
59910280_2717058923

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

เซลลส์ร้างเมือกและโปรตีนท่ีพบในเมือกของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) และการ
ตอบสนองต่อสารดีดีที (ไดคลอโรไดฟีนิลไตรคลอโรอีเทน) 

MUCOUS CELL AND PROTEOME PROFILE OF MUCOSAL SECRETION IN THE 
HOODED OYSTER (Saccostrea cucullata) AND THEIR RESPONSES TO DDT 

(Dichlorodiphenyl trichloroethane) 

ปาริชาต สิงห์โตทอง  

มหาวทิยาลยับูรพา 
2561  

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

เซลลส์ร้างเมือกและโปรตีนท่ีพบในเมือกของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) และการ
ตอบสนองต่อสารดีดีที (ไดคลอโรไดฟีนิลไตรคลอโรอีเทน) 

ปาริชาต สิงห์โตทอง  

วทิยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวชิาชีววทิยาศึกษา 

คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
2561 

ลิขสิทธ์ิของมหาวทิยาลยับูรพา 

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

  

MUCOUS CELL AND PROTEOME PROFILE OF MUCOSAL SECRETION IN THE 
HOODED OYSTER (SACCOSTREA CUCULLATA) AND THEIR RESPONSES TO DDT 

(DICHLORODIPHENYL TRICHLOROETHANE) 
 

PARICHAT SINGTOTHONG 
 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT OF 
THE REQUIREMENTS FOR MASTER OF SCIENCE 

IN BIOLOGY EDUCATION 
FACULTY OF SCIENCE 
BURAPHA UNIVERSITY 

2018 
COPYRIGHT OF BURAPHA UNIVERSITY 

 

 

 

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



1'Vl tll'W 'VfW jj'lJel� il11'b'Wl i1 nfi \9l'Vl el� mrutlu�1 !tt'W-a'1Jfl1'j'j1J!tltHh'W '11� �'lJ el� fll'j fff1'1:ll\9111J
mZ f1-a'\9l ':i1'VlcJ7fl'7-a'\9l':i 1Jtt11hu CVJ\91 -a'l'll71'b'79111'VlcJ7¥rmn 'llel� JJ'l171'VlcJ71:l mnvn i �� � 

C, C, ,, flW� mm fll'jfl Tl.Jf.!1J1'Vl cll'W'V'l'W 'Ii

,,dlli 
� _ _ _ _ _ _ __ _. _______________________ -.-_ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ el l'il 1 ':i cJ'Vl '.if1'1:11'11'i:l f1

iJ I rl .::::i, .::::i, (N'b'1cJfl'1-a'\9l':il'il1':icJ \91':i. -a''Vl'W f1�'Vlel�)
� q 

C, C, ,, flW�m rn m1-a-m.J 1'Vl cJl'W'V'l'W 1i

_____ ��fJ x-.,:c:> _______________________________ iJ1�'1il'W
.::::. i::::::i QI o' (\91':i. -a''Vl'lirnll ':ielcJ\91':i�Q'i:1)

- .. A-.······.-······-·o··· .--················· n,rnm,

(N'b'1cJfl'l-a'\9l'.il'il1':icJ \91':i. -a''Vl'W f1�'VleM)

a✓. 4/ n,rnm, --------------------------/-------------------------------------

q1a� w"J 1lr:s.,1 f)'j'jlJfll'j-----------------------------------11-----------------------------· 

9/ I r/ QJ ,:::i (�'b'1cJfl'l-a'\9l':i7'il7':icJ \91':i. rnmj fl'':ibJ''ll)
� d 1 2 

,!j 

� ✓ 1'W 'Vl ______ ---___ _!\Plel 'W_ -q�-if.0 .. _. �-�-_____ 'V'l. fl'·-__ �-?.-� _i_.

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

ง 

บทคดัย่อภาษาไทย  

59910280: สาขาวชิา:  ชีววทิยาศึกษา; วท.ม. (ชีววทิยาศึกษา) 
ค าส าคญั: เซลลส์ร้างเมือก, เมือก, โปรตีโอมิกส์, หอยนางรม, ดีดีที 

ปาริชาต สิงห์โตทอง : เซลลส์ร้างเมือกและโปรตีนท่ีพบในเมือกของหอยนางรมปาก
จีบ (Saccostrea cucullata) และการตอบสนองต่อสารดีดีที (ไดคลอโรไดฟีนิลไตรคลอโรอีเทน). 
(MUCOUS CELL AND PROTEOME PROFILE OF MUCOSAL SECRETION IN THE 
HOODED OYSTER (Saccostrea cucullata) AND THEIR RESPONSES TO DDT 
(Dichlorodiphenyl trichloroethane)) คณะกรรมการควบคุมวทิยานิพนธ์: สุทิน ก่ิงทอง, ปร.ด. ปี 
พ.ศ. 2561. 

เมือกหลัง่จากเซลลส์ร้างเมือก ในหอยสองฝาเมือกมีความส าคญัในการดกัจบัอนุภาค
อาหารและมีปฏิสัมพนัธ์กบัจุลินทรียท่ี์มากบัน ้า และอาจมีความส าคญัต่อการป้องกนัตวัจากสารเคมี
ปนเป้ือนในแหล่งน ้าอีกดว้ย แมจ้ะมีรายงานการศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่
แมนเทิลในหอยบางชนิด แต่ยงัไม่พบการศึกษาในหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) 
งานวจิยัน้ีจึงใชเ้ทคนิคทางมิญชวทิยาศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณแมนเทิล และใช้
เทคนิคโปรตีโอมิกส์ศึกษาโปรตีนท่ีหลัง่ออกมาในเมือก นอกจากน้ียงัศึกษาบทบาทของเซลลส์ร้าง
เมือกและเมือกต่อการป้องกนัตวัจากสารเคมีปนเป้ือนดีดีที ซ่ึงเป็นสารพิษท่ีสะสมในระบบนิเวศ
ทางทะเล ผลการศึกษาพบเซลลส์ร้างเมือกจ านวนมากแทรกอยูภ่ายในเน้ือเยื่อบุผวิของแมนเทิล 
ภายในเซลลส์ร้างเมือกพบนิวเคลียสท่ีบริเวณฐานของเซลลแ์ละพบมิวซินแกรนูลจ านวนมากในไซ
โทพลาซึม ผลการทดสอบดว้ยสารดีดีทีพบวา่สารดีดีทีส่งผลกระทบต่อเน้ือเยื่อและกระตุน้การสร้าง
เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยื่อบุผวิเพิ่มข้ึน ผลการวเิคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิคเจลสองมิติพบวา่สาร
ดีดีทีส่งผลต่อปริมาณโปรตีนท่ีพบในเซลลส์ร้างเมือกของกลุ่มทดสอบเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) รวม 14 จุด สามารถระบุชนิดโปรตีนในกลุ่มน้ีได ้4 จุด โดยพบ
สารดีดีทีกระตุน้การแสดงออกของโปรตีน 3 ชนิด ไดแ้ก่ Immunoglobulin kappa constant, Actin 
และ Sarcoplasmic calcium-binding protein และลดการแสดงออกของโปรตีน Serum albumin 
แสดงใหเ้ห็นวา่สารดีดีทีนอกจากจะกระตุน้เซลลส์ร้างเมือกและการหลัง่เมือกแลว้ยงัมีผลต่อโปรตีน
ในเมือกอีกดว้ย ผลจากการศึกษาในคร้ังน้ียนืยนัวา่นอกจากการดกัจบัอาหารแลว้ เมือกยงัมี
ความส าคญัต่อกลไกการป้องกนัตวัของหอยนางรมจากสารเคมีในน ้าอีกดว้ย 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ  

59910280: MAJOR:  BIOLOGY EDUCATION; M.Sc. (BIOLOGY EDUCATION) 
KEYWORDS: Mucous cell, Mucus, Proteomics, Oyster, DDT 

  PARICHAT SINGTOTHONG : MUCOUS CELL AND PROTEOME PROFILE 
OF MUCOSAL SECRETION IN THE HOODED OYSTER (SACCOSTREA CUCULLATA) 
AND THEIR RESPONSES TO DDT (DICHLORODIPHENYL TRICHLOROETHANE). 
ADVISORY COMMITTEE: SUTIN KINGTONG, Ph.D. 2018. 

  
Mucus is secreted from mucous cells. In bivalves, mucus plays important roles in 

filtering food particles and interacts with waterborne microorganisms. It may also have a 
protective role to polluted chemicals in water. Although the studies of mucous cell structure in 
mantle of few species have been reported, none has been conducted in the Hooded oyster 
(Saccostrea cucullata). This work aimed to investigate structure and chemical properties of 
mucous cell in mantle tissue by using histological techniques. Secreted proteins in mucus were 
also explored by using proteomic technique. Additionally, protective role of mucous cell and 
mucus to DDT a polluted chemical in marine environment was also studied. Results showed that 
the mucous cells were distributed in mantle epithelia. Within mucous cell, nucleus was found at 
the basement of cell and numerous mucin granules were found in cytoplasm. DDT affected oyster 
tissue and increased number of mucous cell in mantle. While 2-DE based proteomic results 
showed that exposure to DDT significantly altered 14 proteins in mucus of treated group 
compared to the controls (p<0.05).  Unfortunately, only 4 up-regulated protein spots were 
successfully identified. The 3 up-regulated proteins were Immunoglobulin kappa constant, Actin 
and Sarcoplasmic calcium-binding protein while and 1 regulated, Serum albumin was observed. 
DDT was found to increase number of mucous cell and mucus secretion. Overall, this study 
confirmed that mucus is not only important for filter feeding but also play an important role to 
protect oyster from marine environmental pollutant. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ทีม่าและความส าคญัของปัญหา 

 หอยนางรมจดัอยูใ่นชั้นของหอยสองฝา ซ่ึงเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจท่ีส าคญัและเป็นท่ีตอ้งการ
ของทอ้งตลาด เน่ืองจากหอยนางรมมีคุณค่าทางโภชนาการสูงมาก ทั้งธาตุสังกะสีท่ีช่วยบ ารุงสายตา 
วติามินบี 12 โอเมกาสาม (omega-3) และธาตุเหล็กท่ีช่วยการท างานของสมอง และหอยนางรมยงัมี
ปริมาณโปรตีนสูง นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่หอยนางรมมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อระบบนิเวศทาง
ทะเล เพราะด ารงชีวติโดยการเกาะติดอยูก่บัท่ี (sessile  organism) จึงเปรียบเสมือนแนวปราการกนั
คล่ืน ช่วยลดความแรงของคล่ืนท าใหเ้กิดการตกตะกอนท่ีคงท่ี และเป็นแหล่งท่ีอยูอ่าศยัส าคญัของ
ตวัอ่อนสัตวน์ ้าท่ีมีความส าคญัท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ (Grabowski et al., 2012) จึงจดัเป็นการ
รักษาเสถียรภาพของระบบนิเวศบริเวณชายฝ่ัง แต่จากการท่ีหอยนางรมด ารงชีวติดว้ยการกรองกิน 
(filter-feeding) โดยเกิดกระบวนการกรองกินบริเวณช่องพาเลียล (pallial cavity) อนัประกอบดว้ย 
เหงือก (gill) แมนเทิล (mantle) และแผน่ปาก (labial palp) ซ่ึงบริเวณเหล่าน้ีถูกปกคลุมไปดว้ยเมือก
ท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือก (mucous cell) เมือกเป็นสารประกอบโมเลกุลใหญ่ท่ี
เรียกวา่มิวซิน (mucin) มีไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เป็นองคป์ระกอบหลกั ขณะเกิด
กระบวนการกรองกินน้ีอาจเกิดการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์และปรสิตท่ีปะปนมากบัการไหลของ
กระแสน ้า น าไปสู่การติดเช้ือและก่อโรคในหอย มีรายงานวา่เม่ือหอยนางรมไดรั้บสารทีบีที (TBT) 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 10, 50 และ 150 µg/l ตามล าดบั เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ของสารทีบีทีท่ีสูงข้ึนจะกระตุน้ใหเ้ซลลส์ร้างเมือกบริเวณเหงือก และแมนเทิล มีการขยาย
ขนาดของเซลล ์และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนตามไปดว้ย (Khondee et al., 2016) แต่ยงัไม่มีการรายงาน
ของขอ้มูลท่ีแน่ชดัถึงลกัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรม และโปรตีนท่ีพบใน
เมือกของหอยนางรม ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาลกัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือก และ
โปรตีนท่ีพบในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากหอยนางรม ดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา และเทคนิคโปร
ตีโอมิกส์ ตามล าดบั โดยผูว้จิยัจะศึกษาถึงผลกระทบท่ีอาจท าใหล้กัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้าง
เมือก และโปรตีนท่ีพบในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากหอยนางรมเปล่ียนแปลงไป เม่ือหอย
นางรมไดรั้บสารดีดีที (DDT : Dichlorodiphenyl trichloroethane) เน่ืองจากประเทศไทยมีการ
อนุญาตใหใ้ชส้ารดีดีทีอีกคร้ังในภาคสาธารณสุข เพราะสารดีดีทีมีคุณสมบติัในการก าจดัแมลงท่ีดี 
จึงใชใ้นการก าจดัยงุ และราคาไม่แพง หากน าสารดีดีทีมาใชใ้นภาคการเกษตรจะท าใหเ้กิดการ
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ตกคา้งในดิน ท าให้โครงสร้างของดินเส่ือมโทรมลงส่งผลกระทบต่อแหล่งน ้า เน่ืองจากการท่ีน ้าพดั
หนา้ดิน การชะลา้งของฝน การทิ้งหรือลา้งภาชนะท่ีบรรจุสารเคมีลงสู่แหล่งน ้าก่อใหเ้กิดการ
ปนเป้ือนของสารเคมีในน ้าส าหรับการอุปโภคและบริโภค ท าใหส่ิ้งมีชีวติในน ้าตายลง เป็นพิษกบั
สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้านม ก่อให้เกิดมะเร็ง รวมถึงตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม แพร่กระจาย และมีการสะสม
เพิ่มข้ึนในสัตวต่์างๆ ตามล าดบัชั้นในห่วงโซ่อาหาร ซ่ึง Mcnicholas, Steinmetz, Hunkapiller, 
Jones, and Hood (1982) พบวา่สารดีดีทีส่งผลกระทบต่อการสูญพนัธ์ของนกอินทรีหวัขาว 
(Haliaeetus leucocephalus) ในประเทศสหรัฐอเมริกา ท่ีไดรั้บการคุม้ครองตั้งแต่ปี ค.ศ. 1940 
เช่นเดียวกบั Stemmler and Lammel (2009) ไดส้ร้างแบบจ าลองสถานการณ์ทางส่ิงแวดลอ้มต่อสาร
ดีดีที พบวา่ทา้ยท่ีสุดแลว้สารดีดีทีมีแนวโนม้ท่ีจะสะสมอยูใ่นมหาสมุทรมากข้ึน จากขอ้มูลการใช้
สารดีดีทีประมาณ 1.5 ลา้นตนัทัว่โลกในช่วงทศวรรษท่ี 1940 และ 1970 ทั้งในรูปแบบของยาฆ่า
แมลงจากภาคการเกษตร รวมถึงการควบคุมแมลงท่ีเป็นพาหะของโรคจากภาคสาธารณสุข เช่น ยงุ 
ทั้งน้ีสารดีดีทียงัส่งผลกระทบต่อการด ารงชีวติของสัตวน์ ้ าในวงกวา้งอีกดว้ย  ดว้ยเหตุน้ีหอยนางรม
ซ่ึงเป็นสัตวน์ ้าท่ีด ารงชีวิตดว้ยการกรองกิน และเกาะติดอยูก่บัท่ี จึงไดรั้บผลกระทบโดยตรงอนัเกิด
จากการสะสมของการใชส้ารดีดีที ดงันั้นการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อลกัษณะโครงสร้าง
ของเซลลส์ร้างเมือก และโปรตีนท่ีพบในเมือกท่ีหลัง่ออกมาจากของหอยนางรม จะท าใหเ้กิดความ
เขา้ใจถึงสรีรวทิยาของเซลลส์ร้างเมือก และหนา้ท่ีของเมือกท่ีถูกสร้างและหลัง่ออกมาจากหอย
นางรมผา่นทางโปรตีนท่ีพบและระบุได ้อีกทั้งยงัเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ต่องานดา้นพิษวทิยา 
(Toxicology) อีกดว้ย 
 การศึกษาในคร้ังน้ีผูว้ิจยัมุ่งเนน้การศึกษาหอยนางรมในจงัหวดัชลบุรี ซ่ึงมีพื้นท่ีชายฝ่ัง
ทะเลท่ีทอดยาว และติดกบัอ่าวไทย ท าใหมี้การเพาะเล้ียงหอยนางรมอยา่งแพร่หลาย โดยเฉพาะ
บริเวณแหลมแท่น ต าบลอ่างศิลา อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี จึงจดัเป็นพื้นท่ีท่ีเหมาะสมส าหรับ
การศึกษาเก่ียวกบัหอยนางรมเป็นอยา่งมาก โดยหอยนางรมท่ีพบในพื้นท่ีไดแ้ก่ หอยนางรมปากจีบ 
(Saccostrea cucullata) และหอยนางรมตะโกรมกรามด า (Crassostrea iredalei) ซ่ึงผูว้ิจยัไดเ้ลือก
ท าการศึกษาการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบ (S. 
cucullata) เน่ืองจากเป็นสายพนัธ์ุพื้นเมืองท่ีมีความทนทานต่อส่ิงแวดลอ้ม และพบไดท้ัว่ไปในเขต
ชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย เม่ือตวัอ่อนลงเกาะกบัวตัถุแลว้จะไม่เคล่ือนท่ีตลอด
ชีวติ จึงด ารงชีวิตโดยการเกาะติดอยูก่บัท่ี ดงันั้นหากมีการปนเป้ือนของสารเคมีในแหล่งน ้า สารเคมี
จะสัมผสักบัหอยนางรมไดโ้ดยตรง อีกทั้งหอยนางรมด ารงชีวติดว้ยการกรองกิน ซ่ึงจะกรองเอา
อาหารท่ีไหลมาพร้อมกบัน ้าผา่นทางเหงือกก่อนเขา้สู่ระบบยอ่ยอาหารต่อไป จึงมีโอกาสท่ีหอย
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นางรมจะรับเอาสารตกคา้งต่างๆ รวมถึงส่ิงปนเป้ือนจากแหล่งน ้าไดโ้ดยตรง ทั้งน้ีหอยนางรมยงั
สามารถน ามาเล้ียงในหอ้งปฏิบติัการหรือโรงเพาะเล้ียงเพื่อใชใ้นการทดสอบสารเคมีไดง่้ายอีกดว้ย 
 

วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

 1. เพื่อศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata)  
 2. เพื่อศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปาก
จีบ  
 3. เพื่อศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลล์
สร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ  
 

สมมติฐานของการวจิัย 
 1. โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ก่อนและหลงัไดรั้บ
สารดีดีทีแตกต่างกนั 
 2. โปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ ก่อน
และหลงัไดรั้บสารดีดีทีแตกต่างกนั 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิัย 
 1. ทราบผลกระทบต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปาก
จีบ (S. cucullata) ในสภาวะท่ีไดรั้บสารดีดีที 
  2. ทราบชนิดและการแสดงออกของโปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้าง
เมือกของหอยนางรมปากจีบ ท่ีเปล่ียนแปลงไปเพื่อเป็นแนวทางในการศึกษา biomarker ของสาร
ก าจดัศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนชนิดดีดีทีต่อไป  
 3. เพื่อบนัทึกเป็นฐานขอ้มูลท่ีมีประโยชน์อยา่งยิง่ต่องานทางดา้นสรีรวทิยาของหอยนางรม 
และดา้นการควบคุมมลพิษทางน ้าอนัเกิดจากกิจกรรมของมนุษย ์ 
  

ขอบเขตการวจิัย 

 การศึกษาในคร้ังน้ีผูว้ิจยัเลือกหอยนางรมปากจีบ S. cucullata จากถ่ินอาศยัในบริเวณ ต าบล

อ่างศิลา จงัหวดัชลบุรี น ามาเล้ียงปรับสภาพในหอ้งปฏิบติัการเพื่อศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อ

โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่แมนเทิล ดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา (Histological 
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Techniques) และศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีนของเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจาก

เซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ ดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ (Proteomics) จากหอยนางรมปาก

จีบท่ีไดรั้บสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีประมาณ 10% ของค่า LC50 

 

สถานทีด่ าเนินงานวจิยั 

1. หอ้งปฏิบติัการชีววทิยา BS-2110 ภาควชิาชีววทิยา อาคารวทิยาศาสตร์ชีวภาพ  
คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี  

2. โรงเพาะเล้ียงวาริชศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
3. หอ้งปฏิบติัการชีวเคมี สถาบนัวจิยัจุฬาภรณ์ เลขท่ี 54 ถนนก าแพงเพชร 6 แขวงตลาด

บางเขน เขตหลกัส่ี กรุงเทพมหานคร 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

  

2.1 ชีววทิยาของหอยนางรมปากจีบ  
 หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) จดัอยูใ่น ไฟลมั Mollusca ชั้น (Class) Bivalvia 
อนัดบั (Order) Ostreoida วงศ ์(Family) Ostreidae ซ่ึงสมาชิกในวงศ ์Ostreidae น้ีประกอบดว้ยหอย
นางรมท่ีมีความส าคญัทางดา้นเศรษฐกิจท่ีมีการเพาะเล้ียงพบไดท้ัว่โลก 2 สกุล (Genus) ไดแ้ก่ สกุล  
Saccostrea และ Crassostrea ยกตวัอยา่งเช่น หอยนางรมแปซิฟิก (Pacific oyster), C. gigas เป็น
หอยนางรมท่ีมีการเพาะเล้ียงมากในเขตชายฝ่ังทะเลญ่ีปุ่น ใตห้วนั และกลุ่มประเทศในแถบยโุรป 
เช่น ฝร่ังเศส หอยนางรมตะวนัออก (Eastern oyster), C. virginica ท่ีพบการเพาะเล้ียงในแถบชายฝ่ัง
ประเทศสหรัฐอเมริกา และหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ท่ีพบการเพาะเล้ียงในแถบเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต ้และพบมากในแถบบริเวณชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย  
หอยนางรมเป็นหอยสองฝา ท่ีฝาหรือเปลือกทั้งสองขา้งมีขนาดไม่เท่ากนั เปลือกล่างหรือเปลือกซา้ย
มีขนาดใหญ่และมีลกัษณะโคง้เวา้ เป็นเปลือกท่ีใชเ้กาะกบัหินหรือวสัดุแขง็เพื่อยดึตวัหอยใหอ้ยูก่บั
ท่ีตลอดชีวิต ส่วนเปลือกบนหรือเปลือกขวาจะมีขนาดเล็กและแบนกวา่เปลือกล่าง บริเวณขอบของ
เปลือกมีรอยหยกัท่ีไม่สม ่าเสมอ ท าใหข้อบของเปลือกมีลกัษณะเป็นจีบ (ภาพท่ี 2-1) มกัอยูร่วมกนั
เป็นกลุ่ม ตั้งแต่บริเวณชายฝ่ังถึงระดบัน ้าลึก 5 เมตร  
 การกินอาหารของหอยนางรมจะอาศยัวธีิการกรองกิน อวยัวะท่ีใชใ้นกระบวนการกรองกิน

อาหารน้ีคือเหงือก (gill) (ภาพท่ี 2-2) จะกรองอาหารจ าพวกไดอะตอม (diatom) ซิลิโค-แฟลคเจล

เลค (silico-flagellates) และแพลงกต์อนพืช (phytoplankton) ซ่ึงแพลงกต์อนพืชหรือสาหร่ายจะตอ้ง

มีขนาดเล็กตั้งแต่ 3 ถึง 12 ไมครอน จึงสามารถผา่นเขา้สู่ปากได ้(Grabowski et al., 2012) เหงือก

ของหอยนางรมมีซิเลีย (cilia) อยูบ่นซ่ีเหงือก ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยขนเล็ก ๆ ท าหนา้ท่ีโบกพดัอาหาร

ส่งไปยงัแผน่ปาก (labial palps) แลว้จึงส่งต่อมายงัปาก ซ่ึงเหงือก แผน่ปาก และแมนเทิล (mantle) 

รวมเรียกเป็นอวยัวะวา่พาเลียล (pallial organs) เน่ืองจากหอยนางรมเป็นสัตวท่ี์อาศยัอยูก่บัท่ี จึงเกิด

กระบวนการกรองกินอาหารโดยอาศยัน ้าท่ีไหลผา่นเขา้มาในช่องแมนเทิล แลว้ไหลผา่นต่อไปยงั

เหงือกก่อนออกไปยงัท่อน ้าออก (ภาพท่ี 2-3) ซ่ึงพาเลียลน้ีจะถูกปกคลุมไปดว้ยเมือกท่ีมีความส าคญั

ต่อกระบวนการกรองกินของหอยนางรม เน่ืองดว้ยเมือกเป็นตวัช่วยในการดกัจบัอนุภาคของอาหาร

หรือินทรียสารขนาดเล็ก และอาศยัการโบกพดัของแมนเทิลช่วยควบคุมทิศทางการไหลของ

กระแสน ้าผา่นเหงือกก่อนท่ีจะผา่นเขา้สู่แผน่ปาก และจะถูกส่งต่อไปยงัหลอดอาหารและกระเพาะ
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อาหารเพื่อให้หอยนางรมไดใ้ชเ้ป็นพลงังานต่อไป ส าหรับอนุภาคของสารท่ีมีขนาดใหญ่จะถูกดกั

จบัไวด้ว้ยเมือก และปล่อยออกมาจากช่องแมนเทิล ซ่ึงจะถูกชะลา้งออกจากบริเวณผวิหนา้ของหอย

นางรมไปพร้อมกบัการไหลของกระแสน ้าอยา่งรวดเร็ว โดยอาศยัการเปิดและปิดของเปลือก 

ระหวา่งเกิดกระบวนการกรองกินหอยนางรมจะสามารถกรองน ้าในปริมาณท่ีค่อนขา้งมาก คือ

ประมาณ 1 ถึง 8 แกลลอนต่อชัว่โมง (Choi et al., 2012) ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัขนาดของหอยนางรมและ

ปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้ม จึงเป็นขอ้ดีอีกประการหน่ึงของหอยนางรมต่อดา้นนิเวศวทิยาท่ีหอยนางรม

สามารถเพิ่มความใสสะอาดของน ้าผา่นการเกิดกระบวนการกรองกิน และกระบวนการน้ีจะด าเนิน

ไปไดด้ว้ยดีและมีประสิทธิภาพก็ต่อเม่ือปริมาณน ้าท่ีไหลผา่นเขา้สู่ช่องแมนเทิลมีมากพอ และหอย

นางรมตอ้งอาศยัอยูใ่นน ้าตลอดเวลา ดงันั้นหอยนางรมท่ีถูกเล้ียงใหอ้ยูใ่นน ้าตลอดเวลา จะมีการ

เจริญเติบโตท่ีเร็วกวา่หอยนางรมท่ีอาศยัอยูใ่นระดบัน ้าข้ึนน ้าลงท่ีมีการสัมผสักบัอากาศเป็นบาง

เวลา ดว้ยเหตุน้ีเม่ือหอยนางรมมีจ านวนประชากรท่ีลดลง จึงส่งผลใหเ้กิดสภาพน ้าท่ีขุ่นมากข้ึนใน

หลายพื้นท่ี ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะศึกษาเก่ียวกบัโปรตีนท่ีพบในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลล์

สร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดมี้การเก็บเมือกออกจาก

เหงือก แมนเทิล และแผน่ปาก ของหอยนางรมปากจีบ  
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ภาพที ่2-1 ลกัษณะเปลือกของหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) 

 

 
 

ภาพที ่2 - 2 ลกัษณะล าตวัภายในเปลือกหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata)  

 
 

 
 
ภาพที ่2 - 3 ทิศทางการไหลของกระแสน ้าขณะเกิดกระบวนการกินแบบกรองกินในหอยนางรม 

       (Galtsoff, 1964) 
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2.2 เมือกในส่ิงมชีีวติ 

 2.2.1 เมือก (mucus) 

 เมือก (mucus) เป็นของเหลวท่ีล่ืนและเหนียว ถูกสังเคราะห์และหลัง่ออกมาจากเยื่อบุผิว
หลายแห่งของอวยัวะและต่อมในร่างกาย ท่ีสัมผสัและส่ือสารกบัส่ิงแวดลอ้มภายนอกเซลล ์สามารถ
พบเมือกไดใ้นส่ิงมีชีวติทุกอาณาจกัร (kingdom) สัตวมี์กระดูกสันหลงั (vertebrates) พบชั้นของ
เมือก (mucus layer) อยูต่ามอวยัวะต่างๆภายในร่างกาย ต่างจากส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูใ่นน ้ าส่วนใหญ่ 
ท่ีจะพบชั้นของเมือกอยูล่อ้มรอบบริเวณผวิหนงั (skin) (Schumacher et al., 1994) การศึกษาเมือกใน
สัตวท่ี์ไม่มีกระดูกสันหลงั (invertebrates) เช่น ปลาแฮก็ฟิช (hagfish) พบวา่สามารถหลัง่เมือก
จ านวนมากออกจากผวิหนงัซ่ึงใชเ้ป็นกลไกในการหลบหนีเม่ือถูกล่า (Fudge, 2005) เมือกยงั
เก่ียวขอ้งกบัการป้องกนัโปรโตซวัท่ีท าใหเ้กิดโรค (pathogenic protozoa) ของส่ิงมีชีวิตท่ีอาศยัอยูใ่น
น ้า และเมือกยงัท าหนา้ท่ีในการท าความสะอาด โดยการดกัจบัอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่ ซ่ึงอนุภาคท่ีมี
ขนาดใหญ่น้ีจะติดอยูใ่นชั้นของเมือก และสามารถก าจดัออกจากอวยัวะโดยอาศยัการโบกพดัของซิ
เลีย 
 2.2.2 การศึกษาเมือกในส่ิงมีชีวติ  
 เมือกถูกสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลโ์กลเบล็ตหรือเซลลส์ร้างเมือก (goblet/mucous 
cells) เซลลส์ร้างเมือกพบไดบ้ริเวณเยือ่บุผวิ ส่วนใหญ่เป็นเยือ่บุผวิชนิด ciliated columnar 
epithelium หรือ pseudostratified columnar epithelium (ภาพท่ี 2-4) จากการศึกษาองคป์ระกอบของ
เมือกและเซลลส์ร้างเมือก พบวา่เซลลส์ร้างเมือกจะสร้างสารโมเลกุลใหญ่ท่ีมีขนาดประมาณ 200 
kDa  เรียกวา่ มิวซิน (mucin) บรรจุอยูใ่นถุงบรรจุมิวซิน (mucin granule) โมเลกุลของมิวซินมีไกล
โคโปรตีน (glycoproteins) เป็นองคป์ระกอบหลกั ซ่ึงประกอบไปดว้ยโพลีแซคคาไรด์ 
(polysaccharides) ท่ีเกาะอยูบ่นแกนโปรตีน (ภาพท่ี 2-5) เม่ือเซลลส์ร้างเมือกหลัง่มิวซินออกมา
ภายนอกเซลลด์ว้ยวธีิ exocytosis ซ่ึงอาจหลัง่ไดท้ั้งแบบปล่อยออกนอกเซลลส์ร้างเมือก โดยมีส่วน
ของไซโตพลาสซึม และเยือ่หุม้เซลลห์ลุดออกไปดว้ย (apocrine) และแบบท่ีปล่อยออกนอกเซลล์
สร้างเมือก โดยท่ีเยือ่หุม้เซลล ์และไซโตพลาสซึมไม่เสียหาย (merocrine) เม่ือโมเลกุลของมิวซิน
สัมผสักบัน ้าแลว้จะพองตวัข้ึน มีลกัษณะล่ืนและเหนียวคลา้ยเจล ดงันั้นจึงสามารถพบ น ้า อิเล็กโทร
ไลท ์(electrolytes) และยงัพบสารชีวโมเลกุลจ านวนมาก (Phelps & Dphil, 1978) ในเมือก 
ตวัอยา่งเช่น antimicrobial peptides (Iguchi et al., 1982) , antioxidants (Moraes et al., 2006), 
proteases (Brun et al., 2000), agglutinins (Fisher, 1992) และ lectins (Itoh et al., 2011) 

มีรายงานวา่ในสภาวะท่ีเซลลส์ร้างเมือกถูกกระตุน้ ส่งผลใหเ้ซลลส์ร้างเมือกสร้างมิวซิน
แกรนูลเพิ่มข้ึน เช่น ในมนุษย ์เม่ือเซลลส์ร้างเมือกบริเวณระบบทางเดินหายใจ ถูกกระตุน้ดว้ยฝุ่ น

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

 9 

ละออง ควนั ไวรัส หรือแบคทีเรีย ส่งผลใหเ้ซลลส์ร้างเมือกสร้างมิวซินแกรนูลเพิ่มข้ึน จึงเป็นท่ีมา
ของอาการน ้ามูกไหลเวลาเป็นหวดั และภายในเซลลส์ร้างเมือกจะพบนิวเคลียสและออร์แกเนลลอ่ื์น
อยูบ่ริเวณฐานของเซลลใ์กลก้บั basement membrane พบมิวซินแกรนูลขนาดใหญ่เตม็พื้นท่ีของไซ
โทพลาสซึมบริเวณดา้นบน (apical surface) ของเซลลส์ร้างเมือก (Gómez et al., 2014) 
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ภาพที ่2 - 4 เซลลโ์กลเบล็ตหรือเซลลส์ร้างเมือกท่ีพบในปลากดหมูริตา้ (Rita rita)  

a. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยื่อบุผวิภายในช่องปาก (H&E)  
b. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยื่อบุผวิภายในช่องปาก พบวา่มีโปรตีนในเซลลส์ร้างเมือก 
(Acid solochrome Cyanine-R method) scale bar = 20 µm (Yashpal & Mittal, 2014)  
c. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยื่อบุผวิภายในแกม้ของปลากดหมูริตา้ สร้างเมือกท่ีมี
คุณสมบติัเป็นกลาง (PAS)  
d. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยื่อบุผวิภายในแกม้ของปลากดหมูริตา้ สร้างเมือกท่ีมี
คุณสมบติัเป็นกรด (AB)  
e. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยื่อบุผวิภายในแกม้ของปลากดหมูริตา้ สร้างเมือกท่ีมี
คุณสมบติัเป็นกลางและเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียว (AB2.5/PAS)  
f. เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเยือ่บุผวิภายในแกม้ของปลากดหมูริตา้ สร้างเมือกท่ีมี
คุณสมบติัเป็นกลางและเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียว (AB1.0/PAS) scale bar = 20 µm 
(Yashpal et al., 2007) 
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ภาพที ่2 - 5 โครงสร้างของมิวซิน (Authimoolam & Dziubla, 2016) 

 
 2.2.3 โครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยสองฝา 
 การศึกษาทางดา้นชีววทิยาของหอยสองฝาซ่ึงเป็นสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัในปัจจุบนั มี
งานวจิยัออกมาค่อนขา้งหลากหลาย โดยส่วนใหญ่จะมุ่งเนน้ไปทางดา้นชีววทิยาการเจริญ ระบบ
การสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ ระบบยอ่ยอาหาร และการแพร่กระจาย เป็นตน้ โดยขอ้มูลท่ีไดส่้วนใหญ่มกั
เก่ียวขอ้งกบัระบบการเพาะเล้ียง เน่ืองจากหอยนางรมเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจ ซ่ึงนิยมเพาะเล้ียงกนัอยา่ง
แพร่หลายตามแถบชายฝ่ัง เน่ืองดว้ยหอยนางรมเป็นสัตวท่ี์อาศยัเกาะติดอยูก่บัท่ี จึงท าใหเ้กิดการ
สัมผสักบัสารเคมีปนเป้ือนจากส่ิงแวดลอ้มท่ีอยูใ่นทะเลไดโ้ดยตรง การศึกษาเก่ียวกบัองคป์ระกอบ
ภายในรวมถึงกลไกการท างานในการหลัง่เมือกเพื่อออกมาปกคลุมอวยัวะภายนอกของหอยนางรม 
จึงเป็นประเด็นท่ีน่าสนใจในการศึกษาเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ และเพื่อใชป้ระกอบการศึกษา
ส าหรับงานวจิยัในอนาคต จากขอ้มูลการศึกษาในเบ้ืองตน้พบวา่เมือกท่ีปกคลุมล าตวัของหอยสอง
ฝา ถูกหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือก ซ่ึงเซลลช์นิดน้ีจะพบไดต้ามเยือ่บุผิว (ภาพท่ี 2-6)  
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ภาพที ่2 - 6 โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยสองฝา ซ่ึงอยูใ่นชั้นของเยื่อบุผวิ 

       (Allam & Espinosa, 2015) 

 

 ในปี 2016 มีรายงานการศึกษาถึงผลกระทบของสารทีบีที (TBT) ในเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล 
และเหงือกของหองหอยนางรมปากจีบ ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากท่ีหอยนางรมปากจีบไดรั้บสัมผสั
กบัสารทีบีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 10, 50 and 150 µg/l ตามล าดบั พบวา่เม่ือหอยนางรมปากจีบ
ไดรั้บสัมผสัจากสารทีบีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึน ท าใหเ้ซลลส์ร้างเมือก (M = mucocyte) ฮีโม
ไซท ์(Hm = hemocyte) และ (Bs = blood sinus) เพิ่มจ านวนมากข้ึนตามไปดว้ย (ภาพท่ี 2-7) 
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ภาพที ่2 - 7 โครงสร้างของเน้ือเยื่อในชั้นแมนเทิล และเหงือกของหอยนางรมปากจีบ  

ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ภายหลงัจากท่ีหอยนางรมปากจีบไดรั้บสัมผสักบัสารทีบีทีท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 0, 10, 50 and 150 µg/l ตามล าดบั โดย M = mucocyte ; Hm = hemocyte  
และ Bs = blood sinus ศึกษาโครงสร้างของเน้ือเยือ่ดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา และยอ้มดว้ย
สีเน้ือเยื่อดว้ยวธีิ H&E staining (Khondee et al., 2016) 

 
 จากขอ้มูลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิคมิญชวทิยา สามารถน ามาใชใ้นการศึกษา
ลกัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกของสัตวไ์ดเ้ป็นอยา่งดี อยา่งไรก็ตาม ในปัจจุบนัยงัไม่มี
รายงานถึงลกัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ผูว้จิยัจึง
ตอ้งการศึกษาเก่ียวกบัลกัษณะของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบบริเวณอวยัวะพาเลียล ซ่ึง
ประกอบดว้ย เหงือก แมนเทิล และแผน่ปาก ดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา วธีิ H&E staining 
 2.2.4 หน้าที่ของเมือกทีพ่บในหอยนางรม 
 เมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกนั้นมีความส าคญัต่อหอยนางรมหลาย
ประการ มีการรายงานวา่เมือกท่ีพบในหอยนางรมท าหนา้ท่ีป้องกนัอนัตรายใหก้บัเซลลเ์ยือ่บุผวิ 
(epithelial cells) จากส่ิงแวดลอ้มภายนอกและป้องกนัการติดเช้ือ (Reel & Fuhrman, 1981) ; (Sze & 
Lee, 1995) สร้างความเหนียว (Beninger & Veniot, 1999) ท  าความสะอาดผวิของร่างกาย 
(Bavington et al., 2004) และท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกินอาหาร (Ward & Shumway, 2004)  
 2.2.5 การศึกษาโปรตีนในเมือก 
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 มีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัเมือกอยา่งกวา้งขวางในส่ิงมีชีวติ เน่ืองดว้ยเมือกนั้นถือเป็น
ปราการแรกในการป้องกนัของระบบภูมิคุม้กนัจากการติดเช้ือ  
 การศึกษาโปรตีนในเมือกของปลา มีรายงานการคน้พบโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ภูมิคุม้กนั และไดรั้บการระบุวา่เป็น mucosal proteins ท่ีหลัง่จากผวิหนงัของปลากะพงแดง (Sparus 
aurata) โดยใชว้ธีิการทางโปรตีโอมิกส์ (proteomics) ดว้ยเทคนิค 2-D gel electrophoresis ร่วมกบั
เคร่ืองแมสสเปกโตรมิเตอร์ชนิด MS/MS ท าใหพ้บโปรตีนโครงสร้าง (cytoskeleton) ไดแ้ก่ actins, 
keratins, tubulins, tropomyosin, cofilin-2 และ filamin-A และโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนอง
ต่อความเครียด ไดแ้ก่ WAP65, HSPC70, Cu, Zn-SOD, PRDX1 และ PRDX2 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่
วธีิการทางโปรตีโอมิกส์สามารถใชต้รวจสอบและระบุโปรตีนท่ีพบในเมือกบริเวณผวิหนงัของปลา
ได ้(Jurado et al., 2015) มีรายงานการคน้พบโปรตีนในเมือกบริเวณผวิหนงัของปลาแซลมอน
แอตแลนติก (Salmo salar) ท่ีเปล่ียนแปลงไป เม่ือปลาแซลมอนแอตแลนติกเกิดการติดเช้ือ
แบคทีเรีย Vibrio salmonicida โดยใชเ้ทคนิค 2-D gel electrophoresis ร่วมกบัเคร่ืองแมสสเปกโตร
มิเตอร์ชนิด MS/MS พบวา่โปรตีน peroxidases, TPx Grx และ AhpC มีปริมาณท่ีเพิ่มข้ึน โดย
ปริมาณของโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนน้ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อสภาวะความเครียดจากการติดเช้ือ
แบคทีเรียชนิดขา้งตน้ (Uttakleiv Ræder et al., 2007) นอกจากน้ีในปลาแซลมอนแอตแลนติกยงัมี
รายงานการพบโปรตีนในเมือกบริเวณผวิหนงัท่ีเปล่ียนแปลงไป เม่ือปลาแซลมอนแอตแลนติกถูก
รุกรานจากแตนทะเล (Lepeophtheirus salmonis) ซ่ึงเป็นปรสิต โดยพบการหลัง่โปรตีน β-actin 
ออกมาจากบริเวณผวิหนงั เม่ือระดบัของ actin และ transferrin เพิ่มข้ึนจากการติดเช้ือจะกระตุน้ให้
เกิดการตอบสนองของ macrophage ในปลาแซลมอน (Easy & Ross, 2009) และยงัมีรายงานวา่พบ
โปรตีนอ่ืน ๆ หลายชนิดในเมือกบริเวณผวิหนงั เช่น peroxiredoxin 1 และ heat shock protein ซ่ึง
เก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัของปลาบอลลูน (Cyclopterus lumpus) โดยท าหนา้ท่ีป้องกนัเช้ือโรค
และความเครียดจากส่ิงแวดลอ้มภายนอกดว้ย (Patel & Brinchmann, 2017) 
 การศึกษาโปรตีนในเมือกของหอย มีรายงานถึงการวิเคราะห์การแสดงออกของ C-type 
lectin ในเมือกของหอยนางรมฝ่ังตะวนัออก (Crassostrea virginica) โดย lectin ท าหนา้ท่ีส าคญัใน
การจดจ าส่ิงแปลกปลอม ซ่ึงตรวจพบวา่มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งในทางกายภาพ เช่น การจบัอาหาร และ
ภูมิคุม้กนัเยือ่เมือก (Jing et al., 2011) ดว้ยเหตุน้ีเมือกจึงมีความส าคญัต่อการด ารงชีวติของหอย
นางรม และการศึกษาถึงชนิดของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมท่ีมีบทบาทในเชิงของกลไกการ
ป้องกนัตวัจึงเป็นประเด็นท่ีน่าสนใจเป็นอยา่งยิง่ โดยมีรายงานวา่พบโปรตีนในเมือกท่ีหลัง่ออกมา
จากพาเลียลออร์แกน (แมนเทิล, เหงือก และแผน่ปาก) ของหอยนางรมตะวนัออก (C. virginica) 
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เป็นคร้ังแรก ซ่ึงพบโปรตีนจ านวน 902 ชนิด และสามารถจ าแนกตามหนา้ท่ีกระท างานไดท้ั้งส้ิน 14 
กลุ่ม (ภาพท่ี 2-8) (Espinosa et al., 2016) 
 
 

 

 
 
ภาพที ่2 - 8 โปรตีนในเมือกท่ีหลัง่ออกมาจากพาเลียลออร์แกน (แมนเทิล, เหงือก และแผน่ปาก) 

ของหอยนางรมตะวนัออก (C. virginica) จ านวน 902 ชนิด และสามารถจ าแนกตาม

หนา้ท่ีการท างานไดท้ั้งส้ิน 14 กลุ่ม (Espinosa et al., 2016) 

 

2.3 ดีดีท:ี DDT (Dichlorodiphenyl trichloroethane) 
 2.3.1 ประวตัิความเป็นมาของสารดีดีที 
 ดีดีทีถูกสังเคราะห์ข้ึนคร้ังแรกในปี พ.ศ. 2416 โดย Othmar Zeidler ชาวเยอรมนั ซ่ึงใน
ขณะนั้นยงัไม่ทราบวา่ดีดีทีมีคุณสมบติัสามารถฆ่าแมลงไดดี้ ต่อมา Paul Muller ชาว
สวสิเซอร์แลนด ์เป็นผูศึ้กษาเก่ียวกบัคุณสมบติัในการฆ่าแมลงของดีดีที และมีการผลิตออกสู่ตลาด
ในปี พ.ศ. 2485 ในช่ือทางการคา้ คือ เกซารอล (Gesaral) เพื่อใชใ้นการเกษตร และในช่ือทางการคา้
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อีกช่ือ คือ นีโอซิด (Neocid) เพื่อใชใ้นดา้นสาธารณสุข ดีดีทีเป็นสารฆ่าแมลงท่ีมีการใชอ้ยา่ง
แพร่หลายทัว่โลก ในช่วงระยะเวลากวา่ 20 ปี นบัตั้งแต่ท่ีเร่ิมมีการผลิตออกขายในช่วงเวลาดงักล่าว 
ดีดีทียงัไดรั้บการยกยอ่งวา่เป็นสารฆ่าแมลงสมบูรณ์แบบ เน่ืองดว้ยเหตุผลหลายประการ คือ มีพิษ
ต่อแมลงมากชนิด มีความคงทนสามารถออกฤทธ์ิไดน้าน มีพิษเฉียบพลนัต่อคนและสัตวเ์ลือดอุ่น
ค่อนขา้งต ่า (จดัอยูใ่นพิษระดบัปานกลาง) และมีราคาถูกเพราะตน้ทุนการผลิตต ่า ในช่วง
สงครามโลกคร้ังท่ีสอง ดีดีทีไดถู้กน ามาใชใ้นการควบคุมโรคไขร้ากสาดใหญ่ (Typhus) ต่อมาทาง
องคก์ารอนามยัโลก (World Health Organization; WHO) แนะน าการใชดี้ดีทีเพื่อก าจดัยงุซ่ึงเป็น
พาหะของโรคไขม้าลาเรีย ปริมาณการใชดี้ดีทีเร่ิมลดลงภายในปี พ.ศ. 2514 เน่ืองจากเป็นสารเคมีท่ี
มีพิษ และค่อนขา้งสลายตวัชา้ก่อใหเ้กิดปัญหามลภาวะในส่ิงแวดลอ้ม จึงมีประกาศหา้มใชดี้ดีทีใน
ประเทศท่ีพฒันาแลว้หลายประเทศ รวมทั้งสหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีการประกาศหา้มใชดี้ดีที
ภายในประเทศ แต่ยงัมีการผลิตเพื่อส่งขายออกสู่ประเทศก าลงัพฒันา เพื่อใชใ้นการควบคุมโรค
มาลาเรีย และแมลงเบียนภายนอก เช่น หมดั และ เหา ซ่ึงในประเทศไทยเองก็มีการหา้มใชดี้ดีทีใน
ภาคการเกษตร แต่ยงัอนุญาตใหส้ามารถใชไ้ดใ้นดา้นสาธารณสุข 
 2.3.2 โครงสร้างและคุณสมบัติทางเคมีของสารดีดีท ี  

ดีดีทีเป็นสารเคมีในกลุ่มออร์กาโนคลอรีน (Organochlorine) ท่ีมีธาตุไฮโดรเจน คาร์บอน 
และคลอรีนเป็นองคป์ระกอบ (ภาพท่ี 2-9) มีลกัษณะเป็นผลึกละเอียด สีขาว จุดหลอมเหลว 108.5 
ถึง 109 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 1.9×10-7 มิลลิเมตรปรอทท่ี 20 องศาเซลเซียส การเปล่ียนรูปของ
ดีดีทีเกิดข้ึนไดโ้ดย 3 ปฏิกิริยา ดงัต่อไปน้ี 

  1. ปฏิกิริยาไฮโดรคลอริเนชนั (dehydrochlorination) เป็นการน าหมู่คลอไรด์ออกจาก
โมเลกุล ซ่ึงจะเห็นไดท้ัว่ไปจากยาฆ่าแมลงชนิดต่าง ๆ เช่น ดีดีที เป็นตน้ ซ่ึงผลจากการ
เกิดปฏิกิริยาท าใหไ้ดส้าร DDE ซ่ึง DDT จะถูกเมทาบอไลทโ์ดยเอนไซม ์DDT-dehydrochlorinase 
(DDTase) จากแมลงและสัตวใ์หก้ลายเป็น DDE (ภาพท่ี 2-10) สะสมอยูใ่นเน้ือเยื่อไขมนัของ
ส่ิงมีชีวติท่ีไดรั้บสารเขา้ไป 
  2. ปฏิกิริยารีดกัทีฟดีคลอริเนชนั (reductive dechlorination) เกิดข้ึนโดยจุลินทรียบ์างชนิด
ท่ีอยูใ่นส่ิงแวดลอ้ม ผลจากปฏิกิริยาท าใหไ้ดส้าร DDD  
  3. ปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation) เม่ือแมลงศตัรูพืชไดรั้บสารดีดีทีเขา้สู่ร่างกาย จะเกิด
การเปล่ียนรูปของสารโดยปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยอาศยัระบบเอนไซมโ์มโนออกซิจีเนส 
(Monooxygenase system) ไดเ้ป็น dicofol ซ่ึงสามารถเปล่ียนรูปดีดีทีให้เป็นดีดีเอ (2,2-bis (p-
chlorophenyl) acetic acid; DDA) และดีบีพี (dichloro-benzo-phenone; DBP) ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น
สารก าจดัไร (acaricide) และแมลงศตัรูพืช (insecticide) 
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 ดั้งนั้นดว้ยคุณสมบติัของดีดีทีวา่เป็นโมเลกุลท่ีไม่มีขั้ว (nonpolar molecule) จึงท าใหมี้
ความสามารถในการละลายในน ้าไดน้อ้ย แต่จะละลายไดดี้ในไขมนั (Lipophilic) จากคุณสมบติัใน
การละลายไดดี้ในไขมนั จึงท าใหเ้กิดการสะสมในไขมนัของส่ิงมีชีวติและถูกถ่ายทอดตามล าดบั
ห่วงโซ่อาหารมาสู่ผูบ้ริโภคขั้นสูงได ้ในรูปแบบการสะสมสารพิษท่ีเรียกวา่การเพิ่มขยายทางชีวภาพ 
(Bioaccumulation) ซ่ึงส่ิงมีชีวติท่ีไดรั้บสารพิษตกคา้งจะถูกสะสมไวต้ลอดอายขุยั ซ่ึงสารพิษท่ีถูก
สะสมไวน้ี้จะมีความเขม้ขน้มากยิง่ข้ึน เน่ืองจากส่ิงมีชีวติยงัคงด ารงชีวิตอยูใ่นสภาพแวดลอ้ม
แบบเดิม 

 

 
 

ภาพที ่2 - 9 โครงสร้างโมเลกุลของสาร DDT (Barker & Morrison, 1965) 

 

 
 
ภาพที ่2 - 10 โครงสร้างโมเลกุลของสาร DDT เม่ือถูกเปล่ียนรูปเป็นอนุพนัธ์ DDD และ DDE                          

         (Barker & Morrison, 1965) 

 

DDT 

DDD DDE 
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 2.3.3 การสลายตัวของสารดีดีท ี
 จากการสลายตวัของสารก าจดัศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน พบวา่ดีดีทีจะมีความเสถียร
มากในดินท่ีมีความร่วนซุย มีการระบายอากาศท่ีดี คืออยูใ่นสภาวะท่ีมีออกซิเจน (aerobic 
conditions) ส่วนดินท่ีอยูใ่นสภาวะขาดออกซิเจน (anaerobic conditions) เช่น ในกรณีท่ีมีน ้าท่วมขงั 
การสลายตวัของดีดีทีใหก้ลายเป็นดีดีดีจะเกิดไดเ้ร็วข้ึน แต่การสลายตวัของดีดีทีใหก้ลายเป็นดีดีอีจะ
ชา้ลงในสภาพท่ีมีการระบายอากาศดี ซ่ึงการสลายตวัของดีดีทีเพื่อเกิดเป็นสารตวัใหม่ (minor 
metabolites) เช่น DDA, dicofol, DBP, BA, dicofol like compounds นั้นเก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียห์ลาย
กลุ่ม เช่น Enterobacter aerogenes (Barker & Morrison, 1965), Trichoderma viride, Fusarium 
oxysporium, Aerobacter aerogenes จากขอ้มูลดงักล่าวช้ีใหเ้ห็นวา่การสลายตวัของดีดีทีเกิดเป็น
สารประกอบตวัใหม่นั้นเกิดไดห้ลายกระบวนการ (different metabolic pathways) ซ่ึงแต่ละ
กระบวนการจะเก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียท่ี์แตกต่างกนั 
 2.3.4 ผลกระทบของสารดีดีทต่ีอส่ิงแวดล้อม 
 ศาสตราจารย ์เดวิด พิเมนเทล แห่งมหาวทิยาลยคอร์แนล ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดอ้ธิบาย
ไวว้า่ร้อยละ 99.9 ของสารก าจดัศตัรูพืชจะปนเป้ือนอยูใ่นส่ิงแวดลอ้ม มีเพียงแค่ร้อยละ 0.1 ท่ีจะถูก
ส่งไปถึงศตัรูพืชท่ีเป็นเป้าหมายภายหลงัการฉีด พน่ หยอดหรือหวา่น สารเคมีก าจดัศตัรูพืชจะถูกดูด
ซึมเขา้ไปในพืชและอยูบ่นตน้พืชบางส่วน และท่ีเหลือจะปลิวไปในอากาศหรือรอเวลาท่ีน ้าจาก
แปลงเกษตรจะชะลา้งสารเคมีลงสู่ดินหรือแหล่งน ้าใกลเ้คียง หากสารเคมีก าจดัศตัรูพืชสามารถ
สลายตวัไดอ้ยา่งรวดเร็วปัญหาดา้นส่ิงแวดลอ้มอาจลดลง แต่ทวา่อตัราการสลายตวัหรือค่าคร่ึงชีวิต 
มีความแตกต่างกนัตามชนิดและสภาพแวดลอ้ม ทั้งน้ีการใชส้ารก าจดัศตัรูพืชนั้นส่วนใหญ่ไม่
สามารถใชใ้หมี้ผลเฉพาะต่อศตัรูท่ีตอ้งการเท่านั้น จึงท าใหเ้กิดผลกระทบต่อส่ิงมีชีวติอ่ืนๆ และ
ส่ิงแวดลอ้ม (Pimentel, 1995) 
 แมว้า่ปัจจุบนัจะมีการรณรงคส่์งเสริมใหมี้การปลูกพืชท่ีปลอดสารพิษ แต่คงปฏิเสธไม่ได้
วา่เกษตรกรส่วนใหญ่ยงัคงใชส้ารเคมีก าจดัศตัรูพืชกนัอยา่งแพร่หลาย จนกลายเป็นปัญหามลพิษ
ทางส่ิงแวดลอ้มในปัจจุบนั ซ่ึงส่งผลร้ายต่อสุขภาพ ของทั้งเกษตรกร ผูบ้ริโภค และสัตวเ์ล้ียง 
เน่ืองจากผลผลิตทางการเกษตรท่ีน าบริโภคนั้นมีสารพิษตกคา้งเกินมาตรฐาน โดยมีฤทธ์ิตกคา้ง
ยาวนานนบัปีและเพิ่มระดบัการตกคา้งมากข้ึนเร่ือยๆ กล่าวคือเม่ือเกษตรกรน าสารเคมีก าจดัศตัรูพืช 
เช่น ดีดีที ไปใชฉี้ดผกัหรือขา้วก็จะเกิดเป็นสารพิษสะสมอยูใ่นตน้พืช รวมไปถึงการตกคา้งในดิน
และน ้าดว้ย เม่ือคนรับประทานเขา้ไปสารเคมีก็จะเขา้สู่ร่างกายคนโดยท่ีไม่สามารถก าจดัออกมาได ้
และเม่ือรับประทานเขา้ไปมากๆ เป็นระยะเวลานานๆ จะเกิดการสะสมของสารเคมีภายในร่างกาย 
จนกระทัง่ถึงจุดท่ีร่างกายหมดภูมิตา้นทาน จึงจะแสดงอากการป่วยไขใ้นรูปแบบต่างๆ ซ่ึงยากต่อ
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การรักษา การใชส้ารเคมีจึงกลบักลายเป็นการผลกัภาระของผลกระทบไปสู่ระบบนิเวศ ท าใหไ้ม่
สามารถรักษาความสมดุลในธรรมชาติและส่งผลต่อแนวโนม้การระบาดของศตัรูพืชท่ีนบัวนัจะทวี
ความรุนแรงท่ีมากข้ึน  จากการศึกษาพบวา่การไดรั้บพิษในปริมาณนอ้ยแต่เร้ือรังของปลาอาจส่งผล
ร้ายแรงกวา่พิษเฉียบพลนั เพราะท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของพฤติกรรม และกระบวนการท างาน
ของอวยัวะต่างๆ ซ่ึงสร้างความเสียหายต่อความอยูร่อดและการเจริญพนัธ์ุ การใชส้ารก าจดัศตัรูพืช
นั้น มีเพียงส่วนนอ้ยท่ีมีผลต่อศตัรูพืชท่ีตอ้งการก าจดั แต่ส่วนมากจะกระจายไป ซ่ึงมกัจะตกลงบน
ดินและในน ้าก่อนท่ีบางส่วนจะสลายไป (Kegley et al., 1990) 
 2.3.5 การใช้สารดีดีทใีนประเทศไทยสู่การปนเป้ือนระบบนิเวศชายฝ่ังทะเล 
 ประเทศไทยมีประกาศหา้มใชดี้ดีทีในปี พ.ศ .2526 เน่ืองจากเป็นสารเคมีท่ีมีพิษและมี
ความคงทนในส่ิงแวดลอ้มสูง เพราะค่อนขา้งสลายตวัชา้ สามารถละลายไดใ้นไขมนั ท าใหพ้บวา่มี
การตกคา้งในห่วงโซ่อาหาร และสะสมในดิน น ้า และส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงต่อมาตรวจพบการปนเป้ือน
ของสารเคมีกาจดัศตัรูพืชกลุ่มออการ์โนคลอรีนจากการสุ่มตรวจอาหารเพื่อหาสารปนเป้ือนและ
จุลินทรียก่์อโรคในอาหารของสาธารณสุขจงัหวดั ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2551-2553 พบวา่แนวโนม้ของสาร
ปนเป้ือนท่ีผสมอยูใ่นอาหารมีเพิ่มมากข้ึน และในส่ิงแวดลอ้มยงัคงมีการสะสมตวัของสารกลุ่ม
ดงักล่าว และถูกปลดปล่อยจากแหล่งสะสมตวัเช่น ดิน พื้นท่ีท าการเกษตร ลงสู่แม่น ้าล าคลอง แลว้
ไหลลงสู่ทะเล ในปี พ.ศ. 2547 มีการศึกษาเพื่อหาชนิดและปริมาณสารฆ่าแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนคลอรีนในดินตะกอนบริเวณชายฝ่ังทะเลตะวนัออก ตั้งแต่ปากแม่น ้าบางปะกง จงัหวดั
ฉะเชิงเทราจนถึงปากแม่น ้าตราด จงัหวดัตราด โดยเก็บตวัอยา่งในเดือนมีนาคมและสิงหาคม ปี 
พ.ศ. 2547 พบวา่ปริมาณรวมของสารฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนคลอรีนในฤดูฝนมีการสะสมสูงกวา่
ฤดูแลง้มีค่าเฉล่ีย 205.31± 23.16 และ 152.73±10.35 ng/g น ้าหนกัแหง้ ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบ
การสะสมของสารฆ่าแมลงในแต่ละพื้นท่ีการใชป้ระโยชน์พบวา่ในแหล่งอุตสาหกรรมมีค่าสูงกวา่
แหล่งเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า โดยพบค่าเฉล่ียปริมาณรวมของสารฆ่าแมลงในพื้นท่ีอุตสาหกรรมมีค่า 
223.72±32.47 ng/g ส่วนในพื้นท่ีการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ามีค่า 187.56±33.49 ng/g น ้าหนกัแหง้
ตามล าดบั (ศรีวลิาศ และ ใจดี, 2547) 
 2.3.6 ความเป็นพษิของสารดีดีทต่ีอส่ิงมีชีวติ 

มีรายงานการศึกษาการเกิดมะเร็งต่อสารก าจดัแมลงในมนุษยพ์บวา่ มีความสัมพนัธ์กนัใน
การเกิดมะเร็งเตา้นมของผูห้ญิงกบัสารดีดีที ซ่ึงอาจส่งผลกระบวนการท างานของสเตรอยดฮ์อร์โมน 
เน่ืองจากสารดีดีทีอาจจะไปกระตุน้เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมตาบอลิซึมของสารก่อ
มะเร็ง (Cohn et al., 2007) ความเป็นพิษของดีดีทียงัส่งผลใหเ้กิดความผิดปกติต่อระบบทางเดิน
อาหาร โดยจะมีอาการเบ่ืออาหาร คล่ืนไส้ อาเจียน และเกิดอาการกลา้มเน้ืออ่อนแรง พบวา่เม่ือ
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ส่ิงมีชีวติไดรั้บสารดีดีทีเป็นระยะเวลานานนั้นอาจก่อใหเ้กิดมะเร็งได ้ซ่ึงมีผูร้ายงานไวว้า่สารดีดีที
เป็นสารท่ีก่อให้เกิดมะเร็งตบั มะเร็งเมด็เลือดขาว และโลหิตจาง (Thuy, 2015) 

ส าหรับการปนเป้ือนของสารเคมีท่ีมีพิษในน ้านั้น องคก์รคุม้ครองสภาพแวดลอ้มของ
สหรัฐอเมริกาไดก้ าหนดความเขม้ขน้สูงสุดของยาฆ่าแมลง ชนิดต่างๆ ในน ้าท่ีเล้ียงปลาไวใ้นระดบั
ต่างๆ โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ของดีดีทีตอ้งมีไม่เกิน 0.003 ppb ในกุง้ขาว (Penaeus vannamei) 
ขนาด 4-13 มิลลิเมตร ท่ีสัมผสักบัดีดีทีความเขม้ขน้ 0.13 ppb เป็นระยะเวลา 7 วนั พบวา่ท าใหกุ้ง้มี
ความผดิปกติทางพนัธุกรรมการคงสภาพ โดยท่ีค่าคร่ึงชีวิตของดีดีทีนั้นข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบ
ส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงดีดีทีจะสามารถคงสภาพอยูไ่ดเ้ป็นระยะเวลานานในเขตหนาว ส่วนในเขตร้อนนั้น
ดีดีทีจะถูกสลายและเปล่ียนสภาพไดเ้ร็วกวา่ ทั้งน้ีเพราะแบคทีเรียในดินมีกิจกรรมสูงข้ึนเม่ือ
อุณหภูมิสูงข้ึน และมีรายงานวา่ดีดีทีจะมีคร่ึงชีวติประมาณ 10-12 ปี (Jo et al., 1996) มีการรายงาน
ถึงปัจจยัของการกินอาหารท่ีมีผลต่อการสะสมสารดีดีทีภายในปลาสายพนัธ์ุหน่ึง ชนิดปลาซีกเดียว 
(Flitfishes) บริเวณอ่าวมอนเทอร์เร่ย ์และสัตวห์นา้ดินบริเวณเขตน ้าลึก (Sablefish and Roughscale 
rattail) ปลาหิมะและปลาหางหนู พบสารดีดีทีและสารเมตาบอไลทใ์นปริมาณค่อนขา้งสูง ใน
อวยัวะภายในตวัปลาท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณน้ี สูงกวา่ปลาท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณผวิน ้า (Zylstra, 1972) จาก
ผลการทดลองท่ีผา่นมาไดต้ั้งขอ้สังเกต โดยพิจารณาท่ีระดบัความลึกของน ้าท่ีเท่ากนั ชนิดพนัธ์ุท่ี
อาศยัอยูต่ามหนา้ดินบริเวณทอ้งน ้า พบการสะสมสารพิษภายในร่างกายในระดบัท่ีสูงกวา่ชนิดพนัธ์ุ
ท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณผวิน ้า แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของดีดีทีท่ีสะสมอยูใ่นสัตวห์นา้ดิน
บริเวณทอ้งน ้าสูงกวา่ชนิดท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณผวิน ้า (Brun et al., 2000) ทั้งน้ี NOAA หรือ National 
Oceanic and Atmospheric Administration ซ่ึงเป็นหน่วยงานดา้นการพยากรณ์อากาศของ
สหรัฐอเมริกาไดท้  าการวจิยั โดยเก็บตวัอยา่งเน้ือเยื่อของหอยแมลงภู่ (Mytilus edulis) ในแต่ละพื้นท่ี
ของอ่าวมอนเทอร์เร่ยม์าตรวจสอบ พบวา่เม่ือเวลาผา่นไปปริมาณของสารดีดีทีท่ีสะสมอยูใ่น
หอยแมลงภู่ ท่ีเก็บมาจากเมืองซานตาครูซ (Santa Cruz) ซ่ึงตั้งอยูท่างตอนบนของอ่าว มีแนวโนม้
การสะสมสารพิษคลา้ยกบัตวัอยา่งหอยแมลงภู่ท่ีเก็บมาจากเมืองมอสส์ แลนด้ิง (Moss Landing) 
ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากเมืองแปซิฟิกโกรฟ (Pacific Grove) ซ่ึงตั้งอยูท่างตอนใตข้องอ่าว 
(ภาพท่ี 2-11) พบปริมาณการสะสมของสารพิษในเน้ือเยื่อของหอยแมลงภู่ ในระดบัท่ีแตกต่างจาก
ทั้ง 2 เมืองท่ีกล่าวมาขา้งตน้ คือ พบในระดบัท่ีนอ้ยกวา่ ซ่ึงผลท่ีไดน้ี้ออกมาสอดคลอ้งกบังานวจิยัท่ี
ระบุถึงเส้นทางการกระจายตวัของสาร โดยผา่นการขนส่งสารจากทางตอนใตข้ึ้นสู่ทางตอนเหนือ
ของอ่าว ซ่ึงตวัแปรส าคญัคือการไดรั้บอิทธิพลจากกระแสลม (Ian Hartwell, 2004) 
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ภาพที ่2 - 11 ปริมาณของดีดีที ท่ีสะสมอยูใ่นหอยแมลงภู่ (M. edulis) ในแต่ละพื้นท่ีของอ่าวมอน

เทอร์เร่ย ์(Ian Hartwell, 2004) 

 
 มีรายงานผลกระทบของการสะสมสารดีดีทีในห่วงโซ่อาหาร ท่ีเร่ิมจากการปนเป้ือนของ

สารดีดีที ในน ้าในอตัราส่วนเพียง 0.000003 ppm ต่อส่ิงมีชีวติขนาดเล็กท่ีอาศยัอยูใ่นน ้า เช่น ไรแดง 

หนอนแดง พบวา่มีการสะสมของสารดีดีที ในสัตวเ์หล่าน้ีเพิ่มข้ึนเป็น 0.04 ppm และในปลาท่ีกิน

ส่ิงมีชีวติขนาดเล็กเหล่าน้ีเป็นอาหาร จะมีการสะสมของสารดีดีที ในตวัปลามากถึง 2 ppm และเม่ือ

ถึงนกท่ีกินปลาเป็นอาหารจะมีสารดีดีทีสะสมอยูใ่นตวัไดม้ากถึง 25 ppm และแมว้า่นกจะมีการ

สะสมของสารดีดีทีในตวัค่อนขา้งมาก แต่การสะสมน้ีอาจไม่ไดท้  าใหน้กตายลงทนัที แต่สามารถ

สางผลกระทบในดา้นอ่ืนๆ ได ้เช่น สารดีดีทีท่ีสะสมอยูใ่นตวันกจะท าให้เปลือกไข่บางลง ส่งผลให้

ไข่แตกขณะท่ีนกก าลงัฟักไข่ ส่งผลใหป้ระชากรของนกลดลงไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Edwards, 2004) 

ดงันั้นการสะสมของสารดีดีทีในห่วงโซ่อาหารไม่ไดถู้กจ ากดัเฉพาะในบริเวณพื้นท่ีการเกษตร แต่

มกัจะแพร่กระจายออกไปในส่ิงแวดลอ้มดว้ย เน่ืองจากน ้าท่ีไหลผา่นแปลงเกษตรท่ีมีการฉีดพน่

สารเคมีก าจดัศตัรูพืช จะไหลลงไปสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติในสุด จึงท าใหเ้กิดการปนเป้ือนของ
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สารเคมีในระบบนิเวศอยา่งกวา้งขวาง โดยส่ิงมีชีวติในแหล่งน ้าอาจไดรั้บผลกระทบจากสารเคมี

เหล่าน้ีไดโ้ดยตรง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ผลกระทบต่อระบบภูมิคุม้กนัของสัตวน์ ้า ท าใหส้ัตวน์ ้าเป็น

โรคต่างๆ ไดง่้ายข้ึน  

 มีรายงานในแมลงวนัผลไม ้(Drosophila melanogaster) พบวา่ผลกระทบของความ

ตา้นทานต่อสารดีดีทีจากยาฆ่าแมลง ถูกตรวจสอบในยนีสองชนิด หน่ึงในนั้น คือ Canton-S ซ่ึงท า

หนา้ท่ีสร้างโปรตีนท่ีมีบทบาทในการก าจดัสารพิษ เม่ือแมลงวนัผลไมไ้ดรั้บสารดีดีทีความเขม้ขน้ 

200 mg/vial เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส่งผลท าใหย้นีทั้งสองชนิดน้ีเกิดความตา้นทานต่อสารพิษมาก

ยิง่ข้ึน โดยใชเ้ทคนิคโปรตีโอมิกส์มาศึกษาเก่ียวกบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือ

แมลงวนัผลไมไ้ดรั้บสารดีดีทีจากยาฆ่าแมลง ซ่ึงท าการแยกโปรตีนดว้กระแสไฟฟ้าแบบเจลสองมิติ 

พบวา่มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปล่ียนแปลงไปจากเดิม 9 ต าแหน่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 2-12 

(Pedra et al., 2005) และมีการศึกษาถึงการแสดงออกของโปรตีนในเหงือกของหอยแมลงภู่ (Perna 

viridis) ท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือไดรั้บสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 µg/l เป็นระยะเวลา 7 วนั ดว้ย

เทคนิคโปรตีโอมิกส์ พบวา่มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีตอบสนองต่อภาวะความเครียด เช่น 

dimethylglycine ซ่ึงมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเผาผลาญของร่างกาย (Song et al., 2016) 
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ภาพที ่2 - 12 ผลการระบุชนิดของโปรตีนในแมลงวนัผลไม ้(Drosophila melanogaster)  ท่ีไดรั้บ

สารดีดีทีท่ีระดบัความเป็นพิษ LC-25 (ความเขม้ขน้ 200 mg/vial) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

โดยใชเ้คร่ืองแมสสเปคโตรมิเตอร์ชนิด MALDI-TOF พบโปรตีนท่ีเปล่ียนแปลงไป

จากเดิม 9 ชนิด (Pedra et al., 2005) 
 

 จากขอ้มูลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิคมิญวทิยา สามารถน ามาใชใ้นการศึกษาลกัษณะ

โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือก และเทคนิคโปรตีโอมิกส์ สามารถน ามาใชใ้นการศึกษาโปรตีนใน
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เมือกของสัตวไ์ดเ้ป็นอยา่งดี และช่วยระบุชนิดของโปรตีนท่ีพบไดห้ลายชนิดในคราวเดียว อยา่งไร

ก็ดี ในปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานถึงลกัษณะโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือก และชนิดของโปรตีนท่ีพบ

ในเมือกของหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ซ่ึงเป็นสัตวน์ ้าท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของไทย 

และมีแนวโนม้ไดรั้บการปนเป้ือนสารเคมีจากส่ิงแวดลอ้มทางทะเลเพิ่มข้ึน ผูว้จิยัจึงตอ้งการศึกษา

ถึงผลกระทบของสารดีดีทีดงัท่ีกล่าวมา โดยท าการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อโครงสร้าง

ของเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบบริเวณอวยัวะพาเลียล ประกอบดว้ย เหงือก แมนเทิล 

และแผน่ปาก ดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา วธีิ H&E staining และท าการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีที

ต่อชนิดของโปรตีนท่ีพบในเมือกของหอยนางรมปากจีบ ดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ 

 

2.4 การก าหนดค่าความเป็นพษิของสารดีดีที  
 การจะทราบความเป็นพิษของสารได ้เราจ าเป็นจะตอ้งน าสารเหล่านั้นมาทดสอบความเป็น
พิษกบัสัตวท์ดลอง การทดสอบเม่ือใหส้ารท่ีความเขม้ขน้ต่างๆกบัสัตวท์ดลอง จากนั้นวดัเปอร์เซ็นต์
การตายของสัตวท์ดลองหลงัรับสารพิษในช่วงระยะเวลาหน่ึงๆ แลว้น าไปหาค่าต่างๆท่ีใชแ้สดง
ระดบัความเป็นพิษ ผลจากการไดรั้บสารแปลกปลอมในช่วงระยะ Toxicokinetic phase จะจดัเป็น
ระยะท่ีสารแปลกปลอมมีแนวโนม้เป็นสารท่ีอาจแสดงความเป็นพิษหรือไม่ก็ได ้แต่หลงัจากเกิด
กิจกรรมภายในร่างกายของส่ิงมีชีวติ ซ่ึงบางส่วนอาจถูกก าจดัออกนอกร่างกาย และบางส่วนอาจมี
ผลต่อระบบต่างๆของส่ิงมีชีวิต ระยะดงักล่าวน้ี จะเรียกวา่ Toxicodynamic phase ในการศึกษาทาง
พิษวทิยา มีค่าท่ีใชใ้นการบ่งช้ีความเป็นพิษในระยะ Toxicodynamic phase คือ Median Lethal 
Concentration (LC50) ซ่ึง LC50 หมายถึง ค่าความเขม้ขน้ของสารพิษซ่ึงท าใหส้ัตวท์ดลองเสียชีวติ
เป็นจ านวนคร่ึงหน่ึงของจ านวนศตัวท่ี์น ามาทดลองทั้งหมดภายในระยะเวลาท่ีก าหนด ใชห้น่วยเป็น 
ppm (part per million), มิลลิกรัม/ ลิตร มิลลิกรัม/ กรัม หรือแมก้ระทัง่ใชเ้ป็นอตัราส่วนเจือจางจาก
สารละลายมาตรฐาน เช่น 1:1000 และ 1:10,000 เป็นตน้ ซ่ึงการประเมินค่า LC น้ีจะไม่รู้วา่
สัตวท์ดลองแต่ละตวัไดรั้บสารพิษในปริมาณเท่าใด แต่รู้วา่สัตวท์ดลองไดรั้บสารพิษท่ีมีความ
เขม้ขน้เท่าใด ซ่ึงค่าน้ีจะไดโ้ดยท าการทดลองกบัสัตวท์ดลองกบัสารท่ีหลายๆความเขม้ขน้ (อาจจะ
ประมาณ 3-5 ความเขม้ขน้) แลว้วดัอตัราการเสียชีวติของสัตวท์ดลองท่ีอยูใ่นช่วงระหวา่ง 10 ถึง 90 
เปอร์เซ็นต ์แลว้น าผลการทดลองมาท ากราฟ โดยใหแ้กน X  เป็นค่า log ของความเขม้ขน้ และแกน 
Y เป็นค่าเปอร์เซ็นตก์ารเสียชีวติ จากนั้นท าการวดัเปอร์เซ็นตก์ารเสียชีวติท่ี 50 เปอร์เซ็นต ์วา่ตรงกบั
ความเขม้ขน้ท่ีเท่าไหร่ แลว้น ามาหาค่า antilog ก็จะทราบปริมาณท่ีท าใหส้ัตวท์ดลองตายท่ี 50 
เปอร์เซ็นต ์นัน่ก็คือค่า LC50 นัน่เอง ทั้งน้ีหากค่า LC50 มีค่าตวัเลขท่ีสูงก็แสดงวา่สารเคมีนั้นๆ จะมี
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อนัตรายนอ้ย เน่ืองจากตอ้งไดรั้บในปริมาณมากจึงจะท าใหส้ัตวท์ดลองเสียชีวติไปคร่ึงหน่ึงของ
กลุ่มสัตวท่ี์ท าการทดลอง ในขณะท่ีค่าตวัเลขต ่าจะแสดงความเป็นพิษท่ีรุนแรงสูงคือไดรั้บสารเพียง
เล็กนอ้ยก็สามารถท าใหส้ัตวท์ดลองเสียชีวติไปคร่ึงหน่ึง ซ่ึงค่าความเป็นพิษของสารดีดีทีดงัแสดง
ในตารางท่ี 2-1 
 
ตารางที ่2 - 1 ค่าความเป็นพิษของสารดีดีทีต่อสัตวท์ดลอง 

 
Species Toxicity of 

LC50 

Time of 

Exposure 

Referencse 

ปลาทอง 

(Carassius auratus) 

21 µg/l 96 ชัว่โมง (Macek & Mcallister, 1970) 

ปลาแซลมอน  

(Oncorhynchus tshawytscha) 

18 µg/l 96 ชัว่โมง (Post & Schroeder, 1971) 

หอยกาบเปลือกหนา  

(Mercenaria mercenaria) 

610 µg/l 24 ชัว่โมง (Cohn et al., 2007) 
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บทที ่3 

วธีิด าเนินงานวจิยั 

 
3.1 สัตว์ทดลอง 
 เก็บตวัอยา่งสัตวท์ดลอง คือ หอยนางรมปากจีบ S. cucullata จากบริเวณพื้นท่ีชายฝ่ัง 
ต าบลอ่างศิลา จงัหวดัชลบุรี โดยเลือกตวัเตม็วยัท่ีมีขนาดประมาณ 5-7 เซนติเมตร ท าความสะอาด
เปลือกเพื่อก าจดัสาหร่ายและเพรียงหินออก และยา้ยมาเล้ียงในน ้าทะเลเพื่อปรับสภาพใหก้บัตวัอยา่ง
สัตวท์ดลองท่ีน ามาศึกษาเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ก่อนท าการทดลอง โดยให้อาหารเป็นแพลงกต์อน
ชนิด Nannochloropsis sp. (Kingtong et al., 2007) ก่อนจะน าตวัอยา่งสัตวท์ดลองไปด าเนินการ
ทดลองในขั้นถดัไป 
 

3.2 การทดสอบความเป็นพษิของสารดีดีท ี
การทดสอบความเป็นพิษของสารดีดีทีในห้องปฏิบติัการ โดยทดสอบท่ีระดบัความเขม้ขน้

ต่าง ๆ เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ซ่ึงผูว้จิยัท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า  
 3.2.1 การหาช่วงของความเป็นพษิเบื้องต้นของสารดีดีที 

การทดสอบความเป็นพิษของสารดีดีทีในหอยนางรม ดดัแปลงวธีิมาจาก (Kingtong et al., 
2007 ; Khondee et al., 2016) ดงัน้ี น าหอยนางรมปากจีบจ านวน 15 ตวั เล้ียงในน ้าทะเล 15 ลิตร ท่ีมี
สารดีดีทีผสมอยู ่โดยเล้ียงท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างกนัดงัน้ี 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/l 
(ppb; part per billion) หรือจนกวา่จะไดค้่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับท าการทดลอง จากนั้นจึง
ท าการตรวจสอบจ านวนหอยท่ีเสียชีวติ ณ เวลาท่ี 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง บนัทึกผลเพื่อวเิคราะห์
หาช่วงความเขม้ขน้ของสารดีดีทีท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะน ามาใชท้ดสอบจริงในกลุ่มทดลอง ตลอด
ระยะเวลาท่ีท าการทดลองนั้นผูศึ้กษาวจิยัจะท าการเปล่ียนน ้าทะเลท่ีมีสารดีดีทีผสมอยูแ่ละใหอ้าหาร
ทุกวนัตลอดการทดลอง จากนั้นใชโ้ปรแกรม Excel ค านวณหาค่า LC50 โดยใชค้่าจากสมการ 
Probit Analysis ซ่ึงค่า LC50 จะบ่งบอกระดบัความเป็นพิษของสารดีดีทีในหอยนางรมปากจีบ 
 3.2.2 การทดสอบความเป็นพิษของสารดีดีที  

หลงัจากท่ีทราบค่าความเป็นพิษเบ้ืองตน้แลว้ ค่าความเขม้ขน้ของสารดีดีทีท่ีถูกผสมอยูใ่น
น ้าทะเลท่ีจะใชใ้นกลุ่มทดลองจะถูกปรับใหม่ใหมี้ความเหมาะสม เพื่อศึกษาผลกระทบของสาร
ดีดีทีต่อโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกและโปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบ โดยศึกษา
ผลกระทบของสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 % LC50 และใชห้อยนางรมปากจีบจ านวน 15 ตวั 
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ต่อหน่ึงตู ้และเล้ียงในน ้าทะเล 15 ลิตร จากนั้นจึงใหอ้าหารและเปล่ียนน ้าทะเลมีสารดีดีทีผสมอยูทุ่ก
วนั ท าการเก็บตวัอยา่งโปรตีนในเมือกและเน้ือเยือ่ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง เพื่อศึกษาถึงผลกระทบของสาร
ดีดีทีในล าดบัถดัไป  

 

3.3 การเตรียมเน้ือเย่ือเพ่ือศึกษาโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
ด้วยเทคนิคทางมญิชวทิยา  
 เก็บตวัอยา่งเน้ือเยือ่หอยนางรมจากทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง แลว้ตดัเน้ือเยือ่ตาม
ขวาง ก่อนน าไปผา่นกระบวนการตรึงเน้ือเยื่อ เพื่อท าใหเ้ซลลแ์ละเน้ือเยือ่คงสภาพใกลเ้คียงกบัตอน
ท่ียงัมีชีวติอยู ่และเป็นการยบัย ั้งขบวนการ autolysis ท่ีเกิดข้ึน เพื่อใหส้ามารถใชต้รวจและ
ท าการศึกษาการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในเน้ือเยือ่นั้นๆ ท าเป็นล าดบัตามขั้นตอนของการยอ้มสีดว้ย 
hematoxylin และ eosin (H&E) แลว้จึงส่องดูเน้ือเยือ่ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ DIC (Differential 
interference contrast microscope) ยีห่อ้ Olympus รุ่น BX51 โดยใชโ้ปรแกรม View finder Life เพื่อ
ดูและศึกษาเน้ือเยื่อท่ีก าลงัขยายต่างๆ พร้อมกบัถ่ายรูป  

 
3.4 การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตโีอมกิส์ 
 3.4.1 การเกบ็ตัวอย่างเมือกของหอยนางรมปากจีบจากกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง 
              ท าการเก็บตวัอยา่งเมือกของหอยนางรมปากจีบจ านวน 30 ตวั จากทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดลอง เพื่อใชส้ าหรับการศึกษาและวเิคราะห์โปรตีน ซ่ึงจะตอ้งท าบนน ้าแขง็ (on ice) และตอ้งใช้
ความรวดเร็วเพื่อป้องกนัไม่ใหต้วัอยา่งโปรตีนท่ีตอ้งการศึกษาไดรั้บความเสียหายจากเอนไซมโ์ปร
ทีเอส โดยมีขั้นตอนดงัน้ี ตดัเปลือกท่ีอยูด่า้นบนของหอยนางรมปากจีบออกประมาณหน่ึงในสาม
ส่วนดว้ยความระมดัระวงั เพื่อไม่ให ้adductor muscle ขาดหรือฉีก และเป็นการป้องกนัการ
ปนเป้ือนของพลาสมา (plasma) ท่ีจะไหลออกมาผสมกบัเมือกท่ีถูกหลัง่ออกมาจากพาเลียล 
ออร์แกน หากเพอร์ริคาเดียม (pericardium) ท่ีอยูติ่ดกบับริเวณ adductor muscle ฉีกขาด หลงัจากนั้น
ลา้งผวิหนา้ของตวัหอยดว้ยน ้ าทะเลเทียม เพื่อก าจดัส่ิงสกปรก แลว้จึงค่อยๆ ใชค้อตตอนทิป (cotton 
tip) ขนาดเล็กท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ (small sterile cotton tipped) และถูกแช่อยูใ่นน ้าทะเลเทียมซ่ึงมี
อุณหภูมิต ่ามาถู (swab) บริเวณพาเลียล ออร์แกน (Emmanuelle et al., 2009) เมือกท่ีเก็บไดจ้ะติดอยู่
บนคอตตอนทิป หลงัจากนั้นจึงน าคอตตอนทิปน้ีมาแกวง่ในน ้าทะเลเทียมท่ีมีอุณหภูมิต ่า ซ่ึงอยูใ่น
หลอดเซ็นติฟ้ิวแบบมีฝาปิด (centrifuge tube) ขนาด 15 ml เพื่อท าใหเ้มือกท่ีเก็บไดห้ลุดออกจาก
คอนตอนทิปก่อนท่ีจะน าตวัอยา่งเมือกท่ีเก็บไดไ้ปผา่นการกรองเอาส่ิงสกปรกออกดว้ย syringe 
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filter ขนาด 0.22 µm หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งเมือกมาท าการตกตะกอนโปรตีนดว้ยอะซีโตน 
(acetone precipitation) จากนั้นจึงน ามาละลายน ้า ท าการก าจดัเกลือ (Desalting) ดว้ย Amicon Ultra-
2 Centrifuge Filter Devices ดงัแสดงในภาพท่ี 3-1 แลว้จึงน าตวัอยา่งโปรตีนท่ีไดม้าผสมกบั lysis 
buffer  
 

 
 

ภาพที ่3-1 ขั้นตอนการก าจดัเกลือ (Desalting) ดว้ย Amicon Ultra-2 Centrifuge Filter Devices 
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 3.4.2 การสกดัโปรตีน 

เตรียมตวัอยา่งโปรตีนจากเมือกของหอยนางรมปากจีบโดยการเติม lysis buffer (10 mM 
Tris-HCl, pH 7.2 ซ่ึงมีองคป์ระกอบ คือ 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 1 mM EDTA และ 1 
mM cocktail protease inhibitor) ลงไปในตะกอนโปรตีนของเมือก จากนั้นจึงน าไปป่ันเหวีย่ง 
(centrifuge) ท่ี 15,000 x g เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อช่วยใหเ้ศษเซลล์
ตกตะกอน แลว้จึงดูดเอาเฉพาะส่วนใส (supernatant) ดา้นบนซ่ึงเป็นโปรตีนจากเมือกของหอย
นางรมปากจีบ ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford protein assay (Bradford, 1976) โดยใช ้
bovine serum albumin (BSA) เป็น standard protein ทั้งน้ีเมือกของหอยนางรมอาจมีน ้าทะเลติดมา
ดว้ย ซ่ึงอาจมีผลต่อการแยกโปรตีนในขั้นถดัไป จึงอาจเพิ่มขั้นตอนการท าโปรตีนใหมี้ความบริสุทธ์ิ
มากข้ึนก่อนการแยกโปรตีนต่อไป 
 3.4.3 การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้เทคนิคเจล 2 มิติ (Two-dimensional gel 
electrophoresis) 

เม่ือวดัปริมาณโปรตีนแลว้ ขั้นต่อมาคือการแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยใชเ้ทคนิคเจล 
2 มิติ หรือ 2-DE (Two-dimensional gel electrophoresis) การแยกโปรตีนในมิติท่ีหน่ึงท าการแยก
โปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าตามค่า Isoelectric focusing หรือ ค่า pI ของโปรตีน เคร่ืองมือท่ีใชคื้อ IPG 
Phore3 โดยน าตวัอยา่งโปรตีนท่ีสกดัแลว้มา 250 ไมโครกรัมต่อตวัอยา่ง มาแยกบน IPG gel strips 
ขนาดความยาว 7 เซนติเมตร pH 3-10 non-linear (GE Healthcare) แบบ cup loading โดยใส่โปรตีน
ลงในถว้ยใส่ตวัอยา่งขนาดเล็ก (sample cup) ร่วมกบั rehydration buffer (7 M urea, 4% CHAPS, 
0.2% IPG buffer, 0.1 M DTT) แลว้ทิ้งไวข้า้มคืนเพื่อใหส้ารละลายทั้งหมดซึมเขา้ไปภายในแผน่เจล 
เม่ือทิ้งไวข้า้มคืนแลว้จึงท าการแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า Isoelectric focusing (IEF) ท่ีอุณหภูมิ 
25 °C ใชท้ั้งส้ิน 4 Steps ดงัน้ี Step 1 คือระยะ Step and Hold ใช ้300 Voltage Step 2 คือระยะ 
Gradient ใช ้1000 Voltage Step 3 คือระยะ Gradient ใช ้5000 Voltage และStep 4 คือระยะ Step 
and Hold ใช ้5000 Voltage โดยท่ีทั้ง 4 Steps น้ีใชเ้วลา 6.58 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึงน า IPG gel 
strips ท่ีท าการแยกโปรตีนตาม pI เรียบร้อยแลว้ไปแช่ในสารละลาย equilibration buffer 1 (6 M 
urea, 50 mM Tris pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 1% (w/v) DTT) เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นด าเนินการในรอบท่ี 2 ดว้ยสารละลาย equilibration buffer 2 แต่แทนท่ี DTT ดว้ย 2.5% 
(w/v) iodoacetamide (6 M urea, 50 mM Tris pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 2.5 % 
(w/v) iodoacetamide) เป็นเวลา 15 นาที แลว้จึงน า IPG gel strips ไปแยกท าการโปรตีนดว้ย
กระแสไฟฟ้าในมิติท่ี 2 ต่อไป  
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ในมิติท่ีสองจะแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุลโดยใช ้12.5 % SDS-Polyacrylamide gel 
electrophoresis (12.5 % SDS-PAGE) หลงัจากกระบวนการ electrophoresis น าเจลท่ีไดม้ายอ้มดว้ย
สี Coomassie Brilliant Blue G-250 และลา้งสีดว้ย Destain solution และวเิคราะห์ความแตกต่างของ
การแสดงออกของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบระหวา่งเมือกท่ีไดจ้ากกลุ่มควบคุม และ
เมือกของหอยนางรมปากจีบท่ีแยกไดจ้ากกลุ่มทดลอง ดว้ยโปรแกรม Image Master 2D Platinum 
7.0 ของบริษทั GE Healthcare และน าโปรตีนท่ีมีความแตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มการทดลองไป
วเิคราะห์เพื่อหาชนิดของโปรตีนต่อไป 
 3.4.4 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองโดยใช้โปรแกรม Image 
Master™ 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, Sweden) 

น าแผน่เจล SDS-PAGE ท่ียอ้มสีเรียบร้อยแลว้ไปสแกนดว้ยเคร่ือง Silver fast® 8 
Expression 11000XL จากนั้นท าการเปรียบเทียบจ านวนและปริมาณของโปรตีนในเมือกของหอย
นางรมท่ีไดจ้ากกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ ImageMaster™ 2D 
Platinum 7.0 ของบริษทั GE Healthcare ซ่ึงโปรแกรมจะท าหนา้ท่ีเปรียบเทียบความเขม้ของจุด
โปรตีนบนแผน่เจล SDS-PAGE เพื่อวิเคราะห์ผลและเปรียบเทียบความแตกต่าง พร้อมทั้งค  านวณค่า
ความเช่ือมัน่ (P = 0.05) ใหก้บัโปรตีนแต่ละจุดท่ีวเิคราะห์ โดยใชเ้กณฑว์ดัจุดโปรตีนท่ีมี spot 
intensity มากกวา่ 350 จุดโปรตีนท่ีมี spot area มากกวา่ 0.1 และจุดโปรตีนท่ีมี spot volume 
มากกวา่ 70 ข้ึนไป จึงท าใหท้ราบขอ้มูลการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัของโปรตีนอยา่งมีนยัส าคญั 
ผูว้จิยัจึงสามารถเลือกโปรตีนท่ีมีระดบัการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั เพื่อใชเ้ป็นโปรตีนเป้าหมายของ
การปนเป้ือนสารดีดีทีได ้โดยผา่นขั้นตอนการระบุชนิดของโปรตีนโดยการตดัจุดโปรตีนท่ีสนใจ
ศึกษา แลว้จึงท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซิน และน าไประบุชนิดของโปรตีนโดยการวิเคราะห์ดว้ย
เคร่ืองแมสสเปกโทรมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS (AmaZon™ speed ETD mass spectrometer) ต่อไป  
 3.4.5 การระบุชนิดของโปรตีน 
  3.4.5.1 การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน 

 น าแผน่เจล SDS-PAGE ท่ีมีความแตกต่างของโปรตีนมาวเิคราะห์ชนิดของโปรตีน 
โดยตดัจุดของโปรตีน (protein spots) ออกจากแผน่เจล แลว้จึงน าเจลไปลา้งดว้ย สารละลาย 50% 
acetonitrile (ACN), 25 mM ammonium bicarbonate (NH4 HCO3) 2 คร้ัง คร้ังละ 200 ไมโครลิตร ท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นดูดสารละลายออกแลว้เติม 100% acetonitrile 200 
ไมโครลิตร แลว้ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที หรือจนกวา่เจลจะมีสีขาวแลว้จึงดูดสารละลายออก 
หลงัจากนั้นน ามายอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซินเพื่อใหไ้ดส้ายเพปไทด ์โดยการเติมสารละลายเอนไซมท์
ริปซินท่ีเจือจางอตัราส่วน 0.006 µg/µl ปริมาณ 10-15 ไมโครลิตร ลงในหลอดต่างๆ แลว้บ่มท่ี
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อุณหภูมิ 37 องศา เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ซ่ึงเอนไซมท์ริปซินมีคุณสมบติั คือ สามารถจดจ า
ต าแหน่งและเขา้ไปตดักรดอะมิโนหลงัต าแหน่ง arginine และ lycine ก่อนการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง
แมสสเปคโทรมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS (AmaZon™ speed ETD mass spectrometer) 
  3.4.5.2 การวเิคราะห์ด้วยเคร่ืองแมสสเปคโทรมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS 

 น าเปปไทดซ่ึ์งถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซินท่ีไดจ้ากขั้นตอนขา้งตน้มาวเิคราะห์ต่อ
ดว้ยเทคนิค liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) (AmaZon™ speed ETD 
mass spectrometer) ท่ีประกอบดว้ย ส่วนของ liquid chromatography และส่วนของ electrospray 
ionization (ESI)/ ion trap mass spectrometer ซ่ึงผลท่ีไดจ้ะเป็น Chromatogram และน าผลท่ีไดน้ี้ไป
วเิคราะห์ต่อเพื่อหาชนิดของโปรตีนโดยการสืบคน้ในฐานขอ้มูลชีวสารสนเทศ เช่น MASCOT 
(www.matrixscience.com) โดยตั้งค่าพารามิเตอร์ (parameters) ค่า peptide tolerant คือ ± 1.2 Da ค่า 
MS/MS tolerant คือ ± 0.6 Da เลือกเทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานขอ้มูล
จีโนมของ NCBI ในระหวา่งขั้นตอนการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองแมสสเปคโทรมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS 
น้ี เจา้หนา้ท่ีหอ้งปฏิบติัการชีวเคมี สถาบนัวจิยัจุฬาภรณ์ เป็นผูด้  าเนินการให้ 
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บทที ่4 
ผลการวจิยั 

 
4.1 โครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
 4.1.1 การศึกษาโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบด้วยการย้อมสี 
Hematoxylin และ Eosin (H&E) 
 จากการศึกษาลกัษณะของเซลลส์ร้างเมือกของเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ของหอยนางรมปาก
จีบ โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาดว้ยการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin (H&E)  พบวา่เซลลท่ี์ชั้นผวิ
ของเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบน้ีมีลกัษณะเป็นเยือ่บุผวิชั้นเดียวชนิด 
pseudostratified columnar epithelium ท่ีประกอบดว้ยเซลลรู์ปทรงกระบอกสูงเรียงตวัชั้นเดียว แต่มี
ลกัษณะเหมือนกบัมีหลายชั้น เน่ืองจากเซลลอ์ยูชิ่ดติดกนัมาก และเซลลมี์ความยาวมากท าใหเ้บียด
กนัจนดูเหมือนมีหลายชั้น และพบเซลลส์ร้างเมือก (mucous cell, mucocyte หรือ goblet cell) แทรก
อยูต่ลอดความยาวของเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ซ่ึงตรงกบัรายงานการศึกษาโครงสร้างของเซลล์
สร้างเมือกในหอยสองฝา ดงัแสดงไวใ้นภาพท่ี 2 - 6 (Allam & Espinosa, 2015) เซลลส์ร้างเมือกท่ี
พบน้ีเป็นเซลลข์นาดใหญ่ รูปร่างไม่แน่นอน แต่ส่วนใหญ่มีรูปร่างค่อนขา้งกลมคลา้ยคลึงกบัถว้ย
หรือแกว้ไวน์ พบนิวเคลียสอยูบ่ริเวณฐานของเซลลซ่ึ์งติดสีม่วงของสียอ้ม Hematoxylin  ทั้งน้ีพบ 
secretory granules ซ่ึงเป็นถุงขนาดเล็กจ านวนมากท่ีมี mucin อยูภ่ายใน เรียกวา่ mucin granules ซ่ึง
ติดสีแดงอมชมพูของสียอ้ม Eosin (ภาพท่ี 4-2-D) ท่ีก าลงัหลัง่ออกนอกเซลลส์ร้างเมือก และยงัพบ
เซลลส์ร้างเมือกท่ีแตกต่างกนั 2 ประเภทตามการติดสียอ้ม เม่ือท าการยอ้มดว้ยสี Haematoxylin และ 
Eosin (H&E) ไดแ้ก่ Eosinophilic (ติดสีแดงของสี Eosin) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-3-A และ 
Basinophilic (ติดสีม่วงของสี Hematoxylin) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-3-B และพบเมือก (Mucus) ท่ีหลัง่
ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือก (ภาพท่ี 4-3-A และภาพท่ี 4-3-B) แต่ไม่สามารถระบุคุณสมบติัทางเคมี
ของเซลลส์ร้างเมือกได ้จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาคุณสมบติัทางเคมีของเซลลส์ร้างเมือกโดยเทคนิคทาง
มิญชวทิยาเคมีดว้ยการยอ้มสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) ต่อไป 
ซ่ึงเซลลส์ร้างเมือกท่ีแทรกอยูใ่นเยือ่บุผวิชั้นเดียวชนิด pseudostratified columnar epithelium ดงัท่ี
กล่าวมานั้นจะเรียงตวัตั้งอยูบ่นเยือ่ฐาน (basement membrane) ซ่ึงเป็นเยื่อบางท่ีรองรับชั้น 
epithelium และใตเ้ยือ่ฐานน้ีพบเซลลข์องเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (vesicular cell) ท่ีมีลกัษณะการเรียงตวั
ของเซลลแ์บบหลวมๆ ในบริเวณเน้ือเยื่อเก่ียวพนัน้ีพบแอ่งเลือด (blood sinus) ขนาดเล็กแทรกอยู่
ทัว่ไป และพบเซลลเ์มด็เลือด (hemocyte) กระจายตวัแทรกอยูร่ะหวา่เซลลข์องเน้ือเยือ่เก่ียวพนั  
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ภาพที ่4 - 1  เน้ือเยือ่ของหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ตดัตามขวางแสดงต าแหน่งบริเวณ    
แมนเทิลของหอยนางรมประกอบดว้ยหมายเลข 1 = ดา้นในของแมนเทิลท่ีติดกบั
อวยัวะภายใน หมายเลข 2 = ดา้นนอกของแมนเทิลท่ีติดกบัเปลือก และหมายเลข 3 = 
ส่วนปลายของแมนเทิล ยอ้มดว้ยสี Hematoxylin และ Eosin (H&E)  
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ภาพที ่4 - 2  เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่แมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) ยอ้มดว้ย
สี Hematoxylin และ Eosin (H&E) หมายเลข 1 = ดา้นในของแมนเทิลท่ีติดกบัอวยัวะ

ภายใน (A และ B) หมายเลข 2 = ดา้นนอกของแมนเทิลท่ีติดกบัเปลือก (C และ D) และ

หมายเลข 3 = ส่วนปลายของแมนเทิล (E และ F) พบเซลลส์ร้างเมือกขณะก าลงัหลัง่

เมือกท่ีอยูใ่นรูปของมิวซินแกรนูล (mucin granules) ออกนอกเซลล ์(D) สัญลกัษณ์ 
Bm = Basement membrane, Bs = Blood sinus, Cnt = Connective tissue,                          
Hc = Hemocyte, Mc = Mucous cell และMg = Mucin granule                                                  
(A, C และ E ก าลงัขยาย 400 เท่า และ B, D และ F ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 
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ภาพที ่4 – 3 เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่แมนเทิลดา้นนอกท่ีติดกบัเปลือกของหอยนางรมปากจีบ 
(S. cucullata) ยอ้มดว้ยสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) พบเมือก (mucus) ท่ีหลัง่
ออกนอกเซลลส์ร้างเมือก และพบการติดสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) ได ้2 

รูปแบบ คือ กลุ่มท่ีติดสีแดงของสี Eosin (A) และกลุ่มท่ีติดสีม่วงของสี Hematoxylin 

(B) (ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 

   
 4.1.2 การศึกษาโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบด้วยการย้อมสี 
Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) 
 เพื่อพิสูจน์คุณสมบติัเชิงเคมีของเซลลส์ร้างเมือกของเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิล ของหอย
นางรมปากจีบ ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาโดยเทคนิคทางมิญชวิทยาเคมีดว้ยการยอ้มสี Periodic acid–
Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) ซ่ึง PAS จะยอ้มติดเซลลท่ี์มีคาร์โบไฮเดรต เช่น ไกล
โคเจน สะสมอยูม่าก โดยจะใหผ้ลบวกคือเห็นเซลลติ์ดสีแดงชมพูในเซลลท่ี์มีคุณสมบติัเป็นกลาง 
และ AB 2.5 จะยอ้มติดเซลลท่ี์มีคาร์โบไฮเดรต เช่น ไกลโคเจน สะสมอยูม่ากเช่นกนั โดยจะให้
ผลบวกคือเห็นเซลลติ์ดสีเขียวในเซลลท่ี์มีคุณสมบติัเป็นกรด เม่ือใชเ้ทคนิคทางมิญชวทิยาเคมีดว้ย
การยอ้มสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) พบเซลลส์ร้างเมือกยอ้มติด
สีได ้2 รูปแบบ คือ กลุ่มท่ีติดสีแดงของสี Periodic acid–Schiff (PAS) สร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็น
กลาง และกลุ่มท่ีติดสีน ้าเงินของสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) 
สร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง และเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียว ซ่ึงช่วยยนืยนัวา่เซลลส์ร้างเมือกน้ี
น้ีมีคาร์โบไฮเดรตเป็นองคป์ระกอบอยูภ่ายในเซลล ์และแสดงใหเ้ห็นวา่สารท่ีอยูภ่ายในเซลลส์ร้าง
เมือกน้ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง รวมถึงมีคุณสมบติัเป็นกลาง และเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียวอีกดว้ย   
ดงัแสดงในภาพท่ี 4-4  
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ภาพที ่4 - 4 เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่แมนเทิลดา้นนอกท่ีติดกบัเปลือกของหอยนางรมปากจีบ 
(S. cucullata) ยอ้มดว้ยสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) 
พบเซลลส์ร้างเมือกขณะก าลงัหลัง่เมือก (mucus) ออกนอกเซลล ์ซ่ึงพบการติดสี 
Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 ได ้2 รูปแบบ คือ กลุ่มท่ีติดสีแดงของสี 
Periodic acid–Schiff (PAS) (แสดงสัญลกัษณ์ดว้ยรูปสามเหล่ียมหวัคว  ่า) สร้างเมือกท่ีมี
คุณสมบติัเป็นกลาง และกลุ่มท่ีติดสีน ้าเงินของสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue 
pH 2.5 (PAS/AB 2.5) (แสดงสัญลกัษณ์ดว้ยลูกศรหวัคว  ่า) สร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็น
กลาง และเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียว สัญลกัษณ์ Bm = Basement membrane,                       
Bs = Blood sinus, Cnt = Connective tissue, Hc = Hemocyte และ Mc = Mucous cell 
(ก าลงัขยาย 400 เท่า) 
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4.2 ผลกระทบของสารดีดทีต่ีอโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
 ผลการศึกษาความเป็นพิษของสารดีดีทีต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ เม่ือน า
ตวัอยา่งหอยนางรมปากจีบ มาเล้ียงในห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียง แลว้ท าการทดสอบความเป็นพิษของ
สารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 10, 50, 100, 500, 1,000 และ 2,000 µg/L เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง โดย
ท าการเปล่ียนน ้าและให้อาหารทุก 24 ชัว่โมง ปรากฏผลดงัน้ี 
 

 
 
ภาพที ่4 - 5 กราฟอตัราการตายสะสม (% Mortality) ของหอยนางรมปากจีบเม่ือไดด้บัสารดีดีทีเป็น

เวลา 96 ชัว่โมง   
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ภาพที ่4 - 6 กราฟการวิเคราะห์ค่า LC50 โดยการแปลงเปอร์เซ็นตก์ารตายสะสม (% Cumulative 
mortality) เป็นค่า Probit จากตาราง probit และความเขม้ขน้ของสารดีดีที ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 10, 50, 100, 500, 1,000 และ 2,000 µg/L ตามล าดบั ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง   

  
 ผลการศึกษาความเป็นพิษของสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 10, 50, 100, 500, 1,000 และ 
2,000 µg/L พบวา่เม่ือครบระยะเวลาท่ี 96 ชัว่โมง อตัราการตายของหอยนางรมปากจีบมีแนวโนม้เพิ่ม
สูงข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้ของสารดีดีทีท่ีผสมอยูใ่นน ้าทะเล จากการวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรม 
Excel จากค่าสมการ Probit analysis ไดก้ราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง log ของความเขม้ขน้ (X) 
และ ค่า Probit (Y) ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-5) ท าการวิเคราะห์หาค่า LC50 โดยการแปลงเปอร์เซ็นต์
การตายสะสม (% Cumulative mortality) เป็นค่า Probit จากตาราง Probit ความเขม้ขน้ของสารดีดีที ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 10, 50, 100, 500, 1,000 และ 2,000 µg/L ตามล าดบั ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง สามารถ
ค านวณหาค่า LC50 ของหอยนางรมปากจีบท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง คือ 1,000 
µg/L ดงันั้นค่าประมาณ 10% ของค่า LC50 ท่ีจะน าไปใชก้บักลุ่มทดลองเป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง ใน
การทดสอบคร้ังน้ีใชค้วามเขม้ขน้ท่ีระดบั 100 µg/L ทั้งน้ีระยะเวลาท่ีใชท้ดสอบเป็นระยะเวลาท่ี
เหมาะสมต่อการศึกษาการตอบสนองของเซลลเ์ม่ือไดรั้บสารพิษ และเน่ืองดว้ยตอ้งการศึกษาถึง
ผลกระทบของสารดีดีทีต่อโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ ในเชิงของพิษวิทยา 
  จากการศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อเซลลส์ร้างเมือกของเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ของ
หอยนางรมปากจีบ โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาดว้ยการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) 

2
7

1
7

0
5

8
9

2
3



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
2
8
0
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
2
1
0
2
2
5
6
2
 
1
3
:
5
1
:
0
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
1

 39 

เปรียบเทียบท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ระหวา่งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที (ภาพท่ี 4-6-A) กบั
กลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L (ภาพท่ี 4-6-B) พบวา่ภายใน
เซลลส์ร้างเมือกมี mucin granules ซ่ึงติดสีแดงอมชมพูของสียอ้ม Eosin  ทั้งน้ีพบวา่เซลลส์ร้างเมือก
มีจ านวนเพิ่มข้ึน มีขนาดเซลลใ์หญ่ข้ึน และพบวา่ภายในเซลลส์ร้างเมือกมี Mucin granule เพิ่มข้ึน
จ านวนมากในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L  ยงัพบการ
กระจุกตวัของเซลลฮี์โมไซท ์และพบแอ่งเลือดท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บ
สัมผสักบัสารดีดีทีอีกดว้ย ซ่ึงการเพิ่มทั้งจ  านวน และขนาดของเซลลเ์มือกน้ีเป็นการยนืยนัวา่หอย
นางรมปากจีบมีการตอบสนองต่อความเครียดท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารดีดีที ดงันั้นผูว้จิยัคาดวา่เมือกท่ี
สร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 100 µg/L  น่าจะแตกต่างจากเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกในกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาความแตกต่างของเมือกระหวา่ง 2 กลุ่มการ
ทดลองดว้ยวธีิทางโปรตีโอมิกส์ในขั้นถดัไป 
 

 
 

ภาพที ่4 - 7 เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยือ่แมนเทิลดา้นนอกท่ีติดกบัเปลือกของหอยนางรมปากจีบ 
(S. cucullata) โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาดว้ยการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) 

ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง A คือ กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที และ B คือ กลุ่ม
ทดลองท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L พบ mucin granules 
จ  านวนมากอยูภ่ายในเซลลส์ร้างเมือก ซ่ึงติดสีแดงอมชมพูของสียอ้ม Eosin (ก าลงัขยาย 
400 เท่า) สัญลกัษณ์ Bs = Blood sinus, Bm = Basement membrane,  
Cnt = Connective tissue, Hc = Hemocyte และ Mc = Mucous cell 
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4.3 ผลกระทบของสารดีดทีต่ีอโปรตีนในเมือกทีส่ร้างและหลัง่ออกมาจากเซลล์สร้าง
เมือกของหอยนางรมปากจีบ 

การเปรียบเทียบผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจาก
เซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบในการศึกษาคร้ังน้ี ใชเ้ทคนิคโปรตีโอมิกส์ส าหรับการศึกษา 
โดยท าการเปรียบเทียบโปรตีนจากเมือกของหอยนางรม 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มทดสอบและกลุ่ม
ควบคุม โดยในกลุ่มทดสอบ เลือกหอยนางรมกลุ่มท่ีไดรั้บสารพิษดีดีที ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 
µg/L เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง ซ่ึงความเขม้ข้ึนดงักล่าวใกลเ้คียงกบัค่า ร้อยละ 10 ของค่า LC50 ณ 
เวลา 96 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ดงักล่าวไม่ท าใหต้วัอยา่งสัตวท์ดสอบตายจึงเหมาะสม
ส าหรับการศึกษากลไกการท างานของเซลล ์โดยท าการสกดัโปรตีนจากเมือกหอยทั้งสองกลุ่ม และ
ตกตะกอนดว้ย Acetone ท่ีอุณหภูมิ - 20 °C ก าจดัเกลือออกดว้ยการกรองผา่น จากนั้นท าการแยก
โปรตีนดว้ยเจล 2 มิติ โดยใชป้ริมาณโปรตีน 70 ไมโครกรัม/เจล จากนั้นท าการยอ้มดว้ยสี 
Coommassie Brilliant Blue ท าใหไ้ดผ้ลดงัภาพท่ี 4-7 และเม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนบน
แผน่เจลดว้ยโปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) โดย
ใชเ้กณฑก์ารวเิคราะห์คือวดัจุดโปรตีน (protein spot) ท่ีมี spot area มากกวา่ 0.1 และมี spot 
intensity มากกวา่ 350 และมี spot volume มากกวา่ 70 ข้ึนไป จากเกณฑด์งักล่าวพบวา่สามารถระบุ
จ านวนจุดโปรตีนในกลุ่มควบคุมได ้140.67±10.53 จุด (N=3) ส าหรับกลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บสัมผสั
สารดีดีที ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชัว่โมง พบจ านวนจุดโปรตีน 111.67±18.45 
จุด (N=3) โดยในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัท าการเปรียบเปรียบปริมาณโปรตีนโดยใช ้spot volume 
เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม ดงัตวัอยา่งท่ีแสดงในภาพท่ี 4-8 พบวา่สารดีดีทีมี
ผลต่อปริมาณโปรตีนท่ีพบในเมือกของหอยนางรมปากจีบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
ทั้งส้ิน 14 จุด ประกอบดว้ยโปรตีนท่ีปริมาณเพิ่มข้ึนดว้ยสารดีดีที 10 จุด และโปรตีนท่ีปริมาณลดลง
ดว้ยสารดีดีที 4 จุด ดงัภาพท่ี 4-7 และ ตารางท่ี 4.1 ซ่ึงค่า  pI/Mr (kDa) experiment ค  านวณไดจ้ากค่า
สมการ y = -24.75ln(x) + 70.039 และ R² = 0.9862     
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ภาพที ่4 - 8 ผลการวเิคราะห์โปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบดว้ยเทคนิคเจล 2 มิติ ใชต้วัอยา่ง

เมือกหอยนางรม จากการตกตะกอนดว้ย Acetone เยน็ น ามาละลายน ้า แลว้ท าการก าจดั
เกลือ (Desalting) ดว้ย Amicon Ultra-2 Centrifuge Filter Devices แลว้น ามาแยกโปรตีน
ในเจล 2 มิติ โดยในมิติท่ี 1 ท าการแยกดว้ย pI 3-10 (non linear) และ มิติท่ีสองท าการ

แยกใน 12.5% SDS-PAGE โดยใชป้ริมาณโปรตีน 70 µg/gel A คือ กลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้

รับสัมผสักบัสารดีดีที และ B คือ กลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชัว่โมง สัญลกัษณ์รูปสามเหล่ียมสีเขียว = Up-reulated 
proteins หมายถึง โปรตีนท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารดีดีที เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และ 
สัญลกัษณ์รูปสามเหล่ียมสีแดง =  Down-regulated proteins หมายถึง โปรตีนท่ีถูกยบัย ั้ง
ดว้ยสารดีดีที เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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ตารางที ่4 - 1 จุดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั ในตวัอยา่งเมือกจากหอยนางรมปากจีบ   
 (S. cucullata) เม่ือไดรั้บสัมผสัสารดีดีที ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L เป็นเวลา 96 

ชัว่โมง เทียบกบักลุ่มควบคุม 
 

Spot No. pI/Mr (KDa)  
experiment 

*Fold changes 

28 5.75/36.35 9.34 

8 4.75/75.56 4.09 

33 5.00/36.35 2.25 

78 7.87/16.35 2.19 

77 8.25/16.21 1.99 

9 6.12/52.88 1.79 

34 4.87/37.66 1.55 

32 4.60/41.64 1.44 

76 8.90/15.66 1.35 

1 7.15/63.55 1.34 

16 5.10/48.37 -1.39 

3 6.65/64.42 -1.45 

11 7.35/51.09 -1.95 

4 6.45/64.52 -2.25 

 
*ค่า Fold changes อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) จากการวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) ค  านวณจาก spot volume ของ 
protein spot ระหวา่งกลุ่มทดสอบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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ภาพที ่4 - 9 ตวัอยา่งผลการวเิคราะห์ภาพถ่ายโปรตีนดว้ยโปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 

7.0 software (GE Healthcare, Sweden) ภายหลงัการแยกโปรตีนดว้ยเทคนิคเจล 2 มิติ
แลว้ท าการเปรียบเทียบความแตกต่างของ spot volume ของจุดโปรตีนดงัตวัอยา่งใน
ภาพเป็นจุดโปรตีนหมายเลข 76 ของกลุ่มควบคุม (A, C, E) และกลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บ
สัมผสัสารดีดีที ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชัว่โมง (B, D, F) 

 
 เม่ือเปรียบเทียบจุดของโปรตีนบนแผน่เจลแลว้ ผูว้ิจยัท าการระบุชนิดของโปรตีนท่ีมีความ
แตกต่างกนัทั้ง 14 จุด ดว้ยเทคนิค liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) 
(Waters, amaZon™ speed ETD mass spectrometer, Bruker Daltonics, Bremen, German) ร่วมกบั 
Bioinformatics search โดยเร่ิมจากการตดัจุดของโปรตีนบนแผน่เจลโพลิอะคริลาไมดอ์อกจากแผน่
เจล และยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซิน (Promega™ Sequencing Grade Modified Trypsin, Lyophilized ; 
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Manufacturer:  Promega™ V5111) หลงัจากนั้นจึงน าไปวเิคราะห์ดว้ย (LC-MS/MS) (Waters, 
amaZon™ speed ETD mass spectrometer, Bruker Daltonics, Bremen, German) และเม่ือน าไป
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานขอ้มูลจีโนมของ NCBI  
 โดยใชโ้ปรแกรมออนไลน์ MASCOT (www.matrixscience.com) ณ วนัท่ี 28 สิงหาคม 
พ.ศ. 2561 พบวา่สามารถระบุโปรตีนได ้4 จุด ประกอบดว้ย protein spot หมายเลข 8, 4, 32 และ 76 
(ตารางท่ี 4-2) นอกจากน้ี ผูว้ิจยัยงัไดสุ่้มวเิคราะห์จุดโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีพบในเมือกอีก 12 จุด 
แต่พบวา่มีจุดโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่เพียง 2 จุด เท่านั้นท่ีสามารถระบุชนิดได ้ประกอบดว้ย protein 
spot หมายเลข 35 และ 53 (ตารางท่ี 4-2) 
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บทที ่5 
อภปิรายและสรุปผล 

 
5.1 อภิปรายผล  
 5.1.1 โครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
  5.1.1.1 การศึกษาโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบด้วยการ
ย้อมสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) 
   จากการศึกษาลกัษณะของเซลลส์ร้างเมือกของเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ของหอย
นางรมปากจีบ โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาดว้ยการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin (H&E)  พบวา่
เซลลท่ี์ชั้นผวิของเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบน้ีมีลกัษณะเป็นเยือ่บุผวิชั้นเดียว
ชนิด pseudostratified columnar epithelium ท่ีประกอบดว้ยเซลลรู์ปทรงกระบอกสูงเรียงตวัชั้นเดียว 
แต่มีลกัษณะเหมือนกบัมีหลายชั้น เน่ืองจากเซลลอ์ยูชิ่ดติดกนัมาก และเซลลมี์ความยาวมากเบียดกนั
จนดูเหมือนมีหลายชั้น และพบเซลลส์ร้างเมือก (mucous cell, mucocyte หรือ goblet cell) แทรกอยู่
ตลอดความยาวของเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิล สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาในหอยน ้าจืด ฝาเดียว
สองชนิด คือ Lymnaea stagnalis และ Biomphalaria pfeifferi (Zylstra, 1972) ท่ีพบเยือ่บุผวิชั้นเดียว
ชนิด pseudostratified columnar epithelium บริเวณผิวของเน้ือเยือ่แมนเทิล (ภาพท่ี 5-1) เซลลส์ร้าง
เมือกท่ีแทรกอยูใ่นเยือ่บุผวิชั้นเดียวชนิด pseudostratified columnar epithelium ดงัท่ีกล่าวมานั้นจะ
เรียงตวัตั้งอยูบ่นเยือ่ฐาน (basement membrane) ซ่ึงเป็นเยือ่บางท่ีรองรับชั้น epithelium และใตเ้ยือ่
ฐานน้ีพบเซลลข์องเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (vesicular cell) ท่ีมีลกัษณะการเรียงตวัของเซลลแ์บบหลวมๆ 
เป็นเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีสะสมสารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต (Barnard, 1961)ในบริเวณเน้ือเยือ่
เก่ียวพนัน้ีพบแอ่งเลือด (blood sinus) ขนาดเล็กแทรกอยูท่ ัว่ไป เพื่อน าเลือดมาเล้ียงอวยัวะในส่วนน้ี 
ลกัษณะของแอ่งเลือดยงัช่วยยนืยนัวา่หอยนางรมมีระบบเลือดแบบเปิดอีกดว้ย และพบเซลลเ์มด็
เลือด (hemocyte) กระจายตวัแทรกอยูร่ะหวา่เซลลข์องเน้ือเยือ่เก่ียวพนั  
   เซลลส์ร้างเมือกท่ีพบในหอยนางรมปากจีบเป็นเซลลข์นาดใหญ่ รูปร่างไม่แน่นอน 
แต่ส่วนใหญ่มีรูปร่างค่อนขา้งกลมคลา้ยคลึงกบัถว้ยหรือแกว้ไวน์ พบนิวเคลียสอยูบ่ริเวณฐานของ
เซลล ์(basal side) ซ่ึงติดสีม่วงของสียอ้ม Hematoxylin  ลกัษณะของเซลลส์ร้างเมือกท่ีพบในคร้ังน้ี 
ตรงกบัรายงานการศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณแมนเทิลในหอยนางรม Crassostrea 
virginica และ C. gigas (Beninger & Veniot, 1999) บริเวณเหงือกและแมนเทิลในหอยสองฝา
น ้าเคม็ (Allam & Espinosa, 2015) เน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล และเหงือกในหอยนางรมปากจีบ 
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(Khondee et al., 2016) และโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเทา้ในหอยทากบก (Helix 
pomatia) (Greistorfer et al., 2017) 
   นอกจากน้ียงัสามารถพบการหลัง่มิวซินจากเซลลส์ร้างเมือกซ่ึงมีลกัษณะเป็นถุง
ขนาดเล็กหรือแกรนูล (secretory granules/ mucin granules) จ  านวนมาก ซ่ึงหลัง่บริเวณผวิดา้นนอก
ของเซลล ์(apical surface) แกรนูลเหล่าน้ีติดสีแดงอมชมพูของสียอ้ม Eosin ตรงกบัรายงาน
การศึกษาของเมธิยา อุท ากา และคณะในปี พ.ศ. 2560 (Uthamka et al., 2017) ท่ีพบ mucin granules 
จ านวนมากในเซลลส์ร้างเมือกภายในท่อรวมของต่อมยอ่ยอาหารของหอยนางรมปากจีบ  
   ในหอยนางรมปากจีบพบเซลลส์ร้างเมือกท่ีแตกต่างกนั 2 ประเภทตามการติดสี
ยอ้ม Haematoxylin และ Eosin (H&E) ไดแ้ก่ ประเภทแรก คือเซลลส์ร้างเมือกท่ีติดสียอ้มอีโอซิน 
เห็นเป็นสีแดง และประเภทท่ีสอง คือเซลลส์ร้างเมือกท่ีติดสียอ้มฮีมาทอ็กไซลินเห็นเป็นสีม่วง 
ลกัษณะดงักล่าวคลา้ยกบัการศึกษาเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเหงือกของปลาน ้าจืด Abramis brama ท่ี
ไดรั้บสัมผสัการปนเป้ือนน ้ามนัดิบท่ีพบเซลลส์ร้างเมือก 3 ประเภทตามลกัษณะการติดสี ไดแ้ก่ 
เซลลส์ร้างเมือกท่ีติดสียอ้มอีโอซิน เซลลส์ร้างเมือกท่ีติดสียอ้มฮีมาทอ็กไซลิน และเซลลส์ร้างเมือก
ท่ีไม่ติดสียอ้มทั้งสองชนิด (Giari et al., 2012) อยา่งไรก็ดีการศึกษาในหอยนางรมปากจีบคร้ังน้ีไม่
พบเซลลส์ร้างเมือกท่ีไม่ติดสียอ้มทั้งสองชนิดดงัท่ีพบในปลาน ้าจืด Abramis brama จากขอ้มูล
แสดงใหเ้ห็นวา่ในส่ิงมีชีวติต่างชนิดกนัอาจมีโครงสร้างและคุณสมบติัของเซลลส์ร้างเมือกท่ี
แตกต่างกนัซ่ึงตอบสนองต่อรูปแบบการด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวตินั้นๆ  
  

 
 

ภาพที ่5 - 1 ไดอะแกรมของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ  
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  5.1.1.2 การศึกษาโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบด้วยการ
ย้อมสี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) 
      เม่ือใชเ้ทคนิคทางมิญชวทิยาเคมีดว้ยการยอ้มสี Periodic acid–Schiff และ Alcian 
blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) พบเซลลส์ร้างเมือกยอ้มติดสีได ้2 รูปแบบ คือ กลุ่มท่ีติดสีแดงของสี 
Periodic acid–Schiff (PAS) จะสร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง และกลุ่มท่ีติดสีน ้าเงินของสี 
Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) ซ่ึงเซลลส์ร้างเมือกท่ีพบส่วนใหญ่ติด
สียอ้มน้ี จะสร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง และเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียวกนั ลกัษณะเชิงเคมี
ดงักล่าวตรงกบัรายงานการศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเทา้ในหอยทากบก (Helix 
pomatia) โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาเคมี (Greistorfer et al., 2017) และคุณสมบติัทางเคมีของเซลล์
สร้างเมือกบริเวณเหงือกในปลากดหมูริตา้ (Rita rita) (Yashpal et al., 2007 ; Yashpal & Mittal, 2014)
ทั้งน้ียงัตรงกบัรายงานการศึกษาโครงสร้างและคุณสมบติัทางเคมีของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณทางเดิน
อาหารและทางเดินหายใจในปลา Bronze Corydoras (Leknes, 2015) และเม่ือท าการยอ้มดว้ยสี 
PAS/AB 2.5 ท  าใหส้ามารถยนืยนัไดว้า่เซลลส์ร้างเมือกท่ีพบในเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ของหอย
นางรมปากจีบน้ี ท าหนา้ท่ีสร้าง และหลัง่มิวซิน (mucin) ซ่ึงเป็นสารประกอบประเภท
คาร์โบไฮเดรต สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาคุณสมบติัทางเคมีของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณล าไส้
ใหญ่ในนกกระจอกเทศท่ียนืยนัถึงการพบ mucopolysaccharides ตามการติดสียอ้มชนิดน้ี (Duritis 
& Mugurevics, 2016) ดงันั้นดว้ยคุณสมบติัทางเคมีของเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกจากเซลลส์ร้าง
เมือก จึงอาจเก่ียวขอ้งกบักระบวนการป้องกนัตวัเองจากอนัตรายท่ีไดรั้บจากสารเคมีหรือ
ส่ิงแวดลอ้มท่ีหอยนางรมอาศยัอยู ่(defensive mechanism) (Arrighetti et al., 2015) ซ่ึงจะช่วย
ป้องกนัการติดเช้ือโรคท่ีปนเป้ือนมากบัน ้า และป้องกนัไม่ใหเ้ช้ือโรคสัมผสัโดยตรงกบัเน้ือเยื่อ 
สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาหนา้ท่ีของเมือกต่อระบบภูมิคุม้กนัท่ีหลัง่ออกมาปกคลุมผวิหนงัของ
ปลา (Benhamed et al., 2014) และสอดคลอ้งกบัการศึกษาเมือกท่ีหลัง่ออกมาปกคลุมผวิหนงัของ
ปลา olive flounder (Paralichthys olivaceus) เพื่อดกัจบัจุลชีพ (Jang et al., 2017) รวมถึงเอ้ือต่อ
กระบวนการกรองกินอาหารของหอยนางรม และเม่ือมิวซินท่ีหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกสัมผสั
กบัน ้าจะพองตวักลายเป็นชั้นเมือกปกคลุมเน้ือเยือ่บุผิว สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาในปลา 
corallivorous ซ่ึงเป็นปลากินพืชท่ีอาศยัอยูใ่นน ้าเคม็ โดยจะหลัง่เมือกออกมาปกคลุมผวิบริเวณปาก 
เพื่อป้องกนัอนัตรายจากการกินพืชขณะผวิปากสัมผสักบัพืช (Huertas & Bellwood, 2017) จาก
ขอ้มูลแสดงใหเ้ห็นวา่เมือกในส่ิงมีชีวติต่างชนิดกนัอาจมีหนา้ท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงข้ึนอยูก่บั
สภาพแวดลอ้มในการด ารงชีวติของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ 
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 5.1.2 ผลกระทบของสารดีดีทต่ีอโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ                                                                                                                  
 การทดสอบความเป็นพิษของสารดีดีทีท่ีท าใหห้อยนางรมปากจีบตายคร่ึงหน่ึง ใน
ระยะเวลา 96 ชม. โดยศึกษาท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารดีดีทีท่ี 0, 10, 50, 100, 500, 1,000  และ 
2,000 µg/L ผลการศึกษาพบวา่หอยนางรมปากจีบมีเปอร์เซ็นตก์ารตายเพิ่มข้ึนเม่ือไดรั้บสารดีดีทีใน
ความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึน เม่ือวิเคราะห์หา ค่า LC50 ของสารดีดีทีท่ี 96 ชม. พบวา่มีค่าเท่ากบั 1,000 µg/L 
ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาค่าความเป็นพิษของสารดีดีทีในหอยกาบเปลือกหนา (Mercenaria 
mercenaria) ท่ีมีค่า LC50 = 610 µg/L ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (Cohn et al., 2007) และค่าประมาณ 10% 
ของค่า LC50 ท่ีจะน าไปใชก้บักลุ่มทดลองเป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง ในการทดสอบคร้ังน้ีใชค้วาม
เขม้ขน้ท่ีระดบั 100 µg/L ทั้งน้ีระยะเวลาท่ีใชท้ดสอบเป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการศึกษาการ
ตอบสนองของเซลล์เม่ือไดรั้บสารพิษ และเน่ืองดว้ยตอ้งการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อ
โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ ในเชิงของพิษวทิยา                                                                                            
 จากการศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อเซลลส์ร้างเมือกของเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิล ของ
หอยนางรมปากจีบ โดยเทคนิคทางมิญชวทิยาดว้ยการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) 
เปรียบเทียบท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ระหวา่งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที กบักลุ่มทดลองท่ี
ไดรั้บสัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L อาการท่ีพบทั้งหมดเป็นตวับ่งช้ีถึงภาวะเส่ียง
ต่ออนัตรายในเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ ท่ีตอบสนองต่อการปนเป้ือนของสาร
ดีดีทีในน ้าทะเล จึงท าให้เกิดการตอบสนองต่อสารดีดีที ซ่ึงเป็นสารพิษท่ีไดรั้บ โดยอาการท่ีพบ ไดแ้ก่ 
เซลลส์ร้างเมือกมีจ านวนเพิ่มข้ึน (hyperplasia) และมีขนาดเซลลใ์หญ่ข้ึนในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บ
สัมผสัจากสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L ซ่ึงตรงกบัรายงานการศึกษาเซลลส์ร้างเมือก
บริเวณเหงือกในปลา Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) ดว้ยเทคนิคทางมิญชวทิยาเคมี พบวา่
เซลลส์ร้างเมือกบริเวณเหงือกมีจ านวนเพิ่มมากข้ึนเม่ืออาศยัอยูใ่นน ้าท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย 
(ammonia) 0.4 mg/L เป็นระยะเวลา 90 วนั และเม่ืออาศยัอยูใ่นน ้าท่ีมีความเขม้ขน้ของเกาลิน 
(kaolin) 7000 mg/L เป็นระยะเวลา 64 วนั เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (Ferguson et al., 1992) การ
เพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างเมือกน้ีจะส่งผลใหเ้กิดการสร้างและหลัง่เมือกเพิ่มข้ึนตามไปดว้ย ตรงกบั
รายงานการศึกษาเมือกบริเวณท่อทางเดินหายใจในหนูเม่ือไดรั้บควนับุหร่ีเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
พบวา่มีการหลัง่เมือกออกมาตามท่อทางเดินหายใจเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บควนั
บุหร่ี จดัเป็นการตอบสนองต่อความเครียดจากสารเคมีท่ีไดรั้บ (Ueha et al., 2017) ผลจากการศึกษา
คร้ังน้ีผูว้ิจยัยงัพบมิวซินแกรนูลอยูภ่ายในเซลลส์ร้างเมือก ซ่ึงติดสีแดงชมพูของสียอ้มอีโอซิน มี
จ านวนเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที ตรงกบัการศึกษาในมนุษย ์โดย
พบวา่ในสภาวะท่ีเซลลส์ร้างเมือกถูกกระตุน้ จะส่งผลให้เซลลส์ร้างเมือกสร้างมิวซินแกรนูลเพิ่มข้ึน 
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เช่น เม่ือเซลลส์ร้างเมือกบริเวณระบบทางเดินหายใจถูกกระตุน้ดว้ยฝุ่ นละออง ควนั ไวรัส หรือ
แบคทีเรีย จะส่งผลใหเ้ซลลส์ร้างเมือกในบริเวณนั้นสร้างมิวซินแกรนูลเพิ่มข้ึน จึงเป็นท่ีมาของอาการ
น ้ามูกไหลเวลาเป็นหวดั (Gómez et al., 2014) นอกจากน้ียงัพบการรวมกลุ่มกนัของเซลลฮี์โมไซท ์
(Hemocyte infiltration) บริเวณเน้ือเยื่อเก่ียวพนัของอวยัวะแมนเทิล และพบแอ่งเลือดท่ีมีขนาดใหญ่
ข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที อาการท่ีแสดงออกในระดบัเน้ือเยื่อจากผล
การศึกษาท่ีกล่าวมาขา้งตน้นั้น เป็นสัญญาณบ่งช้ีวา่เซลลก์ าลงัเกิดการอกัเสบ เช่นเดียวกบัการศึกษาถึง
ผลกระทบของสารทีบีที (TBT) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 10, 50 and 150 µg/l ตามล าดบั ณเวลาท่ี 48 
ชัว่โมง ในเน้ือเยื่อบริเวณแมนเทิล และเหงือกของหองหอยนางรมปากจีบ (Khondee et al., 2016) 
 ดงันั้นการเพิ่มทั้งจ  านวน และขนาดของเซลลเ์มือกน้ีเป็นการยนืยนัวา่หอยนางรมปากจีบ 
มีการตอบสนองต่อความเครียดท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารดีดีที และเหตุท่ีพบเซลลส์ร้างเมือกบริเวณ
เน้ือเยือ่แมนเทิลจ านวนมาก เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารเคมี เน่ืองจากแมน
เทิลเป็นส่วนท่ีปกคลุมอวยัวะภายในทั้งหมดของหอยนางรม เม่ือหอยมีการเปิดเปลือกเพื่อหายใจ
หรือกรองกินอาหารอวยัวะส่วนน้ีก็จะสัมผสักบัสารปนเป้ือนเป็นส่วนแรก  
 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ หอยนางรมปากจีบ ซ่ึงเป็นสัตวใ์นกลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บ
สัมผสักบัสารดีดีทีท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/L เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง เกิดความเครียดจาก
สารเคมีท่ีไดรั้บ และมีกลไกการตอบสนองทางสรีรวทิยา โดยการหลัง่เมือกมากข้ึน แต่ไม่ทราบถึง
องคป์ระกอบของเมือกท่ีถูกสร้างภายใตส้ภาวะเครียดจากสารเคมีท่ีไดรั้บ เม่ือเทียบกบัเมือกท่ีถูกสร้าง
ในสภาวะปกติจากสัตวใ์นกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาดว้ยวธีิทาง
โปรตีโอมิกส์               
 5.1.3 ผลกระทบของสารดีดีทต่ีอโปรตีนในเมือกทีส่ร้างและหลัง่ออกมาจากเซลล์สร้าง
เมือกของหอยนางรมปากจีบ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
 ผลการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของจุดโปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมา
จากเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ เม่ือหอยนางรมปากจีบไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีทีท่ีระดบั 
100 µg/L เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง พบวา่ดีดีทีมีผลต่อปริมาณโปรตีนในเมือกของหอยนางรม ใน
กลุ่มทดสอบท่ีมีปริมาณแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติจ านวนทั้งส้ิน 14 จุด (P < 
0.05) โดยพบวา่สารดีดีทีกระตุน้ใหส้ร้างโปรตีนในเมือกเพิ่มข้ึนจ านวน 10 จุด และยบัย ั้งการสร้าง
โปรตีนท าใหป้ริมาณโปรตีนในเมือกลดลงจ านวน 4 จุด เม่ือท าการระบุชนิดของโปรตีนในกลุ่มน้ี  
สามารถระบุชนิดของโปรตีนในกลุ่มท่ีมีการกระตุน้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ 1. Immunoglobulin kappa 
constant 2. Actin และ 3. Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) และสามารถระบุ
โปรตีนในกลุ่มท่ีมีการยบัย ั้งได ้1 ชนิด คือ Serum albumin แสดงใหเ้ห็นวา่สารดีดีที มีผลต่อการ
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สร้างและหลัง่โปรตีนท่ีพบในเมือก นอกจากน้ีผูว้จิยัยงัไดท้  าการสุ่มวเิคราะห์โปรตีนท่ีมีปริมาณมาก
และสามารถระบุชนิดของโปรตีนได ้2 ชนิด คือ 1. Haptoglobin และ 2. SWI/SNF-related matrix-
associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 1A                                                                                                                                                 
 โปรตีนทีถู่กเพิม่ปริมาณด้วยสารดีดีท ี                                                                                     
 1. Immunoglobulin kappa constant (P01834, จุดโปรตีนหมายเลข 8) MW = 11.76 KDa  
โปรตีน Immunoglobulin kappa constant เป็นส่วนประกอบของ Immunoglobulin หรือ แอนติบอดี
 โครงสร้างของ Immunoglobulin หรือ แอนติบอดี ประกอบดว้ย พอลิเพปไทด ์4 สาย เช่ือม
กนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟด ์พอลิเพปไทดท์ั้ง 4 สาย ประกอบดว้ยสายยาวหรือสายหนกั (heavy chain) 
2  และสายสั้นหรือสายเบา (light chain) 2 สาย ทั้งสายหนกัและสายเบา ประกอบดว้ย 2 บริเวณ คือ 
บริเวณท่ีพบล าดบักรดอะมิโนมีการเปล่ียนแปลงไดม้าก (variable region) กบับริเวณท่ีพบล าดบั
กรดอะมิโนคงท่ี (constant region) โดยโปรตีน Immunoglobulin kappa constant (P01834) ท่ีระบุ
ไดใ้นคร้ังน้ีตรงกบับริเวณท่ีพบล าดบักรดอะมิโนคงท่ี (constant region) ในสายยาวของ 
Immunoglobulin ซ่ึงจะถูกกระตุน้ใหมี้การหลัง่เพิ่มข้ึนในเมือกหอยท่ีไดรั้บสัมผสัสารดีดีที            
 เน่ืองจากโปรตีน Immunoglobulin เป็นแอนติบอดี ท่ีสร้างจากเมด็เลือดขาวชนิด B 
lymphocytes จึงพบโปรตีนชนิดน้ีภายนอกเซลล ์เช่น พบในน ้าเลือด หรือบริเวณ extracellular 
matrix ของเน้ือเยือ่ โดย Immunoglobulin kappa constant เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนอง
ต่อระบบภูมิคุม้กนั (immune defense) ท าหนา้ท่ีเป็น immune system process (Janardan et al., 
2014)                                                                                                                                           
 การศึกษาในสัตวมี์กระดูกสันหลงัดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบโปรตีน Immunoglobulin 
ชนิด Ig kappa chain V-III region WOL และ Ig lambda VI THO ในเมือกบริเวณผวิหนงัของปลา  
Chinese giant salamander (Andrias davidianus) (Geng et al., 2015) ยนืยนัไดว้า่ในเมือกของสัตวมี์
กระดูกสันหลงัมีแอนติบอดีอยูด่ว้ย         
 การศึกษาในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบโปรตีน Immunoglobulin 
ชนิด IgGFc-binding protein ในเมือกของหอยนางรมตะวนัออก (Crassostrea virginica) (Pales 
Espinosa et al., 2016) ยนืยนัไดว้า่ในเมือกของหอยนางรมมีแอนติบอดีอยูด่ว้ย                                                                                                                   
 ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบการแสดงออกของโปรตีน Immunoglobulin kappa constant ท่ี
เพิ่มข้ึนในกลุ่มทดสอบ คาดวา่มาจาก hemocyte แสดงใหเ้ห็นวา่เม่ือหอยนางรมด ารงชีวิตอยูภ่ายใต้
สภาวะเครียดจากสารดีดีทีท่ีเจือปนอยูใ่นน ้า อาจไปกระตุน้หอยนางรมใหก้ าจดัหรือท าลายส่ิง
แปลกปลอมท่ีร่างกายไม่ตอ้งการใหส้ร้างแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเพื่อตอบสนองต่อสารดดีดีทีท่ีไดรั้บ
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เป็นเคร่ืองบ่งช้ีถึงการตอบสนองต่อภาวะเครียดทางชีวภาพ                      
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 2. Actin (Q00214, จุดโปรตีนหมายเลข 32) MW = 42.33 KDa โปรตีน Actin เป็นโปรตีน
ชนิดรูปร่างกลม (Globular protein หรือ G-actin) ในภาวะท่ีถูกกระตุน้ Globular actin จะเกิดการ
รวมตวัเป็นเกลียวคู่ (actin polymerization) ไดอ้ยา่งรวดเร็ว เกิดเป็นโครงสร้างใหม่เรียกวา่ Double-
helical filaments หรือ F-actin ซ่ึงโปรตีน Actin มกัอยูใ่ตช้ั้นของเยื่อหุม้เซลล ์(cell membrane) 
โปรตีน Actin มีการท างานท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ exocytosis ของเซลลท่ี์ตอ้งการขนส่งสารท่ี
เซลลน์ั้น ๆ สร้างข้ึนและถูกบบรรจุไวใ้นถุง vesicle ออกไปนอกเซลล ์(Porat-Shliom et al., 2013) 
โดยโปรตีน Actin (Q00214) ท่ีระบุไดใ้นคร้ังน้ีพบมากข้ึนในเมือกหอยนางรมปากจีบท่ีไดรั้บสัมผสั
กบัสารดีดีที                                                                                                                                    
 การศึกษาในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบวา่โปรตีน Actin 
(Q00214) เก่ียวขอ้งกบัผลกระทบทางพิษวทิยาของสารผสมระหวา่งดีดีที และ BaP ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 10 µg/L ตามล าดบั เป็นระยะเวลา 7 วนั บริเวณเหงือกในหอยแมลงภู่ (Perna viridis) ระบุวา่
การเปล่ียนแปลงของ Actin แสดงถึงการเกิดกระบวนการ apoptosis และ ความเครียดของเซลลต่์อ
สารผสมระหวา่งดีดีที และ BaP (Song et al., 2016)                                                                 
 ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบการแสดงออกของ Actin ท่ีเพิ่มสูงข้ึนในกลุ่มทดสอบ บ่งบอก
วา่ร่างกายของหอยนางรมปากจีบมีความพยายามในการหลัง่เมือกท่ีอยูใ่นรูปของมิวซินแกรนูลออก
มามากข้ึน ดว้ยกระบวนการ exocytosis แบบ apocrine ภายหลงัจากการสัมผสักบัสารดีดีที ซ่ึง
กระบวนการหลัง่เมือกท่ีอยูใ่นรูปของมิวซินแกรนูลออกจากเซลลส์ร้างเมือกน้ีเองจะท าใหมี้โปรตีน 
Actin หลุดออกมาดว้ย ซ่ึงตรงกบัผลการศึกษาทางมิญชวทิยาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อ
โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ คือ สารดีดีทีมีผลไป
กระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างเมือก ท าใหห้อยนางรมปากจีบหลัง่เมือกออกมามากข้ึน
ภายหลงัจากท่ีหอยนางรมปากจีบไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที 
 3. Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909, จุดโปรตีนหมายเลข 76) 
MW = 8.42 KDa โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) เป็นหน่ึงในกลุ่มของ
โปรตีนท่ีมีหนา้ท่ีจบักบัแคลเซียม (calcium binding proteins)                                                                                                                       
 โครงสร้างของ Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ประกอบดว้ยต าแหน่ง 
EF-hand motif หรือ calcium-binding motif ท่ีท  าหนา้ท่ีในการจบักบัแคลเซียมไอออน (Ca2+) 
ส่ิงมีชีวติมีกลไกในการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม โดยส่ิงมีชีวติจะอาศยัสัญญาณ
ท่ีถูกสร้างข้ึนจากภายในเซลล ์เม่ือมีการกระตุน้ใหเ้กิดการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้ม เช่น ความ
เคม็ ความแหง้แลง้ การเกิดบาดแผล การถูกโจมตีจากเช้ือโรค สารเคมีท่ีเป็นพิษ จะส่งผลใหเ้กิดการ
เพิ่มข้ึนของระดบัแคลเซียมไอออนภายในไซโทซอล (cytosol) อยา่งรวดเร็ว เม่ือระดบัแคลเซียม
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ไอออนเพิ่มสูงข้ึน จะท าใหเ้กิดการกระตุน้โปรตีนรับสัญญาณแคลเซียม (Ca2+ sensor protein) เช่น 
โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ซ่ึงจะมีต าแหน่ง EF-hand motif หรือ 
calcium-binding motif ท่ีท  าหนา้ท่ีในการจบักบัแคลเซียมไอออน เม่ือจบักบัแคลเซียมไอออนแลว้
จะเกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่าง จึงท าใหส้ามารถกระตุน้โปรตีนเป้าหมาย เพื่อส่งผา่นสัญญาณต่อไป
เป็นล าดบั จนกระทัง่ถึงการแสดงออกของยีนท่ีส าคญัต่อการปรับตวัของส่ิงมีชีวิต เพื่อตอบสนอง
ต่อการเปล่ียนแปลงของสภาวะแวดลอ้มต่างๆ ในระดบัเซลลไ์ดอ้ยา่งเหมาะสม ทั้งน้ีภายในไซโท
ซอลจะมีโปรตีนจ านวนมาก ท่ีอยูใ่นกระบวนการส่งสัญญาณแคลเซียมน้ี แต่ตวัมนัเองไม่สามารถ
จบักบัแคลเซียมไดโ้ดยตรง โปรตีนเหล่าน้ีจึงตอ้งอาศยัโปรตีนรับสัญญาณแคลเซียม เช่น โปรตีน 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) มาเป็นโปรตีนรับสัญญาณแคลเซียมขั้นตน้ จึง
เรียกไดว้า่ โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) เป็นโปรตีนท่ีมีหนา้ท่ีการ
ท างานท่ีหลากหลาย เน่ืองจากมีความสามารถในการก าหนด activity ของโปรตีนอ่ืนๆ โดยโปรตีน 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) ท่ีระบุไดใ้นคร้ังน้ีถูกกระตุน้ใหมี้การ
หลัง่เพิ่มข้ึนในเมือกหอยท่ีไดรั้บสัมผสัสารดีดีที   
 การศึกษาในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบการแสดงออกของ
โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) ใน spermatophore ของกุง้ 
crayfish (Pacifastacus leniusculus) ในการท าแผนท่ีโปรตีน ระบุวา่การพบโปรตีน Sarcoplasmic 
calcium-binding protein (Fragment) (P86909) แสดงถึงบทบาทของแคลเซียมในการกระตุน้ 
spermatozoon เก่ียวขอ้งกบัการเกิด acrosome reaction (Niksirat et al., 2014) 
 ยงัพบโปรตีนชนิดน้ีในรายงานการศึกษาโปรตีนท่ีพบในเมือกบริเวณแมนเทิล เหงือก และ
แผน่ปากในหอยนางรมตะวนัออก (Crassostrea virginica) ดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ แบบเจล 1 มิติ 
(Espinosa et al., 2016) เน่ืองจาก Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ท าหนา้ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงทางเคมีท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล ์เช่น การส่งสัญญาณของ Ca2+ (Gao et 
al., 2006) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบการแสดงออกของ Sarcoplasmic calcium-binding protein 
(Fragment) ท่ีเพิ่มสูงข้ึนในกลุ่มทดสอบ บ่งบอกวา่ร่างกายของหอยนางรมปากจีบเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีภายในเซลลภ์ายหลงัจากการสัมผสักบัสารดีดีที ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัการเกิด
กระบวนการ exocytosis ขณะท่ีหอยนางรมหลัง่เมือกออกมา 
 โปรตีนทีม่ีปริมาณลดลงด้วยสารดีดีท ี                                                                                               
 1. Serum albumin (P02769, จุดโปรตีนหมายเลข 4) โปรตีน Serum albumin เป็นโปรตีน
ในกลุ่มของ plasma protein                                       
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 โครงสร้างของ Serum albumin ประกอบดว้ย โปรตีนรูปร่างกลม (globular protein) ชนิด 
simple protein มี polar group และประจุลบสุทธิมากจึงละลายน ้าไดดี้ หนา้ท่ีของ Serum albumin 
คือ การขนส่งสารต่างๆในเลือด ท าหนา้ท่ีเป็น buffer และรักษาระดบั pH ของเลือด โดยสามารถจบั
กบั H+ ท่ีเกิดข้ึนในร่างกาย จึงช่วยลดความเป็นกรดในเลือดได ้โดยการเปล่ียนแปลงระดบัของ 
Serum albumin น้ีจะบ่งช้ีถึงภาวะทางโภชนาการของร่างกายในระยะยาว โดยโปรตีน Serum 
albumin (P02769) ท่ีระบุไดใ้นคร้ังน้ีถูกยบัย ั้งใหมี้การหลัง่นอ้ยลงในเมือกหอยท่ีไดรั้บสัมผสัสาร
ดีดีที   
 การศึกษาในมนุษยด์ว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบวา่โปรตีน Serum albumin (P02769) 
เก่ียวขอ้งกบัระบาดวทิยาของโรคมะเร็ง โดยพบการแสดงออกของโปรตีนชนิดน้ีในซีรัม (serum) 
ของผูป่้วยโรคมะเร็งเยือ่บุโพรงมดลูก (Kikuchi et al., 2007) และยงัพบโปรตีนชนิดน้ีในรายงาน
การศึกษาโปรตีนท่ีพบในพลาสมาของผูป่้วยโรคหลอดเลือดสมอง ดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ (Lopez 
et al., 2015) เน่ืองจาก Serum albumin เป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ียดึจบักบัสารต่างๆ เพื่อใหร่้างกาย
สามารถน าสารนั้นไปใชใ้นการท างานของเซลลไ์ด ้โปรตีนชนิดน้ียงัเก่ียวขอ้งกบัภาวะการติดเช้ือ 
และโปรตีนชนิดน้ีจะค่อยๆ ถูกลดการแสดงออกลง หากเน้ือเยื่อเกิดการอกัเสบเร้ือรัง ซ่ึงโปรตีน
ชนิดน้ียงัท าหนา้ท่ีเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพ เม่ือส่ิงมีชีวิตตอ้งเผชิญกบัสภาวะ oxidative stress 
(Prakash, 2017) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบการแสดงออกของ Serum albumin ท่ีลดลงในกลุ่ม
ทดสอบ บ่งบอกวา่ร่างกายของหอยนางรมปากจีบเกิดการตอบสนองต่อสภาวะเครียดภายหลงัจาก
การสัมผสักบัสารดีดีที 
 ทั้งน้ีขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาโปรตีนทั้ง 4 ชนิด ขา้งตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่สารดีดีทีมีผลต่อ
หอยนางรมปากจีบ โดยท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของโปรตีนในเมือกของหอย
นางรมปากจีบ ไดแ้ก่ โปรตีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึนดว้ยสารดีดีที (1. Immunoglobulin kappa constant 
(P01834), 2. Actin (Q00214) และ 3. Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) 
และโปรตีนท่ีแสดงออกลดลงดว้ยสารดีดีที (Serum albumin (P02769)) การแสดงออกของโปรตีน
เหล่าน้ีบ่งบอกถึงการปรับตวัในร่างกายของหอยนางรมปากจีบ เพื่อตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้มท่ี
มีสารดีดีที โดยมีการตอบสนองพื้นฐานท่ีเก่ียวกบัการสร้างโปรตีนท่ีส าคญั และระบบการท าลาย
โปรตีนท่ีเสียสภาพ ซ่ึงสารดีดีทีน่าจะสามารถกระตุน้ใหมี้การสร้างอนุมูลอิสระได ้สอดคลอ้งกบั
การพบโปรตีนท่ีเก่ียวกบักระบวนการ oxidative stress response ในสภาวะแวดลอ้มท่ีมีสารดีดีที
ของหอยนางรมปากจีบ องคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการ
วเิคราะห์หาตวับ่งช้ีทางชีวภาพ (biomarkers) ซ่ึงใชติ้ดตามการปนเป้ือนของดีดีทีในส่ิงแวดลอ้ม                                                                                                
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 โปรตีนทีม่ีปริมาณมากและไม่เปลีย่นแปลง (unchanged abundant proteins)                               
 ในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถระบุโปรตีนท่ีมีปริมาณมากและไม่เปล่ียนแปลงได ้2 ชนิด 
ไดแ้ก่                    
 1. Haptoglobin (P50417, จุดโปรตีนหมายเลข 35) โปรตีน Haptoglobin เป็นโปรตีน
ประเภท glycoprotein                                                                                                                                           
 โครงสร้างของโปรตีน Haptoglobin ประกอบดว้ย โปรตีนรูปร่างกลม (globular protein) 
บทบาททางชีววทิยาของ Haptoglobin มีหลายอยา่ง แต่หนา้ท่ีหลกั คือ การป้องกนัการสูญเสียธาตุ
เหล็ก (iron) โดย Haptoglobin จะไปจบักบั hemoglobin เกิดเป็นโครงสร้างท่ีคงตวัท่ีเรียกวา่ 
haptoglobin-haemoglobin complex โดยในสภาวะท่ีเกิดเม็ดเลือดแดงแตกในห ลอดเลือด 
(intravascular hemolysis) โครงสร้างดงักล่าวน้ีจะไม่ถูกรองผา่นไตเน่ืองจากมีขนาดท่ีใหญ่ และยงั
เช่ือวา่มีบทบาทยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย (bacteriostatic effect) โดย Haptoglobin จะไปจบั
กบั hemoglobin ท าใหมี้เหล็กไม่เพียงพอท่ีแบคทีเรียบางชนิดน าไปใชเ้พื่อการเจริญเติบโต เช่น 
Escherichaia coli โดยโปรตีน Haptoglobin (P50417) ท่ีระบุไดใ้นคร้ังน้ีมีปริมาณมากและไม่
เปล่ียนแปลงในเมือกหอยท่ีไดรั้บสัมผสัสารดีดีที                                                                                                                          
 การศึกษาในสัตวมี์กระดูกสันหลงัดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบการแสดงออกของโปรตีน 
Haptoglobin (P50417) ระบุวา่ในโคท่ีมีสุขภาพปกติจะมีระดบัของ Haptoglobin ในกระแสเลือดต ่า
กวา่ 0.1g/L เม่ือโคมีการติดเช้ือพบวา่ระดบัของ Haptoglobin จะเพิ่มข้ึนมากกวา่ 1.62±0.47 g/L 
(Mean±SEM) ภายในระยะเวลา 2 วนั (Ceciliani et al., 2012)                                                                                         
 การศึกษาในมนุษยด์ว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบการแสดงออกของโปรตีน Haptoglobin 
(P50417) ระบุวา่ผูป่้วยท่ีมีความบกพร่องทางพนัธุกรรมในการสร้างโปรตีน Haptoglobin มีความ
เส่ียงต่อการเป็นโรคภูมิแพ ้(Ko et al., 2013)                                                                                   
 เน่ืองจาก Haptoglobin เป็นไกลโคโปรตีน ท าหนา้ท่ีหลกัในการจบักบัฮีโมโกลบินอิสระ 
เพื่อการก าจดัฮีโมโกลบินอิสระ ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการท าลายความเสียหายจากการเกิดอนุมูลอิสระ 
(Shih et al., 2014) และ Haptoglobin ยงัมีหนา้ท่ีป้องกนัความเสียหายจากการเกิดกระบวนการ 
oxidative ในเน้ือเยื่อ จึงมีบทบาทส าคญัในการป้องกนัสารตา้นอนุมูลอิสระของร่างกาย (Yang et 
al., 2003) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบ Haptoglobin ในเมือกของหอยนางรมปากจีบ บ่งบอกวา่หอย
นางรมปากจีบมีการสร้างและหลัง่โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการป้องกนัความเสียหายจากการเกิด
กระบวนการ oxidative เพื่อตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่างๆ ท่ีไดรั้บจากส่ิงแวดลอ้มออกมาพร้อม
กบัการหลัง่เมือก ซ่ึงเมือกท่ีหลัง่ออกมาน้ีจะเคลือบทัว่ล าตวัของหอยนางรม เมือกจึงเป็นปราการ
แรกในการป้องกนัอนัตรายจากส่ิงแวดลอ้มภายนอก  
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 2. SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily 
A containing DEAD/H box 1A (B0R061, จุดโปรตีนหมายเลข 53) โดยโปรตีน SWI/SNF-related 
matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 
1A (B0R061) ท่ีระบุไดใ้นคร้ังน้ีมีปริมาณมากและไม่เปล่ียนแปลงในเมือกหอยท่ีไดรั้บสัมผสัสาร
ดีดีที 
 พบโปรตีนชนิดน้ีในรายงานการศึกษาโปรตีนท่ีพบในเมือกบริเวณแมนเทิล เหงือก และ
แผน่ปากในหอยนางรมตะวนัออก (Crassostrea virginica) ดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์แบบเจล 1 มิติ 
(Pales Espinosa et al., 2016) เน่ืองจาก SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent 
regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 1A เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างพลงังานภายในเซลล ์(energy synthesis) พบโปรตีนชนิดน้ีไดใ้นเซลลท่ี์มีความตอ้งการ
พลงังานในการด าเนินกิจกรรมต่างๆ ท่ีจ  าเป็นต่อการอยูร่อด และการเพิ่มจ านวนเซลล ์(Al Kubaisy 
et al., 2016) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบ SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent 
regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 1A  บ่งบอกวา่โปรตีนชนิดน้ีควร
ท างานภายในเซลล ์ดงันั้นถา้พบในเมือกอาจไม่เก่ียวขอ้งกบัหนา้ท่ีสร้างพลงังาน 
 นอกจากโปรตีนท่ีสามารถระบุชนิดไดด้งักล่าวแลว้ ยงัมีจุดโปรตีนหลายจุดท่ีไม่สามารถ
วเิคราะห์ไดใ้นการศึกษาคร้ังน้ี ซ่ึงอาจเกิดสาเหตุจากหลายประการ เช่น องคป์ระกอบของเมือกท่ีมี
ไกลโคโปรตีนเป็นองคป์ระกอบหลกัซ่ึงเป็นอุปสรรคต่อการวเิคราะห์โปรตีน LC-MS/MS ท าให้
การระบุโปรตีนท าไดย้าก (Pales Espinosa et al., 2016) ประเด็นส าคญัอีกประการหน่ึงคือปัญหาใน
การวเิคราะห์ เน่ืองจากขอ้จ ากดัดา้นฐานขอ้มูล และเมือกมีองคป์ระกอบหลงัคือไกลโคโปรตีน 
ดงันั้นท าใหก้ารระบุชนิดของโปรตีนท าไดย้ากข้ึน นอกจากน้ีอาจเกิดจากเทคนิคของผูว้จิยั เน่ืองจาก
การศึกษาโปรตีนดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์นั้น มีขั้นตอนการศึกษาท่ีซบัซอ้นจึงอาจเกิดขอ้ผดิพลาด
ระหวา่งขั้นตอนการศึกษาได ้
 ขอ้จ ากดัอีกประการหน่ึงของเทคนิคเจล 2 มิติ คือปริมาณโปรตีนท่ีจะวเิคราะห์ตอ้งมี
ปริมาณมากพอ ซ่ึงในทางปฏิบติัมกัจะท าการตดัจุดโปรตีนท่ีสามรถมองเห็นดว้ยตาเปล่าส าหรับการ
วเิคราะห์ ซ่ึงโปรตีนท่ีมีปริมาณนอ้ยเกินไปอาจไม่เหมาะส าหรับการศึกษา และนอกจากน้ีไม่
สามารถใชไ้ดก้บัโปรตีนท่ีมีน ้าหนกัมากหรือนอ้ยเกินไป หรือโปรตีนท่ีมีค่า pI สูงหรือต ่ากวา่ท่ี
ก าหนดในเจล (Issaq & Veenstra, 2008) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังต่อไปจึงควรน าเทคนิคเจล 1 มิติ มา
วเิคราะห์ร่วมดว้ย ซ่ึงอาจช่วยใหส้ามารถระบุชนิดของโปรตีนไดเ้พิ่มข้ึน  
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5.2 สรุปผลการวจิัย 
 5.2.1 โครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
 จากการศึกษาโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบดว้ยเทคนิคมิญชวทิยา 
และมิญชวทิยาเคมี พบวา่เซลลส์ร้างเมือกเป็นเซลลข์นาดใหญ่ รูปร่างไม่แน่นอน แต่ส่วนใหญ่มี
รูปร่างค่อนขา้งกลมคลา้ยคลึงกบัถว้ยหรือแกว้ไวน์ พบนิวเคลียสอยูบ่ริเวณฐานของเซลล ์(basal 
side) ซ่ึงติดสีม่วงของสียอ้ม Hematoxylin และพบถุงขนาดเล็กหรือแกรนูล (secretory granules/ 
mucin granules) จ านวนมากอยูภ่ายในเซลลส์ร้างเมือกติดกบัดา้นบนของเซลล ์(apical side) ซ่ึงติดสี
แดงอมชมพูของสียอ้ม Eosin และพบเซลลส์ร้างเมือกยอ้มติดสีได ้2 รูปแบบ คือ กลุ่มท่ีติดสีแดง
ของสี Periodic acid–Schiff (PAS) จะสร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง และกลุ่มท่ีติดสีน ้าเงินของ
สี Periodic acid–Schiff และ Alcian blue pH 2.5 (PAS/AB 2.5) ซ่ึงเซลลส์ร้างเมือกท่ีพบส่วนใหญ่
ติดสียอ้มน้ี จะสร้างเมือกท่ีมีคุณสมบติัเป็นกลาง และเป็นกรดภายในเซลลเ์ดียวกนั การยอ้มดว้ยสี 
PAS/AB 2.5 ท าใหส้ามารถยนืยนัไดว้า่เซลลส์ร้างเมือกท่ีพบในเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิลของหอย
นางรมปากจีบ ท าหนา้ท่ีสร้างและหลัง่มิวซิน ซ่ึงเป็นสารประกอบประเภทไกลโคโปรตีน 
 5.2.2 ผลกระทบของสารดีดีทต่ีอโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบ 
 ค่า LC50 ของสารดีดีทีต่อหอยนางรมปากจีบท่ีเวลา 96 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 1,000 µg/L และ
จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลส์ร้างเมือกบริเวณเน้ือเยื่อแมนเทิลของหอย
นางรมปากจีบ พบเซลลส์ร้างเมือกมีจ านวนเพิ่มมากข้ึน มีขนาดของเซลลใ์หญ่ข้ึน และมี secretory 
granules มากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสักบัสารดีดีที 
 5.2.3 ผลกระทบของสารดีดีทต่ีอโปรตีนในเมือกทีส่ร้างและหลัง่ออกมาจากเซลล์สร้างเมือก
ของหอยนางรมปากจีบ 
 สารดีดีทีสามารถเพิ่มความเครียดภายในเซลลส์ร้างเมือกได ้โดยท่ีสารดีดีทีมีผลไปเพิ่มการ
แสดงออกของโปรตีน 3 ชนิด ในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรม
ปากจีบ คือ 1. Immunoglobulin kappa constant 2. Actin, muscle และ 3. Sarcoplasmic calcium-
binding protein (Fragment) ทั้งน้ีสารดีดีทียงัมีผลไปลดการแสดงออกของโปรตีน 1 ชนิด ในเมือกท่ี
สร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบ คือ Serum albumin ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงปริมาณของโปรตีนเหล่าน้ี เป็นเคร่ืองบ่งช้ีถึงการตอบสนองต่อภาวะเครียดทางชีวภาพ 
บ่งบอกวา่ร่างกายของหอยนางรมปากจีบมีความพยายามในการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัเพื่อต่อตา้น
สารดีดีที 
 ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีถึงโครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือก และผลกระทบของสารดีดีทีต่อ
โครงสร้างของเซลลส์ร้างเมือกในหอยนางรมปากจีบดว้ยเทคนิคทางมิญชวทิยา และมิญชวทิยาเคมี 
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รวมถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีนในเมือกท่ีสร้างและหลัง่ออกมาจากเซลลส์ร้างเมือกของ
หอยนางรมปากจีบดว้ยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกนั โดยเม่ือหอยนางรมปากจีบไดรั้บ
สัมผสักบัสารดีดีที ซ่ึงเป็นสารพิษตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม มีผลไปกระตุน้ใหเ้กิดการเพิ่มจ านวนของ
เซลลส์ร้างเมือก ท าใหห้อยนางรมปากจีบเกิดการหลัง่เมือกออกมามากข้ึน เม่ือท าการวิเคราะห์ชนิด
ของโปรตีนท่ีพบในเมือกน้ี พบโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการหลัง่เมือก และพบโปรตีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อสภาวะเครียดจากสารเคมีท่ีหอยนางรมปากจีบไดรั้บ  ซ่ึงโปรตีนท่ีพบ
ในเมือกจากการศึกษาในคร้ังน้ี ก่อใหเ้กิดฐานขอ้มูลท่ีมีประโยชน์ต่อการศึกษาวจิยัในอนาคต
เก่ียวกบั biomarker ต่อสารเคมีท่ีเป็นพิษชนิดน้ี  
  

5.3 ข้อเสนอแนะ                                                                                                                               
  5.3.1 ควรศึกษาลกัษณะของเซลลส์ร้างเมือกเพิ่มในอวยัวะอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
กรองกิน เช่น เหงือก แผน่ปาก เป็นตน้                                                                                                          
 5.3.2 ควรใชเ้จลขนาดใหญ่ข้ึน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการแยกโปรตีน 
 5.3.3 ควรทดสอบคุณสมบติัของเกลือและแป้ง ในตะกอนท่ีเหลือจากขั้นตอนก าจดัเกลือ
 5.3.4 ควรมีการทดสอบเพื่อยนืยนัการแสดงออกของโปรตีนแต่ละชนิดท่ีไดด้ว้ยเทคนิค 
Western Blot                                                                                                                                                    
 5.3.5 ควรหาความสัมพนัธ์ของโปรตีนแต่ละชนิดเพื่อคาดเดากลไกการท างานของสารดีดีที 
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