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Abstract: The objective of this study was to determine the toxicity of T - 2 toxin in poultry. Chicken embryonic 
fibroblast (CEF) cells were derived from crossbred native chickens and used as a model for cytotoxicity 
evaluation of T - 2 toxins at various concentrations (0, 0.01, 0.1, 1, and 10 µg / ml) for 24 and 48 hours. Cytotoxicity 
of CEF was increased when exposed to increasing concentrations of T - 2 toxin. Cell viability of CEF was lower 
than 40 % and 20 % for all concentrations of T - 2 toxin at 24 and 48 hours, respectively. CEF cells were induced 
to death and mostly in the early apoptosis phase (62.27 %) by T - 2 toxin. The results indicated that crossbred 
native chickens were less resistant and more sensitive to T - 2 toxin. Therefore, the contamination caused by T - 2 
toxin should be monitored in poultry feed as it may cause disease in chickens. 
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ค าน า 
 

ไก่พืน้เมืองลูกผสม คือ ไก่ที่ผ่านการปรบัปรุง
สายพันธุ์ระหว่างสายพันธุ์ทางการค้ากับสายพันธุ์ 
พืน้เมือง เพื่อพัฒนาการเจริญเติบโตและความทนทาน 
ต่อสภาพแวดลอ้มในท้องถ่ินนั้น ๆ จากสภาพอากาศที่ 
รอ้นชืน้ในหนา้ฝนของประเทศไทยเป็นหนึ่งปัจจัยส าคัญ 
ที่อาจเกิดการปนเป้ือนจากเชือ้ราในวตัถุดิบอาหารสตัว ์ 
ซึ่งก่อให้เกิดสารพิษจากเชื ้อรา (mycotoxins) ซึ่งเป็น 
ผลจากเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ  (secondary metabolite) 
ของเชื ้อราตามมาด้วย ไม่ เพี ยงแต่ ในประเทศไทย 
เท่านั้นในปัจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตสัตวปี์กทั่วโลก 
ยังคงประสบกับ ปัญหาการปนเป้ื อนของสารพิ ษ 
จากเชือ้ราในวตัถุดิบอาหารท่ีน ามาประกอบเป็นอาหาร
สัตว์ จากการส ารวจ พบว่า มีการปนเป้ือนของสารพิษ 
จากเชื ้อราในผลผลิตทางการเกษตรหลากหลายชนิด 
(Gruber-Dorninger et al., 2019; Mahdjoubi et al., 2020) 
เช่น ขา้วโพด ถั่ว ขา้วสาลี และอื่น ๆ ที่น  ามาประกอบเป็น
วัตถุดิบหลักมากกว่า 50 % ของอาหารสัตว์ปศุสัตว ์
โดยเฉพาะอาหารสัตว์ปีก สอดคล้องกับหลากหลาย
การศึกษาที่มีการตรวจพบการปนเป้ือนของสารพิษ 
จากเชือ้ราหลายชนิดอยู่ในอาหารสตัวปี์กและส่วนผสม
ของวตัถดุบิอาหารตา่ง ๆ  (Ezekiel et al., 2012; Kana et al., 
2013; Labuda et al., 2005; Rodrigues and Naehrer 2012; 
Shareef, 2010; Streit et al., 2013) ดังนั้น ความเสี่ยง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ที่สัตว์จะได้รับสารพิษจากเชื ้อรา โดยผ่านทางการกิน
อาหารที่ ประกอบขึ ้นจากวัตถุดิบที่ มี การปนเป้ือน 
จากสารพิษจากเชือ้รานัน้มีสงูมาก 

สารพิษทีทู (T - 2 toxin) เป็นสารพิษจากเชือ้รา 
ที่จัดอยู่ในกลุ่มของ trichothecene (Bouaziz et al., 2006; 
Desjardins et al., 1993; Sudakin, 2003) โดยเกิดจาก 
เชือ้ราในสกุล Fusarium เช่น F. sporotichioides, F. poae, 
F. equiseti และ F. acuminatum (Desjardins et al., 1993) 
ซึ่งมีการพบว่า สารพิษจากเชือ้ราในกลุ่มนีม้ีการปนเป้ือน
อยู่ในอาหารสัตว์ปีกและอาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพ
อนามัยของสัตว ์โดยสารพิษจากเชือ้ราชนิดนี ้อาจเป็น 
พิษต่อเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและอาจเป็น 
สารก่อมะเร็ง อีกทั้งอาจตกค้างในผลิตภัณฑ์ของสัตว ์ 
อาทิ ผลิตภัณฑ์จากสัตวปี์ก จ าพวกเนือ้และไข่ ซึ่งอาจ
ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคไดอ้ีกดว้ย ส าหรบั
รายงานขอ้มูลที่แสดงความเป็นพิษและกลไกของสารพิษ
ทีทูนั้นมีจ านวนน้อยมากและไม่เพียงพอต่อการน ามา
อา้งอิงส าหรบัการทดสอบและศึกษาในภาคสนาม อีกทัง้
ความทนทานของสัตวปี์กสายพันธุ์พืน้เมืองของไทยต่อ
สารพิษทีทูนัน้ยังไม่มีขอ้มูลปรากฏ เพื่อเป็นการทดสอบ
ระดับของความเป็นพิษของสารพิษจากเชื ้อราที่อาจ
ปนเป้ือนมากับอาหารสัตว์ ก่ อนน าไปทดสอบใน
ภาคสนามกับตัวสตัว ์จึงไดม้ีออกแบบการศึกษาขัน้ต้น 
โดยการน าเซลล์ของสัตว์มาทดสอบภายในห้อง 
ปฏิบัติการ ดังนัน้ ในการศึกษาครัง้นี ้จึงมีวัตถุประสงค์

บทคัดย่อ: การศึกษามีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นพิษของสารพิษทีทูในสัตว์ปีก โดยใช้เซลล์ไฟโบบลาสต ์
จากตัวอ่อนของไก่พืน้เมืองลูกผสมเป็นตน้แบบจ าลอง เพื่อวดัระดับความเป็นพิษต่อเซลลท์ี่ระดับ 0, 0.01, 0.1, 1 และ  
10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า ความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนของไก่ 
ที่ไดร้บัสารพิษทีทูนัน้ มีความรุนแรงเพิ่มมากขึน้ตามระดับความเขม้ขน้ของสารพิษทีทู และอัตราการมีชีวิตของเซลล์ 
ต ่ากว่า 40 และ 20 %ในทุกระดับของสารพิษทีทูที่ใช้ทดสอบ ที่ เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ เซลลไ์ฟโบบลาสต ์
จากตัวอ่อนของไก่พื ้นเมืองลูกผสมที่ถูกเหนี่ยวน าให้ตายโดยสารพิษทีทู  ส่วนใหญ่อยู่ ในระยะอะพอพโทซิส 
ที่มีการตายของเซลล์ในช่วงต้น (early apoptosis) เท่ากับ 62.27 % ผลการศึกษาชี ้ให้เห็นว่าไก่พื ้นเมืองลูกผสมมี 
ความทนทานนอ้ยและตอบสนองไวมากต่อสารพิษทีท ูดงันัน้ ควรมีการเฝา้ระวงัการปนเป้ือนสารพิษทีทใูนอาหารสตัวปี์ก
เพราะอาจเป็นสาเหตุก่อโรคในไก่ได้ 
 
ค าส าคัญ: สารพิษจากเชือ้ราทีทู  ความเป็นพิษต่อเซลล ์ การตายแบบอะพอพโทซิส  เซลลไ์ฟโบบลาสตจ์ากตวัอ่อนไก่  
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เพื่ อศึกษาความเป็นพิษของสารพิษทีทูในสัตว์ปีก  
โดยใช้เซลล์ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนของไก่พื ้นเมือง
ลกูผสมเป็นตน้แบบจ าลอง เพื่อวดัระดบัความเป็นพิษต่อ
เซลล ์และใช้เป็นฐานขอ้มูลขัน้ตน้ดา้นความเป็นพิษต่อ
สตัวปี์ก โดยเฉพาะไก่พืน้เมืองลูกผสมของไทย ก่อนท า
การทดลองในภาคสนามที่ใช้สตัวท์ดลองในสิ่งแวดลอ้ม
ร่างกายปกติ (in vivo study) ในอนาคตต่อไปเพื่อได้ผล
การศกึษาเบือ้งตน้  
 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
เซลลท์ี่ใช้ในการทดสอบและการเพาะเลีย้งเซลล ์

เซลล์ ไฟ โบ รบลาสต์ตั วอ่ อน ไก่  (chicken 
embryonic fibroblast; CEF) ได้มาจากการแยกเซลล์
ผิวหนังของไก่พื ้นเมืองลูกผสม 3 สายพันธุ์ (ประดู่หาง 
ด า (Pradu Hang Dam) x สายพนัธุไ์ข่ฮบับารด์ (Hubbard) 
x สายพนัธุเ์นือ้ฮบับารด์ (Hubbard) และท าการเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลลช์นิด Dulbecco's modified Eagle's 
medium (DMEM) ที่ประกอบด้วย fetal bovine serum 
10 % และยาปฏิชีวนะ 1 % (เพนนิซิลลนิ (penicillin) 10,000 
ยูนิ ตต่อมิลลิลิตร  + สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) 
10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + แอมโฟเทอริซิน บี 
(amphotericin B) 25 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) โดยบ่มใน 
ตูบ้่มเซลลแ์บบใช้คารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) ที่อุณหภูมิ 
37 °C และมีความเขม้ขน้ของคารบ์อนไดออกไซด ์5.0 % 
ระหว่างการเพาะเลีย้งท าการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ 
แบบวนัเวน้วนั 
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลเ์พาะเลี้ยงด้วยวิธี 
MTT colorimetric assay 

น าเซลลไ์ฟโบรบลาสตต์ัวอ่อนของไก่พืน้เมือง
ลกูผสม (เลีย้งไวเ้ป็นเวลา 1 passage) เลีย้งในไมโคเพลท
แบบ 96 หลุม  (96 - well microplate) หลุมละ 5,000 - 
10,000 เซลล ์บ่มในตูบ้่มเลีย้งเซลลจ์นกว่าเซลลจ์ะเจริญ
ในระดับ 80 % จากนั้นเตรียมสารละลายจากสารพิษ
ม าต รฐานที ทู  (Dried Standard T - 2 Toxin, Trilogy®)  
และเจือจาง (serial dilution) ที่ ความเข้มข้น 5 ระดับ 
ประกอบ ด้วย 0, 0.01, 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท าการดูดอาหารเลีย้งเซลลใ์นแต่ละหลุมทิง้  

และเติมสารละลายสารพิษมาตรฐานทีทู  ที่ ระดับ 
ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงในหลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร  
บ่มไมโครเพลทในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ  37 °C และมี 
ความเข้มข้นคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % โดยก าหนด 
เวลาทดสอบที่ 24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาการบ่ม 
ท าการเติมสารละลาย MTT (3 - (4, 5 - dimethylthiazol - 2 

- yl) - 2, 5 diphenyl tetrazolium bromide) 100 ไมโครลิตร 
ที่ความเข้มข้น 0.5 กรมัต่อมิลลิลิตร จากนั้นท าการบ่ม 
ไมโครเพลทในตู้บ่มเซลลเ์ป็นเวลา 1 - 4 ชั่วโมง จากนั้น 
ดู ดสารละลาย MTT ทิ ้ ง เติ ม ได เมทิ ลซัลฟอกไซด ์ 
(dimethyl sulfoxide, DMSO) 100 ไมโครลิตร จากนั้น
น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 570 นานโนเมตร ด้วยเครื่อง
สเปกโทรโฟ โตมิ เตอร์ (spectrophotometer) โดยใน 
แต่ละความเข้มข้นท าซ ้า 3 หลุม และท าการทดลอง
จ านวน  3 ซ ้า  การค านวณ ร้อยละของการมี ชี วิ ต  
(% cell viability) ท าโดยเทียบกับค่าการดูดกลืนแสง 
ในหลมุควบคุม ดงัสมการ  

% cell viability = (ค่าการดูดกลืนแสงของชุด
ทดสอบ / ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม) X 100 
การทดสอบผลของสารพิษทีทูต่อการเหน่ียวน า 
การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสในเซลล์ 
ไฟโบรบลาสตต์ัวอ่อนไก่พืน้เมืองลูกผสม ด้วยเคร่ือง 
Imaging flow cytometry 

การตรวจสอบระยะการตายของเซลล์แบบ 
อะพอพ โทซิ ส ใน เซลล์ ไฟ โบ รบ ลาสต์ตั วอ่ อน ไก่ 
พื ้นเมืองลูกผสม โดยใช้ชุดทดสอบ Annexin V - FITC 
Apoptosis Detection Kit I (APT750, Millipore, Temecula, 
CA) เป็นวิธีการย้อมแอนติบอดีที่ติดสีฟลูออเรสเซน  
(annexin V - FITC) และ propidium iodide (PI) เพื่อติดตาม
การเปลี่ยนแปลงของพลาสมาเมมเบรน ของเซลล ์ 
โดยใช้เครื่อง imaging flow cytometry ในการตรวจสอบ 
โดยท าการป่ันล้างเซลล์ไฟโบรบลาสต์ตัวอ่อนของ 
ไก่พืน้เมืองลกูผสมจ านวน 200,000 เซลล ์ดว้ยสารละลาย 
phosphate buffered saline (PBS) และท าก ารเติ ม
สารละลาย 1X binding buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติม annexin V - FITC 3 ไมโครลิตร และเติม 
propidium iodide 2 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ท าการบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 15 นาที  
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ที่อุณหภูมิห้อง และป้องกันจากแสง เมื่อครบเวลาท า 
การป่ันเหวี่ยงที่  2,000 RPM เป็นเวลา 15 นาที  เพื่ อ 
เก็บตะกอนเซลล์และเติม PBS เย็น (ice - cold PBS)  
40 ไม โครลิ ตร หลังจากการย้อมสี ตั วอย่ างเซลล ์
ไฟโบรบลาสต์ตัวอ่อนไก่พื ้นเมืองลูกผสม  ตัวอย่าง 
เซลล์ ได้ รับ การป ระ เมิ นด้ วย เค รื่ อ ง  imaging flow 
cytometry (FlowSight, Seattle, WA, USA) โดยใช้ก าลัง
ของเลเซอร์ที่  488 นาโนเมตรในการกระตุ้นการเปล่ง 
แสงสีฟลูออเรสเซนต์  โดยที่  annexin V - FITC มี ช่ วง 
การเปล่งแสงอยู่ที่  505 - 560 นาโนเมตร และ PI มีช่วง 
การเปล่งแสงอยู่ที่ 595 - 642 นาโนเมตร เครื่อง imaging 
flow cytometry ท าการตรวจวัดตัวอย่ างอย่ างน้อย 
10,000 เซลลต์่อตัวอย่าง จากนัน้มีการประมวลผลด้วย
ระบบคอมพิวเตอร ์IDEAS version 6.2 (Amnis, Seattle, 
WA, USA) โดยเริ่มจากการระบุเซลล์เดี่ยวของตัวอย่าง 
ที่มีความชัดเจนและท าการจ าแนกเซลล์ตัวอย่างตาม
ลกัษณะการติดสี annexin V - FITC และ PI (Figure 3B) 
จากนั้นค านวณร้อยละของจ านวนตัวอย่างเซลล์ใน 
แต่ละระยะการตายอะพอพโทซิสตามการติดสี annexin  
V - FITC และ PI (Figure 3A) 
การวิเคราะหข์้อมูลทางสถติิ 

การวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อเปรียบเทียบร้อยละ 
ของการมี ชีวิตและการตายแบบอะพอพโทซิสแต่ละ 
กลุ่ ม การทดลองท า โดยใช้  GLM procedure ของ 
โปรแกรม SAS version 9.1 และทดสอบค่าเฉลี่ยระหว่าง
กลุ่มทดลองด้วยวิธี Duncan‘s new multiple range test 
(Steel and Torrie, 1980) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
 
ความเป็นพิษของสารพิษทีทูในเซลล์ไฟโบบลาสต์
จากตัวอ่อนไก่พืน้เมืองลูกผสม  

ผลการทดลองใน Figure 1A และ 1B แสดง 
ร้อยละการมี ชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ตัวอ่อนไก่
พืน้เมืองลกูผสมเมื่อไดร้บัสารพิษทีทูในระดับท่ีแตกต่าง
กัน เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง และ 48 ชั่ วโมง ตามล าดับ  
ผลพบว่า ร ้อยละการมี ชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต ์
ตัวอ่อนไก่  เท่ากับ 32.3, 29.8, 24.8 และ 18.9 หลังจาก

ได้รับสารพิษทีทูระดับ 0.01, 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามล าดบั (Figure 1A) 
และรอ้ยละการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตต์ัวอ่อนไก่
หลังจากได้รับสารพิษทีทูเป็นเวลา 48 ชั่ วโมง เท่ากับ 
19.0, 15.9, 12.6 และ 12.1 เมื่อได้รับสารพิษทีทูระดับ 
0.01, 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
(Figure 1B) พบว่า ความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต์
ตวัอ่อนไก่มีความรุนแรงเพิ่มมากขึน้อย่างมีนยัส าคัญยิ่ง
ทางสถิติ (P < 0.01) เมื่อเซลลไ์ดร้บัปรมิาณสารพิษทีทมูาก
ขึน้ (dose - dependent) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลอง 
ของ Wu et al. (2019) ที่พบว่าเซลล์ L02 (human fetal 
liver cell line) มีเปอรเ์ซ็นต์การตายของเซลล์ที่มากขึน้ 
เมื่อเพิ่มระดบัของสารพิษทีทูในการทดสอบ 

นอกจากระดับความเข้มข้นของสารพิ ษ 
ระยะเวลาที่ ได้รับสารพิ ษ ก็มี ผลเช่ นกัน  จากการ
เป รียบ เที ยบผลของร้อยละการมี ชี วิ ตของเซลล ์
ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่ต่อเวลาที่ได้รบัสารพิษทีทู 
พบว่า เมื่อเวลาเพิ่มมากขึน้จาก 24 ชั่วโมงเป็น 48 ชั่วโมง 
ท าให้อัตราการมี ชีวิตของเซลล์ต ่ ากว่า  20 % ในทุก 
ระดบัของสารพิษทีททูี่ใชท้ดสอบ (Figure 1A และ 1B)  

รูปร่างของเซลล์ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่ 
ที่ ได้รับสารพิษทีทู ในระดับที่ แตกต่างกัน  แสดงใน  
Figure 2A และ 2B ผลการศึกษาพบว่า รูปรา่งของเซลลใ์น
กลุม่ควบคมุที่ไม่ไดร้บัสารพิษทีทมูีลกัษณะคลา้ยกระสวย
ยาวกลมหรือรูปแฉกและมีส่วนยื่นยาว แต่ในทางกลบักัน 
พบว่า เมื่อเซลลไ์ฟโบบลาสตจ์ากตวัอ่อนไก่ไดร้บัสารพิษ 
ทีทูแลว้จะมีผลท าใหป้ริมาณเซลลล์ดลง และรูปรา่งของ
เซลลม์ีลกัษณะหดลีบและเล็กลง จากการศึกษาที่ผ่านมา
พบว่า กลไกหลกัความเป็นพิษของสารพิษทีทนูัน้ เป็นผล
จากการเหนี่ยวน าภาวะเครียดที่ เกิดจากออกซิเดชั่ น 
(oxidative stress) ท าใหอ้นมุลูอิสระที่เพิ่มขึน้ เขา้ไปท าลาย
ระบบต่าง ๆ ที่ควบคุมกลไกส าคัญภายในเซลล์ของ
สิ่งมีชีวิตได ้เช่น อนุมูลอิสระออกซิเจน (reactive oxygen 
species; ROS) ( Wu et al., 2013; Wu et al., 2014) ซึ่ งเป็ น
ผลท าให้โมเลกุลของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงหรือเกิดการ 
ออกซิ เดชั่ นของไขมันที่ เป็นองค์ประกอบในเมมเบรน 
ของเซลล์ ได้ เป็ นสารเพอร์ออกไซด์  (lipid peroxidation)  
สง่ผลใหเ้ซลลเ์มมเบรนเสยีสภาพ (Ozguner et al., 2005) 
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       (A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         (A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Cell viability in CEF after treatment with various concentrations (0, 0.01, 0.1, 1 and 10 µg / ml) of T - 
2 for 24 (A) or 48 h (B). The percentage of survival cells was relative to the control cells and by the 
mean (n = 3). * Significantly different from the control (P < 0.05) 

 

Figure 2. Cell morphology and growth characteristics of CEF at 24 h (A) and 48 h (B) after plating. CEF cells 
were treated with T - 2 at 0 (control), 0.01, 0.1, 1 and 10 µg / ml 
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ระยะการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลไ์ฟโบบลาสต์
จากตัวอ่อนไก่พืน้เมืองลูกผสมโดยสารพิษทีทู  

การทดสอบระยะการตายหรือเสื่อมสลาย 
ของเซลล์รูปแบบหนึ่งที่เรียกว่า อะพอพโทซิสในเซลล์ 
ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่พื ้นเมืองลูกผสม หลังจาก
ได้รับสารพิษทีทู ในครั้งนี ้ได้ท าการคัดเลื อกเซลล์ 
ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่พื ้นเมืองลูกผสมที่ ได้รับ
สารพิษทีทูปริมาณ 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  
24 ชั่ วโมง ผลการศึกษาพบว่าสารพิษทีทูท าให้เกิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลไ์ฟโบบลาสต์จากตัว
อ่อนไก่พื ้นเมืองลูกผสม เซลล์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้ตาย 
โดยสารพิษทีทูมีสัดส่วนของระยะอะพอพโทซิสที่มี 
ชีวิต (live) เฉลี่ย 4.24 % การตายของเซลล์ในช่วงต้น 
(early apoptosis) เฉลี่ย 62.27 % และการตายของเซลล์
ในช่วงปลาย (late apoptosis) เฉลีย่ 1.04 % (Figure 3A) 

การตรวจสอบระยะของเซลลท์ี่ตายจากการถูก
กระตุ้นให้ตายแบบอะพอพโทซิส โดยการทดสอบด้วย 
การย้อมสี แอนติบอดี annexin V - FITC  และ PI โดยที่

Figure 3. Apoptotic effects of CEF cells caused by T - 2 toxin. Flow cytometry analysis of the apoptosis rate of 
CEF cells after T - 2 toxin treatment. Cells stained with Annexin V - Propedium iodine (AV - PI) after 
exposure to 1 µg / ml T - 2 toxin for 24 h (A) in addition to the quantification of the apoptotic cells, is 
shown in the right-hand side of the histogram (B). Results are the mean ± SD, n = 3  
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เซลล์ระยะเริ่มเกิดอะพอพโทซิสจะมีการเปลี่ยนแปลง 
โด ย  phosphatidyl serine เค ลื่ อ น ที่ อ อ กด้ าน น อก 
พลาสมาเมมเบรน จากนั้น annexin V - FITC สามารถ 
จบักบัประจุลบของ phosphatidyl serine ได ้ซึ่งในระยะนี ้
PI ยังไม่สามารถผ่านพลาสมาเมมเบรนได้ แต่ เมื่ อ
พ ลาสม า เมม เบ รน เสี ยคุณ สมบั ติ  PI เข้ า ไปจั บ 
ดี เอ็นเอของเซลล์ ซึ่ งสามารถบ่งบอกการตายของ 
เซลล์ได้  (Khongthong et al., 2019) โดย  annexin V  
ท าป ฏิ กิ ริย ากั บ  PI แท รก เข้า ไป ใน เซลล์  ท า ให ้
เซลล์ส าม ารถติ ดสี  เมื่ อ  DNA เกิ ดการตายแบบ 
อะพอพโทซิส โดยท าการแบ่งแยกเซลล์ที่ติดสีเขียว 
ของ annexin V อยู่ในกลุ่มการตายแบบอะพอพโทซิส 
ของเซลลใ์นช่วงต้น แต่เมื่อเซลลม์ีการติดสีทั้ง 2 ชนิด  
คือ สีแดงที่ เกิดจาก PI (PI - positive) และสีเขียวของ 
annexin V (FITC - positive) สามารถจ าแนกใหอ้ยู่ในระยะ 
เซลลก์ลุ่มที่มีการตายในช่วงปลาย (Figure 3B) ดังนั้น  
ในการวัดอะพอพโทซิสเซลล์ (apoptotic cells) จะใช ้
การติดที่ทั้ง 2 ชนิดนี ้เพื่อท าการแยกเค้าโครงของจุด 
(density dot plot) เซลล์ตายต่างชนิดสีและน ามาใช ้
ในการแบ่ งแยก ระยะต่ า ง  ๆ  ขอ งการต ายแบบ 
อะพอพ โทซิ ส  โดยแบ่ งออก เป็ นสถานะที่ มี ชี วิ ต  
(FITC - negative / PI - negative) การตายของเซลล์
ในช่ วงต้น  (FITC - positive / PI - negative) การตาย 
ของเซลล์ในช่ วงปลาย (FITC-positive / PI-positive)  
และการตายของเซลล์แบบเฉียบพลัน  (necrosis)  
(FITC - negative / PI - positive)  

ผลก ระทบจากการต ายขอ งเซลล์แบ บ 
อะพอพโทซิสเป็นสญัญาณบ่งบอกถึงการฝ่อ การเจริญ 
ที่ ผิดปกติ  และการเสื่อมถอยของเซลล์ ที่ท  าหน้าที่  
ส  าคัญ ในการเป็ นส่ วนประกอบของการควบคุม
กระบวนการทางสรีรวิทยาพยาธิและสรีรวิทยาในตวัสตัว ์
จากการศึกษาพบว่า  สารพิษทีทูมี ผลท าให้ เซลล ์
ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่ พื ้น เมื องลูกผสมเกิ ด 
ความผิดปกติ โดยอาจท าให้เซลลม์ี DNA เสียหายโดย 
การตายแบบอะพอพโทซิส เป็นการตายแบบเงียบ 
ไม่ใช่การตายแบบเฉียบพลันแบบเนโครซิส (necrosis) 
เนื่องจากเซลล์ได้รับบาดอย่างรุนแรง การตายแบบ 
อ ะพ อพ โท ซิ ส ไม่ มี ลั ก ษ ณ ะกา รบ วม ห รื อ พ อ ง  

แต่เป็นการตายในลักษณะที่มีการหดตัวลงส่งผลให้ 
เซลล์มีขนาดเล็กลง ดังนั้น เมื่อมีการโจมตีของเชื ้อโรค 
ต่าง ๆ ท าให้เกิดโปรแกรมการสั่ งตายของเซลล์ได้ 
และไปยับยั้ งการท างานของโปรตี นที่ ส  าคัญ ใน 
ร่างกายสัตว์ เช่น p53 ท าให้เกิดการท างานที่ ผิดปกติ 
ของระบบในร่างกายจนเป็นสาเหตุให้เกิดโรครา้ยแรง 
กับตัวสัตว์ได้ เช่น ก่อให้เกิดเซลล์มะเร็ง ดังนั้น  ใน 
ร่างกายสัตว์ไม่ควรมีการเกิดโปรแกรมการตายแบบ 
อะพอพโทซิสเกิดขึ ้นมากในสัตว์เกินความจ าเป็น  
(Duke et al., 1996) 

สารพิษทีทู เหนี่ ยวน าให้เกิดอะพอพโทซิส 
ในเซลล์ไฟโบบลาสต์จากตัวอ่อนไก่พื ้นเมืองลูกผสม  
โดยผ่ านทางสภาวะเครียดที่ เกิ ดจากออกซิ เดชั่ น  
ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาในเซลล์ชนิดอื่น  ๆ ที่ ได ้
รับสารพิษทีทู เช่น เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนและ 
เซลล์ส่วนของอัณฑะที่ ท  าหน้าที่ เป็ นต่อมไร้ท่ อที่  
ท าหน้าที่ผลิตฮอร์โมนเพศชาย (Leydig cell) ของหน ู
(Fang et al., 2012; Wu et al., 2018; Yuan et al., 2016) 
อีกทั้งยังมีการศึกษาเบือ้งต้นของ Zhuang et al. (2013) 
พบว่า สารพิษทีทูท าให้เกิดการตายและอะพอพโทซิส 
ในเซลล์ของสัตว์เลี ้ยงลูกด้วยนม (Hela, Bel - 7402  
แล ะ  Chang liver) โด ย ผ่ า น ท างไม โต รค อน เด รี ย 
(mitochondria pathway) และภาวะเครียดที่ เกิดจาก
ออกซิเดชัน (oxidative stress) 
 

สรุป 
 

จากผลการทดลองเบื ้องต้นพบว่า สารพิษ 
ทีทูมีความเป็นพิษต่อเซลล์ของไก่พื ้นเมืองลูกผสม 
อย่างรุนแรง แม้ ได้รับสารพิษในระดับต ่ าเพี ยง  10 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ดังนัน้ ขอ้มูลที่ไดจ้ากการศึกษา
ครัง้นี ้สามารถน าไปใช้ในการค านวนขนาดของการใช้
สารพิษทีทูเพื่อทดสอบกับตัวสัตว์ในภาคสนาม และ
เสนอแนะให้มีการเฝ้าระวังการปนเป้ือนของสารพิษ 
จากเชื ้อราชนิดนี ้ในอาหารสัตว์ปีก เพราะอาจส่งผล
กระทบท าให้เกิดพิษ เฉียบพลันต่อสัตว์ได้และส่ ง 
ผลเสียต่ออุตสาหกรรมการผลิตสตัวปี์ก 
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