานิลท่ีได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก
มีน า้หนกัเฉลี่ยท่ีสงูกว่าปลานิลท่ีไม่ได้รับอาหารผสมแบคทีเรียแลคติก โดยแบคทีเรียแลคติกท่ีใช้ผสมอาหารท่ี
ความเข้มข้น 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เหมาะสมท่ีสุดท่ีจะท าให้ปลานิลมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุด และ
แบคทีเรียแลคติกท่ีใช้ผสมอาหารที่ความเข้มข้น 3 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เหมาะสมท่ีสดุท่ีจะท าให้ปลานิลมี
ความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ Streptococcus sp. ได้ดีท่ีสดุ ดงันัน้จึงมีแนวโน้มท่ีจะพฒันาแบคทีเรียแลคติก
ท่ีคดัแยกได้จากปลากะพงขาวเป็นโพรไบโอติก เพ่ือประสิทธิภาพในการเพ่ิมผลผลิตปลานิลตอ่ไป 
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 ขอขอบคณุนางสาวนารีหม๊ะ วายะโยะ นางสาวรีดา โต๊ะเจ๊ะ และนายไฟซอล หลียะลา นกัศกึษาสาขา
ชีววิทยา รวมทัง้บคุคลากรและเจ้าหน้าท่ี ท่ีให้ความช่วยเหลือในการท าวิจยัจนส าเร็จลลุว่งด้วยดี 
 ขอขอบคณุมหาวิทยาลยัราชภฏัสรุาษฎร์ธานี ส าหรับทนุอดุหนนุการวิจยัในครัง้นี ้
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บทคัดย่อ 

 การศกึษาครัง้นีเ้พ่ือทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ Escherichia coli : E. coli  โดยใช้ยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด 
เก็บตวัอย่างจากฟาร์มเพาะเลีย้งสตัว์น า้  6 ฟาร์ม ในเขตเมืองสกลนคร  จ านวน 200 โคโลนี  เก็บตวัอย่าง  5 จุด   
จดุละ 40 โคโลนี คือ น า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบ น า้เสียจากบ่อเลีย้งปลา ตะกอนดินจากบ่อ
เลีย้งปลา และแหล่งน า้ธรรมชาติ  ผลการศึกษาพบว่า  E. coli  ดือ้ยาปฏิชีวนะร้อยละ 100.0, 92.5, 80.0, 82.5 
และ 65.0 ตามล าดบั และมีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 1 ชนิด คิดเป็นร้อยละ 2.5, 10.0, 27.5, 22.5 และ 27.5 
ตามล าดบั ส าหรับการดือ้ยาปฏิชีวนะตัง้แต่ 2-6 ชนิด คิดเป็นร้อยละ 97.5, 82.5, 52.5, 60.0 และ 37.5 ตามล าดบั  
อย่างไรก็ตาม ยาปฏิชีวนะท่ี E. coli  ดือ้ยามากท่ีสดุคือ Tetracycline 147 โคโลนี คิดเป็นร้อยละ 73.5 ตรงกนัข้าม
กบัยาปฏิชีวนะ Amikacin ท่ี E. coli  ดือ้ยาน้อยท่ีสดุคือ  26 โคโลนี หรือคิดเป็นร้อยละ 13.0 นอกจากนีด้ชันีการ
ดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index)  ของน า้เสียจากบ่อเลีย้งกบมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.71±0.15  มีค่าสูง
ท่ีสุด รองมาเป็น E. coli  ท่ีแยกเชือ้จากตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบและปลา ตามล าดบั สรุปได้ว่า E. coli  ท่ีแยก
เชือ้ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบและบ่อเลีย้งปลา มีรูปแบบการดือ้ยาหลายชนิดมากกว่า E. coli  ในน า้เสียจากบ่อ
เลีย้งกบ บ่อเลีย้งปลาและแหลง่น า้ธรรมชาติ   
ค าส าคัญ: ดือ้ยาปฏิชีวนะ  เพาะเลีย้งสตัว์น า้  Escherichia coli   
  

Abstract 
 The aim of this study was to investigate resistance of Escherichia coli:  E. coli strains to 6 
antibiotics. 200 colonies from 5 sites, 40 colonies each, were isolated from 6 aquaculture farms in 
Muang, Sakon Nakhon. The samples were frog/fish pond wastewater, frog/fish pond sludge including a 
natural water sources. The result showed that E. coli  strains from frog pond wastewater, frog pond 
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sludge, fish pond wastewater, fish pond sludge and natural water sources resisted to antibiotics of 
100.0, 92.5, 80.0, 82.5 and 65.0%, respectively, and resisted to a single antibiotic of 2.5, 10.0, 27.5, 
22.5 and 27.5%, respectively. The multiple antibiotic resistance (2-6 MAR) were 97.5, 82.5, 52.5, 60.0 
and 37.5%, respectively. Besides, 147 E. coli strains resisted highly to Tetracycline, (73.5%). It was 
contrary for Amikacin that only 26 E. coli strains (13.0 %) were resisted. The highest multiple antibiotic 
resistance index (MAR index) was the E. coli strains from frog pond wastewater (0.71±0.15) and sludge 
from frog and fish pond, respectively. In conclusion, E. coli  which isolate sludge from frog and fish 
pond, there were more various antibiotic resistance pattern than E. coli which isolate wastewater from 
frog pond, wastewater from fish pond and natural water resource. 
Key word:  Antibiotic resistance, Aquaculture, Escherichia coli 
 

ค าน า 
  การเพาะเลีย้งสตัว์น า้ในเขตเมืองสกลนครมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งกบ 
และการเพาะเลีย้งปลานิล เป็นต้น ท าให้ปัจจุบันมีการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างกว้างขวางในการเพาะเลีย้งสัตว์น า้     
เพ่ือการรักษาการติดเชือ้ท่ีเกิดจากความหลากหลายของแบคทีเรียก่อโรคในสตัว์น า้มากขึน้  การดือ้ยาปฏิชีวนะของ
แบคทีเรียก่อให้เกิดความกังวลในเร่ืองสุขภาพของการบริโภคสัตว์น า้ (Panpan, et al. 2012)  โดยมีรายงาน
อบุตัิการณ์การดือ้ยาของ Escherichia coli : E. coli ในแม่น า้ท่ีรับน า้เสียชุมชนมีภาวะการดือ้ยาปฏิชีวนะมากขึน้  
(Laroche, et al. 2010) ดงันัน้แหลง่น า้ธรรมชาติและแหล่งน า้สาธารณะมกัจะมีการปนเปือ้นของ E. coli  ท่ีมาจาก
แหล่งน า้เสียชุมชนมากขึน้ การใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคและการใช้ยาปฏิชีวนะในการผลิตอาหารสตัว์ เป็น
ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. coli  อนัเป็นสาเหตุของโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์
และสตัว์เพ่ิมมากขึน้ (Berge, 2003)  
 E. coli   เป็นดชันีแสดงถงึการปนเปือ้นอจุจาระ หากตรวจพบ E. coli  ดือ้ยาจากน า้เสียของการเพาะเลีย้ง
สตัว์น า้ ก็มีโอกาสท่ีมนุษย์จะสมัผสักบัเชือ้ E. coli  ได้  อย่างไรก็ตาม E. coli  ไม่ใช่จลุินทรีย์ท่ีสามารถก่อโรคได้ทุก
สายพนัธุ์แต่มีบางสายพนัธุ์เท่านัน้ท่ีท าให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคอจุจาระร่วงในผู้ ป่วยทกุกลุ่มอาย ุ
(Ponsin, 2013) ในช่วงฤดูฝนซึ่งเป็นช่วงในการเพาะเลีย้งกบและปลาจ านวนมากและมีการชะล้างน า้เสียลงสู่บ่อ
เพาะเลีย้งสตัว์น า้ในปริมาณมาก จากน า้เสียชุมชน น า้ทิง้โรงพยาบาล  และโรงบ าบดัน า้เสีย โดยเฉพาะโรงบ าบัด
น า้เสีย เป็นแหล่งท่ีมีปริมาณ E. coli  จ านวนมาก และมีความสามารถดือ้ยาได้หลายชนิดโดยเฉพาะเชือ้ท่ีมาจาก
ตะกอน  เน่ืองจากตะกอนจะถูกน ากลบัไปบ าบดัใหม่อีกครัง้ท าให้ตะกอนอยู่ในระบบบ าบดัน า้เสียนานกว่าน า้เสีย 
ถ้ามีการปล่อยน า้ท่ีมีการปนเปือ้นของ E. coli  ดือ้ยาลงสู่แหล่งน า้ธรรมชาติจะเป็นสาเหตทุ าให้ E. coli  สามารถ
ถ่ายทอดยีนดือ้ยาสู่แบคทีเรียชนิดอื่นได้ (Patchanee, 2011)   อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะตามอ าเภอใจมีผล
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ในการเพ่ิมจ านวนของเชือ้แบคทีเรียท่ีทนต่อยาปฏิชีวนะอย่างน้อยยา 1 ชนิด Antibiotic resistance  (AR) และทน
ตอ่ยาอย่างน้อย 2 ชนิด Multiple antibiotic resistance (MAR) (Servais and Passerat, 2009) 
 ดงันัน้การศึกษาครัง้นีเ้พ่ือทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. coli   ในน า้จากการเพาะเลีย้งสัตว์น า้ท่ีมี
ปลอ่ยน า้เสียสูแ่หลง่น า้ธรรมชาติ น่าจะเป็นอีกสาเหตเุหมือนน า้เสียและตะกอนจากโรงบ าบดัน า้เสียท่ีท าให้ E. coli   
อาจถ่ายทอดยีนดือ้ยาไปสู่เชือ้ก่อโรคอื่นในสิ่งแวดล้อมได้  ข้อมูลท่ีได้จะเป็นประโยชน์ต่อการหาแนวทางการ
ควบคมุเชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีระบายจากบ่อเพาะเลีย้งสตัว์น า้และการใช้ยาปฏิชีวนะส าหรับสตัว์น า้ให้เหมาะสมกบั
โรคท่ีเกิดขึน้ 
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
1. การเกบ็ตัวอย่าง 

เก็บตวัอย่างจากฟาร์มเพาะเลีย้งสตัว์น า้ท่ีมีประวตัิการใช้ยาปฏิชีวนะ ในเขตเมืองสกลนคร ประกอบด้วย  
ฟาร์มเพาะเลีย้งกบ 3 ฟาร์ม ฟาร์มเลีย้งปลานิล 3 ฟาร์ม  รวม 6 ฟาร์ม  โดยเก็บตวัอย่าง  5 จุด คือ น า้เสียจากบ่อ
เลีย้งกบ (Wastewater from frog pond : WFG)  ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบ (Sludge from frog pond : SFG)     
น า้เสียจากบ่อเลีย้งปลา  ( Wastewater from fish pond : WFH) ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งปลา (Sludge from fish 
pond : SFH) และแหลง่น า้ธรรมชาติ   (Natural water sources : NWS) เก็บตวัอย่างน า้และตะกอนเป็นระยะเวลา 
3 เดือน เดือนละ 2 ครัง้ รวม 6 ครัง้ตอ่จดุ  จดุละ 40  โคโลนี รวม 200 โคโลนี  ตัง้แตเ่ดือนกรกฎาคม-กนัยายน พ.ศ. 
2559   
2. การแยกเชือ้ Escherichia coli : E.coli 
 การแยก E. coli  จากตวัอย่าง  ท าการเจือจางตวัอย่างน า้หรือตะกอนด้วย Normal saline 0.85% ลงใน
หลอดทดลองท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ Lauryl tryptose broth และบ่มเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น า
ผลบวกใสอ่าหารเลีย้งเชือ้ EC Broth จากนัน้บ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 44.5 °c เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าผลบวก มาเลีย้งเชือ้
บนอาหารเลีย้งเชือ้ EMB Agar และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วถ่ายเชือ้จากโคโลนีท่ี มีสี 
Metallic sheen น าไปทดสอบปฏิกิริยาทางเคมี IMViC test  (Andrews, 1997)  
3. การทดสอบการดือ้ยาปฏชิีวนะ  
 น าเชือ้ E. coli   เลีย้งในอาหาร Tryptone Soya Broth น าไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 °c แล้วน าไปเทียบ
มาตรฐานความขุ่น  McFarland 0.5 น าไปสเมียร์ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Mueller Hinton Agar ใช้ยาปฏิชีวนะ          
6 กลุ่มกลุ่มละ  1 ชนิดได้แก่  กลุ่ม  Beta-lactam คือ  Cephalothin (KF) 30 µg กลุ่ม  Aminoglycosides คื อ 
Amikacin (AMK) 30 µg ก ลุ่ ม  Tetracycline  คื อ  Tetracycline (TC) 30 µg  ก ลุ่ ม  Chloramphenicol คื อ 
Chloramphenicol (CP) 30 µg  กลุ่ม Quinolones คือ Nalidixic acid (NA) 30 µg และ กลุ่ม Sulfonamides คือ 
Sulfamethoxazole /Trimethoprim (ST) 23.75  µg / 1.25 µg  เน่ืองจากเป็นตัวแทนจากยาปฏิชีวนะแต่ละกลุ่ม 
ซึง่จะมีกลไกการออกฤทธ์ิแตกตา่งกนั แล้วน าไปบ่มไว้ท่ีอณุหภูมิ  35 °c เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ตรวจสอบการ
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ดือ้ยาปฏิชีวนะโดยวดัเส้นผ่าศูนย์กลางของวง (clear zone) เทียบกับเกณฑ์มาตรฐานการตรวจสอบการดือ้ยา
ปฏิชีวนะโดยมี Escherichia coli ATCC® 35218 ส าหรับกลุ่ม  Beta lactam และ  Escherichia coli  ATCC® 
25922 ส าหรับกลุม่อ่ืนๆ เป็นมาตรฐานควบคมุ โดยวิธี Disk diffusion (CLSI, 2011) แสดงใน (Table 1) 
 

Table 1  Diameter of inhibition zone for Escherichia coli  

Series Antibiotics Abb. 
Diameter of inhibition zone (mm) Dose 

(µg) Resistance Intermediate Sensitive 
Beta lactam Cephalotrin KF ≤14 15-17 ≥18 30 
Aminoglycoside Amikacin AMK ≤14 15-16 ≥17 30 
Tetracycline Tetracycline TC ≤11 12-14 ≥15 30 
Quinolone Nalidixic acid NA ≤13 14-18 ≥19 30 
Chloramphenicol Chloramphenicol CP ≤12 13-17 ≥18 30 

Sulfonamides 
Sulfamethoxazole/ 
Trimethoprim 

ST ≤10 11-15 ≥16 
23.75/ 
1.25 

       Note :  (CLSI, 2011) 

 
4. การวิเคราะห์ข้อมูล 

1.1 ตรวจวดัปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด (Total coliform : TC) ฟีคลัโคลิฟอร์ม (Fecal coliform : FC) และ 
E. coli   ในน า้  โดยวิธีเอม็พีเอน็ (MPN method) ใช้ระบบ 3 หลอด  (APHA et al., 2005) 

1.2 การค านวณหา ร้อยละการดือ้ยา การเร่ิมพฒันาการดือ้ยา และความไวตอ่การต้านการดือ้ยา สมการ
ท่ี (1), (2) และ (3) ตามล าดบั 

          %  การดือ้ยา          =      จ านวน E. coli  ท่ีดือ้ยา x 100                      (1)                       
          (% Resistance)             จ านวน E. coli  ทัง้หมดท่ีทดสอบ 
  % การเร่ิมพฒันาการดือ้ยา   =   จ านวน E. coli  ท่ีเร่ิมการพฒันาการดือ้ยา x 100      (2)                  
            (% Intermediate)            จ านวน E. coli  ทัง้หมดท่ีทดสอบ 

            %ความไวตอ่การต้านการดือ้ยา   =     จ านวน E. coli  ท่ีไวตอ่การต้านการดือ้ยา x 100          (3)       
             (% Sensitive)                        จ านวน E. coli  ทัง้หมดท่ีทดสอบ 

1.3 การค านวณดชันีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด Multiple antibiotic resistance Index (MAR 
index)  สมการท่ี (4) 
  ดชันีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index)=   จ านวนยาปฏิชีวนะท่ี E. coli  ดือ้ยา        (4)                             
                                                                                       จ านวนยาปฏิชีวนะทัง้หมดท่ีทดสอบ  
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 1.4 การศกึษารูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ สมการท่ี (5) 
                               % รูปแบบการดือ้ยา              =  จ านวน E. coli  ท่ีดือ้ยาแตล่ะรูปแบบ  X 100   (5)           
                                      (% Pattern)                                   จ านวน E. coli  ทัง้หมดท่ีดือ้ยา   
 

ผลการศึกษา 
1. ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
 1.1 จากการวิเคราะห์ ปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด ปริมาณฟีคัลโคลิฟอร์ม และ ปริมาณ E. coli ด้วย
วิธี MPN method พบว่าน า้เสียและตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบ มีค่าเฉลี่ยของปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด ปริมาณ    
ฟีคลัโคลิฟอร์ม และ ปริมาณ E. coli  มากกว่า น า้เสียและตะกอนดินจากบ่อเลีย้งปลา รวมถึงแหล่งน า้ธรรมชาติ    
โดยน า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ มีปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด อยู่ในช่วง 4.3x105 - 2.4x107 MPN/100 ml ตะกอนดินจาก
บ่อเลีย้งกบ มีค่าอยู่ในช่วง 2.0x106 - 2.4×108 MPN/g  น า้เสียจากบ่อเลีย้งปลาและตะกอนดินจากบ่อเลีย้งปลามี
ปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมดอยู่ในช่วง 1.5x104 - 9.3x104 MPN/100 ml และ 7.0x104- 4.6x106  MPN/g  ตามล าดบั 
ในส่วนแหล่งน า้ธรรมชาติ มีปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมดอยู่ในช่วง 9.0x103 - 2.4x106 MPN/100 ml  ผลการ
ตรวจสอบปริมาณฟีคลัโคลิฟอร์มและปริมาณ  E. coli  เป็นไปทิศทางเดียวกับปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด แสดงใน 
(Table 2)  
 

Table 2 Amount of total coliform (TC) fecal coliform (FC) and Escherichia coli from various samples 

Type 
Sample source (Range, MPN/100 ml) 

WFG SFG1/2 WFH SFH1/2 NWS 

TC 4.3x105 - 2.4x107 2.0x106 - 2.4x108 1.5x104 - 9.3x104 7.0x104- 4.6x106 9.0x103 - 2.4x106 

FC 9.3x104 - 2.4x107 1.4x106 - 2.4x108 1.5x104 - 4.3x104 7.0x104- 4.6x106 9.0x103 - 2.4x106 

E.coli  4.3x105 - 2.4x107 4.0x105 - 2.4x108 3.0x103 -4.3x104 3.0x103- 4.6x106 3.0x103 - 7.5x104 

 Remark : 1/ SFG and SFH  (MPN/g),  2/ E.coli  (MPN E.coli/g), WFG = Wastewater from frog pond; SFG = Sludge from frog pond; 
WFH = Wastewater from fish pond; SFH = Sludge from fish pond;  NWS= Natural water sources; TC= Total coliform; FC = Fecal 
coliform. 

 

1.2 การทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะ ท าการแยกเชือ้ E. coli  จากน า้เสียจากการเพาะเลีย้งสัตว์น า้ 
ทัง้หมด 200 โคโลนี โดยแบ่งเป็น น า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ  ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบ น า้เสียจากบ่อเลีย้งปลา 
ตะกอนดินจากบ่อเลีย้งปลาและแหล่งน า้ธรรมชาติ  จุดละ 40 โคโลนี ทดสอบกับยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด พบว่ามี        
E. coli  ดือ้ยาปฏิชีวนะร้อยละ 100.0, 92.5, 80.0, 82.5 และ 65.0 ตามล าดับ  จากจ านวนเชือ้E. coli  ทัง้หมด 
200 โคโลนี  มีการดือ้ยา Tetracycline มากท่ีสุด 147 โคโลนี คิดเป็นร้อยละ 73.5  รองลงมาเป็น Nalidixic acid    
มีการดือ้ยา 95  โคโลนี คิดเป็นร้อยละ 47.5 สว่นยาปฏิชีวนะท่ี E. coli  ดือ้ยาน้อยท่ีสดุคือ  Amikacin จากจ านวน
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ทัง้หมด 200 โคโลนี มีการดือ้ยา Amikacin 26 โคโลนี คิดเป็นร้อยละ 13.0 ผลการวิเคราะห์ ร้อยละการดือ้ยา ร้อย
ละการพฒันาการดือ้ยา และร้อยละความไวตอ่การดือ้ยาโดยพิจารณายาปฏิชีวนะแต่ละชนิดแสดงใน (Table 3) 

1.3 การค านวณดัชนีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index)  พบว่า E. coli  ท่ีแยกเชือ้
จากน า้เสียของบ่อเลีย้งกบ ตะกอนดินในบ่อเลีย้งกบ น า้เสียของบ่อเลีย้งปลา ตะกอนดินในบ่อเลีย้งปลา และ แหล่ง
น า้ธรรมชาติ  พบว่า E. coli  ท่ีไม่มีการดือ้ยาปฎิชีวนะ คิดเป็นร้อยละ 0.0, 7.5, 20.0, 17.5 และ 35.0 ตามล าดบั    
มีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 1 ชนิด (AR)  คิดเป็นร้อยละ 2.5, 10.0, 27.5, 22.5 และ 27.5 ตามล าดบั ส าหรับ
การดือ้ยาปฏิชีวนะตัง้แต่ 2-6 ชนิด  (MAR) คิดเป็นร้อยละ 97.5, 82.5, 52.5, 60.0 และ 37.5 ตามล าดับ  และ
พบว่า ดัชนีการดือ้ยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 2 ชนิด (MAR index) ของน า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
0.71±0.15 มีค่าสูงท่ีสุด รองมาเป็น E. coli  ท่ีแยกเชือ้จากตะกอนจากบ่อเลีย้งกบและตะกอนจากบ่อเลีย้งปลา
แสดงใน Table 4 

1.4  การศึกษารูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. coli  จากยาปฏิชีวนะ       
6 ชนิด มีผลดงันี ้ตัวอย่างเชือ้ E. coli  ท่ีเก็บจาก น า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ มีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 8 รูปแบบ 
พบวา่ รูปแบบท่ีมีการดือ้ยาปฏิชีวนะมากท่ีสดุคือ  KF- TC- CP-NA-ST มีจ านวน E. coli  ท่ีดือ้ยารูปแบบนี ้ร้อยละ 
40  และมีการรูปแบบการดือ้ยา TC- CP-NA-ST ร้อยละ 37.5 แสดงใน Figure 1 (A)  ตวัอย่างเชือ้ E. coli  ท่ีเก็บ
จากตะกอนดินจากบ่อ เลีย้งกบ มีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 15 รูปแบบ พบวา่ รูปแบบท่ีมีการดือ้ยาปฏิชีวนะมาก
ท่ีสุดคือ TC- CP-NA-ST คิดเป็นร้อยละ 27.5 และมีการรูปแบบการดือ้ยา KF-TC- NA ร้อยละ 10.0 แสดงใน 
Figure 1 (B) ตัวอย่างเชือ้ E. coli  ท่ีเก็บจาก น า้เสียจากบ่อเลีย้งปลา มีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 12 รูปแบบ 
พบว่า รูปแบบท่ีมีการดือ้ยาปฏิชีวนะมากท่ีสุดคือ TC-NA คิดเป็นร้อยละ 25.5 และมีการรูปแบบการดือ้ยา AMK 
และ TC  คิดเป็นร้อยละ 10.0 แสดงใน Figure 1 (C)  ตัวอย่างเชือ้ E. coli  ท่ีเก็บจากตะกอนในบ่อเลีย้งปลา         
มีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 18 รูปแบบ พบวา่ รูปแบบท่ีมีการดือ้ยาปฏิชีวนะมากท่ีสดุคือ TC  คิดเป็นร้อยละ 15.0 
และมีการรูปแบบการดือ้ยา KF- TC  คิดเป็นร้อยละ 12.5 แสดงใน Figure 1 (D)  ตวัอย่างเชือ้ E. coli  ท่ีเก็บจาก
แหล่งน า้ธรรมชาติ  มีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ 13 รูปแบบ พบวา่ รูปแบบท่ีมีการดือ้ยาปฏิชีวนะมากท่ีสดุคือ TC  
คิดเป็นร้อยละ 17.0 และมีการรูปแบบการดือ้ยา KF- TC  คิดเป็นร้อยละ 10.0 แสดงใน Figure 1 (E)    
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  Table 3   The percentage of antibiotic resistant Escherichia coli from various samples 

Abb. 

Percentage of sensitivity isolated of E. coli   (% Resistance/% Intermediate/% Sensitivity)  

% Resistance 
 

% Intermediate % Sensitivity 

WFG SFG WFH SFG NWS AVG WFG SFG WFH SFG NWS WFG SFG WFH SFG NWS 

 KF 42.5 47.5 20.0 40.0 35.0 37.0 57.5 50.0 60.0 57.5 62.5 0.0 2.5 20.0 2.5 2.5 

AMK 12.5 15.0 20.0 12.5 5.0 13.0 7.5 25.0 17.5 15.0 7.5 80.0 60.0 62.5 72.5 87.5 

TC 100.0 85.0 60.0 72.5 50.0 73.5 0.0 0.0 5.0 5.0 5.0 0.0 15.0 35.0 22.5 45.0 

 CP 90.0 50.0 7.5 12.5 17.5 35.5 2.5 0.0 0.0 15.0 5.0 7.5 50.0 92.5 72.5 77.5 

NA 87.5 67.5 37.5 35.0 10.0 47.5 10.0 5.0 40.0 17.5 10.0 2.5 27.5 22.5 47.5 80.0 

 ST 95.0 67.5 15.0 30.0 10.0 43.5 0.0 0.0 12.5 10.0 2.5 5.0 32.5 72.5 60.0 87.5 
   Remark : WFG = Wastewater from frog pond;  SFG = Sludge from frog pond;  WFH = Wastewater from fish pond; SFH = Sludge from fish pond; NWS = Natural water sources; 
    AVG = Average; Ant= Antibiotic ; KF= Cephalothin; AMK = Amikacin; TC= Tetracycline; CP= Chloramphenicol; NA= Nalidixic acid; ST = Sulfamethoxazole / Trimethoprim.
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Table 4   The percentage of Escherichia coli strains which resisted to antibiotics in various patterns 
Number of antibiotic 

resistance in each pattern 
(total = 6 antibiotics) 

The percentage resistance of isolates (%) 

WFG SFG  WFH  SFH NWS 

No resistant (sensitive) 0 7.5 20.0 17.5 35.0 
1 2.5 10.0 27.5 22.5 27.5 
2 2.5 5.0 35.0 27.5 20.0 
3 7.5 25.0 10.0 15.0 12.5 
4 40.0 37.5 5.0 10.0 2.5 
5 47.5 7.5 2.5 5.0 2.5 
6 0.0 7.5 0.0 2.5 0.0 

MAR  Index 1/  0.71±0.15  0.55±0.26     0.27±0.20       0.34±0.26     0.21±0.21 
Remark :1/ Average± SD (n=40), MAR  Index = Multiple antibiotic resistance Index;  WFG = Wastewater from frog pond; SFG = 
Sludge from frog pond;  WFH = Wastewater from fish pond; SFH = Sludge from fish pond; NWS= Natural water sources. 

 
สรุปและวิจารณ์ 

การศึกษาครัง้นีพ้บว่าตะกอนดินทัง้จากบ่อเลีย้งกบและบ่อเลีย้งปลาจะมีปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด 
ปริมาณฟีคัลโคลิฟอร์ม และ ปริมาณ  E. coli  สูงกว่าตัวอย่างท่ีเก็บมาจากน า้เสียบ่อเลีย้งกบ บ่อเลีย้งปลา และ
แหล่งน า้ธรรมชาติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ  Roland  et al. (1991) และ Schmidt et al. (2000) พบว่า 
แบคทีเรียจากตะกอนดินจากบ่อเพาะเลีย้งสตัว์น า้มีปริมาณมากกว่าในน า้เสียและแม่น า้ ซึง่มาตรฐานควบคมุการ
ระบายน า้ทิง้ของประเทศไทย ไม่ระบุค่ามาตรฐานของปริมาณโคลิฟอร์มทัง้หมด ปริมาณฟีคัลโคลิฟอร์ม และ 
ปริมาณ E. coli   แต่ค่าท่ีตรวจพบมีค่าสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานข้อก าหนด EPA Victoria (2003)  ก าหนดปริมาณ      
E. coli  ท่ียอมรับได้ในการปลอ่ยน า้เสียทิง้ลงสูแ่หลง่น า้น้อยกวา่ 10,000 E.coli/100ml  

 จากการทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะทัง้ 6 ชนิด พบวา่ การดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. coli  อยู่ในเกณฑ์น้อยถึง
ปานกลาง มีเพียง Tetracycline เท่านัน้  มี  E. coli  ดือ้ยาอยู่ในเกณฑ์ท่ีมาก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ  
Reinthaler et al. (2003), Patchanee (2011) พบว่า เชือ้ E. coli  ท่ีแยกจากน า้เสียมีการดือ้ยา Tetracycline  
สงูสดุ   เน่ืองจากเป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีการใช้มานานทัง้ในมนุษย์และสตัว์ ท าให้พบเชือ้  E. coli  และแบคทีเรียท่ีดือ้
ยา Tetracycline มากในสิ่งแวดล้อม   แบคทีเรียเหลา่นีไ้ด้สมัผสักบัยาปฏิชีวนะนัน้ๆ แล้วตอ่มาได้พฒันาตวัเองเพ่ือ
ความอยู่รอด (Al-Bahry et al., 2009)  รวมถงึมีกลไกการดือ้ยาท่ีสง่ผลไมใ่ห้มีการสงัเคราะห์โปรตีน  เช่น การขบัยา
ออก  ลดการซึมผ่านของยาเข้าเซลล์ และ การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายในการออกฤทธ์ิของยา จึงท าให้มีการดือ้ยา 
Tetracycline  สงูสดุ และพบวา่  มีการดือ้ยา Amikacin น้อยท่ีสดุ  สอดคล้องกบังานวิจยัของ   Patchanee (2011) 
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กล่าวว่าการทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. coli  ใน 16 ชนิด โดยมียาเพียงชนิดเดียวท่ีไม่พบการดือ้ยา คือ 
Amikacin  เน่ืองจาก  Amikacin อยู่ในกลุ่ม Aminoglycoside เป็นยามีฤทธ์ิท าลายแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็ว ออก
ฤทธ์ิท่ี 30S บนไรโบโซมเกิดการยบัยัง้กระบวนการสงัเคราะห์โปรตีน แบคทีเรียจึงถกูฆ่า โดยขณะนี ้ Amikacin เป็น
ยาท่ีออกฤทธ์ิกว้างสุดในยากลุ่มนี ้จากการศกึษาของ Roland  et al. (1991) พบว่า แบคทีเรียจากตะกอนดินจาก
บ่อเพาะเลีย้งสตัว์น า้มีรูปแบบของการดือ้ยาหลายชนิดมากกว่าในน า้เสียหรือแม่น า้ เน่ืองจากตะกอนดินจะอยู่ใน
บ่อนานกว่าน า้ ท าให้แบคทีเรียได้รับการกระตุ้นจากยาปฏิชีวนะหลายรอบของการเลีย้งสตัว์น า้ ส่งผลท าให้ได้รับ
การเหน่ียวน าในการดือ้ยาได้มากขึน้ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยันี ้ เชือ้ E. coli  จากตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบและบ่อ
เลีย้งปลา มีรูปแบบการดือ้ยาหลายชนิดมากกว่าเชือ้ E. coli  ในน า้เสียจากบ่อเลีย้งกบ บ่อเลีย้งปลาและแหล่งน า้
ธรรมชาติ  จากการวิจยัครัง้นีย้ังพบว่า E. coli  ท่ีดือ้ยา Tetracycline จะมีแนวโน้มการดือ้ยา Nalidixic acid  ร่วม
ด้วยเพราะยาปฏิชีวนะทัง้สองชนิดนีจ้ะมีกลไกการดือ้ยาคล้ายกันโดยมีผลไม่ให้มีการสงัเคราะห์โปรตีน (Ponsin, 
2013) ท าให้มีแนวโน้มของการดือ้ยาท่ีคล้ายกนั และ จากตวัอย่างทัง้หมด มีเพียงเชือ้ E. coli  ท่ีแยกจากตะกอนดิน 
ในบ่อเลีย้งกบและตะกอนดินในเลีย้งปลาเท่านัน้ท่ีมีการดือ้ยาปฏิ ชีวนะ ทัง้ 6 ชนิด ในส่วนรูปแบบการดือ้ยา
ปฏิชีวนะของ E. coli  จะเห็นได้ว่า ในแต่ละประเภทจะมีรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกัน โดยเฉพาะ
ตวัอย่างท่ีเก็บจากตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกบและบ่อเลีย้งปลาจะมีรูปแบบการดือ้ยาท่ีหลากหลายมากกวา่ตวัอย่าง
ท่ีเก็บจากน า้เสีย เน่ืองจากตะกอนดินมีการทบัถมเป็นเวลานาน ท าให้แบคทีเรียมีโอกาสสมัผสักบัแบคทีเรียท่ีมากบั
น า้ใหม ่ท าให้เกิดการถ่ายทอดยีนดือ้ยา สอดคล้องกบั งานวิจยัของ Patchanee (2011) ตวัอย่างท่ีเก็บจากตะกอน
ดินจะมีรูปแบบการดือ้ยาท่ีหลากหลายมากกว่าตัวอย่างท่ีเก็บจากน า้เสีย   ตะกอนดินและน า้เสียจากฟาร์ม
เพาะเลีย้งสตัว์น า้ จึงเป็นแหล่งท่ีสามารถช่วยในการพฒันาการดือ้ยาของเชือ้ E. coli  และแพร่กระจายของยีนดือ้
ยาปฏิชีวนะ (Zhang et al., 2013) ดังนัน้ เชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะหากมีการสมัผัสกับมนุษย์อาจก่อให้เกิดผลกระทบ
และความเสี่ยงต่อสขุภาพได้ งานวิจยันีไ้ด้ส ารวจในช่วงฤดฝูนซึง่เป็นช่วงในการเพาะเลีย้งกบและเลีย้งปลาจ านวน
มาก มีการชะล้างน า้เสียชุมชนลงสู่บ่อเพาะเลีย้งสตัว์น า้ในปริมาณมาก จึงควรศกึษาต่อเพ่ือน ามาเปรียบเทียบกับ
ฤดกูาลอื่นๆ ข้อมลูที่ได้จะเป็นประโยชน์ตอ่การหาแนวทางการควบคมุเชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีระบายจากบ่อเพาะเลีย้ง
สตัว์น า้และการใช้ยาปฏิชีวนะให้เหมาะสมกบัโรคท่ีเกิดขึน้ 
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                                (A)                                                                                  (B)   

 
                               (C)                                                                                   (D) 

 
(E)   

Figure 1  Pattern of Antibiotic resistant :  (A) =  Wastewater from frog pond;  (B)  =  Sludge from frog 
pond;  (C)  = Wastewater from fish pond; (D) = Sludge from fish pond; (E)  = Natural water sources.       
NO = No antibotics resistance   K=  Cephalothin(KF) ; A = Amikacin (AMK) ; T= Tetracycline (TC) ;           
C= Chloramphenicol (CP) ; N= Nalidixic acid (NA) ; S = Sulfamethoxazole /Trimethoprim (ST) 
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(Brachionus rotundiformis) ในรูปแบบเข้มข้นที่การเกบ็รักษาต่างกัน  
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บทคัดย่อ 
ศึกษาการใช้ท รีฮาโลสเป็นสารรักษาสภาพ เซลล์ต่อก ารเก็บ รักษาโรติ เฟอร์  (Brachionus 

rotundiformis) ในรูปแบบเข้มข้น  เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย และคุณค่าทางโภชนาการระหว่าง      
การเก็บรักษาด้วยวิธีแช่เย็นท่ีอณุหภูมิ 4ºC โดยไม่ใช้ทรีฮาโลส (control) เก็บด้วยวิธีแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 ºC 
โดยไม่ใช้ทรีฮาโลส (T1) และใช้ทรีฮาโลสท่ีระดับ  0.5% (T2), 1% (T3) และ 2% (T4) โดยปริมาตร (v/v)           
ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 2-12 สปัดาห์ ผลการศกึษาพบวา่ การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 1% และ 2% โดยปริมาตร  
สามารถใช้รักษาสภาพเซลล์ของโรติเฟอร์ท่ีเก็บรักษาด้ วยวิธีการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ  -20 ºC ได้นานถึง              
12 สัปดาห์ และดีกว่าการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 ºC ท่ีใช้ทรีฮาโลสท่ีระดับ 0.5% ไม่ใช้     
ทรีฮาโลส และแช่เย็นท่ีอณุหภูมิ 4 ºC  โดยไมใ่ช้ทรีฮาโลส ตามล าดบั นอกจากนี ้การใช้ทรีฮาโลสสท่ีระดบั 1% 
และ 2% โดยปริมาตร ไม่มีผลข้างเคียงตอ่การเปลี่ยนแปลงปริมาณแบคทีเรีย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมนั 
รวมไปถงึปริมาณกรดไขมนั EPA และ DHA ของโรติเฟอร์ระหวา่งการเก็บรักษา   
ค าส าคัญ: โรติเฟอร์ (Brachionus rotundiformis) สารรักษาสภาพเซลล์ ทรีฮาโลส 

 
Abstract 

 Usage of trehalose as cryoprotectant agent on the preservation of marine rotifer Brachionus 
rotundiformis) in concentrated forms was investigated, and compared bacterial cell count and 
proximate composition between stored by refrigerating (4 ºC) without trehalose (control), biomass-
freezing (-20 ºC) without trehalose (T1), with 0.5% (T2), 1% (T3) and 2% (T4) trehalose as 
cryoprotectant agents (v/v), at 2-12 weeks. The results showed that usage of 1% and 2% trehalose 
for preservation of rotifer in concentrate forms optimally stored by biomass-freezing at 12 weeks 
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rather than stored by biomass-freezing with 0.5% trehalose, without trehalose and stored by 
refrigerating, respectively. In addition, 1% and 2% trehalose as cryoprotectant agent did not affect 
the bacteria, protein, carbohydrate and lipid contents, including eicosapentaenoic acid (EPA) and 
decosahexaenoic acid (DHA) contents in rotifer during stored at 2 to 12 weeks. 
Keywords: rotifer (Brachionus rotundiformis), cryoprotectant agent, trehalose  

 
ค าน า 

โรติเฟอร์ (Brachionus rotundiformis) เป็นแพลงก์ตอนสตัว์ชนิดหนึ่งท่ีมีความส าคญัในการอนุบาล
ลูกสัตว์น า้ ซึ่งนักเพาะพันธุ์สัตว์น า้ทั่วโลกนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการเป็นอาหารเร่ิมแรกของสัตว์น า้       
วยัอ่อน เน่ืองจากมีคณุค่าทางโภชนาการสงู และเหมาะสมกบัการพฒันาการของลกูสตัว์น า้ นอกจากนี ้ยงัเป็น
แพลงก์ตอนสตัว์ท่ีสามารถแพร่ขยายพนัธุ์ได้รวดเร็ว ท าให้สามารถเลีย้งในปริมาณมากได้ง่ายภายในระยะเวลา
อันสัน้ (Wongrat, 2000; Dhert et al., 2001; Ajah, 2010) อย่างไรก็ตาม การผลิตโรติเฟอร์ปริมาณมากใน
ระดบัฟาร์มของเกษตรกรนัน้ มีข้อจ ากัดอยู่หลายประการทัง้ในด้านปริมาณ และคุณภาพ รวมทัง้มีต้นทุนการ
ผลิตท่ีสูง โดยเฉพาะในช่วงท่ีสภาพภูมิอากาศแปรปรวน เกษตรกรมกัประสบปัญหากับการเพาะเลีย้ง    โรติ
เฟอร์ คือ มีการปนเปือ้นสูงเมื่อเลีย้งปริมาณมากในบ่อกลางแจ้ง ท าให้ไม่สะดวกในการจัดเตรียม และกา ร
น าไปใช้ประโยชน์ ก่อให้เกิดปัญหาโรติเฟอร์ไม่เพียงพอต่อการน ามาอนุบาลลกูสตัว์น า้ จนสง่ผลกระทบถึงการ
พัฒนาการ และอัตรารอดตายของลูกสัตว์น า้ได้ ซึ่งการเก็บเก่ียว และเก็บรักษาแพลงก์ตอนด้วยการแช่เย็น 
(อณุหภูมิ 3 ถึง 4 °C) หรือการแช่แข็ง (อณุหภมูิ -18 ถงึ -20 °C) ไว้ใช้ในช่วงท่ีขาดแคลนก็เป็นอีกแนวทางหนึ่ง
ในการแก้ไขปัญหาดงักลา่ว (Wongrat, 2000) 

สารรักษาสภาพเซลล์หรือท่ีเรียกวา่ antifreeze agent หรือ preservative agent หรือ cryoprotectant 
agent เป็นสารเคมีท่ีป้องกันไม่ให้เนือ้เยือ้เสียหายในระหว่างการแช่แข็ง และการท าให้ละลายเน่ืองจากการ
แข็งตวัของน า้ภายใน และนอกเซลล์ ซึง่ในขบวนการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็งนัน้ เย่ือหุ้มเซลล์เป็นส่วนท่ีได้รับ
ความเสียหายมากท่ีสดุโดยการแตกและฉีกขาด ดงันัน้ การเติมสารรักษาสภาพเซลล์ก่อนน าไป แช่แข็งหรือเก็บ
รักษาไว้ในตู้ เย็นธรรมดาก็เป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถรักษาคณุภาพของเซลล์แพลงก์ตอนได้ แต่ถึงอย่างไรก็ตาม 
ต้องค านงึถงึผลข้างเคียงของสารที่ใช้เก็บรักษาแพลงก์ตอนด้วย เน่ืองจากสารแต่ละชนิดมีคณุสมบตัิท่ีแตกตา่ง
กัน ซึ่งสารรักษาสภาพเซลล์บางชนิดอาจท าให้องค์ประกอบของโปรตีนเปลี่ยนโครงสร้างไป บางชนิดเป็น
สารละลายเข้มข้นท่ีช่วยให้แบคทีเรียเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว หรือบางชนิดมีคณุสมบัติท าให้เซลล์แพลงก์
ตอนรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อนยากกับการน ามาใช้ประโยชน์ เป็นต้น (Linhart et al., 1993; Conlon et al., 
1998; Wongrat, 2000; Brand and Diller, 2004) 

ทรีฮาโลส (C12H22O11) เป็นสารรักษาสภาพเซลล์ชนิดหนึ่งท่ีมีคุณสมบัติเป็น non-reducing sugar    
มีความเสถียรสูง เฉ่ือยต่อการท าปฏิกิริยากับสารอื่น ไม่เป็นพิษกับสิ่งมีชีวิตและมีราคาถูก โดยมีการน ามา
ประยุกต์ใช้ในการเตรียมเวชภณัฑ์ เคร่ืองส าอาง รวมไปถึงอตุสาหกรรมอาหาร ซึง่นิยมใช้เป็นสารรักษาสภาพ
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เซลล์ของโปรตีน และเย่ือหุ้ มเซลล์จากการแช่เย็น การแช่แข็งและการละลาย (Conlon et al., 1998; Khalili 
et al., 2009) ด้วยคณุสมบตัิดงักลา่ว การน าทรีฮาโลสมาประยกุต์ใช้ในเก็บรักษาแพลงก์ตอนจึงเป็นประเด็นท่ี
ควรศกึษาวิจยั ด้วยเหตุนี ้การวิจัยนีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศกึษาระดบัความเข้มข้น และระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ของการใช้ทรีฮาโลสเป็นสารรักษาสภาพเซลล์ต่อการเก็บรักษาโรติเฟอร์ ทัง้นี ้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเก็บ
รักษาโรติเฟอร์ส าหรับอนุบาลลกูสตัว์น า้ในยามท่ีขาดแคลน ซึง่น่าจะช่วยแก้ไขปัญหาการเพาะเลีย้งโรติเฟอร์
ของเกษตรกรได้  

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

การวางแผนการวิจัย 
 ศกึษาการใช้ทรีฮาโลสเป็นสารรักษาสภาพเซลล์ต่อการเก็บรักษาโรติเฟอร์ในรูปแบบเข้มข้น (น า้หนัก
เปียก) ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 สัปดาห์ โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 5 ชุดการ
ทดลอง ๆ ละ 3 ซ า้ ดังนี  ้ชุดการทดลองท่ี 1 เก็บรักษาท่ีความเย็น 4 ºC (Refrigerating) (control) ชุดการ
ทดลองท่ี 2 เก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 ºC (Biomass-freezing) (T1) ชุดการทดลองท่ี 3 เก็บ
รักษาโดยการเติมสารรักษาสภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 0.5% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น         
-20 ºC (T2) ชุดการทดลองท่ี 4 เก็บรักษาโดยการเติมสารรักษาสภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 1% โดย
ปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น -20 ºC (T3) และชุดการทดลองท่ี 5 เก็บรักษาโดยการเติมสารรักษาสภาพ
เซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 2% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บที่ความเยน็ -20 ºC (T4) 
 
การเลีย้ง และเกบ็เกี่ยวโรตเิฟอร์ 

เพาะขยายแพลงก์ตอนพืชสกุลคลอเรลลา (Chlorella spp.) แบบปริมาณมาก (mass culture) โดย
เร่ิมจากถังพลาสติกขนาด 200 ลิตร ท่ีอตัราส่วนหัวเชือ้ : น า้ขยาย เท่ากับ 1:25 น า้ความเค็ม 15 ppt ใช้ปุ๋ ย
ส าหรับการเพาะเลีย้งแพลงก์ตอนพืชกลุ่มสีเขียวน า้เค็ม (Wongrat, 2000) เพาะขยายเป็นเวลา 2 วนั จากนัน้
น าคลอเรลลามาเพาะขยายต่อภายในบ่อคอนกรีตขนาด 1.5×2.0×1.2 เมตร ท่ีปริมาตรน า้ 3,000 ลิตร นาน
ประมาณ 3 วนั หรือท่ีความหนาแน่นเซลล์ของคลอเรลลาประมาณ 1×106 เซลล์/มิลลิลิตร จงึใสห่วัเชือ้โรติเฟอร์
ลงไปในบ่อ เลีย้งโรติเฟอร์นาน 3 วนั จงึเก็บเก่ียวผลผลิตโรติเฟอร์ในรูปแบบเข้มข้น จากนัน้แบ่งรักษาโรติเฟอร์
เก็บไว้ภายในถงุซิปท่ีปริมาตรถงุละ 50 กรัม (น า้หนกัเปียก) เพ่ือน าไปศกึษาตอ่ไป (Figure 1) 
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(a) (b) 

  

(c) (d) 

 
(e) 

 

 (f) 

Figure 1 Process of marine rotifer (Brachionus rotundiformis) production in concentrate form: (a) 
rotifer reared in 3,000 L concrete tanks, (b) characteristics of water in rotifer tank before harvest, (c) 
rotifer harvesting (about 3-4 days after cultured), (d) post-harvest, and (e-f) product of rotifer in 
concentrate forms.       
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การตรวจสอบคุณภาพของโรตเิฟอร์ 
ตรวจสอบคุณภาพของโรติเฟอร์ระหว่างการเก็บรักษาของในแต่ละชุดการทดลองด้วยการ  (I)       

ตรวจสภาพเซลล์ (II) การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรีย และ (III) การวิเคราะห์คณุคา่ทางโภชนาการ 
(I) การตรวจสภาพเซลล์ โดยใช้หลักการประเมินสภาพเซลล์ (Cell Condition Index) ซึ่งแบ่งเป็น        

5 ระดบั ตามวิธีของ Heasman et al. (2001) ดงันี ้ 
ระดบัท่ี 1 หมายถงึ แย่มาก สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง (เซลล์แตก) > 75%  
ระดบัท่ี 2 หมายถงึ ไมด่ี สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง (เซลล์แตก) > 50%  
ระดบัท่ี 3 หมายถงึ น่าพอใจ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง (เซลล์แตก) < 50%  
ระดบัท่ี 4 หมายถงึ ดี สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง (เซลล์แตก) < 10%  
ระดบัท่ี 5 หมายถงึ ดีมาก สภาพเซลล์ไมม่ีการเปลี่ยนแปลง 
(II) การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรีย โดยหาปริมาณแบคทีเรียโดยใช้อาหาร TSA (Tryptic Soy Agar) 

นบัจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนจานเพาะเชือ้ บนัทกึผล หาคา่เฉลี่ย แล้วค านวณเป็นจ านวนโคโลนีตอ่มิลลิลิตรของ
ตวัอย่าง (CFU/ml) ดงัสมการ 

 b = c x 10 x 10ƒ           (1) 
เม่ือ b = ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด (CFU/ml)  
 c = จ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนจานเพาะเชือ้ (CFU) 
 ƒ = จ านวนเท่าของความเจือจางท่ีนบัจ านวนได้ 

 

(III) การวิเคราะห์คุณ ค่าทางโภชนาการ  โดย วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี  (proximate 
composition) ได้แก่ โปรตีนด้วยวิธี Kjeldal method, คาร์โบไฮเดรตด้วยวิธี Nitrogen free extract (NFE) และ
ไขมนัด้วยวิธี Ether Extract รวมทัง้กรดไขมนัชนิดท่ีไม่อิ่มตวัสูง (Polyunsaturated fatty acid ; PUFA) ได้แก่ 
eicosapentaenoid acid (20:5n3; EPA) แ ล ะ decosahexaenoic acid (22:6n3; DHA) ด้ ว ย วิ ธี  Gas 
chromatography ต ามห ลั ก ก ารขอ ง  Association of Official Analytical Chemists methods (Helrich, 
1990) 

 
การวิเคราะห์ผลทางสถติ ิ

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยเพ่ือหาความแตกต่างของข้อมูลคุณภาพโรติเฟอร์ท่ีได้ในแต่ละชุดการทดลองด้วยวิธี Duncan’s new 
multiple range test ท่ีระดับความเช่ือมัน 95% โดยวิเคราะห์ และประมวลผลด้วยโปรแกรม IBM SPSS 
Statistic for Windows (Version 21.0; IBM Corp., Armonk, NY. USA) 
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ผลการวิจัย 
การเพาะเลีย้งโรติเฟอร์ในบ่อคอนกรีตขนาด 1.5×2.0×1.2 เมตร โดยให้แพลงก์ตอนพืชสกลุคลอเรลลา

เป็นอาหาร ท่ีปริมาตรน า้ 3,000 ลิตร พบว่า ท่ีปริมาณความหนาแน่นของโรติเฟอร์เร่ิมต้นเฉลี่ย 20.1±6.5 ตวั/
มิลลิลิตร โรติเฟอร์จะเพ่ิมจ านวนสูงสุดท่ีระยะเวลาการเลีย้งเฉลี่ย 3.0±1.2 วนั โดยมีปริมาณความหนาแน่น
เฉลี่ยเท่ากับ 113.7±26.4 ตวั/มิลลิลิตร และได้ผลผลิตโรติเฟอร์ในรูปแบบเข้มข้นเฉลี่ย 348.3±25.6 กรัม/บ่อ  
ซึง่จากการใช้หลกัการประเมินสภาพเซลล์ (cell condition index) พบวา่ หลงัการเก็บเก่ียวสภาพเซลล์ของโรติ
เฟอร์อยู่ในระดบัดีมาก (ระดบั 5) คือ สภาพเซลล์ไม่มีการเปลี่ยนแปลง และหลงัการเก็บเก่ียวท่ีระยะเวลาการ
เก็บรักษา 2-12 สัปดาห์ ของการเก็บรักษาท่ีความเย็น 4 ºC (control) การเก็บรักษาโดยการเติมสารรักษา
สภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 1% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น -20 ºC (T3) และการเก็บรักษา
โดยการเติมสารรักษาสภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 2% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น -20 ºC (T4) 
สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์อยู่ในระดบัดี (ระดบั 4) คือ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก < 10% สว่น
การเก็บรักษาโดยการเติมสารรักษาสภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 0.5% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความ
เย็น -20 ºC (T2) พบว่า สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์อยู่ในระดับน่าพอใจ (ระดับ 3) คือ สภาพเซลล์มีการ
เปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก < 50% แต่ส าหรับการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 ºC (T1) พบว่า 
สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์อยู่ในระดบัไมด่ี (ระดบั 2) ถงึแย่มาก (ระดบั 1) คือ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือ
เซลล์แตก > 50% และ >75% เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษานานขึน้ ตามล าดบั (Table 1) 

 

Table 1 Cell condition index data of rotifer preservation in concentrated forms at different stored. 

Storage time 
Cell condition index value 

Control T1 T2 T3 T4 
Week 0 5 5 5 5 5 
Week 2 5 2 3 4 4 
Week 4 4 2 3 4 4 
Week 6 4 1 3 4 4 
Week 8 4 1 3 4 4 

Week 10 4 1 3 4 4 
Week 12 4 1 3 4 4 

Note: Control = stored at 4 ºC (Refrigerating) without trehalose, T1 = stored at -20 ºC (Biomass-freezing) without trehalose, 
T2 = stored at -20 ºC with 0.5% trehalose (v/v), T3 = stored at -20 ºC with 1% trehalose (v/v), and T4 = stored at -20 ºC with 
2% trehalose (v/v). Cell condition scoring criteria, 1 = very high proportion of cell wall breakdown (>75%), 2 = high 
proportion of cell wall breakdown (>50%), 3 = moderate cell wall damage (<50%), 4 = minor cell wall breakdown (<10%) 
and 5 = perfect-normal. 
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การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดเม่ือเทียบระหว่างโรติเฟอร์ก่อนการเก็บเก่ียวและหลงัการเก็บ
เก่ียวผลผลิตแบบเข้มข้น พบวา่ ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดก่อนการเก็บเก่ียว (9.5±1.6×105 CFU/ml) และหลงั
การเก็บเก่ียว (9.2±3.2×105 CFU/ml) ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P>0.05, ANOVA) และเม่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดท่ีพบในโรติเฟอร์ท่ีวิธีการเก็บรักษาต่างกนั พบวา่ ชดุควบคมุจะพบปริมาณแบคทีเรีย
ทัง้หมดมากกว่าชุดการทดลอง T1, T2, T3 และ T4 ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 สปัดาห์ 
(P<0.05, ANOVA) ส่วนผลการเก็บรักษาโรติเฟอร์ตามชุดการทดลองท่ี T1, T2, T3 และ T4 ท่ีระยะเวลาการ
เก็บรักษา 2, 4, 6, 8 และ 12 สัปดาห์ พบว่า ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดท่ีพบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05, ANOVA) (Table 2)  

ส่วนการวิเคราะห์คณุค่าทางโภชนาการของโรติเฟอร์ก่อนการเก็บเก่ียวและหลังการเก็บเก่ียวผลผลิต
แบบเข้มข้น พบว่า ค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีน (36.3±3.7%) คาร์โบไฮเดรต (11.0±1.1%) และไขมัน 
(17.4±2.7%) รวมไปถึงกรดไขมัน EPA (1.5±0.5 มิลลิกรัม/กรัม) และ DHA (0.6±0.2 มิลลิกรัม/กรัม) ของ      
โรติเฟอร์ก่อนการเก็บเก่ียวและหลงัการเก็บเก่ียว (36.0±1.6%, 12.0±1.9%, 17.0±1.6%, 1.4±0.2 มิลลิกรัม/
กรัม และ 0.5±0.1 มิลลิกรัม/กรัม ตามล าดับ) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05, ANOVA) และเมื่อ
เปรียบเทียบคณุคา่ทางโภชนาการของโรติเฟอร์ท่ีวิธีการเก็บรักษาต่างกนั พบวา่ ปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรต 
และไขมนั รวมไปถึงกรดไขมนั EPA และ DHA ของโรติเฟอร์ในแต่ละชุดการทดลองท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา  
2 -12 สปัดาห์ ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P>0.05, ANOVA) (Table 3-7) 
 
Table 2 Comparison of total bacterial cell count in rotifer (concentrate form) with and without 
trehalose as cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Total bacteria content (×105 CFU/ml) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 9.2±3.2 a 8.5±1.3 a 11.6±2.9 a 8.7±2.8 a 12.4±6.5 a 9.4±2.9 a 13.1±7.1 a 

T1 9.2±3.2 a 3.2±3.1 b 1.56±0.5 b 3.3±0.6 b 2.7±2.6 b 3.0±1.9 bc 3.3±2.3 b 
T2 9.2±3.2 a 2.4±0.5 b 2.4±0.6 b 3.1±1.5 b 2.4±1.3 b 2.3±0.3 bc 4.2±2.3 b 
T3 9.2±3.2 a 2.4±1.5 b 1.7±0.6 b 2.0±1.7 b 2.1±0.7 b 0.2±0.3 c 2.0±0.4 b 
T4 9.2±3.2 a 4.1±0.6 b 2.6±0.5 b 1.7±1.1 b 1.7±1.5 b 5.8±3.6 ab 4.2±2.8 b 

Note:  Means within the same column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
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Table 3 Comparison of protein content in rotifer (concentrate form) with and without trehalose as 
cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Protein content (% dry weight) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 36.0±1.6 a 37.2±3.3 a 38.0±1.5 a 38.1±3.6 a 32.0±3.8 a 34.4±0.3 a 34.4±1.6 a 

T1 36.0±1.6 a 36.3±3.2 a 32.6±4.0 a 34.8±3.9 a 33.5±2.1 a 34.8±1.3 a 33.2±2.9 a 
T2 36.0±1.6 a 36.7±3.1 a 34.4±3.2 a 34.5±1.8 a 31.2±3.8 a 32.0±2.0 a 33.2±2.0 a 
T3 36.0±1.6 a 32.9±3.8 a 37.3±3.7 a 35.2±2.4 a 34.1±1.3 a 34.3±1.8 a 31.6±4.5 a 
T4 36.0±1.6 a 34.3±3.6 a 36.5±3.7 a 34.4±4.2 a 33.4±3.0 a 34.4±2.0 a 34.5±0.8 a 

Note:  Means within the same column with same superscripts are not significantly different (P>0.05). 
 

Table 4 Comparison of carbohydrate content in rotifer (concentrate form) with and without trehalose 
as cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Carbohydrate content (% dry weight) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 12.0±1.9 a 12.0±1.8 a 12.3±1.7 a 11.7±0.8 a 11.6±1.2 a 11.5±0.4 a 11.6±1.4 a 

T1 12.0±1.9 a 12.1±0.4 a 11.7±0.7 a 11.2±0.8 a 11.8±0.5 a 11.2±0.4 a 11.2±0.6 a 
T2 12.0±1.9 a 12.3±1.7 a 11.8±1.4 a 11.9±1.9 a 11.6±1.1 a 12.2±1.8 a 12.1±1.0 a 
T3 12.0±1.9 a 11.3±1.4 a 11.0±1.7 a 11.6±1.6 a 11.7±1.5 a 11.6±1.6 a 11.5±2.0 a 
T4 12.0±1.9 a 12.0±2.1 a 11.6±2.0 a 11.4±1.8 a 11.6±1.5 a 11.7±1.9 a 11.7±2.1 a 

Note:  Means within the same column with same superscripts are not significantly different (P>0.05). 
 

Table 5 Comparison of lipid content in rotifer (concentrate form) with and without trehalose as 
cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Lipid content (% dry weight) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 17.0±1.6 a 14.7±2.4 a 14.5±1.7 a 14.1±2.4 a 14.4±1.3 a 13.0±2.2 a 13.1±2.5 a 

T1 17.0±1.6 a 16.5±0.7 a 15.5±0.3 a 14.8±0.4 a 14.8±1.5 a 13.9±1.1 a 13.4±0.5 a 
T2 17.0±1.6 a 16.4±1.2 a 15.7±1.6 a 14.0±1.6 a 13.0±2.2 a 12.6±2.8 a 11.9±2.3 a 
T3 17.0±1.6 a 15.0±2.4 a 15.8±1.9 a 14.3±0.9 a 13.8±0.8 a 13.0±0.7 a 13.2±0.4 a 
T4 17.0±1.6 a 15.1±1.0 a 14.7±1.7 a 13.8±1.1 a 13.0±1.0 a 13.1±0.5 a 12.4±0.6 a 

Note:  Means within the same column with same superscripts are not significantly different (P>0.05). 
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Table 6 Comparison of eicosapentaenoic acid (EPA) content in rotifer (concentrate form) with and 
without trehalose as cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Eicosapentaenoic acid content (mg/g) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 1.4±0.2 a 1.3±0.1 a 1.1±0.2 a 1.1±0.1 a 0.9±0.1 a 0.8±0.2 a 0.8±0.2 a 

T1 1.4±0.2 a 1.4±0.5 a 1.3±0.1 a 1.0±0.1 a 0.9±0.2 a 0.7±0.1 a 0.8±0.1 a 
T2 1.4±0.2 a 1.3±0.2 a 1.2±0.3 a 0.9±0.2 a 0.9±0.1 a 0.9±0.2 a 0.8±0.1 a 
T3 1.4±0.2 a 1.3±0.3 a 1.1±0.1 a 0.9±0.1 a 0.9±0.0 a 0.9±0.0 a 0.7±0.0 a 
T4 1.4±0.2 a 1.3±0.1 a 1.1±0.1 a 1.0±0.0 a 1.0±0.1 a 0.9±0.1 a 0.9±0.0 a 

Note:  Means within the same column with same superscripts are not significantly different (P>0.05). 
 

Table 7 Comparison of decosahexaenoic acid (DHA) content in rotifer (concentrate form) with and 
without trehalose as cryoprotectant agent at different storage times.  

Treatments 
Decosahexaenoic acid content (mg/g) 

Week 0 Week 2 Week 4 Week 6 Week 8 Week 10 Week 12 
Control 0.5±0.1 a 0.4±0.1 a 0.1±0.1 a 0.1±0.1 a 0.1±0.1 a 0.0±0.0 a 0.0±0.0 a 

T1 0.5±0.1 a 0.4±0.3 a 0.3±0.1 a 0.2±0.2 a 0.0±0.1 a 0.0±0.0 a 0.1±0.1 a 
T2 0.5±0.1 a 0.4±0.1 a 0.1±0.0 a 0.1±0.1 a 0.1±0.1 a 0.0±0.0 a 0.0±0.0 a 
T3 0.5±0.1 a 0.3±0.0 a 0.3±0.1 a 0.1±0.1 a 0.1±0.1 a 0.1±0.1 a 0.0±0.0 a 
T4 0.5±0.1 a 0.3±0.2 a 0.3±0.1 a 0.2±0.1 a 0.1±0.1 a 0.0±0.1 a 0.1±0.0 a 

Note:  Means within the same column with same superscripts are not significantly different (P>0.05). 

 
นอกจากนี ้เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างคุณค่าทางโภชนาการของโรติเฟอร์ในแต่ละช่วงเวลา 

(สปัดาห์) พบว่า ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษานานขึน้ ปริมาณไขมนั กรดไขมนั EPA และ DHA ของโรติเฟอร์จะมี
ปริมาณลดลง หรือน้อยกว่าช่วงแรกของการเก็บรักษา (ช่วง 2 สัปดาห์แรก) อย่างเห็นได้ชัด โดยเฉพาะท่ี
ระยะเวลาการเก็บ รักษาประมาณ  4-6 สัปดาห์ขึน้ ไป  (P<0.05, ANOVA) ส่วนปริมาณ โปรตีน  และ
คาร์โบไฮเดรตท่ีระยะเวลาการเก็บรักษานานขึน้ พบว่า ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติกบัช่วงแรกของการเก็บ
รักษา (P>0.05, ANOVA) (Figure 2) 
 
 
 
 



84 

 

                                                           วารสารวิจยัเทคโนโลยีการประมง ปีที่ 13 ฉบบัท่ี 1 มกราคม – มิถนุายน 2562 

 
 

Figure 2 Changes of protein, carbohydrate, lipid, EPA and DHA contents in rotifer (concentrate 
form) at during storage time. An asterisk denotes statistical significance, P<0.05. 
 

วิจารณ์ผล 
จากผลการศกึษาการเก็บรักษาโรติเฟอร์ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 2-12 สปัดาห์ พบวา่ การเก็บรักษา

โดยการเติมสารรักษาสภาพเซลล์ด้วยทรีฮาโลสเข้มข้น 1-2% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น -20 ºC 
สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์อยู่ในระดบัดี คือ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก < 10% ส่วนการเก็บ
รักษาโดยการเติมทรีฮาโลสเข้มข้น 0.5% โดยปริมาตรก่อนน าไปเก็บท่ีความเย็น -20 ºC พบวา่ สภาพเซลล์ของ
โรติเฟอร์อยู่ในระดบัน่าพอใจ คือ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก < 50% ส่วนการเก็บรักษาด้วย
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วิธีการแช่แข็งท่ีอณุหภมูิ -20 ºC โดยไมเ่ติมสารรักษาสภาพเซลล์ พบว่า สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์อยู่ในระดบัไม่
ดี ถงึแย่มาก คือ สภาพเซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก > 50% และ >75% เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษา
นานขึน้ ตามล าดบั ดงันัน้ การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 1-2% โดยปริมาตรสามารถใช้รักษาสภาพเซลล์ของโรติเฟอร์
ท่ีเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งได้นานถงึ 12 สปัดาห์ (เซลล์มีการเปลี่ยนแปลง หรือเซลล์แตก < 10%) และดีกว่า
การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 0.5% (เซลล์แตกมากกว่า 10%) ซึง่การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 0.5-2% โดยปริมาตร ไม่
สง่ผลกระทบ หรือผลข้างเคียงตอ่ปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั กรดไขมนั EPA และ DHA ของโรติเฟอร์
ท่ีเก็บรักษา แต่ถึงอย่างไรก็ตาม จากการศึกษาครัง้นีพ้บว่า ปริมาณไขมนั กรดไขมนั EPA และ DHA ของโรติ
เฟอร์มีแนวโน้มลดลงจากช่วงแรกของการเก็บรักษาอย่างเห็นได้ชัด โดยเฉพาะท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา
ประมาณ 4-6 สปัดาห์เป็นต้นไป ทัง้นีส้นันิฐานได้ว่า การเปลี่ยนแปลงคณุค่าของสารอาหารที่เกิดขึน้นีไ้ม่ได้เกิด
จากผลข้างเคียงของการใช้ทรีฮาโลสเป็นสารรักษาสภาพเซลล์ เน่ืองจากว่าปริมาณไขมนั กรดไขมนั EPA และ 
DHA ในชุดการทดลองท่ีไม่ได้เติมทรีฮาโลส (ชุดควบคุม) ก็ลดลงเช่นกัน แสดงให้เห็นว่า อาจเกิดจากการ
สญูเสียคณุค่าของสารอาหารในระหวา่งการเก็บท่ีมาจากปัจจยัอื่น เช่น ออกซิเจน ความชืน้ และระยะเวลาท่ีใช้
ในการเก็บ เป็นต้น (Ward and Baj, 1988; Jiang, 2000) นอกจากนี ้การเก็บรักษาโรติเฟอร์ด้วยวิธีการแช่แข็ง
ท่ีอุณหภูมิ -20ºC โดยการใช้ทรีฮาโลสเป็นสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีระดับ 0.5-2% สามารถควบคุมปริมาณ
แบคทีเรียไมใ่ห้มีการเปลี่ยนแปลง หรือเพ่ิมขึน้ระหวา่งการเก็บรักษาได้ดีกวา่การเก็บรักษาท่ีความเย็น 4 ºC  

โดยทัว่ไปแล้วปริมาณการเติมสารรักษาสภาพเซลล์เพ่ือใช้ในการเก็บรักษาแพลงก์ตอนจะอยู่ท่ี 1-5% 
โดยปริมาตร แต่ทัง้นีป้ริมาณของสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีใช้จะขึน้อยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น ชนิด หรือ
องค์ประกอบทางเคมีของสารรักษาสภาพเซลล์ กลไกการออกฤทธ์ิของสารรักษาสภาพเซลล์ และผลข้างเคียง
ของสารรักษาสภาพเซลล์ตอ่การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของแพลงก์ตอน เป็นต้น เน่ืองจากสารรักษา
สภาพเซลล์แตล่ะชนิดมีกลไกการท างานในการป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลล์ท่ีแตกตา่งกนั (Linhart et al., 1993; 
Conlon et al., 1998; Wongrat, 2000; Brand and Diller, 2004 Arkronrat et al., 2016) ตัวอย่างเช่น 2% 
กลูโคสมีประสิทธิภาพในการรักษาสภาพเซลล์ไข่ริน้น า้จืด (Chironomus fuscipes) น้อยกว่า 1% ทรีฮาโลส 
เน่ืองจากทรีฮาโลสเป็นกลุ่มของสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์ ส่วนกลูโคสเป็นกลุ่มของสาร
รักษาสภาพเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล์ โดยสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิภายในจ าเป็นต้องซึมผ่านเข้าสู่
ภายในเซลล์เพ่ือท าหน้าท่ีป้องกนัอนัตรายไมใ่ห้เกิดขึน้ขณะแช่แข็ง และละลาย ในขณะท่ีกลุม่สารรักษาสภาพท่ี
ออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์จะท าหน้าท่ีป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลล์ขณะท่ีอยู่นอกเซลล์ ซึง่ขณะแช่แข็งเย่ือหุ้มเซลล์
จะเป็นส่วนท่ีได้รับความเสียหายมากท่ีสุด ด้วยเหตนีุ ้การใช้สารรักษาสภาพเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์จึง
ใช้ในปริมาณท่ีน้อยกวา่ และจะมีประสิทธิภาพในการรักษาสภาพเซลล์สงูกวา่ (Thipkonglars, 2010)  

ทรีฮาโลสเป็นหนึ่งในสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีนิยมใช้ เน่ืองจากเป็นสารรักษาสภาพเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิ
ภายนอกเซลล์ โดยมีกลไกในการท าหน้าท่ีป้องกันอันตรายให้กับเซลล์ขณะท่ีอยู่นอกเซลล์  Conlon et al. 
(1998) รายงานไว้ว่า ประสิทธิภาพของสารรักษาสภาพเซลล์แต่ละชนิดขึน้อยู่กับความสามารถในการป้องกัน
การเกิดการเปลี่ยนแปลงตา่งๆ เช่น การเกิดเกลด็น า้แข็งภายในเซลล์ การเปลี่ยนแปลงขนาดของเซลล์ การเกิด
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ความสมดุลของเกลือแร่และอิเลคโทรไลท์ และการเสียสภาพของเย่ือหุ้ มเซลล์และเย่ือหุ้ มออร์แกเนลล์ 
Arkronrat et al. (2016) รายงานว่า การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 0.5-2% โดยปริมาตร สามารถรักษาสภาพเซลล์
ของแพลงก์ตอนพืชสกุล Chlorella sp. ในรูปแบบเข้มข้นด้วยวิธีการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 ºC ได้นานถึง 12 
สปัดาห์ นอกจากนี ้Chuthong (2009) รายงานว่า ระดบัความเข้มข้นของทีฮาโลสที่เหมาะสมตอ่การเก็บรักษา
ไรแดง หนอนแดง และอาร์ทีเมียแช่แข็ง คือ 10%, 15% และ 15% ของปริมาตร ตามล าดับ ซึ่งสามารถเก็บ
รักษาได้นาน 28 วนั โดยรูปร่างเสียสภาพไม่เกิน 30% แต่ถึงอย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครัง้ต่อไป ควรศึกษา
ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการสญูเสียคณุค่าของสารอาหารระหว่างการเก็บรักษาโรติเฟอร์ในรูปแบบเข็มข้นด้วยวิธีการ
แช่แข็งท่ีอณุหภมูิ -20 ºC รวมไปถงึศกึษาการน าโรติเฟอร์ท่ีเก็บรักษาไปใช้ประโยชน์ในการอนบุาลลกูสตัว์น า้วยั
ออ่นตอ่ไป ทัง้นี ้เพ่ือเป็นการตอ่ยอดองค์ความรู้ และเพ่ือน าผลงานวิจยัมาใช้ประโยชน์อย่างเป็นรูปธรรม 
 

สรุปผล 
จากหลกัการประเมินสภาพเซลล์การใช้ทรีฮาโลสที่ระดบั 1% และ 2% โดยปริมาตร สามารถใช้รักษา

สภาพเซลล์ของโรติเฟอร์ท่ีเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -20 ºC ได้นานถึง 12 สปัดาห์ และดีกว่าการ
ใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบั 0.5% และไม่ใช้ทรีฮาโลส ตามล าดบั นอกจากนี ้การใช้ทรีฮาโลสท่ีระดบัความเข้มข้น 1% 
และ 2% โดยปริมาตร ไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมจ านวนของปริมาณแบคทีเรีย รวมไปถึงไม่มีผลข้างเคียงต่อการ
เปลี่ยนแปลงคณุคา่ทางโภชนาการของโรติเฟอร์ท่ีเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง  
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บทคัดย่อ 

 ปลาตระกูลตะเพียนเป็นปลาน า้จืดท่ีมีจ านวนชนิดและแพร่กระจายมากท่ีสดุในประเทศไทย และเป็น
กลุ่มท่ีมีความส าคญัมากตอ่เศรษฐกิจและระบบนิเวศ ส าหรับการศกึษานีไ้ด้น าเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์
จ านวน 50 ต าแหน่งท่ีพฒันาจากปลา 5 ชนิด ได้แก่ ปลาตะเพียน ปลาไน ปลากาด า ปลาย่ีสก และปลาย่ีสกเทศ มา
ทดสอบข้ามชนิดกบัปลาตระกูลตะเพียนจ านวน 16 ชนิด พบวา่เคร่ืองหมายจ านวน 49 ต าแหน่งสามารถสร้าง
ผลผลิตพีซีอาร์ได้จ านวน 14 – 32 ต าแหน่งต่อชนิดของปลา และพบเคร่ืองหมายท่ีให้ผลเป็น polymorphic 
จ านวน 3 – 20 ต าแหน่งต่อชนิดของปลา น าผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์กับ
ปลาจ านวน 16 ชนิด ไปวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉลี่ยต่อต าแหน่ง ประกอบด้วย
จ านวนอัลลีล ท่ีปรากฏ (apparent alleles, Aa) จ านวนอัลลีลต่อต าแหน่งท่ีแท้จริง (effective number of 
alleles, Ae) ค่าสงัเกตเฮเทอโรไซโกซิตี (observed heterozygosity, Ho) และค่าคาดคะเนเฮเทอโรไซโกซิตี 
(expected heterozygosity, He) มีค่า Aa = 2.33 – 5.00, Ae = 1.83 – 3.92, Ho = 0.18 – 0.67 และ He = 0.34 – 
0.69  จากผลการศึกษาท่ีได้แสดงถึงศักยภาพในการน าเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ไปใช้ศึกษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรปลาจากแหลง่เพาะเลีย้งและจากแหลง่ธรรมชาติตอ่ไป 
ค าส าคัญ: พีซีอาร์ข้ามชนิด ไมโครแซทเทลไลท์ ปลาตระกลูตะเพียน 
 

Abstract 
 Cyprinid species are the most abundant and largest species of freshwater fish in Thailand 
and these species are economic and ecological importance. In the present study, fifty microsatellite 
loci in Barbodes gonionotus, Cyprinus carpio, Labeo chrysophekadion, Probarbus jullieni and 
Labeo rohita were tested for cross-species amplification in sixteen cyprinid species in Thailand. 
The PCR products were recorded in 14 to 32 loci, depending on species. Three to twenty loci were 
found polymorphic. Genetic variation for 16 Cyprinid species was presented in four different 
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parameters (on average per loci), i.e., apparent alleles (Aa), effective number of alleles (Ae), 
observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (He). The results indicated that these 
four parameters differed, depending on species (Aa = 2.33-5.00, Ae = 1.83-3.92, Ho = 0.18-0.67 and 
He = 0.34-0.69). This study presents a potential result of cross-species amplification to establish 
genetic marker sets for genetic diversity research in hatchery and natural populations. 
Keywords: cross-species PCR, microsatellites, Cyprinid species. 

 
ค าน า 

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เป็นเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมชนิดหนึง่มีประโยชน์ตอ่การศกึษาความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมในประชากรและความหลากหลายทางพันธุกรรมในสัตว์น า้  อีกทัง้ยังน ามาใช้ใน
การศึกษาหาความแตกต่างทางพันธุกรรมและใช้ในการแยกกลุ่มประชากรในสัตว์น า้ ใช้ศึกษาติ ดตามการ
เปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของประชากรในโรงเพาะฟักท่ีอาจเกิดมาจากการจดัการพ่อแม่พนัธุ์ท่ีไม่เหมาะสม 
ซึ่งส่งผลต่อการลดลงของความหลากหลายทางพันธุกรรม และการตรวจสอบการผสมเลือดชิด ท าให้ใช้
ประโยชน์ในการวางแผนจดัการพ่อแม่พันธุ์ต่อไปได้ นอกจากนี ้เน่ืองจากเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เป็น
เคร่ืองหมายท่ีมีโพลิมอร์ฟิซึมสูง จึงมกัใช้ศึกษาหา linkage กับยีนท่ีสนใจได้ดี และในลกัษณะปริมาณท่ีเป็น
ลกัษณะท่ีถูกควบคมุด้วยยีนหลายคู่ ถ้าทราบยีนท่ีมีผลต่อลกัษณะดงักล่าว ก็สามารถท า QTL (Quantitative 
trait loci) ได้ เพ่ือใช้ติดตามยีนท่ีสนใจ (Poompuang, 2015) 

ปัจจุบันการผลิตพันธุ์สตัว์น า้ส าหรับการเพาะเลีย้งได้เล็งเห็นปัญหาจากการจัดการพ่อแม่พันธุ์ ท่ีไม่
ถูกต้องตามหลกัพันธุศาสตร์ โดยมีการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมท่ีเกิดขึน้จากประชากรพ่อแม่
พันธุ์ ซึ่งสามารถน าผลท่ีได้ไปใช้บริหารจัดการพ่อแม่พันธุ์เพ่ือลดปัญหาการลดลงของความหลากหลายทาง
พันธุกรรม และผลของการผสมเลือดชิดท่ีจะเกิดขึน้ นอกจากนีย้ังสามารถใช้ส าหรับการวางแผนงานในการ
ปรับปรุงพันธุ์สตัว์น า้ เพ่ือเพ่ิมความส าเร็จในการปรับปรุงพันธุ์ (Poompuang, 2015) อีกทัง้ยังใช้ส าหรับการ
ผลิตพนัธุ์สตัว์น า้ส าหรับปลอ่ยลงสูแ่หล่งน า้ธรรมชาติเพ่ือเพ่ิมผลผลิตการประมงและฟืน้ฟทูรัพยากรการประมง
ท่ีเสื่อมโทรมในแหลง่น า้นัน้ๆ โดยไมท่ าให้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของแหลง่น า้เปลี่ยนแปลงไป  

ส าหรับพนัธุ์สตัว์น า้จืดท่ีหน่วยงานภายใต้กรมประมงได้ผลิตเพ่ือการเพาะเลีย้งและปลอ่ยลงสูแ่หลง่น า้
ธรรมชาตินัน้มีอยู่หลายชนิด สตัว์น า้ส่วนใหญ่เป็นปลาในวงศ์ Cyprinidae เช่น ปลาตะเพียน ปลาตะเพียนทอง 
ปลาย่ีสกเทศ ปลานวลจนัทร์เทศ ปลาสร้อยขาว ปลาบ้า เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของกิจกรรมการจดัการ
พ่อแม่พนัธุ์ และการผลิตพันธุ์สตัว์น า้ส าหรับปล่อยลงสู่แหล่งน า้ธรรมชาติให้มากขึน้ จึงควรมีการศกึษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของสตัว์น า้เหล่านี ้เพ่ือใช้เป็นข้อมลูในการจดัการพนัธุ์สตัว์น า้  แต่เน่ืองด้วยปลาใน
วงศ์ Cyprinidae  มีการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ไว้แล้วหลายชนิดเช่น ปลาตะเพียน (McConnell 
et al., 2001; Kamonrat et al., 2002) ปลาไน (Crooijmans et al., 1997) ปลากาด า (Nguyen, in press) 
ปลาย่ีสก (Sukumasavin et al., 2004) ปลาย่ีสกเทศ (Das et al., 2005) เป็นต้น และมีรายงานวา่เคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์สามารถให้ผลผลิตพีซีอาร์ได้กบัสิ่งมีชีวิตท่ีมีความใกล้ชิดกนัได้ (Das et al., 2005; Chailertrit 
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et al., 2014) อีกทัง้ยงัพบวา่มีการศกึษาการทดสอบข้ามชนิดในปลาตระกลูตะเพียน (Cyprinid) ในยโุรปหลาย
ชนิด (Holmen et al., 2009, Dubut et al., 2010) และในเอเชีย (Lal et al., 2004, Sukumasavin et al., 
2004, Das et al., 2005) ดงันัน้จึงควรน าเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีมีรายงานเหล่านีม้าทดสอบในปลา
กลุ่มใกล้ชิดกัน เน่ืองจากการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์มีต้นทุนท่ีสูง และการน าเคร่ืองหมายท่ี
พฒันาได้จากปลาท่ีมีความใกล้ชิดกนัมาทดสอบเป็นการลดคา่ใช้จ่ายในการหาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์
ท่ีส าหรับใช้ศกึษาได้   

การศึกษานีจ้ะท าการทดสอบเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีพัฒนาจากปลาตะเพียนขาว ปลาไน 
ปลากาด า ปลาย่ีสก และปลาย่ีสกเทศ ซึ่งเป็นปลาในวงศ์  Cyprinidae รวมจ านวน 50 ต าแหน่ง โดยน ามา
ทดสอบพีซีอาร์กับปลาตระกูลตะเพียนจ านวน 16 ชนิด ซึ่งเป็นปลาในวงศ์เดียวกัน เพื่อน าเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ท่ีได้ไปใช้ประโยชน์ในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาเหลา่นีต้อ่ไป 

 
วิธีด าเนินการ 

การเกบ็ตัวอย่างและการสกัดดีเอน็เอ 
 เก็บตวัอย่างครีบปลาจ านวน 16 ชนิดได้แก่ ปลาตะเพียน (Barbonymus gonionotus) ปลาตะเพียนทอง 
(Barbonymus altus) ปลาตะโกก (Cyclocheilichthys enoplos) ปลานวลจันทร์เทศ (Cirrhinus cirrhosus) 
ปลาไน (Cyprinus carpio) ปลากาด า (Labeo chrysophekadion) ปลาย่ีสกไทย (Probarbus jullieni) ปลาย่ีสกเทศ 
(Labeo rohita) ปลาสร้อยขาว (Henicorhynchus siamensis) ปลาบ้า (Leptobarbus hoevenii) ปลากระแห 
(Barbonymus schwanenfeldii) ปลากระโห้ (Catlocarpio siamensis) ปลาลิ่น (Hypophthalmichthys molitrix) 
ปล าแ ก้มช า้  (Systomus rubripinnis) ป ล าท รงเค ร่ือง (Epalzeorhynchos bicolor) แล ะปลากระมั ง 
(Puntioplites proctozystron) จ านวนชนิดละ 15 ตัวอย่าง (ยกเว้นปลากระโห้มีจ านวน 13 ตัวอย่าง) จาก
ศนูย์วิจยัและพฒันาพนัธุกรรมสตัว์น า้อตุรดิตถ์ และศนูย์วิจยัและพฒันาพนัธุกรรมสตัว์น า้ปทมุธานี สกดัดีเอ็น
เอโดยประยุกต์จากวิธีการของ Boom et al. (1990), Höss and Pääbo (1993), Höss (1994) และ Kemp et 
al. (2006) วดัปริมาณดีเอน็เอจากค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm ด้วยเคร่ืองสเปก
โต รโฟ โตม ิเตอร์  (spectrophotometer) และตรวจสอบคณุ ภาพด ีเอ ็น เอด้วยว ิธ ีอ ิเล็ ก โตรโฟ รีซิ ส 
(electrophoresis) บนอะกาโรสเจล (agarose gel) เข้มข้น 1% เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส 
การส ารวจเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้น 
 ทดสอบเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จ านวน 50 ต าแหน่ง (Table 1) ท่ีพัฒนาจากปลาตะเพียน 
จ านวน 10 ต าแหน่ง ปลาไน จ านวน 13 ต าแหน่ง ปลากาด า จ านวน 9 ต าแหน่ง ปลาย่ีสก จ านวน 6 ต าแหน่ง 
และปลาย่ีสกเทศ จ านวน 12 ต าแหน่ง กับตัวอย่างปลาจ านวน 16 ชนิด ชนิดละ 3 ตัวอย่าง เพ่ือค้นหา
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถให้ผลผลิตพีซีอาร์ได้ในปลาแต่ละชนิด ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร
รวม 10 µl มีสารต่าง ๆ ดังนี ้ดีเอ็นเอต้นแบบ 10 ng, ไพรเมอร์อย่างละ 0.5 µM, 1x PCR buffer, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTPs (Biotechrabbit, Hennigsdorf, Germany), 0.5 U Taq DNA polymerase (Promega, 
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Madison, WI, USA) ใช้อณุหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ดงันี ้ขัน้ตอนท่ี 1 denaturation 95 oC  5 นาที 
ขัน้ตอนท่ี 2 denaturation 95 oC  30 วินาที annealing ท่ี Ta oC (Table 1) 30 วินาที extension 72 oC  30 วินาที 
ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 2 จ านวน 35 รอบ และขัน้ตอนท่ี 3 extension 72 oC  5 นาที น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ไปตรวจสอบ
ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน 6% denaturing polyacrylamide gel  ในบัฟเฟอร์ TBE ท่ีระดบักระแสไฟฟ้า 50 วตัต์
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ย้อมดีเอ็นเอด้วยวิธี silver nitrate (Benbouza et al., 2006) อ่านผลโดยเทียบ
ขนาดกบัขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน 10 DNA ladders (Invitrogen, CA, USA) และหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยการปรับอณุหภูมิในขัน้ตอน annealing ให้มีความเหมาะสม จากนัน้คดัเลือกชนิดปลา
ท่ีสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้เพ่ือน าไปทดสอบตอ่ไป 
  วิเคราะห์เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของปลาตระกูลตะเพียนจ านวน 16 ชนิด 
โดยให้ต าแหน่งท่ีสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้มีค่าเท่ากบั 1 และไมส่ามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้คา่เท่ากบั 0 
น าผลท่ีได้มาวิเคราะห์ค่าสัมประสิท ธ์ิความเหมือน (similarity for qualitative data) โดยวิธี Jaccard’s 
coefficient  จัดกลุ่มความสัมพันธ์  (clustering) ด้วยวิธี UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean) และแสดงผลในรูปแบบ dendrogram โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc version 2.0 (Rohlf, 
1998) 
การทดสอบเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่คัดเลือกได้กับประชากรปลาแต่ละชนิด  
 น าชนิดของปลาท่ีคดัเลือกได้จากการทดสอบกบัเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้นมาทดสอบกบั
ปลาจ านวน 15 ตวัอย่างต่อชนิด โดยน ามาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์แยกแต่ละตวัอย่าง และน าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้
ไปตรวจสอบด้วยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิส บน 6 % denaturing polyacrylamide gel น าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์ผลตอ่ไป 
การวิเคราะห์จ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์และความหลากหลายทาง
พันธุกรรมรายชนิด 
 น าผลที่ได้จากการตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสมาวิเคราะห์หาจ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยจะต้องให้แถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจน และอ่านผลง่ายในปลาแต่
ละชนิด จากนัน้วิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยเฉลี่ยต่อต าแหน่ง ได้แก่ จ านวนอลัลีลท่ีปรากฏ 
(apparent alleles, Aa) จ านวนอัลลีลต่อต าแหน่งท่ีแท้จริง (effective number of alleles, Ae) ค่าสงัเกต
เฮ เท อ โ ร ไ ซ โก ซ ิต ี (observed heterozygosity, Ho) ค ่า ค า ด ค ะ เน เฮ เท อ โ ร ไซ โก ซิ ตี  (expected 
heterozygosity, He) และทดสอบสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กด้วยวิธี Chi-square goodness-of-fit test (PHWE) โดย
ใช้โปรแกรม Popgen v.1.31 (Yeh et al., 1999)  
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Table 1 Fifty microsatellite makers used in this study: locus, sequence of primer,  PCR product size, 
annealing temperature, species and reference 

Locus Primer (5’-3’) Size (bp) Ta (Co) Species/Reference 

Bgon2 
F: ATACACCCAAAGTATGTGTGCC 
R: AGAAGTTAAACAGGTGCATTGC 

101 – 153 56 

Barbodes gonionotus/ 
McConnell et al., 2001 

Bgon8 
F: GATAGATTCATTCAGCTGGCTG 
R: ACGTTTGTGTATGTGGATGTGC 

120 – 148 60 

Bgon12 
F: TATTGAATTGAAATTGCAAACTTTG 
R: TAGCTATACTGTATATATGTAACC 

116 – 162 53 

Bgon13 
F: CCCGTGCAATTCAATATG 
R: TAAGTAGCACAGATGTGAGG 

108 – 254 53 

Bgon18 
F: TCATTATGTCCTGCCAAGATG 
R: GGTAAATCACTCACACTCACC 

75 – 159 53 

Bgon-17 
F: TTACAAGGGGTTACATACTG 
R: CAGTCTCATATTTGAAAGCAG 

108 – 182 49 

Barbodes gonionotus/ 
Kamonrat et al., 2002 

Bgon-22 
F: TCTTGTTGATCACACGGACG 
R: GTGACTGTATCAATGAGTCTG 

73 – 99 49 

Bgon-69 
F: GCAAAGGTTCTGTCAAGG 
R: GTATCCAGAAACATGTTCAG 

87 – 103 49 

Bgon-75 
F: CTGGTAAAGACTTCAGATGC 
R: GCATGCAAAATGAGAAAGGCT 

96 – 118 53 

Bgon-79 
F: GCCAGACTGGAGCGAGG 
R: GTTCGGTGAAGCCATGAGG 

101 – 137 53 

MFW1 
F: GTCCAGACTGTCATCAGGAG 
R: GAGGTGTACACTGAGTCACGC 

212 55 

Cyprinus carpio/ 
Crooijmans et al., 1997 

MFW2 
F: CACACCGGGCTACTGCAGAG 
R: GTGCAGTGCAGGCAGTTTGC 

200 55 

MFW7 
F: TACTTTGCTCAGGACGGATGC 
R: ATCACCTGCACATGGCCACTC 

186 55 

MFW9 
F: GATCTGCAAGCATATCTGTCG 
R: ATCTGAACCTGCAGCTCCTC 

117 55 

MFW11 
F: GCATTTGCCTTGATGGTTGTG 
R: TCGTCTGGTTTAGAGTGCTGC 

202 55 

MFW13 
F: ATGATGAGAACATTGTTTACAG 
R: TGAGAGAACAATGTGGATGAC 

184 50 

MFW15 
F: CTCCTGTTTTGTTTTGTGAAA 
R: GTTCACAAGGTCATTTCCAGC 

264 55 
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Table 1 (continue) 
Locus Primer (5’-3’) Size (bp) Ta (Co) Species/Reference 

MFW16 
F: GTCCATTGTGTCAAGATAGAG 
R: TCTTCATTTCAGGCTGCAAAG 

171 55 

Cyprinus carpio/ 
Crooijmans et al., 1997 

MFW17 
F: CTCAACTACAGAGAAATTTCATC 
R: GAAATGGTACATGACCTCAAG 

315 55 

MFW20 
F: CAGTGAGACGATTACCTTGG 
R: GTGAGCAGCCCACATTGAAC 

249 55 

MFW24 
F: GCTCCAGATTGCACATTATAG 
R: CTACACACACGCAGAGCCTTTC 

231 55 

MFW26 
F: CCCTGAGATAGAAACCACTG 
R: CACCATGCTTGGATGCAAAAG 

136 55 

MFW29 
F: GTTGACCAAGAAACCAACATGC 
R: GAAGCTTTGCTCTAATCCACG 

158 55 

LcB04 
F: CGCGTGGACTAACAACACAT 
R: TGTTGGCAGTTGTCACAGGT 

284 – 294 57 

Labeo chrysophekadion/ 
Nguyen, in press 

LcB10 
F: CCAGCAGGAGTTCATGTGTT 
R: CTCTGCCTGTGTTTTTGCAG 

223 – 227 57 

LcD11 
F: GGCATAGGGGAAAGTCCATT 
R: GCATCATTCATGCTGCATTT 

123 – 125 57 

LcF10 
F: CCAGAGAGATGCACCAATCA 
R: CTCTATGCTGCAGGGGATTC 

207 – 273 57 

LcF12 
F: TGCGAGACATTTTGAAGGACT 
R: GGATGTCCCCAGTAGGGAGT 

120 – 154 57 

LcG03 
F: TGTGGGAGTGTGCGACTAAG 
R: ACGTCACAATGCACTTCACA 

95 – 113 57 

LcG06 
F: CTTGTTTCCACCCTGCACTT 
R: AAACACCCGTGGGTTTTACA 

196 – 200 57 

LcG09 
F: GCATGAATAGCGGGAGACAT 
R: CTGCTGATGAGATCCCTGGT 

274 – 296 57 

LcH09 
F: TTGGAGCTCTTTAGGCCTCTC 
R: TCAGCTAAAGCACTGCAGGA 

283 – 287 57 

Proji-1 
F: ATGGCTGAGACCAGCAAGACAG 
R: GAGTGGATGTTTGTGTGCATGAG 

207 – 239 60 
Probarbus jullieni/ 

Sukumasavin et la., 2004 
Proji-3 

F: GGAATGATCTCTGGATGGAT 
R:GGAGCTCAAACCCAC AAA 

114 – 138 53 
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Table 1 (continue) 
Locus Primer (5’-3’) Size (bp) Ta (Co) Species/Reference 

Proji-6 
F: AGCAGGACGAGCCATCTTGA 
R: GGGTGGAGTAATGAGGCGGTATT 

158 – 180 57 

Probarbus jullieni/ 
Sukumasavin et la., 2004 

Proji-8 
F: TCCCTCGGTAAACAAGCTTTCTC 
R: GAGCTTCATCCAGCCTCCATC 

224 – 256 53 

Proji-9 
F: GATGCGGCTCGGTCTAAGAG 
R: CTGTCAGTGGGTCATTGTGAGG 

188 – 208 57 

Proji-12 
F: CTCTGTACAGTGACAGGCCGAAG 
R: ACCATTACGCCTATGGAGAGTCC 

230 – 282 60 

Lr1 
F: GACCCTTAACCCTTGACCTT 
R: TGGGATAATGCAGGGAAAAC 

171 58 

Labeo rohita/  
Das et al., 2005 

Lr3 
F: ATCTGGCTGCCTATTCACC 
R: CATCGGCGACTGCACTGGA 

152 58 

Lr6 
F: TATCCTGGCTGAAAACTTTG 
R: CCCCTACAGGAACAACCAT 

160 56 

Lr10 
F: GATCTTCAGCGCCAGCGTG 
R: GAGGACCTGCCCAGCATG 

250 59 

Lr12 
F: CACCGCTGCTGTCCATCA 
R: AGGTCGGCCAGATACACG 

161 58 

Lr14a 
F: GATCAACTGCTGCCACAC 
R: GGTTTGTTGTTCCCATGTG 

183 55 

Lr14b 
F: TCACATGGGAACAACAAACC 
R: CCGCCGCTTACCCATCAC 

172 58 

Lr20 
F: GCCCGCTGCCGTCTGAC 
R: CAATAACTCAGCATGTGGAG 

144 58 

Lr21 
F: GATCAGAGGGTCAATGTGG 
R: CAGCAGAGTACTATGGAAGA 

148 58 

Lr23 
F: GGAAATTACAAATGTGCTGATG 
R: AGCGCTGCTGTCACTTCTGT 

186 60 

Lr24 
F: CAAGGCCAAAAGTGTCCAT 
R: AGGAAATTGGTAAAGTGTTTC 

170 56 

Lr26 
F: CCAGGGAGCTGCTAAGAAT 
R: AGCGCTTCATGCAGTCTAC 

151 56 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล 
การเกบ็ตัวอย่างและการสกัดดีเอน็เอ 
 เก็บตัวอย่างครีบปลาในตระกูลตะเพียนจ านวน 16 ชนิด น ามาสกัดดีเอ็นเอ เมื่อน าไปอ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm พบว่าคุณภาพดีเอ็นเอท่ีได้มีคุณภาพท่ีดี เน่ืองจากมีค่า
อตัราสว่น A260/A280 อยู่ระหวา่ง 1.9 – 2.1 และมีความเข้มข้นของดีเอน็เออยู่ระหวา่ง 100 – 1,200 ng/µl  
การส ารวจเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้น 
 หากอนุมานวา่เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 50 ต าแหน่ง สามารถให้ผลผลิตพีซีอาร์ได้ทัง้หมดใน
ปลา 16 ชนิด จะได้ผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็น 800 ต าแหน่ง (15 ต าแหน่ง x 16 ชนิด) การส ารวจ
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้นพบวา่สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ รวมจ านวน 471 ต าแหน่ง หรือคิด
เป็น 58.88% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดวา่จะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมด 
 เมื่อน าผลท่ีได้จากการทดสอบกับเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้นจ านวน 471 ต าแหน่งมา
วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ในแต่ละชนิดด้วยวิธี UPGMA โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc version 2.0 (Rohlf, 
1998) พบว่ามีความสัมพันธ์ท่ีสอดคล้องกันตามหลักอนุกรมวิธาน (Figure 1) คือ ปลาย่ีสกเทศ (L. rohita) 
และปลากาด า (L. chrysophekadion) มีความสมัพนัธ์กนัมากท่ีสดุ ซึง่ทัง้ 2 ชนิดนีอ้ยู่ในสกลุเดียวกนั (Labeo) 
และเช่นเดียวกนัในปลาตะเพียน (B. gonionotus) กบัปลากระแห (B. schwanenfeldii) แต่เมื่อพิจารณา
ปลาตะเพียนทอง (B. altus) ซึง่อยู่ในสกุลเดียวกับปลาตะเพียนและปลากระแหพบว่ามีความสมัพันธ์กนัน้อย
มาก ทัง้นี ้Yue et al. (2010) ได้กล่าวว่าการกลายพันธุ์ ที่เกิดขึน้จากการวิวัฒนาการ ในบริเวณต าแหน่ง
ของไมโครแซทเทลไลท์สามารถเกิดขึน้ได้ทัง้บริเวณขนาบข้าง (flanking region) และบริเวณล าดบัเบสซ า้ ซึ่ง
ปัจจยัดงักลา่วท าให้การวิเคราะห์ผลได้ผลท่ีไม่ชัดเจน เนื่องจากไม่สามารถทราบถึงการเปลี่ยนแปลงท่ี
เกิดขึน้ในระดบันิวคลีโอไทด์ อาจส่งผลให้เกิดข้อผิดพลาดในการศกึษา ดงันัน้จึงควรศกึษาถึงระดบันิวคลีโอไทด์ 
เพ่ือน าไปสูก่ารศกึษาถงึความสมัพนัธ์ได้ชดัเจนย่ิงขึน้ 

 
Figure 1 Phylogenetic relationship among the sixteen Cyprinid species with UPGMA method. 
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การทดสอบเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่คัดเลือกได้กับประชากรปลาแต่ละชนิด 
 น าชนิดของปลาท่ีคดัเลือกได้จากการทดสอบกบัเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้นจ านวน 471 
ต าแหน่ง ทดสอบประสิทธิภาพกับปลาจ านวน 15 ตัวอย่างต่อชนิด ยกเว้นปลากระโห้มีจ านวน 13 ตัวอย่าง 
พบว่ามีเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถให้แถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน และอ่านผลได้ง่ายจ านวน 346 
ต าแหน่ง หรือเท่ากับ 43.25% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดว่าจะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมด แบ่งเป็นต าแหน่งท่ี
ให้ผลเป็น polymorphic จ านวน 165 ต าแหน่ง หรือเท่ากบั 20.63% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดวา่จะให้ผลผลิต
พีซีอาร์ทัง้หมด และต าแหน่งท่ีให้ผลเป็น monomorphic จ านวน 181 ต าแหน่ง หรือเท่ากับ 22.63% จาก
จ านวนต าแหน่งท่ีคาดวา่จะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมด (Table 2 และ  Table 3) 
 โดยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้50 ต าแหน่ง สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้
จากปลาตัง้แต่ 0 – 14 ชนิด และไม่มีเคร่ืองหมายใดสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จากปลาทัง้ 16 ชนิดท่ีใช้ใน
การศกึษา (Table 2) เมื่อพิจารณารายต าแหน่ง พบวา่ต าแหน่ง Bgon-17 ไม่สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ใน
ปลาทกุชนิด รวมถงึปลาตะเพียนเอง ทัง้นีอ้าจเกิดจากความแตกต่างทางพนัธุกรรมของปลาท่ีใช้ในการศกึษานี ้
กบัปลาท่ีใช้ในการพฒันาเคร่ืองหมาย ส าหรับบางต าแหน่งพบวา่สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้เฉพาะกบัชนิด
ของปลาท่ีพฒันามาเช่น ต าแหน่ง Bgon 2, Bgon 12, Bgon-79 ซึง่สาเหตอุาจเกิดจากการกลายพนัธุ์บริเวณท่ี
ขนาบข้างล าดบันิวคลีโอไทด์ไมโครแซทเทลไลท์ (flanking region) ในขัน้ตอนการวิวฒันาการ (Primmer et al., 
2005) ซึง่เป็นบริเวณที่ไพรเมอร์มาจบัในการท าพีซีอาร์ ถ้าบริเวณดงักล่าวเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจะท าให้
ไพรเมอร์ไม่สามารถเข้ามาจบัได้ นอกจากนีย้ังพบเคร่ืองหมายบางต าแหน่งสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้
กับปลาหลายชนิดเช่น ต าแหน่ง LcG09 และต าแหน่ง Lr 12 สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ถึง 14 ชนิดจาก
จ านวนชนิดปลา 16 ชนิด ทัง้นีเ้น่ืองมาจากบริเวณขนาบข้าง (flanking region) ในต าแหน่งดงักลา่วเป็นบริเวณ
อนรัุกษ์ (conserved region) ซึง่บริเวณดงักลา่วสามารถน ามาใช้ในการศกึษาถงึความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ
ได้ (Yue et al., 2010; Oliveira et al., 2013)  
การวิเคราะห์จ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์และความหลากหลายทาง
พันธุกรรมรายชนิด 
 เม่ือพิจารณารายชนิดของปลา พบว่ามีเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถ
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยให้แถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจน และอ่านผลง่ายในแต่ละชนิดตัง้แต่ 14 – 32 ต าแหน่ง ต่อชนิด
หรือเท่ากับ 28 – 64% จากจ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีใช้ทดสอบทัง้หมด ซึง่ในท่ีนี ้
ให้ผลเป็น polymorphic ตัง้แต่ 3 – 20 ต าแหน่งตอ่ชนิด และให้ผลเป็น monomorphic ตัง้แต่ 4 – 21 ต าแหน่ง
ต่อชนิด (Table 3) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Maduna et al. (2014) ท่ีศึกษาการทดสอบข้ามชนิดใน
กลุ่มปลากระดูกอ่อน (Elasmobranch) ในแอฟริกาใต้จ านวน 16 ชนิด โดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซท
เทลไลท์ท่ีพัฒนาได้จากปลาในกลุ่มเดียวกันจ านวน 5 ชนิด รวมจ านวน 35 ต าแหน่ง พบ 28.6 – 71.4% จาก
จ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีใช้ทดสอบทัง้หมดสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้   
 ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉลี่ยต่อต าแหน่งซึง่ประกอบด้วย จ านวนอลัลีลท่ีปรากฏ 
(apparent alleles, Aa) จ านวนอัลลีลต่อต าแหน่งท่ีแท้จริง (effective number of alleles, Ae) ค่าสังเกตเฮเทอโรไซโกซิตี 
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(observed heterozygosity, Ho) และค่าคาดคะเนเฮเทอโรไซโกซิตี (expected heterozygosity, He) ให้ผล
เท่ากับ Aa = 2.33 – 5.00, Ae = 1.83 – 3.92, Ho = 0.18 – 0.67 และ He = 0.34 – 0.69 (Table 3) ซึ่งความ
หลากหลายท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาในกลุ่มใกล้เคียงท่ีมี
การศกึษาในประเทศไทย (Sodsuk et al., 2013; Pannusa et al., 2015; Sodsuk et al., 2016) เม่ือพิจารณา
คา่ทดสอบสมดลุฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (PHWE) พบว่ามีปลา 2 ชนิดท่ีไมอ่ยู่ในสมดลุได้แก่ปลาตะโกก (C. enoplos) และ
ปลาย่ีสกไทย (P. jullieni) ทัง้นีเ้น่ืองจากมีเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์บางต าแหน่งท่ีพบค่า Ho และ He 
แตกต่างกันมาก ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากจ านวนตัวอย่างท่ีมีจ านวนท่ีน้อย หรืออีกสาเหตุอาจเกิดจากตวัอย่าง
เป็นประชากรเพาะเลีย้งท่ีอาจมีการจดัการใด ๆ ท่ีสง่ผลให้ประชากรไมอ่ยู่ในสมดลุ  

จากการทดสอบพบจ านวนอลัลีลต่อต าแหน่งที่ต ่า ทัง้นีเ้นื่องจากจ านวนตวัอย่างที่มีจ านวนน้อย 
(13 – 15 ตัวต่อชนิด) และแหล่งท่ีเก็บตัวอย่างเป็นแหล่งเดียวกันในแต่ละชนิด ทัง้นี ใ้นบางต าแหน่งของ
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีพบว่าให้ผลเป็น monomorphic อาจพบว่าเป็น polymorphic ได้ถ้าน าไปใช้
ทดสอบกบัปลาในประชากรอื่น ๆ ตอ่ไป 
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Table 2 Results of fifty microsatellite loci showing the number of alleles per locus for the sixteen Cyprinid fish  

Species 
Bgon 

2 
Bgon 

8 
Bgon 
12 

Bgon 
13 

Bgon 
18 

Bgon-
17 

Bgon-
22 

Bgon-
69 

Bgon-
75 

Bgon-
79 

MFW 
1 

MFW 
2 

MFW 
7 

MFW 
9 

MFW 
11 

MFW 
13 

MFW 
15 

B. gonionotus 6 3 4 7 2 . 2 4 6 4 1 . 1 3 . 3 3 

B. altus . 1 . . . . 2 . . . 1 . . . . . 8 

C. enoplos . 2 . . . . 2 . 1 . 1 . 2 2 . 1 1 

C. cirrhosus . . . . . . 2 . . . . . 1 1 1 . 2 

C. carpio . . . . . . 2 . 3 . . 4 . 2 4 5 4 

L. chrysophekadion . . . . . . 1 1 6 . . 1 . 1 . . . 

P. jullieni . . . . . . 2 1 1 . 2 . 3 . . 1 1 

L. rohita . 1 . . . . 1 . 1 . . 1 . 1 1 . 3 

H. siamensis . . . . . . . . . . 2 . . . . . 4 

L. hoevenii . . . . 1 . 1 1 . . 1 1 . . . . . 

B. schwanenfeldii . 1 . . . . 3 . 1 . 2 . . . 1 1 2 

C. siamensis . . . . . . . 1 1 . 1 . . 1 . . . 

H. molitrix . . . . 1 . 1 . . . . . . . . . 2 

S. rubripinnis . 1 . . 1 . 1 . . . . 1 1 . . 1 3 

E. bicolor . 1 . . . . 1 . . . . 1 . 1 . . 1 

P. proctozystron . 1 . 3 . . 5 . 3 . 1 . . . . . 4 
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Table 2 (continue) 

Species 
MFW 
16 

MFW 
17 

MFW 
20 

MFW 
24 

MFW 
26 

MFW 
29 

LcB 
04 

LcB 
10 

LcD 
11 

LcF 
10 

LcF 
12 

LcG 
03 

LcG 
06 

LcG 
09 

LcH 
09 

Proji-
1 

Proji-
3 

B. gonionotus . 1 . . . . 1 1 . 7 . . 1 2 . 3 4 

B. altus . . . . . . . 1 . 4 . . . 4 . 1 3 

C. enoplos . . . . . . 1 . . . . . . 3 . 3 1 

C. cirrhosus . 1 . . . . . 1 1 7 . 1 . 1 1 1 3 

C. carpio 2 . 1 4 4 . 1 1 . 6 . . . 1 . . 4 

L. chrysophekadion . 3 1 . 4 . 1 1 1 5 3 2 1 4 1 1 1 

P. jullieni . 1 1 . 2 . 1 1 . 6 . . . 3 . . 6 

L. rohita . 1 . . 2 . 1 . 1 . . 1 1 1 1 1 . 

H. siamensis . 1 . 5 . . . 1 5 5 . . . 1 . . 3 

L. hoevenii . 1 . . . . 1 1 . . . . . 1 . . . 

B. schwanenfeldii . . . . . . . 1 . 3 . . . 3 . 3 3 

C. siamensis . . . . 2 . 1 1 . 1 . . . 3 1 1 1 

H. molitrix . 1 . 3 . 1 1 1 2 . . . 1 . . 1 . 

S. rubripinnis . . . . . . 1 1 . 1 . . 1 2 . 3 . 

E. bicolor . 1 . . . . . 1 1 7 . . . . . 1 1 

P. proctozystron . 5 . . . . . . . . . . 2 9 . 3 3 
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Table 2 (continue)  

Species 
Proji- 

6 
Proji- 

8 
Proji- 

9 
Proji-
12 

Lr1 Lr3 Lr6 Lr10 Lr12 Lr14a Lr14b Lr20 Lr21 Lr23 Lr24 Lr26 

B. gonionotus . 2 1 . . . . 6 6 . . . 5 . 1 1 

B. altus . 4 1 . . 3 . 3 5 . . . 5 . . . 

C. enoplos 1 2 1 1 . 1 . 3 2 . 1 . . 3 2 1 

C. cirrhosus 1 . 2 . . 1 2 2 4 . . 1 1 1 2 1 

C. carpio 2 2 . . . . . 4 . . . . . 2 . 1 

L. chrysophekadion . . 1 3 1 2 2 1 1 3 1 . 2 1 2 1 

P. jullieni . 7 . . . . 2 2 1 . . . . 1 4 . 

L. rohita . 1 2 1 1 3 2 1 1 3 3 1 2 2 4 1 

H. siamensis . 4 3 . . 4 . . . . . . 5 1 . . 

L. hoevenii . . 1 . . 1 1 . 2 . . . 3 . . 2 

B. schwanenfeldii . 1 1 . . 1 2 2 2 . . . 3 2 . 1 

C. siamensis 4 2 2 . 1 2 1 1 1 . . . 3 . 1 1 

H. molitrix . . . 2 . 3 1 . 1 . . . . . . 1 

S. rubripinnis . 3 1 . . 2 . 3 3 . 5 . . . 4 3 

E. bicolor . 1 1 . . 3 . 1 1 . 1 . . . 1 5 

P. proctozystron 1 2 1 . . 2 . 5 4 . 2 . . 5 . 1 
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Table 3 Results of cross-species amplification for sixteen Cyprinid species: number of loci were 
amplification (TT), number of loci were polymorphism (PM), number of loci were monomorphism, 
apparent alleles (Aa), effective number of alleles (Ae), observed heterozygosity (Ho), expected 
heterozygosity (He) and P-value of Hardy-Weinberg equilibrium (PHWE) 

Species TT PM MM Aa* Ae* Ho* He* PHWE 

B. gonionotus 29 20 9 4.05 ± 1.731 2.70 ± 0.947 0.49 ± 0.219 0.59 ± 0.187 0.5626 
B. altus 15 10 5 4.10 ± 1.663 2.85 ± 1.340 0.55 ± 0.172 0.63 ± .0122 0.9196 
C. enoplos 23 11 12 2.36 ± 0.505 1.85 ± 0.426 0.33 ± 0.266 0.45 ± 0.117 0.0064 
C. cirrhosus 25 9 16 3.00 ± 1.658 2.32 ± 1.376 0.36 ± 0.258 0.51 ± 0.153 0.2079 
C. carpio 21 16 5 3.44 ± 1.209 2.53 ± 1.043 0.49 ± 0.286 0.55 ± 0.208 0.1966 
L. chrysophekadion 32 13 19 2.92 ± 1.038 2.28 ± 0.701 0.45 ± 0.195 0.54 ± 0.145 0.4107 
P. jullieni 21 11 10 3.64 ± 1.859 2.73 ± 1.371 0.49 ± 0.254 0.56 ± 0.220 0.0494 
L. rohita 31 10 21 2.60 ± 0.699 1.79 ± 0.511 0.40 ± 0.171 0.41 ± 0.174 0.9387 
H. siamensis 14 10 4 4.20 ± 1.229 2.70 ± 0.876 0.41 ± 0.188 0.61 ± 0.155 0.4749 
L. hoevenii 15 3 12 2.33 ± 0.577 1.86 ± 0.409 0.18 ± 0.188 0.46 ± 0.111 0.0633 
B. schwanenfeldii 21 12 9 2.50 ± 0.522 1.83 ± 0.258 0.38 ± 0.194 0.46 ± 0.076 0.1783 
C. siamensis 23 7 16 2.57 ± 0.787 2.42 ± 0.762 0.38 ± 0.267 0.57 ± 0.133 0.3033 
H. molitrix 16 5 11 2.60 ± 0.894 1.60 ± 0.530 0.35 ± 0.239 0.34 ± 0.186 0.3959 
S. rubripinnis 21 10 11 3.10 ± 0.876 2.08 ± 0.910 0.44 ± 0.243 0.47 ± 0.205 0.8467 
E. bicolor 19 3 16 5.00 ± 2.000 3.92 ± 2.096 0.67 ± 0.145 0.69 ± 0.239 0.8527 
P. proctozystron 20 15 5 3.80 ± 1.859 2.75 ± 1.594 0.41 ± 0.263 0.57 ± 0.188 0.2005 

Total 346 165 181 - - - - - 
* Mean ± SD 
 

สรุปผลการศึกษา 
ผลการส ารวจเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เบือ้งต้นพบวา่สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ รวมจ านวน 471 

ต าแหน่ง จากจ านวน 800 ต าแหน่ง หรือเท่ากับ 58.88% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดว่าจะให้ผลผลิตพีซีอาร์
ทัง้หมดทัง้หมด และน ามาทดสอบประสิทธิภาพกับปลาจ านวน 15 ตัวอย่างต่อชนิด (ยกเว้นปลากระโห้มี
จ านวน 13 ตวัอย่าง) พบว่ามีเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถให้แถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจน และอ่านผลได้
ง่ายจ านวน 346 ต าแหน่ง หรือเท่ากับ 43.25% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดว่าจะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมด
ทัง้หมด แบ่งเป็นต าแหน่งท่ีให้ผลเป็น polymorphic จ านวน 165 ต าแหน่ง หรือเท่ากับ 20.63% จากจ านวน
ต าแหน่งท่ีคาดว่าจะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมดทัง้หมด และต าแหน่งท่ีให้ผลเป็น monomorphic จ านวน 181 
ต าแหน่ง หรือเท่ากบั 22.63% จากจ านวนต าแหน่งท่ีคาดว่าจะให้ผลผลิตพีซีอาร์ทัง้หมดทัง้หมด เมื่อพิจารณา
รายชนิด พบว่ามีเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมชนิดไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยให้แถบ
ดีเอ็นเอที่ชดัเจน และอ่านผลง่ายในแต่ละชนิดตัง้แต่ 14 – 32 ต าแหน่งต่อชนิดหรือเท่ากบั 28 – 64% จาก
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จ านวนต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีใช้ทดสอบทัง้หมด ซึ่งในท่ีนีใ้ห้ผลเป็น polymorphic 
ตัง้แต ่3 – 20 ต าแหน่งตอ่ชนิด และให้ผลเป็น monomorphic ตัง้แต ่4 – 21 ต าแหน่งตอ่ชนิด 

ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉลี่ยต่อต าแหน่ง Aa = 2.33 – 5.00, Ae = 1.83 – 3.92, Ho = 
0.18 – 0.67 และ He = 0.34 – 0.69 ซึง่ความหลากหลายท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกบัการศกึษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของปลาในกลุม่ใกล้เคียงท่ีมีการศกึษาในประเทศไทย จากการทดสอบพบจ านวนอลัลีลตอ่ต าแหน่งท่ี
ต ่า ทัง้นีเ้น่ืองจากจ านวนตัวอย่างท่ีมีจ านวนน้อย (13 – 15 ตัวต่อชนิด) และแหล่งท่ีเก็บตัวอย่างเป็นแหล่ง
เดียวกนัในแต่ละชนิด ในบางต าแหน่งของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีพบวา่ให้ผลเป็น monomorphic อาจ
พบวา่เป็น polymorphic ได้ถ้าน าไปใช้ทดสอบกบัปลาในประชากรอื่น ๆ ตอ่ไป 

ดังนัน้ผลการทดสอบพีซีอาร์ข้ามชนิดกับปลาตระกูลตะเพียนท่ีได้สามารถน าไปใช้ได้กับปลาตระกูล
ตะเพียนจ านวน 16 ชนิด ซึง่เป็นปลาในวงศ์เดียวกนั เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการศกึษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของปลาเหลา่นีต้อ่ไป 
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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพ่ือ ศึกษาสภาพการเลีย้งกบและโรคท่ีพบในเขตจังหวัดสกลนครและ

นครพนม ตัง้แต่เดือนตุลาคม 2556 ถึงกันยายน 2557 โดยศึกษาสภาพการเลีย้งจากฟาร์มเกษตรกร และสุ่ม
เก็บตัวอย่างมาตรวจในห้องปฏิบัติการ ผลการศึกษา สภาพการเลีย้งจากฟาร์มเกษตรกร  พบว่าผู้ เลีย้งส่วน
ใหญ่เป็นวัยผู้ ใหญ่ท่ีมีอายุระหว่าง 41 - 50 ปี จบการศึกษาระดับประถมศึกษาชัน้ปีท่ี 6 พืน้ท่ีถือครองอยู่
ระหว่าง 1-10 ไร่ มีรายได้เฉลี่ย 10,000 – 50,000 บาทตอ่ครอบครัวตอ่ปี ผู้ เลีย้งกบทัง้ 2 จงัหวดั ใช้พ่อแมพ่นัธุ์
ส่วนใหญ่จะเป็นพันธุ์กบนา (Rana tigerina) รองลงมาเป็นพันธุ์บูลฟร็อก (Lithobates  catesbeianus)          
ซึง่มากกวา่ร้อยละ 60 ของผู้ เลีย้ง ได้รับองค์ความรู้ในการเลีย้งกบจากเพ่ือนบ้านเป็นหลกั ตลาดในการจ าหน่าย
กบและลูกอ๊อดกบ พบว่า ส่วนมากจะมีพ่อค้าคนกลางจากตลาดเข้ามารับซือ้ท่ีฟาร์ม  สถานท่ีเลีย้งหรือท่ีตัง้    
บ่อเลีย้ง ส่วนใหญ่ ร้อยละ 90 เลีย้งในบ่อดิน รองลงมาเลีย้งในบ่อซีเมนต์ และกระชังคิดเป็นร้อยละ 5  
ตามล าดบั อาหารท่ีเกษตรกรใช้พบวา่ใช้อาหารส าเร็จรูปเป็นหลกั ท าให้มีต้นทุนค่าอาหารอยู่ระหวา่ง 3,000 – 
20,000 บาทตอ่รอบการเลีย้ง ในด้านเทคโนโลยีการจดัการเลีย้ง มากกวา่ร้อยละ 60 มีการจดัการคณุภาพน า้ใน
บ่อเลีย้ง แต่ไม่ค่อยมีการรักษาโรค สาเหตุการตายของกบในรอบปีท่ีผ่านมา ผู้ เลีย้งพบว่ากบท้องบวม ขาแดง 
ขาบวม วา่ยน า้ควงสวา่น ตาโปน  

ผลการตรวจในห้องปฏิบตัิการพบว่า  ในจงัหวดัสกลนคร พบโรคแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila 
มากท่ีสุด รองลงมาคือ Flavobacterium meningosepticum และ Pseudomonas aeruginosa  ตามล าดับ 
สว่นเชือ้ราตรวจไมพ่บ ขณะท่ีในจงัหวดันครพนม พบปรสิตมากท่ีสดุชนิดท่ีพบ Opalina sp.  Balantidium sp. 
และ Trichodina sp. ตามล าดบั ส่วนเชือ้แบคทีเรียพบส่วนน้อย คณุภาพน า้ของทัง้สองจงัหวดั พบว่าปริมาณ
แอมโมเนีย และออกซิเจนท่ีละลายในน า้มีค่าไม่เหมาะส าหรับการเลีย้งกบ เน่ืองจากมีค่าเกินเกณฑ์มาตรฐาน 
ซึง่สง่ผลให้สตัว์น า้ออ่นแอเกิดความเครียดและติดโรคได้ง่าย 
ค าส าคัญ: นครพนม สกลนคร โรคกบ   
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Abstract 
This research was conducted to study the frog raising condition and disease of frog in 

Sakon Nakhon and Nakhon Phanom provinces. This study was started from October 2013 to 
September 2014. This research was survey at farm frog culture and work at laboratory.  

The survey at frog farm found that the farmer were 41 – 50 years old and graduated at 
Pathom 6. The owner has area for culture about 1 to 10 rai per family and average income per 
households range from 10,000 to 50,000 baht/year. The most of farmers use frog (Rana tigerina) 
and Bulfrog (Lithobates catesbeianus). About 60% of farmers received that knowledge from the 
neighborhood. When they raised finish they sold to middleman at farm. The patterns of frog culture 
were in earth pond, tank and cage about 90%, 5% and 5% respectively. One hundred percentage 
of feed they were used commercial feed inducing to high cost of production about 3,000 – 20,000 
baht/crop. The management for frog raising found that 60% were control water quality, but not 
therapeutic. The farmers found that the frog death with swelling red-leg, abnormal swimming and 
exophthalmia. 

The result at laboratory showed that there were 3 species of bacteria isolated: Aeromonas 
hydrophila was the most and Flavobacterium meningosepticum, and Pseudomonas aeruginosa 
respectively at Sakon Nakhon. Whereas, there were 3 species of parasitic infection found: Opalina 
sp., Balentidium sp., and Trichodina sp. respectively at Nakhon Phanom. According to the quality 
of the water, the ongoing analyses showed that ammonia and dissolved oxygen were unsuitable for 
frog that causes frog stress and infection.  
Keywords: Nakhon Phanom, Sakon Nakhon, Frog disease 
 

ค าน า 
การเพาะเลีย้งสตัว์น า้อย่างการเลีย้งปลา การเลีย้งกุ้ ง และการเลีย้งกบ  นบัเป็นอาชีพท่ีสามารถสร้าง

รายได้ให้กบัเกษตรกรผู้ เลีย้งได้อย่างดี นอกจากนัน้ สตัว์น า้เหลา่นีย้งัมีบทบาทท่ีส าคญัในแง่ของการเป็นอาหาร
แหล่งโปรตีนท่ีมีคุณภาพสงู และเป็นท่ีนิยมบริโภคของคนทั่วไป จงัหวดัสกลนคร และนครพนม เป็นจงัหวดัใน
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือท่ีมีหลายหมู่บ้านประกอบอาชีพการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ โดยเฉพาะการเลีย้งกบและ
ลูกอ๊อด เพราะสามารถขายได้ราคาค่อนข้างสูง ซึ่งลูกอ๊อดหรือฮวกขายได้ราคากิโลกรัมละ 200 - 250 บาท 
ขณะท่ีกบรุ่นถึงช่วงกบโตเต็มวยัขายได้ราคากิโลกรัมละ 80 – 120 บาท ตามล าดบั สามารถสร้างรายได้ให้กับ
เกษตรกรผู้ เลีย้งเฉลี่ยปีละหลายแสนบาท เน่ืองจากความต้องการบริโภคกบมีแนวโน้มสงูขึน้ และการลงทุนยงั
ต ่ากวา่เม่ือเทียบกบัการท านา  

อย่างไรก็ตาม จากการลงพืน้ท่ีพบปะกบัเกษตรกรผู้ เลีย้งกบได้ให้ข้อมูลว่า ในช่วงปีแรกท่ีเลีย้งนัน้ได้
ผลผลิตดี แต่ในปีต่อมามกัเกิดปัญหาเร่ืองโรคขึน้ ส่งผลให้กบและลกูอ๊อดกบตายเป็นจ านวนมากก่อนท่ีจะจบั
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ขาย ท าให้เกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งต้องขาดทนุถงึขัน้ท่ีต้องเลิกท าการเพาะเลีย้งไป แม้จะหาทางแก้ไขหลายวิธีแล้ว
ยงัไม่เกิดผล เน่ืองจากโรคท่ีเกิดขึน้นัน้มีอาการไม่แน่นอน และไม่ทราบสาเหตุท่ีแท้จริงของการเกิดโรค เพราะ
ปัจจัยท่ีก่อให้เกิดโรคในสัตว์น า้มีหลายปัจจัยท่ีเข้ามาเก่ียวข้องว่าเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งจะรู้ว่าสัตว์น า้ป่วย
บางครัง้ก็สายเกินไป เพราะสตัว์น า้ตายเป็นจ านวนมาก หรือเลีย้งแล้วแคระแกรนไม่เจริญเติบโตท าให้ผลผลิต
ลดลงขายไม่ได้ราคา ดังนัน้ จึงต้องศึกษาค้นคว้าหาสาเหตุท่ีแท้จริงของการเกิดโรค เพ่ือหาแนวทางในการ
ป้องกนัรักษาให้เกษตรกรสามารถเพาะเลีย้งกบ และลกูอ๊อดกบอย่างมปีระสิทธิภาพตอ่ไปอย่างยัง่ยืนได้     

 
 อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย 

 การวิจยันีเ้ป็นการวิจยัเพ่ือให้ทราบสาเหตท่ีุแท้จริงของโรคท่ีพบในกบท่ีเลีย้งในฟาร์มจงัหวดัสกลนคร 
และนครพนม เพ่ือจะหาแนวทางป้องกนัและแก้ไขปัญหาเร่ืองโรคในกบท่ีเกิดขึน้กบัเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้ง ดงันัน้ 
การวิจยันีจ้งึเร่ิมต้นศกึษาตัง้แต่การออกส ารวจเก็บรวบรวมข้อมลูจากฟาร์มของเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งในช่วงฤดู
ของการเลีย้ง และเก็บตวัอย่างสตัว์น า้ทัง้ปกติและท่ีป่วย มาตรวจวินิจฉยัในห้องปฏิบตัิการ เพ่ือสรุปหาสาเหตท่ีุ
แท้จริงของการเกิดโรค และหาแนวทางในการป้องกนัและรักษา แบ่งการศกึษาออกเป็น 2 สว่น ดงันี ้

1) ลงพืน้ท่ีส ารวจเก็บรวบรวมข้อมลูพร้อมสุม่เก็บตวัอย่างกบและน า้ในบ่อเลีย้งของเกษตรกร 
เร่ิมจากส ารวจข้อมูลผู้ท าฟาร์มเพาะเลีย้งกบ จากหน่วยงานสารสนเทศของกรมประมง แล้ววางแผน

ลงพืน้ท่ีเก็บข้อมลูเก่ียวกบัสภาพการเลีย้งโดยใช้แบบสอบถาม และเก็บตวัอย่างกบจากฟาร์มของเกษตรกรใน 
จงัหวดัสกลนคร และนครพนม เพ่ือหาสาเหตขุองการเกิดโรค เช่น แบคทีเรีย และปรสิตต่างๆ โดยเก็บตวัอย่าง
กบและลกูอ๊อดกบ ระหว่างเดือนตลุาคม 2556 จนถึงเดือนกนัยายน 2557 รวมทัง้สิน้  151 ฟาร์ม (อ าเภอเมือง 
และอ าเภอพังโคน จังหวัดสกลนคร จ านวน 101 ฟาร์ม และอ าเภอเรณูนคร และ อ าเภอธาตุพนม จังหวัด
นครพนม จ านวน 50 ฟาร์ม) การเก็บตัวอย่างกบป่วยจ านวนฟาร์มละ 3 ตัว  จากทัง้หมด 151 ฟาร์ม รวม
จ านวนกบตวัอย่างทัง้สิน้ 453 ตวั น าไปตรวจหาสาเหตขุองการเกิดโรคในห้องปฏบัตัิการตอ่ไป 

2) การตรวจวินิจฉยัในห้องปฏิบตัิการ มีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้ 
น าตัวอย่างกบท่ีมีอาการป่วย โดยเก็บจากตัวอย่างกบ จ านวน 453 ตัว มาตรวจวินิจฉัยใน

ห้องปฏิบตัิการ โดยการตรวจวินิจฉยัทัง้ภายนอกและภายใน ตามวิธีของ Phadee (2006) 
การตรวจภายนอก 

ท าได้โดยใช้แผ่นแก้วปิดสไลด์ (cover glass) ขดูเมือกแล้วสอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ เพ่ือสงัเกตปรสิต
ชนิดต่างๆ ท่ีเกาะอยู่  รวมทัง้สงัเกตความผิดปกติต่างๆ ได้แก่  การเป็นแผล รอยช า้เลือด ลกัษณะทางพยาธิ
วิทยาต่างๆ การตรวจหาเชือ้รา (fungi) สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าโดยพบกระจุกสีขาวคล้ายปุยฝ้ายเกาะท่ี
ล าตวัปลา หรือหากเชือ้ราฝังตวัในเนือ้เย่ือตรวจสอบโดยใช้กล้องจลุทรรศน์แล้วบนัทึกผล และการตรวจภายใน
เพ่ือหาปรสิตภายใน (endoparasite) โดยท าการศกึษาในอวยัวะดงันี ้ได้แก่  ล าไส้ กระเพาะอาหาร ถุงน า้ดี ตบั 
ไต เลือด และกล้ามเนือ้ น าปรสิตท่ีตรวจพบไปเกลี่ยลงบนสไลด์ แล้วปลอ่ยให้แห้งในอณุหภมูิห้อง หรือดองเก็บ
ในน า้ยาฟอร์มาลีนความเข้มข้น 10 % จ าแนกชนิดของปรสิตจากรูปร่างลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
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การตรวจภายใน 
เพ่ือหาเชือ้แบคทีเรีย  โดยการผ่าตดัท้องของสตัว์ป่วยแล้วใช้เข็มเข่ียเชือ้ (streak) จากบริเวณอวยัวะ

ภายใน ได้แก่ ตบั ม้าม ไต น ามาเข่ียเชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA (Tryptic Soy Agar) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  สงัเกตลกัษณะโคโลนีท่ีเกิดขึน้บนัทึกผล แล้วน า Single colony ท่ีเกิด
ขึน้มาย้อมแกรมดูว่าเป็นแบคทีเรียกลุ่มใด หลังจากนัน้ให้เก็บเชือ้ดงักล่าวใน Slant Agar เพ่ือเตรียม Stock 
solution ส าหรับทดสอบหาชนิดของเชือ้โรค โดยการใช้ APi20E และส่งทดสอบเพ่ือยืนยันผลอีกครั ง้ท่ี
สถาบนัวิจยัสขุภาพสตัว์น า้ กรมประมง โดยใช้วิธีทางชีวเคมี (biochem-test) และ APi20E    
การศึกษาคุณภาพน า้ 

ท าการเก็บข้อมูลเก่ียวกับพารามิเตอร์จากตวัอย่างน า้ในบ่อเลีย้งกบในช่วงเวลา 8.00 น. โดยวดัค่า
ความเป็นกรดด่าง (pH) ออกซิเจนท่ีละลายน า้ (dissolved oxygen) และอณุหภูมิน า้ด้วยเคร่ือง pH Meter รุ่น 
CT-6020A  ตรวจวดัความเป็นด่างของน า้ (Alkalinity) แอมโมเนียทัง้หมด (total ammonia)ตามวิธี Kjeldahl 
method ตรวจวัดความกระด้าง (hardness) ด้วยวิธีTitration method ตรวจวัดไนไตรท์ (nitrite)  ไนเตรท 
(nitrate)และไฮโดรเจนซลัไฟด์ (hydrogen sulfide) ด้วยวิธี Colorimetric method  

การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ สรุปผลและวิเคราะห์ข้อมลูเชิงพรรณาด้วยสถิติคา่เฉลี่ยและร้อยละ  
 

ผลและการอภปิรายผลการวิจัย 
สภาพและปัญหาการเลีย้งกบและลูกอ๊อดกบของเกษตรกร 
 สภาพเศรษฐกิจและสงัคมบางประการของเกษตรกร จากการลงพืน้ท่ีส ารวจและสมัภาษณ์เกษตรกร   
ผู้ เลีย้งกบจงัหวดัสกลนคร อ าเภอเมืองสกลนคร จ านวน 72 ราย และอ าเภอพงัโคน จ านวน 29 ราย และจงัหวดั
นครพนมคือ อ าเภอธาตพุนม จ านวน 14 ราย อ าเภอเรณูนคร จ านวน 36 ราย พบว่า มิติทางสงัคมนัน้เก่ียวกบั
ด้านเพศ ผู้ เลีย้งกบส่วนใหญ่เป็นเพศชาย มากกว่าเพศหญิง ชีใ้ห้เห็นถึงวิถีชีวิตตามเพศสภาพตามสงัคมสมยั
เก่า ท่ีเพศชายคือเพศท่ีแข็งแรงและเป็นก าลังหลักในการท างานเลีย้งครอบครัว ซึ่งจะเป็นวยัผู้ ใหญ่ท่ีมีอายุ
ระหว่าง 41 - 50 ปี ทางด้านการศึกษาผู้ เลีย้งกบยังคงเป็นเกษตรกรระดับรากหญ้าเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งจบ
การศกึษาขัน้พืน้ฐาน ในระดบัประถมศกึษาชัน้ปีท่ี 6 (ป.6) เป็นส่วนใหญ่ ลกัษณะทางครอบครัวเป็นครอบครัว
ขนาดกลาง มีจ านวนสมาชิกในครัวเรือนอยู่ระหว่าง 1-5 คน พืน้ท่ีถือครองของครอบครัวอยู่ระหวา่ง 1-10 ไร่ มี
รายได้เฉลี่ย 10,000 – 50,000 บาทตอ่ครอบครัวต่อปี ส่วนใหญ่มาจากกิจกรรมการเลีย้งปศสุตัว์ และการปลกู
พืชเศรษฐกิจ โดยอาศยัแหล่งเงินทุนหลกัจาก ธนาคารเพ่ือการเกษตรและสหกรณ์ (ธกส.) รองลงมาคือ จาก
นอกระบบ (ยืมเพ่ือนบ้าน หรือญาติสนิท) และทนุสว่นตวั ตามล าดบั 
สภาพการเลีย้งกบของเกษตรกร 
 ผู้ เลีย้งกบส่วนใหญ่ของทัง้ 2 จงัหวดั มีการคดัเลือกพนัธุ์กบรวมทัง้พ่อแมพ่นัธุ์ ซึง่คดัเลือกโดยใช้เกณฑ์
จากการสงัเกตลกัษณะภายนอกของกบ เลือกกบท่ีขนาดตวัโต แข็งแรง เป็นพ่อแม่พันธุ์ และส่วนใหญ่จะเป็น
พันธุ์กบนา (Rana tigerina) เพราะเป็นท่ีนิยมของผู้ บ ริโภค รองลงมาเลี ย้งพันธุ์บูลฟร็อก (Lithobates  
catesbeianus ) พ่อแม่พันธุ์กบได้มาจากการขอซือ้จากเพ่ือนบ้าน (คนท่ีเลีย้งมาก่อน) เป็นส่วนใหญ่ อาจ
เน่ืองจากได้มีโอกาสได้เข้าไปศึกษาข้อมูล รวมทัง้การไปขอค าแนะน าวิธีการเลีย้ง ซึ่งก็ตรงกับการสมัภาษณ์ 
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พบว่ามากกว่าร้อยละ 60 ของผู้ เลีย้งจะได้รับองค์ความรู้ในการเลีย้งกบจากเพ่ือนบ้านเป็นหลกั รองลงมาได้
จากหน่วยงานภาครัฐ สื่อวารสารสิ่งพิมพ์ วิทย ุโทรทศัน์ และจากการถ่ายทอดจากพ่อแม ่ตามล าดบั ประเดน็นี ้
สะท้อนให้ว่าหน่วยงานภาครัฐท่ีเก่ียวข้อง โดยเฉพาะกรมประมง ควรมีมาตรการกระตุ้นเจ้าหน้าท่ีในเขต
รับผิดชอบ (นักวิชาการประมง เกษตรอ าเภอและเกษตรต าบล) ให้ท างานเชิงรุก โดยเป็นฝ่ายท่ีลงพืน้ท่ีไป
ส ารวจและพบปะเกษตรกรให้ถ่ีมากขึน้เพ่ือรับทราบปัญหาและให้ค าแนะน าทางวิชาการตา่งๆ  เพราะความเป็น
จริงแล้วเกษตรกรเองมีข้อจ ากัดหลายอย่างในการเดินทางไปพบเจ้าหน้าท่ีเช่น ค่าใช้จ่ายในการเดินทาง และ
ภารกิจในครัวเรือนท่ีต้องรับผิดชอบในชีวิตประจ าวนั 

อย่างไรก็ตาม พบว่าประสบการณ์ในการเลีย้งกบของเกษตรกรผู้ เลีย้งส่วนมากท าอาชีพนีม้านาน
มากกวา่ 3 ปีขึน้ไป ในบางรายท ามากถงึ 10 กวา่ปี สาเหตท่ีุเลีย้งมานาน อาจเพราะมีวตัถปุระสงค์หลกัของการ
เลีย้งไว้บริโภคภายในครัวเรือน เพราะกบใช้พืน้ท่ีน้อยและระยะเวลาในการเลีย้งสัน้ (สามารถบริโภคได้ทุกช่วง
วยัของกบด้วย) แต่โดยภาพรวมจากลงพืน้ท่ีส ารวจพบว่า เกษตรกรมีวตัถุประสงค์การเลีย้งเพ่ือการจ าหน่าย 
และเพ่ือบริโภคในครัวเรือนเป็นหลกั หรือแจกจ่ายญาติและขายให้กบัเพ่ือนบ้าน (กึ่งธุรกิจ) โดยจะเลีย้งพ่อแม่
พนัธุ์ไว้ในฟาร์มของตนเองเพ่ือใช้เพาะพนัธุ์ลกูอ๊อด กบรุ่น และพ่อแมพ่นัธุ์ไว้จ าหน่าย ตามล าดบั 

ตลาดในการจ าหน่ายกบและลกูอ๊อดกบ พบวา่ ส่วนมากจะมีพ่อค้าคนกลาง หรือแมค้่าจากตลาดเข้า
มารับซือ้ถงึฟาร์มเพ่ือน าไปขายตอ่ รองลงมาจ าหน่ายให้กบัเพ่ือนบ้านและหมูบ้่านใกล้เคียง และน าไปขายเองท่ี
ตลาด ตามล าดบั สว่นในด้านราคานัน้ หลกัๆ ผู้ เลีย้งจะเป็นก าหนดราคาขายเอง รองลงมาเป็นพ่อค้าก าหนดให้ 
และดจูากราคาตลาดและท่ีเพ่ือนบ้านขาย ตามล าดบั จดุนีแ้สดงให้เห็นว่าอาชีพการเลีย้งกบเป็นอีกหนึ่งอาชีพ
ท่ีน่าสนใจ ถึงแม้ว่ากลุ่มบริโภคอาจไม่กว้างขวางเท่ากับสัตว์เศรษฐกิจอื่น ถือเป็นโอกาสอันดีของผู้ เลีย้งกบ 
เน่ืองจากจ านวนผู้ เลีย้งอาจยังไม่มากนัก ขณะท่ีจ านวนผู้บริโภคมีเพ่ิมขึน้ (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคเหนือ) ซึง่เป็นจ านวนประชากรมากกวา่คร่ึงของประเทศ ท่ียงันิยมและต้องการบริโภคอย่างต่อเน่ือง ท าให้
เกษตรกรผู้ เลีย้งกบหรือเจ้าของฟาร์มสามารถก าหนดราคาขายได้เอง รวมทัง้กบเองก็อาจมีจ าหน่ายเพียงบาง
ฤดกูาลเท่านัน้ ช่วงฤดฝูน-ต้นฤดหูนาว ซึง่จะแพงมากในช่วงต้นๆ ฝน และต้นฤดหูนาวราคากบกิโกรัมละ 100-
150 บาทและราคาลกูอ๊อดกบกิโลกรัมละ 150-200 บาท และจงึเป็นช่วงท่ีสร้างรายได้ส าหรับผู้ เลีย้งอย่างมาก 
และสิ่งหนึง่ท่ีท้าทายนกัวิชาการ ท าอย่างไรจึงจะมีกบออกจ าหน่ายได้ตลอดฤดกูาล 

สถานท่ีเลีย้งหรือท่ีตัง้บ่อเลีย้ง โดยส่วนใหญ่จะเลีย้งในท่ีนา สวนหลงับ้าน โดยประมาณร้อยละ 90   
จะเลีย้งในบ่อดิน รองลงมาเลีย้งในบ่อซีเมนต์ และกระชัง ตามล าดับ เหตุผล เพราะว่าบ่อดินจะให้ความ
ใกล้เคียงกบัสภาพตามธรรมชาติท่ีกบชอบอยู่อาศยัมากกวา่ บ่อซีเมนต์ และกระชงั รวมถงึง่ายในการสร้าง และ
ต้นทุนอาจไมส่งูเท่าการใช้บ่อซีเมนต์ กบไมเ่กิดบาดแผลถลอกจากการกระโดดชนขอบบ่อซีเมนต์ และขอบของ
กระชัง ซึ่งหากเกิดบาดแผลก็ท าให้มีโอกาสติดเชือ้จากแบคทีเรียจากน า้เสียหรือปรสิตอื่นๆ ได้ง่าย จึงเป็น
เหตุผลหลกัท่ีเกษตรกรส่วนใหญ่เลือกใช้ เพราะท าให้ผลผลิตกบท่ีเลีย้งในบ่อดินดีกว่านัน้เอง  และพบว่าส่วน
ใหญ่แล้วเกษตรกรมากกว่าร้อยละ 60 มีการเลือกท าเลท่ีตัง้ในการเลีย้ง มีการวางผงับ่อส าหรับการเลีย้งกบแต่
ละช่วงวยั ชีใ้ห้เห็นว่าประสบการณ์ในการเลีย้งมีส่วนส าคญัท่ีท าให้เกษตรกรสามารถมีทักษะสูง เข้าใจและ
เรียนรู้จากประสบการณ์มาประยกุต์ใช้ให้เหมาะกบัพืน้ท่ีของตน  
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อาหารที่เกษตรกรใช้ ผลการส ารวจพบว่าร้อยละร้อย (100%) เกษตรกรผู้ เลีย้งใช้อาหารส าเร็จรูปทาง
การค้าเป็นหลกั มีการเสริมด้วยร าบ้างบางครัง้ และแมลงท่ีมากบัไฟล่อในตอนกลางคืน ท าให้ต้นทุนการเลีย้ง
ของเกษตรกรเพ่ิมขึน้ ซึง่สอดคล้องกบัข้อมลูท่ีส ารวจ พบว่าต้นทุนค่าอาหารอยู่ระหว่าง 3,000 – 20,000 บาท
ต่อรอบการเลีย้ง (กบเล็ก-จับขาย) (ขึน้กับจ านวนกบท่ีเกษตรกรเลีย้งแต่ละฟาร์ม) เพราะกบเป็นสตัว์กินเนือ้ 
(carnivore) ต้องการโปรตีนต่อวันค่อนข้างสูง (โปรตีน 40 - 35%CP) (กบเล็ก-กบโตเต็มวัย) วัตถุดิบแหล่ง
โปรตีนในสตูรอาหารส่วนใหญ่จะได้จากปลาป่นเพราะให้โปรตีนสงู รวมทัง้มีราคาสงูด้วยเช่นกนั จึงท าให้ราคา
อาหารกบส าเร็จรูปแพงด้วย (กระสอบบรรจขุนาด 25 กิโลกรัม ราคาอยู่ท่ี 580 - 600 บาท) กิโลกรัมละ 23 – 24 
บาท ชีใ้ห้เห็นว่า ปัญหาด้านต้นทุนค่าอาหารกบยงัคงต้องการ ความช่วยเหลือจากนกัวิชาการประมง หรือนัก
โภชนศาสตร์สตัว์ ท่ีจะหาแนวทางการน าวตัถุดิบแหล่งโปรตีนท่ีมีศกัยภาพ ท่ีเหมาะสมต่อการใช้เลีย้งกบได้ 
และราคาไมแ่พง เพ่ือลดต้นทนุค่าอาหารให้กบัเกษตรกร ช่วยให้เกษตรกรมีรายได้เพ่ิมขึน้ รวมทัง้ผู้บริโภคก็อาจ
ได้ประโยชน์ในแง่ของการที่จะได้ซือ้กบในราคาท่ีถกูลง 
 ในด้านเทคโนโลยีการจดัการเลีย้ง ส่วนใหญ่มากกวา่ร้อยละ 60 มีการจดัการเปลี่ยนถ่ายน า้กบ สงัเกต
การเกิดโรคระบาด คดัแยกกบป่วยหรือตายออกไปจากบ่อ มีการท าลายซากกบตาย แต่ไม่ค่อยมีการรักษาโรค 
สว่นหนึ่งอาจเป็นเพราะไม่มีความรู้ มีการใช้สารเคมีหรือยาปฏิชีวนะบางชนิด เช่น ปูนขาว dolomite เป็นหลกั 
รองลงมาเป็นยาเหลือง (acliflavin) เกลือแกง ดา่งทบัทิม และฟอร์มาลีน ตามล าดบั 
 สาเหตกุารตายของกบในรอบปีท่ีผ่านมา จากการสมัภาษณ์ผู้ เลีย้ง ให้ข้อมลูวา่ จะพบกบท้องอืดท้อง
บวม (swelling) ขาแดง (red leg lesion) ผิวหนงัเป็นแผล (ulceration cutaneous) (Figure 1.) ซึง่เม่ือตรวจใน
ห้องปฏิบัติการพบว่าเกิดจากเชือ้ Aeromonas hydrophila และอาการว่ายน า้ควงสว่าน ตีลงักา (abdominal 
movement) ต า ข า ว โป น  (exophthalmia) เ ป็ น อั ม พ า ต  (paralysis) (Figure 2.) ซึ่ ง เ กิ ด จ า ก เ ชื ้อ 
Flavobacterium meningosepticum ซึง่เป็นเชือ้แบคทีเรีย ท่ีเกิดจากการสะสมของเศษอาหารที่ตกค้างเน่าเสีย
ในน า้  
 
   
 
 
 
 
 
 

 
ชีใ้ห้เห็นว่าเกษตรกรยงัขาดความรู้เก่ียวกบัโรคกบ ซึง่แหลง่ข้อมลูท่ีให้ความรู้เก่ียวกบัโรคกบ เกษตรกร

สว่นใหญ่ให้ข้อมลูว่าจะมีนกัวิชาการประมงมาให้ค าแนะน าบ้างซึง่ไม่บ่อยนกั รองลงมาได้จากเพ่ือนบ้าน และ
สื่อสิ่งพิมพ์และวิทยุหรือโทรทศัน์ ตามล าดบั ประเด็นนีก้็สะท้อนให้เห็นว่า หน่วยงานท่ีเก่ียวข้องอาจต้องมีการ

 
Figure 1. clinical presentation may include swelling, red 
leg lesion and ulceration cutaneous (infected Aeromonas 
hydrophila)  

 
Figure 2. clinical presentation may include exophthalmia, 
abdominal movement and paralysis (infected Flavobacterium 
meningosepticum) 
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จดัอบรมเก่ียวกับโรคและการป้องกันโรคกบ หรือโรคสตัว์ส าคญัๆ ให้กับเกษตรกรอย่างต่อเน่ือง เพ่ือจะท าให้
เกษตรกรเกิดความรู้ และทกัษะในการป้องกนัโรค เพ่ือลดความเสียหาย   
ปัญหาและความต้องการของเกษตรกร 
 ข้อมลูที่ผู้ เลีย้งสะท้อนให้กบัทีมวิจยั ถงึปัญหาและความต้องการของเกษตร มี 3 ประเดน็หลกั คือ 

1) ด้านการตลาด ส่วนมากจะมีปัญหาช่วงท่ีกบออกสู่ตลาดพร้อมกนัในช่วงกลางฤดฝูน ซึง่จะมีทัง้กบ
จากธรรมชาติ หรือมีเกษตรกรผู้ เลีย้งรายใหม่เพ่ิมเข้ามา ท าให้ราคากบลดลงและขายได้ยากจึงอยากให้
หน่วยงานท่ีเก่ียวข้องช่วยแก้ปัญหาจดุนี ้ 
 2) การจัดการเลีย้ง ส่วนใหญ่จะเป็นในเร่ืองของต้นทุนอาหารกบ ท่ีมีราคาแพง รองลงมาคือ เร่ืองโรค
กบ และการจดัการสภาพน า้ในบ่อเลีย้งกบ 
 3) ในด้านแหล่งของเงินทนุ อาจไม่ส าคญัเร่งดว่นมากนกั เน่ืองจากว่า การลงทนุเลีย้งกบเร่ิมต้นอาจใช้
ทุนไม่สงู หากเทียบกบัสตัว์ชนิดอื่น เพราะอาจใช้การเพาะพนัธุ์เอง ลดต้นทุนค่าพนัธุ์กบลง ท่ีเหลือก็จะเป็นค่า
วสัดุอปุกรณ์ท่ีเป็นต้นทุนคงท่ี อาจขอกู้จากแหล่งทุนได้ แต่ท่ีต้องรับภาระหนกัคือ ค่าอาหาร ซึง่เป็นต้นทุนผัน
แปร ท่ีต้องใช้จ่ายตลอดวงรอบการเลีย้ง หากมีหน่วยงานหรือสถาบันการเงินให้สินเช่ื อดอกเบีย้ต ่าก็เป็น
แนวทางหนึง่ท่ีจะช่วยให้เกษตรกรลดภาระลงได้ จงึขอฝากถงึผู้มีสว่นเก่ียวข้องพิจารณาด้วย  
ผลการตรวจโรคกบทางห้องฏบิัตกิาร 

 จากการสุ่มตัวอย่างกบจากแต่ละฟาร์ม เพ่ือน ามาตรวจวิเคราะห์หาสาเหตุของการตายใน
ห้องปฏิบัติการ พบว่ากบนาท่ีเลีย้งในอ าเภอเมืองและอ าเภอพังโคน จังหวดัสกลนคร ตรวจพบเชือ้แบคทีเรีย
จ านวน  2 ชนิด คือ Aeromonas hydrophila และ Flavobacterium meningosepticum ส่วนอ าเภอเรณูนคร 
และอ าเภอธาตุพนม จังหวดันครพนม ตรวจพบเชือ้แบคทีเรียท่ีก่อโรค  3 ชนิด คือ Aeromonas hydrophila, 
Flavobacterium meningosepticum และ Pseudomonas aeruginosa ตามล าดบั (Table 1) 

 

Table 1 Types of bacteria found in Sakon Nakhon and Nakhon Phanom  

Province 

Types of bacteria  

No. of isolate 
Aeromonas 
hydrophila 

Flavobacterium 
meningosepticum 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Sakon nakhon     
     Muang District  + + - 2 
     Pang Khon District + + - 2 

Nakhon Phanom     

     Renu Nakhon District + + + 3 

     That Phanom District + + + 3 

 
ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ ท าให้พบเชือ้แบคทีเรียจากฟาร์มต่างๆ ทุกฟาร์มในจงัหวดัสกลนคร 

และจงัหวดันครพนม คิดเป็นร้อยละ 100 ของจ านวนฟาร์มทัง้หมด  (อ าเภอเมือง สกลนคร จ านวน 72 ฟาร์ม 
อ าเภอพงัโคน สกลนคร จ านวน 29 ฟาร์ม อ าเภอเรณนูคร จ านวน 36 ฟาร์ม อ าเภอธาตพุนม จ านวน 14 ฟาร์ม) 
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โด ย เชื ้อ แ บ ค ที เ รี ย ท่ี พ บ ไ ด้ แ ก่  Aeromonas hydrophila, Flavobacterium meningosepticum แ ล ะ 
Pseudomonas aeruginosa โดยตรวจพบเชือ้ Aeromonas hydrophila มากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 66.88 
รองลงมาคือเชือ้  Flavobacterium meningosepticum คิดเป็นร้อยละ 27.15 และสดุท้ายคือ Pseudomonas 
aeruginosa คิดเป็นร้อยละ 5.96 ตามล าดบั (Table 2) 

 

Table 2 Types of bacteria found in Sakon Nakhon and Nakhon Phanom (151 farms) 

Province  
No. of 
farm 

Types of bacteria  
total percentage Aeromonas 

hydrophila 
Flavobacterium 

meningosepticum 
Pseudomonas 

aeruginosa 
Sakon nakhon       
     Muang District  72 50 18 4 72 100 
     Pang Khon District 29 18 9 2 29 100 
Nakhon Phanom       
     Renu Nakhon District 36 24 10 2 36 100 
     That Phanom District 14 9 4 1 14 100 
total (farm) 151 101 41 9 - - 
percentage - 66.89 27.15 5.96 - - 

 

 ชนิดของปรสิต จากการตรวจทางห้องปฏิบตัิการ พบว่า กบนาท่ีเลีย้งใน  อ าเภอเมือง และอ าเภอพัง
โคน จังหวัดสกลนคร มีการตรวจพบปรสิตจ านวน  2 ชนิด คือ Opalina sp. และ Bilantidium sp.  ขณะท่ี 
อ าเภอเรณนูคร และอ าเภอธาตพุนม จงัหวดันครพนม ผลการตรวจพบปรสิตท่ีก่อโรค  3 ชนิด คือ Opalina sp. 
,Bilantidium sp. และ Trichodina sp. (ดงัแสดงใน Table 3) โดย Balantidium sp. และ Opalina sp. พบใน
ล าไส้ ซึง่การติดเชือ้ปรสิตเหล่านีแ้ม้จะไม่ท าให้กบเกิดโรคโดยตรง แต่ก็มีผลท าให้กบมีอตัราการเจริญเติบโต
ลดลง มีภูมิคุ้มกนัต ่าลง และอาจท าให้กบตายได้ ขณะท่ี Trichodina sp. หรือเห็บระฆงั จะใช้ denticles เกาะ
ท่ีผิวหนงักบท าให้เกิดบาดแผลและการระคายเคืองผิวหนังกบ ท าให้กบสขุภาพออ่นแอ 
 

Table 3 Types of parasite was found from frog at Sakon nakhon and Nakhon phanom farm  

Province 
Type of parasite  

No. of parasite 
Opalina sp. Balantidium sp. Trichodina sp. 

Sakon nakhon     
     Muang District  + + - 2 
     Pang Khon District + + - 2 
Nakhon Phanom     
     Renu Nakhon District + + + 3 
     That Phanom District + + + 3 

  

 ข้อมลูปรสิตในการศกึษาครัง้นี ้พบวา่ตรวจพบปรสิตจากฟาร์มของเกษตรกรผู้ เลีย้งกบ คิดเป็นร้อยละ 
84.1 จากฟาร์มทัง้หมด (151 ฟาร์ม) โดยในจงัหวดัสกลนครอ าเภอเมือง ตรวจพบปรสิตจ านวน 64 ฟาร์ม คิด
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เป็นร้อยละ 88.89 จากทัง้หมด 72 ฟาร์ม  อ าเภอพังโคน ตรวจพบปรสิตจ านวน  23 ฟาร์ม คิดเป็นร้อยละ 
79.31 จากทัง้หมด 29 ฟาร์ม ส่วนจงัหวดันครพนม ท่ีอ าเภอเรณนูคร ตรวจพบปรสิต จ านวน 32 ฟาร์ม คิดเป็น
ร้อยละ 88.88 จากทัง้หมด จ านวน 36 ฟาร์ม และอ าเภอธาตพุนม ตรวจพบปรสิต จ านวน 8 ฟาร์ม คิดเป็นร้อย
ละ 57.14 จากทัง้หมด 14 ฟาร์ม โดยปรสิตท่ีพบได้แก่ Opalina sp., Balantidium sp. และ Trichodina sp. 
โดยตรวจพบเชือ้ Opalina sp มากท่ีสดุ คิดเป็นร้อยละ 73.10 รองลงมาคือเชือ้ Balantidium sp. คิดเป็นร้อย
ละ 19.69 และ Trichodina sp. คิดเป็นร้อยละ 7.09 ตามล าดบั ดงัแสดงใน Table 4 
 อวยัวะท่ีตรวจพบปรสิต ได้แก่ ล าไส้เล็ก พบปรสิตจ านวน 3 ชนิด ท่ีพบมากท่ีสดุได้แก่ Opalina sp. 
สูงสุด รองลงมาคือ Balantidium sp. และน้อยท่ีสุดคือ Trichodina sp. ตามล าดับ รองลงมาคือ ล าไส้ใหญ่ 
พบ 1 ชนิด คือ Opalina sp. ในกระเพาะไม่พบปรสิตชนิดใดเลย ส่วนในตบั ไต เลือด กล้ามเนือ้ และถุงน า้ดี 
ตรวจไมพ่บปรสิต  
 สาเหตุของการก่อโรคท่ีพบในกบตัวอย่าง พบเชือ้แบคทีเรีย และปรสิต ส่วนเชือ้ราตรวจไม่พบใน
ตวัอย่างกบ โดยเชือ้แบคทีเรียท่ีตรวจพบในตบัเท่านัน้มี   3 ชนิด ส่วนในอวยัวะส่วนอื่นไม่พบ แบคทีเรียชนิดท่ี
พ บ ม าก ท่ี สุ ด คื อ  Aeromonas hydrophila ร อ งล งม าคื อ  Flavobacterium meningosepticum แ ล ะ 
Pseudomonas aeruginosa ซึง่สอดคล้องกบั Sririkanonda  (2009) ท่ีศกึษาโรคท่ีพบในกบในเขตภาคใต้โดย
สามารถแยกเชือ้แบคทีเรียจากตับเท่านัน้ ในขณะท่ีแตกต่างจาก Yang et.al (2006) ท่ีสามารถแยกเชือ้
แบคทีเรียจากกบได้ในปริมาณสงูจากเลือด ตบั ล าไส้ ตา และแผลถลอก 
 

Table 4 Parasites found from frog at Sakon nakhon and Nakhon phanom farm (151 farms) 

Province 
Quantity of 

farm 
No. of farms  found parasite 

total percentage 
Opalina sp. Balantidium sp. Trichodina sp. 

Sakon nakhon       
     Muang District  72 48 12 4 64 88.89 
     Pang Khon District 29 15 6 2 23 79.31 
Nakhon Phanom       
     Renu Nakhon District 36 24 6 2 32 88.88 
     That Phanom District 14 6 1 1 8 57.14 
Total 151 93 25 9 127 - 
percentage - 73.10 19.69 7.09 84.11 - 

 

 และพบว่าจงัหวดัท่ีพบเชือ้แบคทีเรียหลายชนิดท่ีสดุคือจงัหวดันครพนม ในเขตอ าเภอเรณูนครและ
ธาตุพนม นอกจากนีย้ังตรวจพบปรสิตอีก 3 ชนิด ดังนี ้Opalina sp., Balantidium sp. และ Trichodina sp. 
โดยตรวจพบในล าไส้แล็กมากท่ีสดุ รองลงมาคือในล าไส้ใหญ่ ส่วนในตบั ไต เลือด กล้ามเนือ้ตรวจไมพ่บปรสิต 
และพบว่าจังหวัดนครพนมมีจ านวนชนิดของแบคทีเรียมากท่ีสุด ผลการศึกษาชนิดปรสิตในครัง้นีม้ีความ
สอดคล้องกบั Sririkanonda (2009)  
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คุณภาพน า้ในบ่อเลีย้งกบของเกษตรกร 
จากตัวอย่างน า้ในบ่อเลีย้งกบท่ีสุ่มเก็บ ผลการตรวจ (Table 5) พบว่า น า้ในฟาร์มเลีย้งกบนา มีค่า

แอมโมเนียทัง้หมด (Total ammonia)สูงกว่าเกณฑ์มาตรฐาน และออกซิเจนท่ีละลายในน า้  (Dissolved 
oxygen) ต ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน ซึง่ไมเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ โดยเกณฑ์มาตรฐานของกรมประมง 
รายงานว่าในน า้ควรมีค่าแอมโมเนีย (Total ammonia) ไม่ควรเกิน 0.02 mg/l ส่วนออกซิเจนท่ีละลายน า้ ไม่
ควรต ่ากวา่ 3 mg/l สว่นคา่อื่นๆ อยู่ในเกณฑ์ปกติท่ีเหมาะสมตอ่การเพาะเลีย้งสตัว์น า้  

คณุภาพน า้ในบ่อเลีย้งก็มีผลต่อการเกิดโรค ซึ่งพบว่าค่าแอมโมเนียในบ่อเลีย้งทัง้ในจงัหวดัสกลนคร
และนครพนมล้วนสงูกว่าเกณฑ์มาตรฐานท่ีก าหนดคือมีค่าสงูกว่า 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร (Duangsawat and 
Somsiri, 1992)  ท าให้สตัว์น า้เกิดความเครียด ออ่นแอ และเกิดการติดเชิอ้ก่อโรคได้ง่าย ส่วนค่าออกซิเจนก็ต ่า
กว่าค่ามาตรฐานคือน้อยกว่า 3 มิลลิกรัม/ลิตร แต่ในกบเป็นสตัว์คร่ึงบกคร่ึงน า้ท่ีสามารถหายใจได้หลายทาง 
เช่น ผิวหนงั และปอด จงึท าให้ปริมาณออกซิเจนไมม่ีผลเท่าแอมโมเนีย 

 
สรุปผลการวิจัย 

 ผลการศึกษาโรคท่ีพบในเขตจงัหวดัสกลนคร และจงัหวดันครพนม  พบว่ามีสาเหตจุากเชือ้แบคทีเรีย
จ าน วน   3  ช นิ ด  เชื อ้ ก่ อ โรคมาก ท่ี สุดคื อ  Aeromonas hydrophila, รองล งมาคื อ  Flavobacterium 
meningosepticum และ Pseudomonas aeruginosa ปรสิตจ านวน  3 ชนิด ท่ีก่อโรคมากท่ีสุด คือ Opalina 
sp. รองลงมาคือ Balantidium sp. และ Trichodina sp. ตามล าดบั 
 
Table 5 Water quality of frog farm in Sakon nakhon and Nakhon phanom   

Water quality Sakon Nakhon Nakhon Phanom 
The optimum of water 
quality for aquaculture 

References 

pH 6.9±0.018 6.8±0.120 6.5-8.5  Boyd (1982) 

Temperature, C 29.5±0.012 30.5±0.041  40  Lohaluksanadech et.al (2018) 

Alkalinity, mg/l 190±0.034 188±0.021 50-300  Asawasemanee (2018; Online)  
Hardness, mg/l 69±0.121 72±0.098               > 20  Boyd (1982) 
Total ammonia, mg/l 0.09±0.110 0.15±0.021  0.02  Duangsawat and Somsiri (1992)  
Dissolved oxygen, mg/l 2.70±0.102 2.82±0.201 > 3  Tontoonwat and Pornprapa (2001) 
Nitrite, mg/l 0.25±0.051 0.19±0.032 <0.017  Lohaluksanadech et.al. (2018) 
Nitrate, mg/l 0.42±0.075 0.38±0.034  10  Sangrungruang  (2008) 
Hydrogen sulfide, mg/l 0.20±0.014 0.25±0.091 < 0.002  Duangsawat and Somsiri (1992)  

 
 คณุภาพน า้ในบ่อเลีย้งกบ พบวา่ คา่แอมโมเนีย ค่าออกซิเจนท่ีละลายในน า้ มีค่าเกินมาตรฐานในการ
เพาะเลีย้งสตัว์น า้ซึง่สง่ผลให้สตัว์น า้ออ่นแอ เกิดความเครียด และเกิดการติดเชือ้ได้ง่าย 

 แนวทางท่ีดีท่ีสดุท่ีไม่ให้กบเป็นโรคคือ การป้องกนัตัง้แต่แรกเร่ิมได้แก่ การควบคมุคณุภาพน า้ให้ดีอยู่
เสมอ การฆ่าเชือ้ในน า้ก่อนน ามาใช้ มีการถ่ายเทน า้อย่างสม ่าเสมอ ไม่เลีย้งหนาแน่นเกินไป และให้อาหาร
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อย่างเหมาะสม ส าหรับการรักษานัน้เมื่อกบเกิดโรคแล้ว จะท าได้ค่อนข้างยากจะท าได้เม่ือกบอาการยงัไม่หนกั
มาก แตถ้่ากบป่วยมากแล้วการรักษามกัจะไมไ่ด้ผล 
 

ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการศึกษาวิเคราะห์หาแนวทางการจัดการระบบการเลีย้ง ต้นทุนการผลิต ผลตอบแทนทาง
เศรษฐกิจ รวมถึงศกึษาข้อมลูท่ีเป็นประโยชน์จากเกษตรกรและผู้ เก่ียวข้องต่าง ๆ เช่นเจ้าหน้าท่ีภาครัฐท่ีจะมี
สว่นช่วยในการพฒันาการเลีย้งกบตอ่ไป 
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การใช้การตอบสนองของปลานิล (Orechromis niloticus) เป็นดัชนีทางชีวภาพ 
เพื่อประเมินผลกระทบและความเส่ียงทางนิเวศวิทยาและสิ่งแวดล้อมของมลพษิ 
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บทคัดย่อ 
การศึกษาครัง้นีใ้ช้การตอบสนองทางชีวภาพของปลานิลมาใช้เพ่ือประเมินผลกระทบและความเสี่ยง

ทางด้านนิเวศวิทยาและสิ่งแวดล้อมของมลพิษทางน า้ท่ีเกิดจากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างกนัใน
พืน้ท่ีลุม่น า้ห้วยหลวง จงัหวดัอดุรธานีโดยเก็บตวัอย่างน า้จาก 3 พืน้ท่ี คือพืน้ท่ีอ้างอิงพืน้ท่ีเกษตรกรรมและพืน้ท่ี
อุตสาหกรรมในฤดูน า้น้อย (กุมภาพันธ์-เมษายน 2560) และฤดูน า้หลาก(พฤษภาคม-กรกฎาคม 2560) ผล
การศกึษาพบวา่คณุภาพน า้โดยรวมของลุม่น า้ห้วยหลวงอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานน า้ผิวดินประเภทท่ี 3 แตอ่ย่างไร
ก็ตามพบปริมาณโลหะหนักในน า้ (Zn, Cr, Cd, Cu, Pb, Mn และFe) ในพืน้ท่ีอุตสาหกรรมและเกษตรกรรมมี
ปริมาณสงูกว่าเกณฑ์มาตรฐานคณุภาพน า้ ส่วนผลการศึกษาทางพิษวิทยา(การรอดชีวิตและการท างานของ
เอนไซม์ glutathione S-transferase (GST) จากผลการศึกษาพบว่าน า้จากพืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีความเป็น     
พิษเฉียบพลันต่อปลานิลมากท่ีสุดโดยพบการรอดชีวิตของปลานิลท่ีระยะเวลา 96 ชั่วโมง (51.00±1.20-
76.67±0.58 %) รองลงมาพืน้ท่ีเกษตรกรรม (73.33±3.20 - 86.67±2.85 %) และพืน้ท่ีอ้างอิง (76.67±1.50-
86.70±1.58 %) ตามล าดับ (P<0.05) และผลการศึกษายังพบว่าน า้จากพืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีผลท าให้การ
ท างานของเอนไซม์ GST ในตบัปลานิลท่ีเวลา 48 ชัว่โมงเพ่ิมสงูขึน้แตกต่างอย่างมีนยัส าคญักบัจดุเก็บตวัอย่าง
อื่น (P<0.05) จากผลการศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่าการใช้ประโยชน์ท่ีดินในลุ่มน า้ห้วยหลวงมีผลต่อคุณภาพน า้ 
และมีผลท าให้ปลานิลในกลุ่มทดลองมีอตัรารอดชีวิตต ่ากวา่ชดุควบคมุ และส่งผลท าให้การท างานของเอนไซม์ 
GST ในปลานิลเพ่ิมขึน้ ดังนัน้การตอบสนองทางชีวภาพของปลานิลโดยเฉพาะการท างานของ GST ควร
น ามาใช้ในการประเมินความเสี่ยงและผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมควบคู่กับการวิเคราะห์ทางเคมีเพ่ือใช้เป็น
ตวัชีว้ดัทางชีวภาพในการคาดการณ์การผลกระทบของมลพิษทางน า้ลุม่ห้วยหลวงและประเทศไทยตอ่ไป 
ค าส าคัญ: เอนไซม์กลตูาไธโอนเอสทรานสเฟอเรส การตอบสนองทางชีวภาพ   
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Abstract 
 This study aimed to investigate the potential use of biological responses of Nile tilapia, 
Orechromis niloticusas biomarkers for ecological risk assessment of water pollution caused by 
different land uses in Huai Luang Basin areas (reference, industrial and agricultural area), Udon Thani 
province. The specimens from each areas were taken during the dry season (February - April 2017) 
and wet season (May -July 2017).The results of this study revealed that the overall water quality of 
Huai Luang Basin was in the standard value. However, heavy metals (Zn, Cr, Cd, Cu, Pb, Mn and 
Fe) in the waterindustrial and agricultural areas were higher than the water quality standard. For the 
ecotoxicity test (survival and glutathione S-transferase (GST) activity) on Nile tilapia, the study    
found that water from industrial areas had higher acute toxicity (96hr) effect on % survival of Nile 
tilapia (51.00±1.20-76.67±0.58%) than agricultural areas (73.33±3.20 - 86.67±2.85%) and reference 
area (73.33±3.20 - 86.67±2.85 %),respectively (P<0.05). In addition, significant induction of  GST 
activity was found in Nile tilapia exposed to water (48hr) from industrial areas compared with those 
exposed to water from others areas (P<0.05).This study demonstrated that different land uses 
affected the water quality resulted in lower survival rate of treatment group compared  with control 
and resulted in induction of GST activity. Therefore, the biological responses of Nile tilapia, 
especially GST activity could serve as potential biomarkers for ecological risk assessment of 
pollutant in concurrently with chemical analysis. These biomarkers may be used to predict 
contamination in Huai Luang Basin and freshwater ecosystems of Thailand. 
Keywords: glutathione-S-transferase, biological response 
 

ค าน า 
 ลุม่น า้ห้วยหลวงเป็นลุม่น า้ท่ีมีความส าคญัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีเนือ้ท่ีประมาณ 2,588,724 ไร่ 
ก่อนไหลไปรวมกับแม่น า้โขง และถูกน าใช้ประโยชน์ทัง้การผลิตน า้ประปาเพ่ืออปุโภคบริโภค การประมง และ
การเกษตรกรรม แต่เน่ืองจากการเพ่ิมขึน้ของจ านวนประชากรการขยายตัวของภาคเกษตรกรรมและ
อตุสาหกรรมท่ีเพ่ิมสงูขึน้ในปัจจุบันส่งผลให้คณุภาพน า้ลุ่มน า้ห้วยหลวงเสื่อมโทรมลงและเกิดการสะสมของ
สารมลพิษในแหล่งน า้ซึ่งส่งผลท าให้สัตว์น า้ได้รับอันตราย  (Regional environmental office 9, 2015)
โดยเฉพาะปลาท่ีเป็นอาหารหลักท่ีส าคัญของมนุษย์หากมีการสะสมของมลพิษก็มีศักยภาพท่ีจะก่อให้เกิด
อนัตรายตอ่มนษุย์ซึง่เป็นผู้บริโภคล าดบัสดุท้ายในระบบห่วงโซอ่าหารได้ (Kim et al., 2015) ดงันัน้การประเมิน
ความเสี่ยงและผลกระทบของมลพิษในลุ่มน า้ห้วยหลวงจึงมีความส าคญัโดยการทดสอบทางนิเวศพิษวิทยา 
(Ecotoxicology test )เป็นแนวทางหนึง่ท่ีใช้ในการประเมินความเสี่ยงและผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมในปัจจบุนั 
โดยท าการศึกษาผลกระทบของสารมลพิษลักษณะทางกายภาพและเคมีการแพร่กระจายของสารมลพิษ 
รวมถึงความสัมพันธ์ของสารมลพิษกับระบบนิเวศโดยวิธีการน าสารเหล่านัน้มาทดสอบความเป็นพิษต่อ
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สัตว์ทดลองซึ่งวิธีนีส้ามารถใช้ประเมินระดับสารมลพิษท่ีสิ่งมีชีวิตได้รับแล้วน ามาใช้เป็นตัวบ่งชีแ้ละเป็น
เคร่ืองมือท่ีใช้เป็นวัดการปนเปือ้นของมลพิษในระบบนิ เวศ (Bae and Park, 2014) โดยปัจจุบันปลานิล      
(Nile tilapia) ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการประเมินผลกระทบในระบบนิเวศทางน า้ เน่ืองจากพบได้
แพร่หลาย เพาะเลีย้งได้ในห้องปฏิบัติการ ตอบสนองต่อสารมลพิษได้ดีและมีคุณค่าทางเศรษฐกิจและเป็น
แหล่งอาหารหลักของมนุษย์ (Figueiredo-Fernandes et al., 2007) ซึ่ง Lasheen et al. (2012) รายงานว่า
ปลานิลสามารถตอบสนองต่อสารมลพิษได้ดีในระดบัท่ีแตกต่างกนัตามชนิดและระดบัความเข้มข้นของสารท่ี
ได้รับจึงสามารถน ามาใช้เป็นดชันีทางชีวภาพในการติดตามผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมได้ดี  แต่อย่างไรก็ตาม
การศกึษามลพิษทางน า้ในประเทศไทยส่วนใหญ่ศึกษาข้อมูลเฉพาะทางด้านกายภาพและทางเคมีส่วนข้อมูล
ทางชีวภาพมีการศกึษาอยู่น้อยโดยเฉพาะข้อมลูด้านนิเวศพิษวิทยากบัสิ่งมีชีวิตท าให้ข้อมลูและวิธีการที่อ้างอิง
ส่วนใหญ่เป็นข้อมูลท่ีได้ต่างประเทศและเมื่อน าข้อมูลมาปรับใช้อาจไม่เหมาะสมเน่ืองจากสภาพแวดล้อม
รวมถึงชนิดสิ่งมีชีวิตท่ีใช้ทดสอบแตกต่างกัน ดงันัน้การศึกษานีจ้ึงน าปลานิลท่ีเป็นสตัว์น า้ในท้องถ่ินมาใช้ใน
การประเมินผลกระทบของมลพิษทางน า้ในลุ่มน า้ห้วยหลวงควบคู่กบัการศึกษาทางด้านกายภาพและเคมีซึ่ง
ข้อมูลท่ีได้สามารถใช้เป็นข้อมูลพืน้ฐานประกอบการก าหนดมาตรฐานคุณภาพน า้และใช้เป็นเคร่ืองมือใน     
การค้นหาคาดการณ์ผลกระทบของมลพิษในน า้รวมถึงใช้ในการติดตามเฝ้าระวงั และจัดการคุณภาพน า้ใน   
ลุม่น า้ห้วยหลวงและระบบนิเวศทางน า้ของประเทศไทยอย่างยัง่ยืนตอ่ไปได้ 
 

วัตถุประสงค์ 
  1. เพ่ือประเมินผลท่ีเกิดจากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างกันในพืน้ท่ีลุ่มน า้ห้วยหลวง 
จงัหวดัอดุรธานี ท่ีมีผลตอ่คณุภาพน า้และการสะสมของโลหะหนกัในระบบนิเวศทางน า้ 
 2. เพ่ือศกึษาความเป็นพิษของมลพิษทางน า้ท่ีเกิดจากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างกนัใน
พืน้ท่ีลุ่มน า้ห้วยหลวง จังหวดัอุดรธานี ท่ีส่งผลต่อพิษต่อการรอดชีวิต และกิจกรรมการท างานของเอนไซม์
gluthathione S- tranferase (GST)  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1.พืน้ศึกษา สถานีเกบ็ตัวอย่างและช่วงเวลาเกบ็ข้อมูล 
 พืน้ท่ีศึกษาคือพืน้ท่ีลุ่มน า้ห้วยหลวง จ.อุดรธานี โดยแบ่งพืน้ท่ีเก็บตัวอย่างตามกิจกรรมการใช้
ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างซึง่แบ่งออกเป็น  3 พืน้ท่ี คือพืน้ท่ีอ้างอิง พืน้ท่ีเกษตรกรรมและพืน้ท่ีอตุสาหกรรมโดย
เก็บตวัอย่าง  2  ฤดกูาล คือ ในช่วงฤดนู า้น้อย (กุมภาพนัธ์ - เมษายน 2560) และในฤดนู า้หลาก (พฤษภาคม -
กรกฎาคม 2560) ท าการเก็บตวัอย่างฤดกูาลละ 3 ครัง้ดงัตอ่ไปนี ้
 1.1 สถานท่ี 1 (พืน้ท่ีอ้างอิง) ตัง้อยู่บริเวณ 17O22/30//N 102O 36/ 3//E ในพืน้ท่ีต้นน า้ลุ่มน า้ห้วยหลวง 
จ. อดุรธานี ซึง่เป็นเข่ือนสร้างเพ่ือการชลประทาน และเป็นแหลง่น า้ส าหรับใช้ผลิตน า้ประปาในจงัหวดัอดุรธานี 
 1.2 สถานท่ี 2 (เกษตรกรรม) ตัง้อยู่บริเวณ 17O22/54//N 102O35/ 41//E มีเนือ้ท่ีประมาณ 30 ไร่ โดยมี
การปลกูพืช เช่น ท านา ปลกูอ้อย ถัว่ฝักยาวมะนาว พริก ท านา และมีฟาร์มเลีย้งหมแูละไก่ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962435
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 1.3 พืน้ท่ีเก็บตัวอย่างท่ี 3 (อุตสาหกรรม) ตัง้อยู่บริเวณ17O25/ 19//N  102O 36/54//E เป็นบริเวณ      
จดุรวมรับน า้จากโรงงานผลิตและแปรรูปยางพาราและโรงเลื่อยไม้ ในพืน้ท่ีลุม่น า้ห้วยหลวง 
2. การเกบ็และวิเคราะห์คุณภาพน า้บางประการ 
 ท าการเก็บตวัอย่างน า้แบบจ้วง (Grab Sampling) พร้อมกบัวิเคราะห์คณุภาพน า้บางประการตามวิธี
ของ APHA (1996)ได้แก่  ค่าของแข็งทัง้หมด (Total solid) ของแข็งท่ีละลายน า้ (Total dissolved solid) 
ของแข็งแขวนลอยในน า้ (Suspended solids) ความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ออกซิเจนท่ีละลายน า้ (DO) 
ปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรีย์ย่อยสลายสารอินทรีย์ในน า้ (BOD) ปริมาณออกซิเจนท่ีใช้ออกซิไดซ์สารอินทรีย์  
ในน า้ (COD) ออร์โธฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส ไนเตรท-ไนโตรเจน ค่าการน าไฟฟ้า (Electrical conductivity) ค่า
ความเป็นดา่ง (Alkalinity) ความกระด้าง (Hardness) และโลหะหนกั (Zn, Cu, Cr, Cd, Pb, Mn และ Fe)  
3. การทดสอบทางนิเวศพิษวิทยาของน า้เกิดจากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ที่ดินที่แตกต่างกันในพืน้ที่
ลุ่มน า้ห้วยหลวง จ. อุดรธานี ที่มีผลต่อการรอดชีวิต และการท างานของเอนไซม์ GST ในตับปลานิล 
 สิ่งมีชีวิตท่ีใช้ทดสอบ คือปลานิล Oreochromis niloticus โดยน าปลานิลอายุ 10  วนั จากศูนย์วิจัย
และพัฒนาการเพาะเลีย้งประมงน า้จืด จ.อุดรธานี มาเพาะเลีย้งท่ีห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลัย 
ราชภฏัอดุรธานี และเม่ืออายุครบ 1 เดือน ซึง่มีขนาดล าตวัยาว 3 - 5 เซนติเมตรจงึน ามาทดสอบทางพิษวิทยา 
ซึง่ทดสอบโดยใช้วิธีวิเคราะห์แบบน า้น่ิงไม่เปลี่ยนน า้ (static bioassay) ตามวิธีของ US EPA (2002) แบ่งการ
ทดสอบออกเป็น 2 ชุดการทดลอง ในแต่ละชุดการทดลองแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม คือ น า้จาก
พืน้ท่ีอ้างอิงและกลุม่ทดลอง ได้แก่ ตวัอย่างน า้ท่ีได้จากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีต่างกนั 2 พืน้ท่ี ท่ีระดบั
ความเข้มข้น 100 % และใช้ปลานิลจ านวน 10 ตัวต่อซ า้และทดลองทัง้หมด 6 ซ า้  โดยชุดการทดลองท่ี 1 
ทดสอบการรอดชีวิตของปลานิลด้วยการสงัเกตการตอบสนองของปลานิลและจดบันทึกการตายท่ีระยะเวลา 
24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พร้อมวัดคุณภาพน า้บางประการจนสิน้สุดการท าการทดลอง (APHA, 1996) 
จากนัน้น าผลที่ได้ไปค านวณอตัราการรอดชีวิตของปลานิลท่ีระยะเวลา 96 ชัว่โมง ส่วนการวิเคราะห์การท างาน
ของ GST ในปลานิลที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เมื่อสิน้สดุการทดสอบท าการคดัแยกปลานิลท่ีรอดชีวิตมา
แยกเฉพาะส่วนตับและน าไปชั่งน า้หนักสดหลังจากนัน้น าตัวอย่างไปวัดการท างานของเอนไซม์  GST ซึ่ง
ดดัแปลงตามวิธี Habig et al. (1974) โดยใช้ reduce GSH และ 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) เป็น 
substrate หลงัท าปฏิกิริยาน าไปวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีช่วง 340 nmด้วยเคร่ือง Microplate reader จากนัน้น าไป
ค านวณการท างานของ GST (∆OD/min/mg protein) ส่วนการวิเคราะห์โปรตีนท่ีสกัดได้จากตับปลานิล
ดดัแปลงตามวิธี Bradford (1976) และน าตวัอย่างทัง้หมดไปวดัท่ีคา่ดดูกลืนแสงท่ีช่วง 595 nm 
4.สถติทิี่ใช้ในการทดลอง 
 วิเคราะห์ข้อมูลคุณภาพน า้ปริมาณโลหะหนักในน า้ รวมถึงข้อมลูทางนิเวศพิษวิทยาเพ่ือเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มการทดลอง ซึ่งผลท่ีได้จากการทดลองจะท าการวิเคราะห์โดยใช้ 
(ANOVA) ด้วยโปรแกรม Statistical 8 software  
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ผลและวิจารณ์การศึกษา 
 1. สถานการณ์คุณภาพน า้บางประการในลุ่มน า้ห้วยหลวง จ . อุดรธานี โดยรวมยังอยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานน า้ผิวดินประเภทท่ี 3 ทัง้สามพืน้ท่ียกเว้นบางพารามิเตอร์ ได้แก่ สารอินทรีย์ และปริมาณโลหะหนัก
ในน า้จากพืน้ท่ีอตุสาหกรรมและเกษตรกรรมมีคา่เกินเกณฑ์มาตรฐานน า้ผิวดินประเภทท่ี 3 (Pollution Control  
Department, 1994) และพบว่าพืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีคุณภาพน า้ค่อนข้างเสียและมีปริมาณโลหะหนักในน า้
ค่อนข้างสูงกว่าจุดเก็บตวัอย่างอื่น รองลงมา คือ พืน้ท่ีเกษตรกรรม และพืน้ท่ีอ้างอิงตามล าดบั (Table 1) ซึ่ง
การที่พืน้ท่ีอตุสาหกรรมมีปริมาณสารอินทรีย์ และโลหะหนกัในน า้สงูกวา่จุดเก็บตวัอย่างอ่ืน อาจเน่ืองจากเป็น
จุดท่ีรับน า้จากโรงงานท่ีมีการแปรรูปยางพาราซึ่งในกระบวนการผลิตมีการน าวัตถุดิบในการผลิต เช่น  น า้
ยางพาราและโลหะหนักเข้ามาใช้ในกระบวนการผลิต ซึ่งอาจท าให้น า้เสียท่ีเกิดขึน้มีความสกปรกในรูป
สารอินทรีย์ และโลหะหนกัน า้สงูกวา่จดุอ่ืน (Massoudinejad et al., 2015) (Table 1) สว่นในพืน้ท่ีเกษตรกรรม
ท่ีวดัค่า BOD ได้สูงอาจเน่ืองจากมีฟาร์มเลีย้งสัตว์บริเวณใกล้เคียงซึ่งอาจส่งผลท าให้วดัค่า BOD ได้สูงเกิน
มาตรฐานคุณภาพน า้ ส่วนปริมาณโลหะหนักท่ีมีสูงอาจเน่ืองจากมีการน าเอาสารเคมีก าจัดศตัรูพืชและสตัว์
รวมถึงปุ๋ ยเคมีเข้ามาใช้ซึง่องค์ประกอบของทัง้สองอย่างอาจมีโลหะหนกัปนเปือ้นอยู่ด้วย โดย Wu and Zhang 
(2010) รายงานว่าสารเคมีก าจดัศตัรูพืชและสตัว์โดยทั่วไปจะมีองค์ประกอบของ Cd, Hg และ Pb โดยเฉพาะ 
Cu และ Zn ท่ีพบมากในพืน้ท่ีเกษตรกรรมซึง่จะพบว่า Cu เป็นองค์ประกอบของยาฆ่าหญ้าและสารก าจดัหอย
หรือสาหร่าย เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zarcinas et al. (2004) ท่ีอธิบายว่าปุ๋ ยฟอสเฟตเป็นแหล่งหลกัท่ีมี 
การปนเปือ้นของ Cd มากท่ีสุด นอกจากนีย้ังพบ Cu, As และ Zn สูงด้วย ดังนัน้จึงอาจส่งผลท าให้พบโลหะ
หนกัได้สงูในพืน้ท่ีท าเกษตรกรรม ส่วนผลของฤดกูาลท่ีแตกต่างกันพบว่าพารามิเตอร์น า้ท่ีตรวจวดัส่วนใหญ่มี
คา่ใกล้เคียงกนัยกเว้น COD ในฤดนู า้น้อยมีคา่สงูในจุดพืน้ท่ีอตุสาหกรรมและ EC ท่ีมีแนวโน้มสงูขึน้ในฤดกูาล
น า้หลากเช่นเดียวกบัโลหะหนกัในน า้ท่ีมีเข้มข้นสงูในฤดนู า้หลากมากกวา่ฤดนู า้น้อย ซึง่อาจเกิดจากช่วงฤดกูาล
น า้หลากเป็นช่วงท่ีมีฝนตกส่งผลท าให้น า้ฝนชะล้างสารต่าง ๆ ลงสู่แหล่งน า้ได้ง่าย จึงอาจส่งผลท าให้คณุภาพ
น า้ในฤดูน า้หลากมีแนวโน้มต ่าและมีความเข้มข้นของโลหะหนักสูงกว่าในช่วงฤดูน า้น้อย ซึ่งสอดคล้องกับ  
Offem et al. (2011) อธิบายวา่ฝนท่ีตกมีผลตอ่การละลายและเคลื่อนย้ายโลหะหนกัลงสูแ่หลง่น า้สงูขึน้ 
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Table1 Water quality and concentration of heavy metal in water in Huai Luang Basin, Udon Thani 
Province in dry and wet seasons 
 

Values are mean+SD in the same row followed by the same letter are not significantly different at ( P>0.05) and different 
letters in superscript indicate significant difference significant difference at (P<0.05) 

 

 2. การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันของน า้จากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างกันในพืน้ท่ี     
ลุม่น า้ห้วยหลวง จ.อดุรธานี ท่ีมีผลตอ่การรอดชีวิตของปลานิลพบว่าปลานิลมีการรอดชีวิตลดลงเม่ือเวลาผ่าน
ไปและเมื่อครบระยะเวลา 96 ชั่วโมง ปลานิลท่ีได้รับน า้จากพืน้ท่ีอ้างอิงเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมจะมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 76.67±1.50 - 86.67±1.58 % ส่วนในฤดูน า้หลากความเป็นปลานิลมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 51±1.20 - 76.67±1.50 % โดยพบว่าน า้จากพืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีความเป็น
พิษเฉียบพลนัท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของปลานิลมากท่ีสุดรองลงมาคือพืน้เกษตรกรรมและอ้างอิง
ตามล าดบั ซึ่งการท่ีพืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีความเป็นพิษเฉียบพลนัต่อปลานิลมากท่ีสุดอาจเกิดจากคุณภาพน า้  
ในพืน้ท่ีมีปริมาณของโลหะหนักในน า้สูงรวมถึงพารามิเตอร์น า้โดยเฉพาะความสกปรกในรูปของสารอินทรีย์
และอนินทรีย์ท่ีมีค่าสูงกว่าจุดเก็บตัวอย่างอื่นซึ่งสอดคล้องกับ  Eissa et al. (2013) และ Massoudinejad      

Parameters 
Reference area Agricultural area Industrial area 

Dry Wet Dry Wet Dry Wet 
pH 6.40±0.20 6.59±0.12 6.26±0.12 6.35±0.01 6.60±0.04 7.86±0.21 

EC ( µS/cm) 67.62±0.14d 70.36±2.25 d 74.78±2.12 d 118.10±0.17c 240.70±0.10 b 405.10±0.61a 

DO (mg/L) 6.52± 1.75 8.25±1.10 7.25±1.80 7.57±1.20 3.45± 1.27 a 5.92±1.51 

BOD (mg/L) 3.34±2.11 d 5.33±1.88d 6.67±1.35d 10.21±2.67 c 95.66±9.24a 17.45 ±4.56 b 

COD (mg/L) 21.33±9.24d 21.33±9.24d 26.67±1.48 d 42.67±9.24c 386.67±9.24a 69.87±1.63 b 

Hardness  
(mg/L as 
CaCO3) 

55.33±3.06c 65.33±3.06b 65.33±5.77b 70.00±4.00b 69.33±10.37b 150.67±3.06 a 

Alkalinity 
(mg/L) 

82.00±5.30cd 76.00± 2.00d 73.33±4.16d 91.33±4.16c 150.00±2.46b 560.00±1.73a 

NO-
3 (mg/L) 0.09±0.04 0.12 ±0.10 0.10±0.25 0.14 ±0.01 0.18±0.10 0.22 ±0.10 

PO-
4 (mg/L) 0.05±0.13 0.04± 0.15 0.03±0.22 0.03± 0.07 0.06±0.04a 0.03±0.00 

Zn (mg/L) 0.17 ±0.04c 1.81±0.20b 0.29±0.08c 4.65±0.04a 1.84±0.04b 2.07±0.04b 
Cr (mg/L) <0.005±0.04b <0.005±0.04b 0.30±0.020a <0.005±0.03b 0.36±0.08 a 0.31±0.02  a 
Cd (mg/L) 0.02±0.01a 0.02± 0.00 a 0.24±0.10 0.20±0.03 0.22 ±0.00 0.22 ±0.00 
Cu (mg/L) 0.01±0.01b 0.51±0.01 0.56 ±0.00 0.74±0.01a  0.51± 0.01 0.56 ±0.02 
Pb (mg/L) <0.001±0.07f 0.28 ±0.01c 0.15±0.02 e 0.51±0.02b  0.24 ±0.00 d 6.97±0.28a  
Mn (mg/L) 1.52±0.04 d 1.11 ±0.10e 7.73 ±1.50 b 12.18±1.56 a  2.03 ±0.20c 1.90±0.01c 
Fe (mg/L) 10.54±0.04 10.05±0.86 12.17± 0.08 52.53±0.84 a 49.63±0.08 a 13.80±1.42 
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et al. (2015)  ท่ีอธิบายว่าน า้เสียท่ีเกิดจากพืน้ท่ีอุตสาหกรรมโดยเฉพาะจากการผลิตยางพาราจะมีพวก
สารอาหารรวมทัง้ของเสียท่ีเป็นของแข็งและโลหะหนกัสงูซึง่เป็นแหล่งก าเนิดหลกัท่ีท าให้โลหะหนกัปนเปือ้นใน
ระบบนิเวศทางน า้และเป็นอนัตรายต่อพวกปลาและสตัว์น า้ชนิดอื่นจากผลดงักล่าวจึงอาจท าให้น า้ท่ีมาจาก
พืน้ท่ีอุตสาหกรรมมีความเป็นพิษเฉียบพลันต่อปลานิลมากกว่าจุดเก็บตัวอย่างอื่น ส่วนพืน้ท่ีอ้างอิงแม้ว่า
คณุภาพน า้และปริมาณโลหะหนกัอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานน า้ผิวดิน แต่จากผลการวิจยันีย้งัพบการตายของปลา
นิลในระยะเฉียบพลนัมากกวา่ 10 % (US EPA, 2002) อาจเกิดเน่ืองจากมีสารมลพิษกลุม่อื่นปนเปือ้นในแหล่ง
น า้ เช่นสารเคมีก าจดัศตัรูพืชและสตัว์ เพราะจากผลการวิจยันีพ้บการท างานของเอนไซม์ GST ในตบัปลานิล
เพ่ิมสงูขึน้หลงัสมัผสัน า้ในพืน้ท่ีอ้างอิง (Table 2) ซึง่ GST เป็นเอนไซม์ท่ีช่วยในการก าจดัสารแปลกปลอมท่ีเข้า
สูร่่างกาย และตอบสนองได้ดีกบัสารกลุม่โลหะหนกัและสารเคมกี าจดัศตัรูพืชและสตัว์ ดงันัน้จงึอาจเป็นสาเหตุ
ท าให้ปลานิลท่ีใช้ทดสอบตาย (Farombi et al., 2017) ดงันัน้ในการศึกษาครัง้ต่อไปผู้ วิจัยจะท าการตรวจวดั
สารมลพิษตัวอื่นเพ่ิมเติมเพ่ือท่ีสามารถวิเคราะห์คุณภาพน า้ครอบคลุมย่ิงขึน้ส่วนปัจจัยของฤดูกาลพบว่า
คณุภาพน า้ใน ฤดนู า้หลากมีแนวโน้มท่ีมีความเป็นพิษเฉียบพลนัต่อปลานิลสงูกวา่ในฤดนู า้น้อยซึง่อาจเกิดจาก
ในฤดูน า้หลากตรวจวดัปริมาณโลหะหนักรวมถึงความสกปรกในรูปของสารอินทรีย์และอนินทรีย์ได้สูงกว่าใน
ฤดูน า้น้อยซึง่อาจส่งผลท าให้ ปลานิลมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตต ่าซึ่งสอดคล้องกับ Offem et al. (2011) และ 
El-Azim et al. (2017) ท่ีรายงานว่าในฤดูน า้หลากน า้ฝนมีการชะล้างสารมลพิษลงสู่แหล่งน า้ได้สูงกว่าฤดูน า้
น้อยซึง่ท าให้ทัง้ปริมาณและคณุภาพน า้ลดลง 
 
 

 

 
 
 

  
 
 
 
 

Figure 1 Acute effect of polluted water in Huai Luang Basin, Udon Thani Province on % survival of 
Nile tilapia at 96 hr,*indicate significant difference among different value as each area (LSD, <0.05). 
 
 3. สว่นผลการศกึษาน า้จากกิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีแตกต่างกนัในพืน้ท่ีลุม่น า้ห้วยหลวงท่ีมีผล
ต่อการท างานของเอนไซม์ GST ในตบัปลานิล ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง (Table 2) พบว่าในฤดนู า้น้อย
และฤดูน า้หลากการท างานของ เอน ไซม์  GSTในตับปลานิลอยู่ ในช่ วง 0.018±0.01 - 0.038±0.02 
µmol/min/mgP และ 0.021±0.03 - 0.045±0.02 µmol/min/mgP ตามล าดบั โดยพบว่าปลานิลท่ีได้รับน า้จาก
พืน้ท่ีอุตสาหกรรมจะพบการท างานของGST ในตับสูงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับจุดเก็บ
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ตวัอย่างอ่ืน (P<0.05) รองลงมาคือพืน้ท่ีเกษตรกรรมและพืน้ท่ีอ้างอิงตามล าดบั ซึง่การที่ปลานิลที่สมัผสัน า้จาก
พืน้ท่ีอตุสาหกรรมมีการท างานของเอนไซม์ GST ในตบัสงูกวา่พืน้ท่ีอื่น อาจเน่ืองจากปลานิลสร้างเอนไซม์ GST 
ซึง่เป็น detoxification enzyme ซึง่มีกลไกการท างานป้องกนัและก าจดัสารแปลกปลอมท่ีเข้าสูร่่างกายสิ่งมีชีวิต 
โดย GST จะท าปฏิกิริยาเคมีในการก าจดัขจดัสารแปลกปลอมออกจากสิ่งมีชีวิตซึง่จะตอบสนองได้ดีกบัโลหะ
หนกั และสารก าจดัศตัรูพืชและสตัว์ (Farombi et al., 2017) ดงันัน้เม่ือปลานิลสมัผสัน า้ในพืน้ท่ีอุตสาหกรรม
ซึง่มีความเข้มข้นของสารอินทรีย์อนินทรีย์และโลหะหนกัในน า้สงูสดุจึงตรวจวดัการท างาน GST ในตบัปลานิล
สู ง เ ช่ น กั น  อี ก ทั ้ ง จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ยั ง พ บ ว่ า ก า ร ท า ง า น  GST 
https://apds.mju.ac.th/Login_Check_Academic.aspxยังเพ่ิมสูงขึน้ตามระยะเวลาท่ีสัมผัสน า้นานขึน้
เช่นกนัซึง่สอดคล้องกบั Joseph and Kafilat (2012) ท่ีอธิบายวา่ปลา Clarias gariepinus สมัผสักบัน า้ท่ีมี Zn 
และ Pbปนเปือ้นจะพบ GST เพ่ิมสงูขึน้ตามระยะเวลาท่ีสมัผสัน า้ท่ีเพ่ิมขึน้ สว่นผลของฤดกูาลพบวา่ไมม่ีผลต่อ
การท างานของ GST ในตบัปลานิล (Table 2) โดยจากการศกึษานีพ้บว่าแม้ว่าคุณภาพน า้ลุ่มน า้ห้วยหลวงอยู่
ในเกณฑ์คุณภาพน า้ผิวดินแต่ระดบัความเข้มข้นสารมลพิษพิษดงักล่าวก็ยังส่งผลกระทบต่อการท างานของ 
GST ในตบัปลานิลได้ตัง้แต่ระยะเวลา 24 ชัว่โมงซึง่การเปลี่ยนแปลงดงักล่าวอาจส่งผลต่อเน่ืองถึงการท างาน
ทางด้านสรีระหรือชีวเคมีในสิ่งมีชีวิตได้ 
 
Table 2 Effect of polluted water in Huai Luang Basin, Udon Thani Province on GST activity in liver of 
Nile tilapia at 24 and 48hr 

Note: Value are mean of six replication±SD; different letters in superscript indicate significant difference among different value 
as each exposure (P<0.05).  

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 กิจกรรมการใช้ประโยชน์ท่ีดินแตล่ะประเภทในลุม่น า้ห้วยหลวงก่อให้เกิดของเสียท่ีมีคณุสมบตัิท่ีแตกตา่ง
กันซึ่งของเสียท่ีเกิดจากการใช้ประโยชน์ในแต่ละกิจกรรมจะมีความสัมพันธ์กับคุณภาพน า้และและปริมาณ
โลหะหนักท่ีตรวจพบ นอกจากนีฤ้ดกูาลและสภาพท่ีตัง้ของพืน้ท่ีก็เป็นปัจจัยส าคญั ท่ีมีผลต่อคุณภาพน า้และ
การสะสมของสารมลพิษ ดังนัน้ในการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน า้จึงจ าเป็นต้องน าปัจจัยของ
สภาพแวดล้อมมาประกอบพิจารณาด้วย อีกทัง้ในการตรวจวดัคณุภาพน า้ทางเคมีอย่างเดียวอาจยงัไมส่ามารถ
สะท้อนถงึผลกระทบของมลพิษในพืน้ท่ีได้ดีเพราะถึงแม้วา่ระดบัคุณภาพน า้โดยรวมของห้วยหลวงอยู่ในเกณฑ์

Site sample 

GST activity (µmol/min/mgP) 

 24 hr 48 hr 
 Dry wet Dry wet 

Reference area 0.014±0.01b 0.021±0.03a 0.018±0.14ab 0.021±0.07ac 
Agricultural area 0.021±0.02a 0.021±0.04a 0.031±0.07ac 0.034±0.04bc 
Industrial area 0.025±0.08a 0.025±0.07a 0.038±0.02a 0.045±0.02b 
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มาตรฐานคณุภาพน า้ อย่างไรก็ตามคณุภาพน า้ดงักลา่วยงัสง่ผลกระทบตอ่การท างานของเอนไซม์ GST ตัง้แต่
ระยะ 24 ชัว่โมง ดงันัน้การศกึษานีชี้ใ้ห้เห็นว่าการใช้กิจกรรมทางด้านชีวเคมีในสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะการท างาน
ของเอนไซม์ GST ถือวา่เป็น biomarker ท่ีส าคญัท่ีสามารถใช้ประเมินการปนเปือ้นของสารมลพิษในแหล่งน า้
ได้ดีเน่ืองจากเป็นกลไกในการตอบสนองได้ไวตัง้แต่ปริมาณสารมลพิษระดบัต ่าๆ ซึง่ดีกว่าการวิเคราะห์ทางเคมี
เพียงอย่างเดียว นอกจากนีป้ลานิลเป็นสิ่งมีชีวิตในท้องถ่ินอีกชนิดหนึ่งท่ีควรพัฒนาและน ามาใช้เป็นตวัชีว้ดั
ผลกระทบสิ่งแวดล้อม เน่ืองจากมีคุณสมบัติเป็นสตัว์ทดลอง มีความไวต่อสารมลพิษ และและมีคุณค่าทาง
เศรษฐกิจ จึงเหมาะสมท่ีใช้เป็นดชันีชีว้ดัทางชีวภาพในการติดตามและประเมินความเสี่ยงของมลพิษในระบบ
นิเวศทางน า้ในลุม่น า้ห้วยหลวงและระบบนิเวศทางน า้ของประเทศไทยตอ่ไป 
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1. ต้นฉบับ พิมพ์ด้วยคอมพิวเตอร์ โดยใช้โปรแกรมไมโครซอฟเวิร์ด (Microsoft word) และส่งต้นฉบบั พร้อม
ส าเนา 1 ชุด และแผ่นบันทึกข้อมูล (CD) 1 แผ่น มาท่ีบรรณาธิการวารสารวิจัยเทคโนโลยีการประมง  คณะ
เทคโนโลยีการประมงและทรัพยากรทางน า้  มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ต าบลหนองหาร อ าเภอสันทราย จังหวัด
เชียงใหม่ 50290 (หรือส่งไพล์ Word  และ PDF มาท่ีอีเมล์ jfishtech.mju.ac.th ; ซึง่จะได้อีเมล์ยืนยนัการได้รับ
เอกสารผลงานจากกองบรรณาธิการแล้วเท่านัน้) 

1.1 บทคัดย่อ มีทัง้ภาษาไทย และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่เกิน 1 หน้ากระดาษ A4 หรือไม่เกิน       
250 ค า 
 1.2 เร่ืองเต็ม ความยาวไม่เกิน 10 หน้ากระดาษ A4 (รวมบทคดัย่อภาษาไทย ภาษาองักฤษ รูปภาพ 
ตารางและอื่น ๆ) 
2. รูปแบบ 

2.1 ตัวอักษร ใช้ตวัอกัษร Cordia New 
2.2 ชื่อเร่ือง มีทัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษ พิมพ์ตวัหนาขนาด 18 pt จดัให้อยู่กึง่กลางหน้า 
2.3 ช่ือผู้วิจัยและผู้ร่วมวิจัย ทัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษ  พิมพ์ตวัอกัษรหนาขนาด 14 pt จดัให้

อยู่กึง่กลางหน้า 
2.4 หมายเหตุข้างท้าย (footnote) ใช้ตวัอกัษรขนาด 12 pt 
2.5 หัวข้อเร่ือง (บทคดัย่อ Abstract ค าน า อุปกรณ์ และวิธีการ ฯลฯ) ใช้ตวัอกัษรหนาขนาด 16 pt 

จดัให้อยู่กึง่กลางหน้า 
2.6 เนือ้หาในบทคัดย่อและเร่ืองเตม็ ให้ใช้ตวัอกัษรขนาด 15 pt 
2.7 เนือ้หาในเร่ืองเตม็ 

- ช่ือเร่ือง ต้องมีทัง้ภาษาไทย และภาษาองักฤษ 
- ช่ือ – ท่ีอยู่ ผู้ วิจยัและผู้ ร่วมวิจยั ให้บอกรายละเอียด (footnote) โดยใช้หมายเลขก ากบั 
- บทคัดย่อ เป็นการเขียนสรุปสาระส าคัญของเร่ือง  โดยเฉพาะวัตถุประสงค์ วิธีการและ

ผลการวิจยั 
- ค าน า อธิบายถึงปัญหาและวตัถุประสงค์ของการวิจยั ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ โดยรวม

การตรวจเอกสาร (Literature review) ถงึผลงานวิจยัท่ีเก่ียวกบัผู้อื่นได้ท าไว้ด้วย 
- อปุกรณ์และวิธีการ ควรจะประกอบด้วยค าอธิบายเก่ียวกบัเคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในการ

ทดลอง และค าอธิบายถึงขอบเขตของการวิจยั วิธีการท่ีใช้ในการทดลอง แต่ไม่จ าเป็นต้องอธิบายวิธีการท่ีเป็น
แบบฉบบัซึง่เป็นท่ีทราบกนัโดยทัว่ไป 

การเตรียมต้นฉบบั 
เร่ืองเตม็วารสารวิจัยเทคโนโลยีการประมง 
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- ผลการวิจยั ควรเขียนให้กระชบัและเป็นขัน้ตอนท่ีเหมาะสม ถ้าเป็นไปได้ควรเสนอในรูปของ

ตาราง กราฟ หรือรูปภาพ 
- กราฟ รูปภาพและตาราง ให้เขียนค าอธิบายเป็นภาษาอังกฤษทัง้หมด 
- วิจารณ์ผล ควรประกอบด้วยหลกัการที่แสดงออกมาจากผลการทดลองท่ีอาจสนบัสนุนหรือ

คัดค้านทฤษฎีท่ีมีผู้ เสนอมาก่อน  ควรเน้นถึงปัญหาหรือโต้แย้งในสาระส าคัญของเร่ืองท่ีวิจัยตลอดจน
ข้อเสนอแนะเพ่ือการวิจยัในอนาคต และแนวทางการน าไปใช้ประโยชน์ 

- สรุปผล อาจรวมกบัวิจารณ์ผล โดยสรุปสาระส าคญัของเนือ้หาเพียงสัน้ ๆ 
- ค าขอบคณุ/กิตติกรรมประกาศ อาจมีหรือไมม่ีก็ได้ 
- เอกสารอ้างอิง: วิธีเขียนดตูามตวัอย่าง 2.9 

2.8 การตัง้ค่าขอบกระดาษ ขอบบน (top) 3.0 ซม. ขอบล่าง (bottom) 2 ซม. ขอบซ้าย (left) 3.0 
ซม. ขอบขวา (right) 2.5 ซม. 

2.9 เอกสารอ้างอิง ซึ่งได้อ้างอิงในเนือ้เร่ืองและบรรณานุกรม ให้เขียนเป็นภาษาอังกฤษทัง้หมด
ดงันี ้

2.9.1 การอ้างอิงในเนือ้เร่ือง ใช้ระบบ ช่ือสกุลเป็นภาษาองักฤษ และตามด้วยปี ค.ศ. เช่น 
Chitmanat (2010) รายงานว่า.............หรือ (Thomas and James, 1999) ในกรณีท่ีมีผู้ วิจัยตัง้แต่สามคนขึน้
ไปให้ใช้ et al. ตอ่ท้ายผู้แตง่คนแรก แตใ่นบรรณานกุรมให้ใสช่ื่อหมดทกุคน 

-  การอ้างอิงเอกสารที่อ้างอิงถึงในเอกสารอื่น ระบุนามผู้แต่งและปีพิมพ์ของ
เอกสารแรก ตามด้วย “cited in” และนามผู้แตง่และปีพิมพ์ของเอกสารอนัดบัรอง เช่น (Choi et al., 2004 cited 
in Kaewipitoon et al., 2008) 

- ระบบออนไลน์ เช่น (Singh, 2002: online) 
2.9.2 การอ้างองิในบรรณานุกรม  

- ไมต้่องใสเ่ลขท่ี หากเป็นเอกสารภาษาไทยให้พิมพ์ค าวา่ [in Thai] ตอ่ท้าย 
Peerapornpisal, Y. 2008. Edible freshwater Macroalgae in Northern Thailand. Journal of Fisheries 

Technology Research (2)178 – 189. [in Thai] 
- เรียงล าดบัตวัอกัษรและสระ ตามด้วยจ านวนผู้ วิจยั/ผู้ เขียน กรณีเป็นคนเดียวกนัให้

เรียงตามปี 
- วารสาร (Journal) ควรเรียงล าดบัดงันี  ้ช่ือ-สกุล ผู้ เขียน. ปี. ช่ือเร่ือง. ช่ือวารสาร.   

ปีท่ี.(ฉบบัท่ี):หน้าแรก-หน้าสดุท้าย. 
- ต ารา (text books) หรือหนังสือท่ีออกไม่เป็นวาระ ควรเรียงล าดับดังนี  ้ช่ือ-สกุล 

ผู้ เขียน. ปี. ช่ือหนงัสือ. ส านกัพิมพ์หรือหน่วยงานท่ีพิมพ์. เมืองท่ีพิมพ์. จ านวนหน้า. 
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- เอกสารวิชาการอื่น ๆ ช่ือ-สกุล ผู้ เขียน. ปี. ช่ือหนังสือหรือช่ือเร่ือง. ประเภทของ
เอกสาร. หน่วยงานหรือสถาบนัท่ีจดัพิมพ์. เมืองท่ีพิมพ์. หน้าแรก-หน้าสดุท้าย. 

- ปัญหาพิเศษ/วิทยานิพนธ์ ช่ือ-สกุล ผู้ เขียน. ปี. ช่ือเร่ือง. ปัญหาพิเศษ/วิทยานิพนธ์ 
(ตรี, โท, เอก) ช่ือมหาวิทยาลยั เมืองท่ีมหาวิทยาลยัตัง้อยู่. จ านวนหน้า. 

- เอกสารท่ีอ้างถึงในเอกสารอื่น   ให้ระบุข้อมูลของเอกสารทัง้ 2 รายการ โดยระบุ
ข้อมลูของเอกสารอนัดบัแรก ตามด้วยค าวา่ “cited in” แล้วระบขุ้อมลูของเอกสารอนัดบัรอง เช่น  
Wallis, O.A. 1997. Introduction to Aquaculture. Berfley, Calif.: Adam Osborne&Assoc.  

198 p. cited in Morris, M. 1991. Aquaculture in Asian. White Plains, NY: Lndustry Publications. 
144 p. 

- สื่ออิเลก็ทรอนิกส์   ช่ือผู้ รับผิดชอบหลกั. ช่ือแฟ้มข้อมลู. [Online] ปีท่ีจดัท า (ถ้ามี). 
แหล่ง ท่ีมา : ช่ือของแหล่ง ท่ีมา  [ปี , วัน  เดือน  ท่ี เ ข้าถึงข้อมูล ]. เช่น Bangkokhealth.com. Omega-3 in 
freshwater fish. [Online] Available from http://www.oknation.net/blog/print.php?id=278133 [2011, 
February 28] 

 
2.10 ต้นฉบับที่ไม่ได้จัดเตรียมตามค าแนะน าจะถูกส่งคืนกลับเพื่อให้แก้ไขทนัท ี 
 

3. งานเขียนท่ีจะได้รับการตีพิมพ์ต้องผ่านการกลั่นกรองและประเมินคุณภาพจากกองบรรณาธิการและ
ผู้ทรงคณุวฒิุ 
4. งานเขียนท่ีเสนอเพ่ือการตีพิมพ์ในวารสารวิจัยเทคโนโลยีการประมง ต้องไม่อยู่ในระหว่างการเสนอเพ่ือ
พิจารณาตีพิมพ์ในวารสารอื่น หรือตีพิมพ์ท่ีใดมาก่อนแล้ว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.oknation.net/blog/print.php?id=278133
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The Journal of Fisheries Technology Research (J. Fish. Tech. Res.) Welcomes the 

submission of manuscripts that meet the general criteria of significance and scientific 
excellence. 
Preparation and Submission of Manuscripts 
 Authors submitting manuscripts for publication must follow the following guidelines. 
1. Manuscript texts must be written using high-quality language in Microsoft Word. The cover 
letter and two copies of manuscript with CD will be sent to the editorial office, The Journal of 
Fisheries Technology Research, Faculty of Fisheries Technology and Aquatic Resources, 
Maejo University, Chiangmai, 50290 THAILAND 

1.1 The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title 
Page should include the author(s)'s full names and affiliations, the name of the corresponding 
author along with phone, fax and e-mail information. Present address of authors should appear 
as a footnote. 
 1.2 Abstracts should not exceed than 250 words. The Abstract should be informative 
and completely self-explanatory, briefly state the scope of the experiments, indicate significant 
data, and point out major findings and conclusions. No literature should be cited. About 5 
keywords should also be provided. 
 1.3 Manuscript texts should not exceed than 10 pages including abstract, figures, and 
tables.  
2. Format 
2.1 Cordia New font must be applied.  

18 pt Cordia New Bold fonts must be used for title and set in the middle of the page. 
14 pt Cordia New Bold fonts must be used for authors and set in the middle of the page. 
16 pt Cordia New Bold fonts must be used for all headings including Abstract, 

Introduction, Materials and Methods, etc. 
15 pt Cordia New fonts should be used throughout manuscript and all pages numbered 

consecutively.  
12 pt Cordia New Bold fonts must be used for footnote. 

Guide for Authors 
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2.2 Manuscript texts should be prepared single column, with margins (right = 2.5 cm; 
left = 3.0 cm; top = 3.0 cm; bottom = 2 cm).  

2.3 The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant 
literature on the subject, and the proposed approach or solution. It should be understandable 
to colleagues from a broad range of scientific disciplines. 

2.4 Materials and Methods should be complete enough to allow experiments to be 
reproduced. However, only new procedures should be described in detail; previously 
published procedures should be cited, and important modifications of published procedures 
should be mentioned briefly. Capitalize trade names and include the manufacturer's name and 
address. Subheadings should be used. Methods in general use need not be described in 
detail.  

2.5 Results should be presented with clarity and precision. The results should be written 
in the past tense when describing findings. Results should be explained, but largely without 
referring to the literature. Discussion, speculation and detailed interpretation of data should not 
be included in the results but should be put into the discussion section. 

2.6 The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this 
and in past studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the 
paper.  

2.7 Acknowledgment is optional and should be as brief as possible. 
2.8 Tables, figures, and references must be written in English. 
2.9 Citations of published literature in the text and at the end of the manuscript must be 

written in English. 
  2.9.1 Citations in the text should be given in the form of author and year in 
parentheses; (James et al., 2011), or, if the name forms part of a sentence, it should be followed 
by the year in parenthesis; Tomas and James (2010).  

Citing two or more documents by multiple authors; List authors’ names by alphabetical 
order, followed by year of publication, link each document with “;”(Keiser and Utzinger, 2005; 
McCarthy and Moore, 2000; Nawa, et al., 2005) 
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Citing documents cited in other documents; Put author’s name and year of original 
document’s publication, followed by “cited in” and secondary document’s author’s name and 
year of publication; (Choi et al., 2004 cited in Kaewipitoon et al., 2008) Online materials; (Yu 
and Mott, 1994: online) 

2.9.2 Citation in reference list; 
All references mentioned in the reference list must be cited in the text, and vice versa. 

The references section at the end of the manuscript should list all. For papers printed in a 
language other than English, indicate the language in parentheses at the end of that reference. 
The following are examples of reference writing. 
 Reference to a journal article: 
Khuantrairong, T., and Traichaiyaporn, S. 2010. Efficiency of carotenoid and nutritional values 
of an alga Kai (Cladophora sp.) for economic utilization. J. Fish. Tech. Res. 4: 54 – 64. [in Thai] 
 Reference to article or abstract in conference proceedings: 
Cliche, G., Hébert, D., and Bourgeois, M.  2007. Evaluation of different parameters to optimize 

the collection strategy of the sea scallop (Placopecten magellanicus) in commercial 
operations. Proceedings of the 16th International Scallop Aquaculture Workshop. 
Canada, May 11 – 18, 2007. 24 – 28. 

 Reference to a book: 
Boyd, C.E., and Tucker, C.S. 1998. Pond aquaculture water quality management. Kluwer 

Academic Publishers, Massachusetts. USA. 700 p. 
Reference to an edited book: 

Shotts, E.B. 1994. Flow chart for the presumptive identification of selected bacteria from fish.  
In: Bacterial Diseases of Fish. 4th ed., edited by Thoesen, J.C. Chapman & Hall, London. 
pp. 131 -135 . 
Reference to an electronic data source):  

Yi, Y., Yang, Z., and Zhang, S. Ecological risk assessment of heavy metals in sediment and 
human health risk assessment of heavy metals in fishes in the middle and lower reaches 
of the Yangtze River basin. Environmental Pollution [Online]. Available from 
http://www.sciencedirect.com/science/article/S029911100337X[2011, December 12].  
2.10 Manuscript must be followed the guidelines of manuscript preparation, otherwise 
they will be sent back or even rejected. 

http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Claude+E.+Boyd%22
http://www.google.co.th/search?hl=th&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Craig+S.+Tucker%22
http://www.sciencedirect.com/science/article/S029911100337X%5b2011
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3. All manuscripts considered for publication will be peer-reviewed by qualified editors and 
independent referees. 
4. The submitted manuscripts are not already published or are not currently under 
consideration for publication elsewhere. Manuscripts, parts of which have been previously 
published in conference proceedings, may be accepted if they contain additional material not 
previously published.   
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เรื่อง   แต่งตั้งคณะกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิเพื่ออ่านผลงานทางวิชาการ  

----------------------------- 

  อนุสนธิตามประกาศมหาวิทยาลัยแม่โจ้ ลงวันที่ 4 กันยายน พ.ศ. 2558 ได้แต่งตั้ง

คณะกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิเพื่ออ่านผลงานทางวิชาการ ไปแล้ว นั้น 
 

  เพื่อให้การเผยแพร่ผลงานทางวิชาการส าหรับลงพิมพ์ในวารสารวิจัยเทคโนโลยี       
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