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 หยาดเพชร โอเจริญ: การใชห้อยแมลงภู่ (Perna viridis) เป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพต่อสาร 
Bisphenol A ในบริเวณชายฝ่ังทะเล (THE USE OF GREEN MUSSELS (Perna viridis) AS A 
BIOMARKER FOR BISPHENOL A IN COASTAL AREA) คณะกรรมการควบคุมดุษฎีนิพนธ์: 
ชูตา บุญภกัดี, Ph.D., ถนอมศกัด์ิ บุญภกัดี, D.Agr.Sc., สมพร มูลมัง่มี, Ph.D. 111 หนา้. ปี พ.ศ. 
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 Bisphenol A (BPA) และ 17β-estradiol (E2) เป็นสารในกลุ่มรบกวนการท างานของต่อม
ไร้ท่อ (endocrine disrupting chemicals; EDCs) ท่ีมีผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมและระบบ
สืบพนัธ์ุของสัตว ์ งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อหาปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA และ E2 ใน
แหล่งน ้ารวมทั้งหอยแมลงภู่ (Perna viridis) ท่ีเล้ียงในฟาร์มใกลเ้ขตอุตสาหกรรมและชุมชนบริเวณ
ชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก จงัหวดัชลบุรี จงัหวดัระยอง และจงัหวดัตราด ระหวา่งเดือนธนัวาคม ปี 
พ.ศ. 2559-มกราคม ปี พ.ศ. 2560 ผลการวเิคราะห์ตวัอยา่งน ้าจืดท่ีเก็บมาจากคลองชากหมากซ่ึงเป็น
พื้นท่ีรองรับน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมาบตาพุด จงัหวดัระยองพบสาร BPA ในปริมาณสูงสุด
เท่ากบั 50.7 ng/L และในน ้าทะเลท่ีเก็บมาจากหาดวอนภาจงัหวดัชลบุรีซ่ึงใกลเ้ขตชุมชนเทศบาล
เมือง ต าบลแสนสุข มีค่าเท่ากบั 37.13±2.70 ng/L ส่วนสาร E2 พบปนเป้ือนสูงสุดเท่ากบั 62.99±5.03 
ng/L ท่ีคลองสังเขป จงัหวดัชลบุรี ซ่ึงเป็นล าน ้าไหลผา่นชุมชนเมือง และพบปริมาณสาร BPA และ 
E2 ปนเป้ือนสูงสุดในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัท่ีเก็บมาจากฟาร์มในพื้นท่ีใกลเ้ขตอุตสาหกรรม
มาบตาพุดจงัหวดัระยองโดยมีค่าเท่ากบั (mean±SD) 109.97±14.80 ng/L และ 152.80±18 ng/L 
ตามล าดบัโดยพบการสะสมของสารทั้งสองในหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัมากกวา่วยัอ่อนแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือวดัระดบัการแสดงออกของยนี cytochrome P450 4 family (cyp4) 
และยนี vitellogenin (vtg) ในหอยแมลงภู่ดว้ยเทคนิค Reverse transcription quantitative real-time 
PCR (RT-qPCR) เพื่อใชเ้ป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพ (biomarker) โดยใหห้อยแมลงภู่วยัอ่อนไดรั้บสัมผสั
สาร BPA ดว้ยวธีิการแช่ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/L เป็นระยะเวลา 0 (กลุ่มควบคุม), 12, 24, 36 และ 48
ชัว่โมงพบวา่หอยแมลงภู่มีระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 และยนี vtg สูงสุดเท่ากบั 35.47±0.77
และ 7.89±0.71 ตามล าดบัท่ีเวลา 48 ชัว่โมง อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบักลุ่มควบคุม
(1.0±0.3และ 1.0±0.1ตามล าดบั) เม่ือทดสอบให้หอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร E2 ความเขม้ขน้ 10ng/L 
เป็นเวลานาน 0 (กลุ่มควบคุม), 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมงพบวา่ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
และยนี vtg สูงสุดท่ีไดรั้บสัมผสัสาร E2 นาน 12 ชัว่โมง เท่ากบั 2.87±0.11 และ 130.16±4.80



 

 

จ 

ตามล าดบัแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.21 และ 1.0±0.19 ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ(p<0.05) และเม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร BPA+E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลา
เท่ากบัท่ีทดสอบการไดรั้บสารแยกชนิด พบวา่สาร BPA+E2 มีผลยบัย ั้งระดบัการแสดงออกของยนี 
cyp4 โดยมีค่าลดลงต ่าสุด (0.04±0.01) ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมงแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1±0.21) 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และท าใหร้ะดบัการแสดงออกของยนี vtg ลดลงต ่าสุด 
(0.02±0.01) ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมงเช่นกนั การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่แหล่งท่ีมาหลกัของการ
ปนเป้ือนสาร BPA และ E2 ในส่ิงแวดลอ้มบริเวณชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยมาจาก
โรงงานอุตสาหกรรมและแหล่งหลกัของ E2 มาจากแหล่งชุมชน 
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 YHARDPETH OCHAROEN: THE USE OF GREEN MUSSELS (Perna viridis) AS A 
BIOMARKER FOR BISPHENOL A IN COASTAL AREA. ADVISORY COMITEE: CHUTA 
BOONPHAKDEE, Ph.D., THANOMSAK BOONPHAKDEE, D.Agr.Sc., SOMPORN 
MOONMANGMEE, Ph.D. 111 P. 2018. 
 BisphenolA (BPA) and 17β-estradiol (E2) are endocrine disrupting chemicals (EDCs), 
which affect animal metabolism and reproductive system. The aim of this work was to quantify 
BPA and E2 in coastal water and cultured green mussel (Perna viridis) collected from the farms 
located near industrial and urban areas of the eastern coast of Thailand (Chonburi, Rayong and 
Trat provinces) during December 2016 to January 2017. The result of BPA analysis of freshwater 
collected from Charkmak canal, Rayong Province where supply wastewater from Mapthaphut 
industial estate was highest at 50.7 ng/L and seawater collected from Wonapha beach where 
located near Saeansook municipal area, Chonburi Province was highest at 37.13 ±2.70 ng/L. The 
highest level of E2 was found at Sankheap canal sampling site near urban areas (62.99±5.03 ng/L) 
in Chonburi Province. The highest BPA and E2 was found in mature green musselscollected near 
Charkmak canal Rayong Province which was 109.97±14.80(mean±SE)and E2 was found 
at152.8±14.80 (mean±SE) ng/g and significantly different (p<0.05) compared to the 
testedjuvenile bivalves.Furthermore, cytochrome P450 4 family (cyp4) and vitellogenin (vtg) gene 
expression levels of those exposed juvenile animals were investigated by Reverse transcription 
quantitative real-time PCR (RT-qPCR) to use as biomarker of BPA and E2 contamination. The 
mussels exposed to BPA at concentration of 100 ng/L for 0 (control), 12, 24, 36 and 48 hours 
were examined. The results showed that the highest level of cyp4 and vtg gene expressions at 48 
hours were 35.47±0.77 and 7.89±0.71 significantly different (p<0.05), compared to the control 
groups (1.0±0.3 and 1.0±0.1, respectively). The mussels exposed to E2 at concentration of 10 
ng/L for 0 (control), 12, 24, 36 and 48 hours were also investigated. The highest expression of 
cyp4 and vtg genes at 12 hours were 2.87±0.11 and 130.16±4.80, respectively and significantly 
different (p<0.05) from the control groups (1.0±0.21 and 1.0±0.19, respectively). Furthermore, 
the mussels exposed to the BPA+E2 mixture at the same concentrations and time intervals as 
those of the separate chemicals exposure were examined. The BPA+E2mixture highly repressed 
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the expression levels of the cyp4 (0.04±0.01) and vtg (1±0.21) genes at 12 hours exposure, 
significantly different (p<0.05) from the exposed control mussels. This study demonstrated that 
both industrial and domestic wastewater might be important sources of BPA, but domestic waste 
is a major source for E2 contamination in the eastern coast of Thailand. 
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บทที ่1 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 ชายฝ่ังทะเลเป็นพื้นท่ีเส่ียงดา้นมลพิษเน่ืองจากเป็นพื้นท่ีรองรับของเสียและมลสารจาก
พื้นท่ีการเกษตร โรงงานอุตสาหกรรม รวมถึงแหล่งชุมชน ของเสียและมลสารท่ีพบในน ้าทิ้ง เช่น 
สาร bisphenol A (BPA) เป็นส่วนประกอบส าคญัของพลาสติกพอลีคาร์บอเนตและอีพอกซีเรซิน 
ดงันั้นน ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม และขยะพลาสติกเหล่าน้ีเม่ือยอ่ยสลายในธรรมชาติ ท าใหส้าร 
BPA ปนเป้ือนลงสู่แหล่งน ้าผิวดินและชายฝ่ังทะเล (Fromme et al., 2002) สาร BPA ถูกจดัอยูใ่น
กลุ่มสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจน (Endocrine disrupting chemicals; EDCs) เช่นเดียวกบัสาร 
17β-estradiol (E2) ท่ีรบกวนการท างานของระบบฮอร์โมนต่อมไร้ท่อ เลียนแบบการท างานของ
ฮอร์โมนเอสโตรเจน ซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีร่างกายผลิตข้ึนไดเ้องตามธรรมชาติท าใหมี้ผลต่อระบบ
สืบพนัธ์ุในมนุษยแ์ละสัตวจ์นเกิดการเปล่ียนแปลงและมีความผดิปกติได ้(Flint, Markle, 
Thompson, & Wallace, 2012)  
 เม่ือสาร BPA หรือสาร E2 เขา้สู่ภายในร่างกายของสัตว ์จะถูกเปล่ียนโครงสร้างทางเคมี
โดยเอนไซม ์cytochrome P450 (CYP) ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์โดยยนี cyp เอนไซมน้ี์ส าคญัใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีพบมากในตบัเพื่อก าจดัสารแปลกปลอมออกจากร่างกาย (Nebert & 
Dalton, 2006) โดยพบวา่สาร BPA ส่งผลต่อการชกัน าหรือยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์CYP หรือ
โปรตีน CYP หลายชนิด (Niwa et al., 2001; Zhang et al., 2011) จึงมีการประยกุตใ์ชเ้อนไซมแ์ละ
ยนี cyp เป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพในการบ่งช้ีการปนเป้ือนของสาร EDCs ในแหล่งน ้า นอกจากน้ีสาร 
BPA ยงัส่งผลต่อระบบสืบพนัธ์ุและการเจริญเติบโตของปลากระดูกแขง็ (Sohoni et al., 2001) และ
พบวา่สามารถชกัน าการสังเคราะห์โปรตีนและยนีไวเทลโลเจนิน (vitellogenin; VTG) ซ่ึงเป็น
โปรตีนตั้งตน้ของโปรตีนไข่แดง (yolk) ของตวัอ่อน โปรตีน VTG จะมีการสังเคราะห์ในสัตวเ์พศ
เมียวยัเจริญพนัธ์ุเท่านั้นแต่ไม่พบในสัตวน์ ้าเพศผูแ้ละสัตวน์ ้าวยัอ่อน (Mills et al., 2003) อยา่งไรก็
ตามเม่ือไดรั้บสาร EDCs เช่น สาร BPA ชกัน าใหส้ัตวน์ ้าเพศผูแ้ละสัตวน์ ้าวยัอ่อนสังเคราะห์โปรตีน 
VTG ได ้(Park et al., 2003; Virk, Al-Sakran, & Elobeid, 2014) ท าใหป้ลาเปล่ียนเพศ (Kang et al., 
2002) ซ่ึงการเปล่ียนแปลงดงักล่าวส่งผลกระทบในระดบัโครงสร้างของประชากรไดใ้นอนาคต 
(Crain et al., 2007) 
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 รายงานคุณภาพน ้าในประเทศต่าง ๆ พบวา่สาร BPA มีแนวโนม้ปนเป้ือนสูงมากใน
แหล่งน ้าบริเวณท่ีอยูใ่กลเ้ขตท่ีมีโรงงานอุตสาหกรรมหรือชุมชนหนาแน่นมากกวา่ในบริเวณท่ีไม่มี
โรงงานอุตสาหกรรมหรือนอกเขตชุมชน (Kassotis et al., 2015) นอกจากน้ีรายงานการส ารวจ
คุณภาพน ้าท่ีบริเวณใกลโ้รงบ าบดัน ้าเสียรอบเขตกรุงเทพมหานครพบสาร BPA ปนเป้ือนเฉล่ียสูง
กวา่ 100 ng/l (Pookpoosa, Jindal, Morknoy, & Tantrakarnapa, 2014) และยงัพบสาร BPA สะสม
อยูใ่นส่ิงมีชีวติ เช่น หอยแมลงภู่ (Perna viridis) ซ่ึงเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจ มีแหล่งเพาะเล้ียงหลกัใน
พื้นท่ีชายฝ่ังทะเล หอยแมลงภู่จึงถูกใชเ้ป็นดชันีช้ีวดัการปนเป้ือนของสารหลายชนิด (Isobe et al., 
2007) และแมว้า่ปริมาณสาร BPA ท่ีสะสมในเน้ือเยือ่หอยแมลงภู่จะไม่มากนกั แต่อยา่งไรก็ตามสาร 
BPA สามารถสะสมในร่างกายของส่ิงมีชีวติและเพิ่มมากข้ึนตามล าดบัขั้นของโซ่อาหารซ่ึงส่งผล
กระทบถึงผูบ้ริโภคล าดบัสุดทา้ยคือมนุษยไ์ด ้(Staniszewska et al., 2014) 
 ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีวธีิการตรวจวดัการปนเป้ือนในแหล่งน ้าเพื่อเป็นการเฝ้าระวงั
ผลกระทบท่ีมีทั้งวธีิตรวจสารโดยตรงจากส่ิงแวดลอ้ม (Asimakopoulos, Thomaidis, & Koupparis, 
2012) และการใชต้วัช้ีวดัทางชีวภาพซ่ึงสามารถบ่งช้ีถึงผลกระทบของสาร BPA ภายในร่างกายของ
สัตวไ์ด ้และสามารถตรวจวดัไดห้ลายระดบัตั้งแต่ระดบัสูงในระบบนิเวศ จนถึงระดบัตน้ เช่น ระดบั
ยนี หรือ messenger RNA ในเซลลซ่ึ์งจะเกิดข้ึนก่อนการแปลรหสัเป็นโปรตีน (Walker, Sibly, 
Hopkin, & Peakall, 2005) โดยสามารถวดัไดอ้ยา่งรวดเร็วดว้ยเทคนิค Reverse transcription-
quantitave PCR (RT-qPCR) (Bustin et al., 2009) ทั้งวดัแบบโดยตรง (absolute quantification) หรือ
การวดัแบบปริมาณสัมพทัธ์ (relative quantification) ซ่ึงวิธีหลงัจ าเป็นตอ้งใชย้นีอา้งอิง (reference 
gene) ท่ีมีระดบัการแสดงออกคงท่ี (β-actin, 18S rRNA และ 28S rRNA) มาวเิคราะห์เปรียบเทียบ 
(Kozera & Rapacz, 2013) แต่เน่ืองจากการแสดงออกของยนีข้ึนอยูก่บัหลายปัจจยั ทั้งปัจจยั
ส่ิงแวดลอ้ม เช่น ชนิดของสารเคมี ระยะเวลาและเส้นทางท่ีไดรั้บสัมผสั รวมถึงปัจจยัภายใน เช่น 
ชนิด อาย ุและเพศของสัตว ์เป็นตน้ (Nicot, Hausman, Hoffmann, & Evers, 2005; Vandesompele 
et al., 2002) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงจ าตอ้งมีการทดสอบยนืยนั (validation) ความเหมาะสมของ
ยนีอา้งอิงท่ีจะถูกเลือกใชใ้นปฏิกิริยา RT-qPCR วา่เป็นยนีชนิดใดอีกดว้ย 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัมีจุดประสงคท่ี์จะใชย้นี cyp4 และ vtg ในหอยแมลงภู่เป็น
ตวัช้ีวดัทางชีวภาพของสาร BPA โดยขั้นตอนแรกท าการวิเคราะห์หาปริมาณสาร BPA และสาร E2 

ท่ีอาจพบปนเป้ือนในแหล่งเดียวกนัในแหล่งน ้าธรรมชาติรวมถึงพื้นท่ีใกลเ้ขตอุตสาหกรรมและ
ฟาร์มเล้ียงหอยแมลงภู่ในพื้นท่ีชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย คือ จงัหวดัระยอง 
จงัหวดัชลบุรี และจงัหวดัตราด ซ่ึงค่าความเขม้ขน้ของสาร BPA และสาร E2 ท่ีพบจะถูกน ามาใช้
เพื่อทดสอบกบัหอยแมลงภู่ใหไ้ดรั้บสัมผสัสารในระดบัห้องปฏิบติัการโดยศึกษาความเป็นพิษ
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เฉียบพลนัของสาร BPA ต่อหอยแมลงภู่ และวดัผลการตอบสนองในระดบัการแสดงออกของยีน 
(cyp4 และ vtg) ซ่ึงการทดลองขั้นท่ีสองน้ีใชห้อยแมลงภู่วยัอ่อนใหไ้ดรั้บสัมผสัสาร BPA และสาร 
E2 แยกทดสอบ โดยวธีิแช่ท่ีความเขม้ขน้ระดบัสูงสุดท่ีพบในแหล่งน ้าขา้งตน้ แต่มีช่วงเวลาท่ีไดรั้บ
สัมผสัสารนาน 5 ช่วงเวลา (0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง) รวมถึงใหห้อยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร
ผสม BPA+E2 ดว้ยเพื่อยนืยนัผลและพฒันาใชย้นี cyp4 และ vtg และหอยแมลงภู่วยัอ่อนบ่งช้ีถึงการ
มีสาร BPA และสาร E2 ปนเป้ือนในบริเวณชายฝ่ังทะเลต่อไปไดใ้นอนาคต 

 
1.2 วตัถุประสงค์งำนวจิยั  
 1.2.1 เพื่อหาปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในแหล่งน ้าและในเน้ือเยือ่ของหอยแมลงภู่ท่ี
เก็บจากบริเวณชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย จงัหวดัระยอง จงัหวดัชลบุรี และจงัหวดั
ตราด 
 1.2.2 เพื่อหาค่าความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ในหอยแมลงภู่ 
 1.2.3 เพื่อศึกษาผลของสาร BPA สาร E2 และสารผสมของ BPA+E2 ต่อระดบัการ
แสดงออกของยนี cyp4 และ vtg ในหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสารดงักล่าวดว้ยวธีิแช่ 
 

1.3 สมมุติฐำนงำนวจิัย 
 1.3.1 พบความเขม้ขน้ของสาร BPA ระดบัสูงในแหล่งน ้าและในตวัอยา่งของหอยแมลงภู่ 
ท่ีเก็บมาจากแหล่งพื้นท่ีใกลเ้ขตอุตสาหกรรม ส่วนสาร E2 พบความเขม้ขน้สูงในแหล่งน ้าและใน 
ตวัอยา่งของหอยแมลงภู่ท่ีเก็บมาจากแหล่งพื้นท่ีใกลเ้ขตชุมชน 
 1.3.2 ค่าความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ต ่าสุดเม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร
BPA เป็นระยะเวลานานท่ีสุดของช่วงเวลาท่ีทดสอบ (96 ชัว่โมง) 
 1.3.3 สาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 ng/l มีผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี 
cyp4 และ vtg ในหอยแมลงภู่เพิ่มสูงกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสาร BPA 
 1.3.4 สาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 ng/l มีผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
และ vtg ในหอยแมลงภู่เพิ่มสูงกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสาร E2 
 1.3.5 สารผสมของ BPA+E2 มีผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 และ vtg ใน
หอยแมลงภู่เพิ่มสูงกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA หรือสาร E2 แยกทดสอบ 
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1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.4.1 ทราบถึงปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2 ในแหล่งน ้าและในตวัอยา่ง
หอยแมลงภู่ท่ีเก็บจากพื้นท่ีชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก 
 1.4.2 ทราบถึงความเป็นพิษเฉียบพลนั (LC50) ของสาร BPA ในหอยแมลงภู่ 
 1.4.3 ทราบถึงผลของสาร BPA สาร E2 และสารผสม BPA+E2 ท่ีมีต่อระดบัการ
แสดงออกของยนี cyp4 และ vtg ในหอยแมลงภู่ 
 1.4.4 สามารถประยกุตใ์ชย้นีท่ีควบคุมการสังเคราะห์ CYP4 และ VTG เป็นดชันีช้ีวดัการ
ปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2  ได ้
 

1.5 ขอบเขตงำนวจิยั  
 1.5.1 วเิครำะห์หำปริมำณสำร BPA และสำร E2 ทีป่นเป้ือนในน ำ้และหอยแมลงภู่ 
 ท าการเก็บตวัอยา่งน ้า และหอยแมลงภู่ท่ีเล้ียงในฟาร์มจากจงัหวดัระยอง จงัหวดัชลบุรี 
และจงัหวดัตราด รวมทั้งหมด 7 สถานีแลว้น าตวัอยา่งมาวิเคราะห์หาปริมาณสาร BPA และสาร E2 
ดว้ยวธีิ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 1.5.2 ทดสอบควำมเป็นพษิเฉียบพลนัของ BPA ในหอยแมลงภู่ 
 ใชห้อยแมลงภู่วยัอ่อนอายปุระมาณ 2-3 เดือน น ้าหนกัเฉล่ีย 1.7±0.7 กรัม จากฟาร์มเล้ียง 
อ าเภอคลองใหญ่ จงัหวดัตราดจ านวนทั้งหมด 150 ตวั เป็นตวัอยา่งอา้งอิงน ามาทดสอบใหไ้ดรั้บ
สัมผสัสาร BPA ดว้ยวธีิการแช่ ท่ีความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 50 mg/l เป็นระยะเวลา 0, 24, 48, 72 
และ 96 ชัว่โมง จากนั้นบนัทึกอตัราการตายของหอยแมลงภู่แลว้วเิคราะห์ค่าความเป็นพิษเฉียบพลนั 
(LC50) ดว้ยวธีิ probit analysis 
 1.5.3 ศึกษำผลของสำร BPA สำร E2 และสำรผสม BPA+E2 ทีม่ีต่อระดับกำรแสดงออก

ของยนี cyp4 และ vtg ในหอยแมลงภู่ 
 ใชห้อยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีมาจากแหล่งเดียวกบัการทดสอบขอ้ 1.5.2 จ  านวน 240 ตวั แยก
ทดสอบใหไ้ดรั้บสัมผสัสาร BPA ดว้ยวธีิแช่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 ng/l และสาร E2 ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 10 ng/l และสารผสม BPA+E2 ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั (100+10 ng/l) เป็นระยะเวลานาน 0, 
12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสารท่ีเวลาเดียวกนั จากนั้น
วดัระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 และ vtg ในเน้ือเยือ่ hepatopancreas ของหอยแมลงภู่ดว้ย
เทคนิค RT-qPCR แลว้วเิคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีทดสอบดว้ยวิธี  
one way-ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) แลว้น ามาเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียระหวา่งกลุ่ม (Post hoc) ดว้ยวธีิ Tukey’s HSD  
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บทที ่2 

เอกสำรและงำนวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 สำรรบกวนกำรท ำงำนของระบบต่อมไร้ท่อ (Endocrine disrupting Chemicals;  
EDCs) 
 สารรบกวนการท างานของระบบต่อมไร้ท่อ หรือ Endocrine Disrupting Chemicals; 
EDCs เป็นกลุ่มสารท่ีขดัขวางการท างานของฮอร์โมนซ่ึงผลิตโดยต่อมไร้ท่อ (endocrine gland) ท า
ใหร้ะบบหรืออวยัวะต่าง ๆ ในร่างกายท่ีท างานภายใตก้ารควบคุมของฮอร์โมนเกิดความผดิปกติ 
โดยเร่ิมแรกสาร EDCs ถูกใหค้  าจ  ากดัความวา่เป็นกลุ่มสารท่ีส่งผลกระทบเก่ียวขอ้งกบัระบบ
สืบพนัธ์ุ และเก่ียวขอ้งกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen hormone) แต่ในปัจจุบนัสารกลุ่มน้ีถูกให้
ค  าจ  ากดัความครอบคลุมถึงผลกระทบท่ีเกิดข้ึนกบัฮอร์โมนท่ีผลิตจากระบบต่อมไร้ท่อทั้งหมด  
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Kanno et al., 2000) โดยองคก์ร Instititute of Environmental 
and Health (IEH) ไดแ้บ่งเป็น 6 กลุ่ม 
ตามประเภทของการใชง้าน (Institute of Environment and Health, 2005) ไดแ้ก่  
 1) กลุ่มสารเคมีสังเคราะห์ (Anthropogenic) เป็นกลุ่มสารท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึน ใชใ้น
กระบวนการอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ เช่น สารประกอบฟีนอลรวมถึงสาร BPA 
 2) สารกลุ่มชีวฆาต (biocide) เป็นกลุ่มสารเป็นพิษต่อส่ิงมีชีวติ เช่น สาร Glyphosate, สาร
Organocholine, สาร Organophosphate เป็นตน้  
 3) กลุ่มผลิตผลท่ีไดจ้ากส่ิงมีชีวติหรือกระบวนการทางชีวภาพ (biogenic) เป็นกลุ่มสาร
ฮอร์โมน เช่น สาร E2, Testosterone เป็นตน้  
 4) กลุ่มสารอนินทรีย ์หรือโลหะ (Inorganic/Organo-metalic substance) เป็นกลุ่มสาร
โลหะหนกั เช่น ปรอท แคทเม่ียม เป็นตน้  
 5) กลุ่มสารทางเภสัชกรรม (pharmaceutical) เป็นกลุ่มท่ีใชเ้ป็นยา เช่น ฮอร์โมน
สังเคราะห์ Ethinyl-oestradiol (EE2) เป็นตน้ 
 6) สารกลุ่มผลิตภณัฑบ์ริโภค (Consumer product) เป็นกลุ่มสารเคมีท่ีใชใ้นเคร่ืองส าอาง 
เช่น Homosalate เป็นตน้  
 เม่ือสาร EDCs เขา้สู่ร่างกายของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมรวมถึงมนุษย ์จะเขา้สู่กระแสเลือด
และเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายในท่ีสุด โดยมีกลไกเลียนแบบหรือขดัขวางการท างานของฮอร์โมน 
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เอสโตรเจน โดยสาร EDCs จบัเขา้กบัตวัรับสัญญาณฮอร์โมนเอสโตรเจน (nuclear estrogen 
receptor; ER) ภายในนิวเคลียสเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นของเอสโตรเจนกบัตวัรับสัญญาณ 
(estrogen receptor complex) จากนั้นจะรวมเป็นไดเมอร์ของสารประกอบเชิงซอ้นกบัตวัรับ
สัญญาณ (estrogen receptor dimer) แลว้เขา้จบักบับริเวณโปรโมเตอร์ของยนีท่ีสังเคราะห์ฮอร์โมน
เพศ ท าใหเ้กิดกระบวนการสังเคราะห์หรือยบัย ั้งการสังเคราะห์ฮอร์โมนเพศ (ภาพท่ี 2-1) โดยกลไก
การออกฤทธ์ิของสาร EDCs มี 3 แบบตามรายงานของ Scsukova, Rollerova, and Mlynarcikova 
(2016) แสดงรายละเอียดดงัภาพท่ี 2-2 คือ 
 1) Genomic pathway คือกลไกผา่นยนี เป็นการจบักบัตวัรับสัญญาณฮอร์โมน (hormone 
receptors) ภายในนิวเคลียสหรือแยง่จบักบัตวัรับสัญญาณฮอร์โมนและขดัขวาง (Blocking) ไม่ให้
ฮอร์โมนในร่างกายท างานได ้
 2) Epigenetic pathway คือการเปล่ียนแปลงกระบวนการสร้างและท าลายฮอร์โมนใน
ร่างกาย 
 3) Non-genomic pathway คือกลไกท่ีไม่ผา่นยนี เป็นกลไกเก่ียวขอ้งกบัการท างานของ
ตวัรับสัญญาณบริเวณเยือ่หุม้เซลลห์รือตวัรับสัญญาณอ่ืน ๆ เช่น G-protein couple receptor 
(GPR30) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-1 กลไกการท างานของฮอร์โมนและสารรบกวนระบบต่อมไร้ท่อผา่นตวัรับสัญญาณ 

ภายในเซลล;์ การท างานของฮอร์โมนผา่นตวัรับสัญญาณ (2-1A), การท างานของสาร
เลียนแบบการท างานของฮอร์โมนผา่นตวัรับสัญญาณ (2-1B) และการท างานของ 
สารขดัขวางการท างานของฮอร์โมนผา่นตวัรับสัญญาณ (2-1C) (Grzes´kowiak, 

    Czarczyn´ska-Gos´lin´ska, & Zgoła-Grzes´kowiak, 2018) 
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ภาพท่ี 2-2 กลไกการท างานของสารรบกวนระบบต่อมไร้ท่อในมนุษย ์(Scsukova et al., 2016) 

 
2.2 สำร Bisphenol A (BPA) 
 สาร BPA เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์ถูกสังเคราะห์ข้ึนในปี ค.ศ.1891 ถูกใชเ้ป็นวตัถุดิบ
ส าคญัในกระบวนการผลิตพลาสติกพอลีคาร์บอเนตและอีพอกซีเรซิน (Lokensgard, 2009; Selig & 
Crossman, 1971) ซ่ึงนิยมใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑเ์พื่อการอุปโภคและบริโภคต่าง ๆ เช่น 
พลาสติกพีวซีี บรรจุภณัฑ์อาหารและน ้าด่ืม (Tyl, 2014) เป็นตน้ สาร BPA เป็นสารท่ีมีการผลิตมาก
เป็นอนัดบัตน้ ๆ ของโลกและมีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตามการขยายตวัของตลาด
อุตสาหกรรมพลาสติก (Flint et al., 2012; Huang & Sedlak, 2001; ICIS, 2011) 
 สาร BPA (C15H16O2) มีสูตรโครงสร้างคือ 2, 2-bis (4-hydroxyphenyl) propane และถูก
สังเคราะห์ข้ึนไดค้ร้ังแรกจากการท าปฏิกิริยาระหวา่งฟีนอล 2 โมเลกุล กบั อะซีโตน 1 โมเลกุล ท า
ใหโ้ครงสร้างของสาร BPA ประกอบดว้ยวงแหวนฟีนอล (Phenol ring) จ านวน 2 วง มีหมู่เมททิล 
เช่ือมระหวา่งวงแหวนฟีนอล (ภาพท่ี 2-3A) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัโครงสร้างของสาร E2 (ภาพท่ี 2-
3B) ท าใหส้าร BPA มีโครงสร้างบางส่วนคลา้ยกบัสาร E2 ท่ีต  าแหน่งฟีนอลกบัหมู่ไฮดรอกซิล (OH 
group) (ในภาพท่ี 2-3C) (Ben-Jonathan & Steinmetz, 1998; Tyl, 2014) สาร BPA มีคุณสมบติัเป็น
ของแขง็สีขาวท่ีอุณหภูมิห้อง ละลายน ้าไดเ้ล็กนอ้ย โดยมีค่าคงท่ีการละลาย (log Kow) ท่ีความเคม็ 0 
psu เท่ากบั 3.44 และเพิ่มข้ึนเป็น 3.52 ท่ีความเคม็ 29 psu ท าใหส้าร BPA ละลายในน ้าทะเลได้
มากกวา่ในน ้าจืด (Borrirukwisitsak, Keenan, & Gauchotte-Lindsay, 2012) สาร BPA ถูกยอ่ยสลาย
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ทางชีวภาพ (biodegradation) ไดใ้นเวลา 4 สัปดาห์ และสาร BPA มีค่าคร่ึงชีวติ (half-life) ในน ้า
เฉล่ีย 2.5 ถึง 4 วนั (Staples et al., 1998) คุณสมบติัทางเคมีฟิสิกส์ของสาร BPA แสดงในตารางท่ี  
2-1 และแมส้าร BPA จะถูกยอ่ยสลายในธรรมชาติไดใ้นระยะเวลาสั้น แต่ก็ยงัสามารถพบสาร BPA 
ในน ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและน ้าชะจากกองขยะพลาสติกจากชุมชนท าใหส้าร BPA เกิด
การตกคา้งและปนเป้ือนในแหล่งน ้าได ้(Flint et al., 2012; Staples et al., 2000) 
 เม่ือสัตวไ์ดรั้บสาร BPA เขา้สู่ระบบเลือดในร่างกาย ก็จะเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายในท่ีสุด  
สาร BPA มีลกัษณะโครงสร้างคลา้ยคลึงกบัฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีร่างกายสังเคราะห์ จึงมี
ความสามารถในการจบักบัตวัรับสัญญาณชนิดต่าง ๆ ของฮอร์โมนในสัตวมี์กระดูกสันหลงั  
(ภาพท่ี 2-4) เช่น ตวัรับสัญญาณเอสโตรเจน (ER) รวมถึงตวัรับสัญญาณฮอร์โมนอ่ืน ๆ เช่น  
แอนโดรเจน (AR) ตวัรับสัญญาณไทรอยด ์(TR) เป็นตน้ (Cooke, Simon, & Denslow, 2013; Teng 
et al., 2012) แต่อยา่งไรก็ตามสาร BPA มีความสามารถในการจบัตวัรับสัญญาณเอสโตรเจนสอง
ชนิด คือ ERα และ ERβ ในเซลลม์ะเร็งมนุษย ์(MCF-7 cell) ต ่ากวา่สาร E2 1,000 เท่า จึงจดัสาร 
BPA วา่เป็นสารท่ีออกฤทธ์ิแบบฮอร์โมนเอสโตรเจนอยา่งอ่อน (weak estrogenic activity)  
(Iso, Watanabe, Iwanmoto, Shimamoto, & Furuichi, 2006) 
  
ตารางท่ี 2-1 คุณสมบติัทางเคมีฟิสิกส์ของสาร BPA (Oehlmann Oetken, & Schulte-Oehlmann,  
                    2008; Staple et al., 1998) 

 
Parameter Value 

Molecular weight 
Melting point 
Boiling point 
Specific gravity 
Water solubility 
Vapor pressure 
Log Kow 
Log Koc 
Henry law constants 

228.3 g/mol 
156◦C 
220◦C 

1.09-1.19 gm/cm3 
301 mg/l 

5.3 x 10 -6 Pa 
3.40 
715 

4.03 x 10-6 Pa/M3/mol 
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ภาพท่ี 2-3 โครงสร้างทางเคมีของสาร BPA และสาร E2 
 (A) โครงสร้างวงแหวนฟีนอลของสาร BPA และ (B) สาร E2 
 (C) โครงสร้างผลึกเชิงซอ้น (Crystal structure complex) ของสาร BPA  
 และสาร E2 (ดดัแปลงจาก Ben-Jonathan & Steinmetz, 1998; Lafee, 2012) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-4 ความสามารถในการจบักบัตวัรับสัญญาณชนิดต่าง ๆ ของสาร BPA ในสัตว ์
                 มีกระดูกสันหลงั (Cooke et al., 2013)  
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 สาร BPA มีผลท าใหส่ิ้งมีชีวติเกิดการตอบสนองในขั้นชีววทิยาระดบัโมเลกุลและชีวเคมี 
ในระดบัเซลล ์โดยเกิดการเปล่ียนแปลงทั้งระดบัการแสดงออกของยีนระดบัโปรตีน หรือฮอร์โมน
ภายในร่างกาย และส่งผลต่อการตอบสนองทางสรีรวทิยา เช่น ความผดิปกติของการพฒันาใน
ระบบสืบพนัธ์ุและท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงในระดบัประชากรในท่ีสุด (Walker et al., 2005) 
 ความเป็นพิษของสาร BPA จดัอยูใ่นกลุ่มมีความเป็นพิษปานกลางในสัตวน์ ้าโดยการ 
ก าหนดของ United States Environmental Protection Agency (US EPA) (ตารางท่ี 2-2) โดยมี 
รายงานระดบัค่า LC50 หรือ Median Lethal concentration คือค่าความเขม้ขน้ของสารพิษท่ีท าให้
สัตวท์ดลองตาย 50% ในระยะเวลาก าหนดท่ี 24 ถึง 96 ชัว่โมง ของสาร BPA ในสัตวน์ ้ า อยูใ่นช่วง 
1.0-10 mg/l เช่น จากการศึกษาในปลามา้ลาย (Danio rerio) วยัอ่อนพบวา่สาร BPA มีค่า LC50 
เท่ากบั 6.67 และหอย Marisa cornuarietis มีค่า LC50 เท่ากบั 2.24 mg/l (Mihaich et al., 2009; Thi, 
Kim, Lan, & Phi, 2016; Wen-juan et al., 2017) ซ่ึงตวัอยา่งการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนั  
(Acute toxicity) ในสัตวน์ ้ารวบรวมไวใ้นตารางท่ี 2-3 
  
ตารางท่ี 2-2 ระดบัขั้นความเป็นพิษในสัตวน์ ้า (US EPA, 2008) 
 

LC50 (mg/l) ระดบัความเป็นพิษ 

<0.1 ความเป็นพิษสูงมาก 

>0.1-1 ความเป็นพิษสูง 

>1-10 ความเป็นพิษปานกลาง 

>10-100 ความเป็นพิษต ่า 

>100 ไม่เป็นพิษ 
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ตารางท่ี 2-3 ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ในสัตวน์ ้า 
 

Species 
Time 

(hours) 
LC50 

(mg/l) 
95% 

confident 
Reference 

Chironomus tentans  96  2.7 2.1-3.2  Mihaich et al. (2009) 

Pimephales promelas 96  4.7 4-5.5  Alexander, Dill, Smith, 
Guiney and Dorn (1988) 

Menidia menidia 96  9.4 8.3-11 Alexander et al. (1988) 

Etroplus maculatus  96  6.48 4.67-7.75 Asifa and Chitra (2015) 

Ctenopharyngodon Idella (fry) 96  3.44 2.96-3.72 Faheem et al. (2013) 

Danio rerio (larvae) 96  6.67 5.65-7.61 Thi et al. (2016) 

Danio rerio (adult) 96  8.09 7.21-9.08 Wen-juan et al. (2017) 

Cirrhinus mrigala (fingerlings) 96  3.67 NA Faheem and Lone (2013) 

Oryzias latipes 48  9.9 8.4-10.4 Li et al. (2017) 

Mysidopsis bahia 96  1.1 0.92-1.2 Alexander et al. (1988) 

Marisa cornuarietis  96  2.24 1-5 mg/l Mihaich et al. (2009) 

  
 นอกจากผลความเป็นพิษเฉียบพลนัแลว้ยงัพบวา่สาร BPA มีผลระยะยาวต่อสรีรวทิยา
ของระบบสืบพนัธ์ุและการเจริญเติบโตท่ีมีฮอร์โมนเป็นตวัควบคุมในสัตวมี์กระดูกสันหลงัและ 
ไม่มีกระดูกสันหลงับางชนิด (Canesi & Fabbri, 2015; Pinto, Estêvão, & Power, 2014) เช่น มีผล
ต่อการสร้างไข่และยดืระยะเวลาการตกไข่ในปลาเทราส์ (Salmo trutta f. fario) เพศเมีย ส่วนเพศ
ผูส้ร้างสเปิร์มลดลงและมีอตัราการตายสูงข้ึนเม่ือไดรั้บสัมผสัสาร BPA เท่ากบั 1.75 และ 2.40 µg/l 
เป็นระยะเวลา 2 เดือน (Lahnsteiner, Berger, Kletzl, & Weismann, 2005) และมีผลยบัย ั้งการพฒันา
รังไข่และอณัฑะ รวมทั้งการสร้างไข่และสเปิร์มของปลา Fathead minnow (Pimephales promelas) 
ท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 640 µg/l นาน 164 วนั (Sohoni et al., 2001) อีกทั้งยงั
กระตุน้ความผิดปกติของการเจริญเติบโตของปลาแซลมอน (Salmo salar m. sebago) วยัอ่อน เช่น 
ตกเลือด (haemorrhage) บริเวณเหงือก และอาการบวมน ้า (oedema) ของถุงไข่แดง (Honkanen, 
Holopainen, & Kukkonen, 2004) อีกทั้งยงัส่งผลต่อการเหน่ียวน าการสังเคราะห์โปรตีน VTG หรือ
ยนี vtg ในปลา Fathead minnow (Pimephales promelas) ปลาคอด (Gardu moruha) ปลาเทราส์ 
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(Oncorhynchus mykiss) และปลา Swordtail (Xiphophorus helleri) เม่ือไดรั้บสาร BPA ใน
ระยะเวลา 96 ชัว่โมง ถึง 2 สัปดาห์ (Brian et al., 2005; Kwak et al., 2001; Larsen et al., 2006; 
Lindholst, Pedersen, & Pedersen, 2000; Olsvika, Lie, Sturve, Hasselberg, & Andersen 2009; 
Rankouhi et al., 2004) 
 ในกรณีของสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั สาร BPA มีผลเหน่ียวน าการเกิด Superfeminization 
ในหอยน ้าจืด (Marisa cornuarietis) ซ่ึงสังเกตจากการเพิ่มขนาดของต่อมเพศ ความผดิปกติของท่อ 
ทางเดินไข่ ขนาดและจ านวนไข่เพิ่มข้ึน รวมถึงหอยมีอตัราการตายสูงข้ึน เม่ือไดรั้บสาร BPA  
ต ่ากวา่ 1 µg/l (Oehlmann et al., 2006; Oehlmann et al., 2009) อีกทั้งมีผลต่อการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุ 
เช่น เซลลฟ์อลลิเคิล (follicle cells) และเซลลไ์ข่พฒันาผดิปกติ และอตัราการฟักเป็นตวัลดลงใน
หอยแมลงภู่ (Mytilus edulis) เพศเมีย (Aarab et al., 2006) และยงัส่งผลต่อการพฒันาตวัอ่อนใน 
หอยฝาเดียว (Haliotis diversicolor supertexta) (Zhou, Zhu, & Cai, 2011) เช่นกนั 
 สาร BPA ท่ีปนเป้ือนในแหล่งน ้ากลายเป็นปัญหาส่ิงแวดลอ้มท่ีทัว่โลกตระหนกั จากการ
ส ารวจพบวา่น ้าทิ้งในกระบวนการผลิตพลาสติกพอลีคาร์บอเนตและอีพอกซีเรซิน เป็นสาเหตุหลกั
ต่อการปนเป้ือนของสาร BPA ในส่ิงแวดลอ้มสูงถึง 93% รวมถึงน ้าทิ้งจากโรงบ าบดัน ้ าเสียและน ้า
ทิ้งจากชุมชน เป็นแหล่งท่ีปลดปล่อยสาร BPA สู่ส่ิงแวดลอ้ม (Cousins, Stapple, Klecka, & 
Mackay, 2002; Flint et al., 2012; Jagnytsch, Opitz, Lutz, & Kloas, 2006) ในแหล่งน ้าท่ีตั้งอยูใ่กล้
เขตอุตสาหกรรมมกัเป็นบริเวณท่ีพบวา่มีการปนเป้ือนของสาร BPA สูง เช่น แม่น ้า Jiulongjiang 
โดยพื้นท่ีใกลจุ้ดปล่อยน ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมพบสาร BPA ปนเป้ือนในน ้าสูงสุดเท่ากบั 
4,686.7 ng/l (Zhang, Zhang, Zhang, Luo, & Yan, 2012) และแม่น ้า Shijing ตรวจพบสาร BPA 
ปริมาณสูงสุดเท่ากบั 1,030 ng/l โดยแม่น ้า Shijing เป็นแหล่งน ้าท่ีรองรับน ้าทิ้งจากชุมชนเมืองซ่ึงยงั
ขาดระบบการจดัการน ้าเสียท่ีมีประสิทธิภาพอีกทั้งยงัเป็นแม่น ้าท่ีรองรับน ้าทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรม โดยแต่ละปีแม่น ้า Shijing ตอ้งรองรับปริมาณน ้าเสียมากกวา่ 100 ลา้นตนัซ่ึงส่วนใหญ่
เป็นน ้าทิ้งจากชุมชน (Zhao et al., 2009) 
 ตวัอยา่งการส ารวจปริมาณสาร BPA บริเวณชายฝ่ังทะเลจาก 7 ประเทศ ไดแ้ก่ 
สหรัฐอเมริกา แคนาดา บราซิล จีน อิตาลี กรีซ และ สิงคโปร์ พบวา่สาร BPA ท่ีปนเป้ือนมีปริมาณ
ต ่ากวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการปนเป้ือนในน ้าจืด โดยพบปริมาณปนเป้ือนเฉล่ียนอ้ยกวา่ 200 ng/l 
โดยปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA ในชายฝ่ังทะเลแสดงในตารางท่ี 2-5 
 ส่วนในประเทศไทยยงัมีรายงานการปนเป้ือนของสาร BPA ในส่ิงแวดลอ้มไม่มากนกั 
จากการส ารวจในแม่น ้าโขง บริเวณจงัหวดัอุบลราชธานี ในปี ค.ศ. 2007 พบสาร BPA ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้เฉล่ีย 2.4±0.5 ng/l และรายงานการตรวจสอบปริมาณสาร BPA จากแม่น ้าน่าน ท่ีไหลผา่น
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บริเวณจงัหวดัพิษณุโลก ซ่ึงเป็นพื้นท่ีชุมชนขนาดกลางและห่างไกลเขตอุตสาหกรรม พบปริมาณ 
สาร BPA สูงสุดเท่ากบั 51.86 ng/l (Deemoon, Sarin, Gou-Ying, Kritsunankul, & Sriprang, 2016; 
Duong et al., 2010) แต่จากรายงานการศึกษาของ Pookpoosa et al. (2014) พบวา่สาร BPA ในน ้าทิ้ง
หลงัการบ าบดัจากโรงงานบ าบดัน ้าเสียรอบเขตกรุงเทพมหานครเท่ากบั 57.5-257 ng/l แต่อยา่งไร 
ก็ตาม ประเทศไทยยงัไม่มีขอ้ก าหนดถึงมาตรฐานน ้าเสีย ส าหรับมาตรการการควบคุมการใชส้าร 
BPA ในประเทศไทยในปัจจุบนั มีเพียงการก าหนดคุณภาพหรือมาตรฐานของภาชนะบรรจุท่ีท าจาก
พลาสติกใหมี้สาร BPA ในเน้ือพลาสติกไดไ้ม่เกิน 500 mg/kg และแพร่กระจายไดไ้ม่เกิน 2.5 
mg/dm3 จึงไม่ส่งผลต่อสุขภาพ (กระทรวงสาธารณสุข, 2548) ในประเทศไทยจึงยงัขาดการจดัการ
สาร BPA ท่ีเหมาะสมอีกทั้งระบบจดัการน ้าเสียยงัไม่สามารถก าจดัสาร BPA ท าใหส้าร BPA 
ปนเป้ือนลงสู่แหล่งน ้า (Pookpoosa et al., 2014) 
 
ตารางท่ี 2-4 ปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA ในแหล่งน ้าจืด 
 

Country Freshwater BPA (ng/l) Reference 
China Jiulongjiang river <0.50-4,686.7 Zhang et al. (2012) 
China River in southern Jiangsu 48.24-725.94 Yuan, Tianyuan, Zhou, 

, & Zhao (2014) 
China Taizhu Lake 9.15-34.42 Lu, Yan, Wang, and 

Chen (2011) 
China Some river in China 2.2-1,030 Zhao et al. (2009) 
Brazil Some river in Brazil 84 Sodre', Locatelli, and 

Jardim (2010) 
Portugal Mondego River <6.6-880 Ribeiro et al. (2009) 
Netherland Freshwater 8.8-1,000 Vethaak et al. (2005) 
Thailand Khong River 2.4±0.5 Duong et al. (2010) 
Thailand Nan River 9.04-51.86 Deemoon et al. (2016) 
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ตารางท่ี 2-5 ปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA ในชายฝ่ังทะเล 
 

Country Marine water BPA (ng/l) Reference 
Brazil Santos Bay <3.30-76.8 Lisboa et al. (2013) 
Canada  Halifax harbor <2.60-32.4 Robinson, Hui, Soo, and 

Hellou (2009) 
China South China Sea 12-138 Xu, Yan, Huang, Miao, & 

Zhong. (2014) 
Italy Venice Lagoon  2.6-136 Pojana, Gomiero, Jonkers, 

and Marcomini (2007) 
USA Florida 4.4-190 Singh et al. (2010) 
Greece Thermaikos Gulf 10.6-52.3 Arditsoglou and Voutsa 

(2012) 
Singapore Singapore Coastal 40-190 Basheer, Lee, and Tan 

(2004) 

 
 สาร BPA เม่ือลงสู่แหล่งน ้าสามารถสะสมตวัอยูก่บัตวักลาง เช่น ดินตะกอน หรือละลาย
อยูใ่นน ้า ส่วนส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูใ่นน ้าสามารถรับเอาสาร BPA เขา้สู่ร่างกายผา่นทางน ้าโดยตรง
ผา่นเหงือกหรือผวิหนงั และการกินอาหาร สัตวน์ ้าส่วนใหญ่รับสารเคมีโดยการกินอาหารท่ีมี
ลกัษณะต่างกนัตามชนิดของสัตวก์ลุ่มหอยสองฝาจดัเป็นส่ิงมีชีวติท่ีพบการสะสมของสารเคมี
ค่อนขา้งมาก (Isobe et al., 2007) เน่ืองจากเป็นสัตวท่ี์กินอาหารดว้ยการกรองสารอินทรียซ่ึ์ง
แขวนลอยอยูใ่นน ้ารวมถึงแพลงกต์อนพืชและสัตวท่ี์สามารถเก็บสะสมสาร BPA เคล่ือนยา้ยจากน ้า
ทะเลไปสู่ส่ิงมีชีวติในระดบัท่ีสูงกวา่ในโซ่อาหาร ปริมาณของสารเคมีในสัตวน์ ้าข้ึนกบัชนิดของ
ส่ิงมีชีวติ สภาพแวดลอ้มในแต่ละพื้นท่ีรวมถึงพฤติกรรมการด ารงชีวติของสัตวช์นิดนั้น ๆ 
(Goldberg & Bertine, 2000) เช่น หอยสองฝาท่ีลงเกาะแลว้จะไม่เคล่ือนท่ีหากเล้ียงในพื้นท่ีซ่ึง
ปนเป้ือนมลพิษท าใหห้อยไม่สามารถหลีกเล่ียงการสะสมสารพิษได ้(Rajagopal, Venugopalan, 
Nair, van der Velde, & Jenner, 2006) 
 การสะสมของสาร BPA ในสัตวน์ ้าชนิดต่าง ๆ จะมีปริมาณท่ีแตกต่างกนัส่วนใหญ่ 
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ซ่ึงพบวา่แปรผนัตามปริมาณของสาร BPA ในน ้าและอาหาร และบทบาทของส่ิงมีชีวติในห่วงโซ่
อาหาร เช่น สัตวท่ี์เป็นผูล่้าในห่วงโซ่อาหารจะมีการสะสมของสาร BPA สูงกวา่หอยท่ีกรองกิน 
(Filter Feeding) สารอินทรีย ์และแพลงกต์อน ตวัอยา่งของการสะสมสาร BPA ในสัตวน์ ้าชนิด 
ต่าง ๆ แสดงในตารางท่ี 2-6 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสาร BPA ท่ีสะสมในหอย Mytilus edulis trossulus กบัปลา  
Platihthys flesus ท่ีเก็บจากบริเวณอ่าว Gdańsk ในประเทศโปแลนด ์พบวา่ในหอยซ่ึงเป็นผูบ้ริโภค
ขั้นตน้มีปริมาณสาร BPA สะสมในเน้ือเยื่อนอ้ยท่ีสุด คือ 68-197.2 ng/g ขณะท่ีพบสูงสุดในปลา  
Platihthys flesus ซ่ึงเป็นผูล่้า มีการสะสมสาร BPA สูงสุดคือ 755.7 ng/g บ่งช้ีวา่สาร BPA สามารถ
สะสมในสัตวน์ ้าเพิ่มข้ึนตามล าดบัขั้นของการกินตามโซ่อาหาร (Biomagnification) (Staniszewska 
et al., 2014) 
 
ตารางท่ี 2-6 ปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA ในสัตวน์ ้ า 
 

Country Species BPA (ng/g) References 
China Wild fish 83.5 Liu et al. (2011) 
Poland Mytilus edulis trossulus 68-197.2 Staniskwa et al. (2014) 

 Platihthys flesus 98.3-755.7 Staniskwa et al. (2014) 
 Clupea harengus 19.7-440.1 Staniskwa et al. (2014) 

Greece Mytilus galloprovincialis 342.8-611.9 Gatidou, Vassalou, and 
Thomaidis (2010) 

 Venus gallina 298.1-626.3 Gatidou et al. (2010) 
 Madiola barbatus 209.2-515.2 Gatidou et al. (2010) 

Thailand Wild fish 9.04-44.12 Deemoon et al. (2016) 
Thailand Perna viridis 0.96-4.54 Isobe et al. (2007) 

 

2.3 สำร 17β-estradiol (E2) 
 สาร 17β-estradiol หรือ E2 (C18H24O2) มีสูตรโครงสร้างคือ (17β)-estra-1,3,5(10)-triene-
3,17-diol เป็นฮอร์โมนเอสโตรเจนชนิดหน่ึงในกลุ่มสเตียรอยด์ฮอร์โมน เป็นฮอร์โมนท่ีมี
ความส าคญัต่อการเจริญเติบโตและระบบสืบพนัธ์ุในสัตวมี์กระดูกสันหลงั แบ่งเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
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estrone (E1), E2 และ estriol (E3) (ภาพท่ี 2-5) ฮอร์โมนเอสโตรเจนมีหนา้ท่ีส าคญัคือเป็นสาร
ส่ือกลางโดยมีตวัรับสัญญาณคือตวัรับสัญญาณเอสโตรเจนไดแ้ก่ ERα และ ERβ  
 สาร E2 มีคุณสมบติัเป็นของแขง็สีขาวท่ีอุณหภูมิห้อง ละลายน ้าไดเ้ล็กนอ้ยโดยมีค่าคงท่ี
การละลาย (log Kow) เท่ากบั 3.94 มีค่าคร่ึงชีวติในน ้าเฉล่ีย 2 ถึง 3 วนั (Yin, Kookana, & Ru, 2002) 
ทั้งน้ีคุณสมบติัทางเคมีฟิสิกส์ของสาร E2 แสดงไวใ้นตารางท่ี 2-7 
 

 
 
ภาพท่ี 2-5 โครงสร้างทางเคมีของฮอร์โมนเอสโตรเจน (E1, E2 และ E3) (ดดัแปลงจาก Adeel et al.,  
                  2017) 
 
ตารางท่ี 2-7 คุณสมบติัทางเคมีฟิสิกส์ของฮอร์โมนเอสโตรเจน (E2) (Adeel et al., 2017) 
 

Parameter Value 
Molecular weight 
Melting point 
Water solubility 
Vapor pressure 
Log Kow 

270.4 g/mol 
178-179◦C 

13 mg/l 
3 x 10-8 Pa 

3.94 

 
 กลไกการสังเคราะห์ฮอร์โมน E2 ในปลา (ภาพท่ี 2-6) ควบคุม โดยฮอร์โมน 
โกนาโดโทรปิน (gonadotropin; GTH) จากต่อมใตส้มอง (pituitary gland) ซ่ึงถูกควบคุมโดย
ฮอร์โมนโกนาโดโทรปินรีรีสซ่ิง (gonadotropin releasing hormone; GnRH) จะกระตุน้ใหรั้งไข่
สังเคราะห์ E2 จากนั้น E2 จะถูกส่งต่อผา่นทางกระแสเลือดและกระตุน้ใหต้บัสังเคราะห์โปรตีน 
VTG และล าเลียงมาสะสมภายในเซลลไ์ข่ ในกรณีท่ีภายในร่างกายมีระดบัของฮอร์โมน E2 สูงเกิน
จะกลบัไปยบัย ั้งการสังเคราะห์ฮอร์โมน E2 (Arukwe & Goksoyr, 2003) 
 ในกรณีของสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั ระบบการควบคุมฮอร์โมนซบัซอ้นนอ้ยกวา่ในสัตว ์
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มีกระดูกสันหลงั (Lafont, 2000) โดยระบบต่อมไร้ท่อน้ีเร่ิมปรากฏในสัตวก์ลุ่มหอยและจะถูก
ควบคุมโดยการท างานร่วมกนัของระบบประสาทส่วนกลาง ต่อมไร้ท่อและสารส่ือสัญญาณ (Treen 
et al., 2012) กลไกการสังเคราะห์ E2 ในหอยสองฝา (Pecten yessoensis) อธิบายดงัภาพ 2-7 โดยท่ี
ฮอร์โมน Py-Gonadothrophin releasing hormone (Py-GnRH) จะถูกสร้างจากบริเวณส่วนหนา้ของ
ระบบประสาทส่วนกลาง (anterior lobe of Cerebral ganglia of CNS) และอาจถูกขนส่งไปทัว่
ร่างกายในระบบเลือดโดยเซลลเ์มด็เลือดขาว ฮอร์โมน Py-Gonadothrophin releasing hormone จะ
ถูกขนส่งมาสู่อวยัวะเป้าหมาย และกระตุน้เซลลส์ังเคราะห์ E2 (E2 synthesizing cells) เพื่อใหมี้การ
สังเคราะห์ E2 จากนั้น E2 จะกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผูโ้ดยระบบต่อมไร้ท่อใน
หอยสองฝา อธิบายดงัภาพท่ี 2-7 (Osada & Treen, 2013) 
 

 
 

ภาพท่ี 2-6 กลไกการสังเคราะห์ E2 ในปลา (Arukwe & Goksoyr, 2003) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-7 กลไกการสังเคราะห์ E2 ในหอยสองฝา (Osada & Treen, 2013) 
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 การท างานของสาร E2 ประกอบดว้ยกลไกหลกัคือ กลไกแบบผา่นยนี (genomic 
pathway) และกลไกแบบไมผ่า่นยนี (non-genomic pathway) (ภาพท่ี 2-8) โดยสาร E2 ออกฤทธ์ิผา่น
ตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจนเพื่อควบคุมการท างานของเซลลเ์ป้าหมาย ในปัจจุบนัจ าแนกตวัรับ
เอสโตรเจนออกเป็น 2 กลุ่มตามต าแหน่งท่ีแสดงออกคือ 1) ตวัรับเอสโตรเจนภายในนิวเคลียส 
(nuclear ER) และ 2) ตวัรับเอสโตรเจนบริเวณเยือ่หุม้เซลล์ (membrane ER) เม่ือสาร E2 จบักบั 
nuclear ER ภายในเซลล ์nuclear ER จะเคล่ือนท่ีเขา้สู่นิวเคลียสของเซลลเ์ป้าหมายเพื่อกระตุน้
กระบวนการลอกรหสั (Transcription) เป็น mRNA โดยจบับริเวณของยนีท่ีเรียกวา่ estrogen 
response element เพื่อท าการสังเคราะห์ mRNA และแปลรหสั (Translation) เป็นโปรตีนคือกลไก
แบบผา่นยนี (genomic pathway) แต่ในกรณีท่ีสาร E2 ออกฤทธ์ิผา่น membrane ER จะกระตุน้กลไก
ผา่นสารส่ือสัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling pathway) เพื่อควบคุมการท างานของเซลล์
เป้าหมายอยา่งรวดเร็ว กลไกการออกฤทธ์ิดงักล่าวเรียกวา่กลไกแบบไม่ผา่นยนี (non-genomic 
pathway) (Heger et al., 2014) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-8 กลไกแบบผา่นยนี (genomic pathway) และกลไกแบบไม่ผา่นยนี (non-genomic        

                 pathway) ของสาร E2 (Heger et al., 2014) 

 
 ความเป็นพิษของสาร E2 จดัอยูใ่นกลุ่มมีความเป็นพิษปานกลางในสัตวน์ ้าโดยการ 
ก าหนดของ United States Environmental Protection Agency (US EPA) (ตารางท่ี 2-1) โดยมี 
รายงานระดบัค่า LC50 หรือ Median Lethal concentration หรือค่าความเขม้ขน้ของสารพิษท่ีท าให้
สัตวท์ดลองตายร้อยละ 50 ในระยะเวลาท่ีก าหนด ท่ี 24 ถึง 96 ชัว่โมง มีรายงานถึงค่า LC50 ของสาร 
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E2 ในสัตวน์ ้าชนิดต่าง ๆ อยูใ่นช่วง 1.0-10 mg/l ตวัอยา่งของความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร E2 ใน
สัตวน์ ้า แสดงในตารางท่ี 2-8 
 
ตารางท่ี 2-8 ความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร E2 ในสัตวน์ ้า 
 

Species Time (hours) LC50 (mg/l) 95% confident Reference 

Oryzias latipes 
(adult) 

72 3.5 2.7-4.4 Kashiwada, 
Ishikawa, 
Miyamoto, Ohnishi, 
and Magara (2002) 

Oryzias latipes 
(embryo) 

72 0.46 0.35-0.59 Kashiwada et al. 
(2002) 

Oryzias latipes 
(egg) 

72 0.47 0.36-0.58 Kashiwada et al. 
(2002) 

Dapnia magna 48 2.97 2.76-4.11 Hirano et al. (2004) 
Americanmysis 
bahia 

48 1.69 1.37-2.25 Hirano et al. (2004) 

Dugesia japonica 48 2.6 2.5-2.7 Li (2014) 
  
 สาร E2 มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อน ระบบสืบพนัธ์ุ และระบบภูมิคุม้กนั
ทั้งในสัตวมี์กระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลงับางชนิด เช่น กระตุน้ให้ตวัอ่อนของปลา 
clearhead icefish (Protosalanx hyalocranius) มีพฒันาการผดิปกติ หรือ teratogenesis เพิ่มข้ึน 30% 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสาร E2 (Hu et al., 2017) พบการสร้างเซลลไ์ข่ (oocytes)  
ในอณัฑะของปลาขา้วสาร (O. latipes) เพศผูซ่ึ้งไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 55.7 ng/l เป็น
ระยะเวลา 25 วนัและเม่ือไดรั้บสาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 463 ng/l เป็นระยะเวลา 25 วนั พบเน้ือเยือ่
เก่ียวพนั (connective tissue) เจริญแทนท่ีเน้ือเยือ่ภายในอณัฑะ (testicular tissue) ส่งผลใหย้บัย ั้ง
กระบวนการสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผู ้(Kang et al., 2002) ปลา fathead minnows (P. promelas) มี
จ านวนไข่ลดลงเม่ือไดรั้บสัมผสัสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 120 ng/l เป็นระยะเวลานาน 19 วนั 
(Kramer, Miles-Richardson, Pierens, & Giesy, 1998) หรือมีผลต่อการเปล่ียนแปลงสัดส่วนเพศของ
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ปลา common snook (Centropomus undecimalis) เพศเมียจาก 68.42% ในกลุ่มควบคุมเป็นเพศเมีย 
90% ในกลุ่มท่ีไดรั้บสาร E2 (Carvalho, Passini, Costa, Vieira, & Cerqueira, 2014) 
 ในกรณีของสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัท่ีไดรั้บสาร E2 เช่น หอยสองฝา Mya arenaria โดย
วธีิการฉีดท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ี 10 nM เป็นระยะเวลา 2 วนัพบวา่สาร E2 มีผลต่อการยบัย ั้งการ
ท างานของเซลลเ์มด็เลือดขาวซ่ึงส่งผลต่อการท างานของระบบภูมิคุม้กนั (Gauthier-Clerc, Pellerin, 
Fournier, & Amiard, 2006) เช่นเดียวกนักบัหอย Corbicula fluminea ซ่ึงไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 2,000 ng/l เป็นระยะเวลานาน 15 วนั พบวา่ยบัย ั้งกระบวนการ phagocytosis ของเมด็เลือด
ขาวเช่นกนั (Champeau & Nabonne, 2006) 
 จากผลกระทบท่ีกล่าวมาท าใหก้ารปนเป้ือนสาร E2 ในแหล่งน ้ากลายเป็นปัญหาท่ีส าคญั
ในหลายประเทศ โดยพบวา่น ้าทิ้งจากฟาร์มปศุสัตว ์แหล่งเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ารวมทั้งน ้าทิ้งจากโรง
บ าบดัน ้าเสียซ่ึงมีสารคดัหลัง่จากร่างกายของมนุษยซ่ึ์งเป็นสเตียรอยด์ฮอร์โมน เป็นแหล่งหลกัท่ี
ปล่อยสาร E2 ลงสู่ส่ิงแวดลอ้มทางน ้า ปัจจุบนัขอ้มูลการปนเป้ือนของสาร E2 ใน 6 ประเทศพบการ
ปนเป้ือนอยูใ่นช่วง <1-7,988.2 µg/l (ตารางท่ี 2-9 ) โดยพบการปนเป้ือนสูง คือ แม่น ้าไนลบ์ริเวณท่ี
ไหลผา่นกรุงไคโรประเทศอิยปิตพ์บสาร E2 ในน ้าเท่ากบั 265.13-7,988.2 µg/l (Afifi et al., 2016) 
ในขณะท่ีมีรายงานปริมาณการปนเป้ือนของสาร E2 ในชายฝ่ังทะเล (ตารางท่ี 2-10) ไดแ้ก่ ท่ีประเทศ
บราซิล แคนาดา คูเวต สหรัฐอเมริกา และกรีซ พบสาร E2 ปริมาณค่อนขา้งต ่ามีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0-
18.2 ng/l ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะบริเวณชายฝ่ังทะเลอยูห่่างจากแหล่งก าเนิดน ้าทิ้งจากชุมชนจึงท าให้
ตรวจพบสาร E2 ปริมาณนอ้ยกวา่ในน ้าจืด ยกเวน้ทะเลสาบเวนิช (Venice Lagoon) ประเทศอิตาลีซ่ึง
มีลกัษณะเป็นทะเลสาบปิดส่งผลใหเ้กิดการสะสมของสาร E2 ในปริมาณท่ีสูงกวา่บริเวณอ่ืน (Pojana 
et al., 2007) 
 ส่วนรายงานการส ารวจในประเทศไทยตรวจพบการปนเป้ือนของสาร E2 ในแม่น ้า
เจา้พระยา ในปี ค.ศ. 2010-2011 อยูใ่นช่วง 1,380-2,010 ng/l ซ่ึงเป็นแม่น ้าท่ีรองรับน ้าเสียจาก
บา้นเรือนและชุมชนขนาดใหญ่ จึงพบการปนเป้ือนของสาร E2 ในปริมาณสูง (Ruchiraset & 
Chinwetkitwanich, 2014) 
 เม่ือสาร E2 ลงสู่แหล่งน ้าสามารถละลายอยูใ่นน ้าไดป้านกลาง แต่ละลายในไขมนัไดดี้
สาร E2 ท่ีเขา้ไปน้ีจะสะสมอยูภ่ายในเน้ือเยือ่ของสัตวน์ ้าซ่ึงสาร E2 เหล่าน้ีสัตวน์ ้าอาจรับสัมผสั
โดยตรงผา่นเหงือกหรือผวิหนงั หรือจากลกัษณะการกินอาหาร และสามารถถ่ายทอดไปยงัโซ่
อาหารท าให ้สาร E2 เพิ่มข้ึนตามล าดบัการบริโภคจากตวัอยา่งรายงานการสะสมของสาร E2 ในสัตว์
น ้า เช่น ในปลาจากธรรมชาติ ในทะเลสาบ Dianchi ประเทศจีนพบสะสมในเน้ือเยื่อ <11.2 ng/g 
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ขณะท่ีมีรายงานการสะสมของสาร E2 ในเน้ือเยือ่หอยสองฝา Dreissena polymorpha จากแม่น ้าของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและฝร่ังเศสพบวา่มีสาร E2 ในเน้ือเยื่อ 8.8-316.2 ng/g และในหอยสองฝา  
Mytilus edulis ท่ีชายฝ่ังทะเลประเทศสหรัฐอเมริกาพบสาร E2 สะสมในเน้ือเยื่อ 116-219 ng/g  
(Liu et al., 2011; Peck, Labadie, Minier, & Hill, 2007; Zhu et al., 2003) 
 
ตารางท่ี 2-9 ปริมาณการปนเป้ือนของสาร E2 ในแหล่งน ้าจืด 

 
Country Location E2 (ng/l) Reference 

China Jiulongjiang river <2.50-74.4 Zhang et al. (2012) 
China River in southern Jiangsu 0-52.71 Yuan et al. (2014) 
China Taizhu Lake <0.13-10.75 Lu et al. (2011) 
China The Pearl River <1.0-7.5 Zhao et al. (2009) 
Brazil Some river in Brazil 7.3 Sodre' et al. (2010) 
Portugal Mondego River <3.0 Ribeiro et al. (2009) 
Netherland Freshwater 0.8-1 Vethaak et al. (2005) 
Egypt Freshwater 265.13-7,988.2 † Afifi et al. (2016) 
Thailand Choapraya River 1,380-2,010 Ruchiraset and 

Chinwetkitwanich (2014) 
† = µg/l 
 
ตารางท่ี 2-10 ปริมาณการปนเป้ือนของสาร E2 ในชายฝ่ังทะเล 
 

Country Location E2 (ng/l) Reference 
Brazil Santos Bay <3.00-18.2 Lisboa et al. (2013) 
Canada  Halifax harbor <0.57-5.3 Robinson et al. (2009) 
Kuwait Arabian Gulf 0-6.6 Saeed et al. (2017) 
Italy Venice Lagoon  <1-175 Pojana et al. (2007) 
USA Florida 0-1.8 Singh et al. (2010) 
Greece Thermaikos Gulf <5 Arditsoglou and Voutsa (2012) 
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2.4 วธิกีำรตรวจสอบสำร BPA และสำร E2 ในส่ิงแวดล้อม 
 วธีิการตรวจสอบสาร BPA และสาร E2 ในส่ิงแวดลอ้ม (ภาพท่ี 2-9) สามารถท าไดโ้ดย
การวดัปริมาณสารปนเป้ือนคือ 1) วธีิวเิคราะห์ทางเคมี (Chemical based assays) โดยตรงใน
ส่ิงแวดลอ้ม เช่น น ้า ดิน ดินตะกอน อากาศหรือวดัปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในส่ิงมีชีวติ 
(Pojana, Bonfa, Busetti, Collarin, & Marcomini, 2004) หรือ 2) การใช ้Biologically based assays 
(Asimakopoulose, Thomaidis, & Koupparis, 2012) เช่น การศึกษาการแสดงออกในระดบัยนี 
(Transcriptomics) หรือโปรตีน (Proteomics) เพื่อใชเ้ป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพ (Biomarker) ส าหรับ
บ่งช้ีถึงผลกระทบของสาร BPA และสาร E2ในส่ิงแวดลอ้ม (Lam & Gray, 2003) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-9 วธีิการตรวจสอบสาร EDCs ในส่ิงแวดลอ้ม ดดัแปลงจาก (Xu, Ho, Tse, Ho, & 
                 Leung, 2016) 

 
 ในการตรวจวดัสารในกลุ่ม EDCs ในปัจจุบนัเทคนิคทางเคมีวเิคราะห์ต่าง ๆ ถูกน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นการศึกษา เช่น High performance liquid chromatography (HPLC), Gas 
Chomatography (GC), Liquid Chromatography (LC) หรือน าเทคนิคขา้งตน้พฒันาใชร่้วมกบั Mass 
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Spectrometry (MS) เช่น Gas Chomatography Mass Spectrometry (GC-MS) เป็นตน้ โดยมีตวัอยา่ง
การศึกษาดงัน้ี 
 การวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค GC-MS (Gas chromatography coupled with ion trap mass 
spectrometry) ในการวดัปริมาณสาร EDCs ไดแ้ก่ Octylphenol, Nonylphenol, BPA, E1, E2 และ E3 
ในน ้าทะเล ดินตะกอน และส่ิงมีชีวติ เช่น หอย มีค่าขีดจ ากดัของการวเิคราะห์ (Limit of detection; 
LOD) หรือ ปริมาณสาร E2 ท่ีเคร่ืองมือวิเคราะห์ไดต้  ่าท่ีสุดเท่ากบั <5 ng/l ขณะท่ี E1 มีค่าเท่ากบั <9 
ng/l (Arditsoglou & Voutsa, 2012) และสาร BPA มีค่าเท่ากบั <6.30 ng/l เป็นตน้ (Basheer et al., 
2004) ส่วน Pookpusa et al. (2014) มีการใช ้HPLC และรายงานขีดจ ากดัของการวดัปริมาณสาร 
BPA มีค่า LOD เท่ากบั 1.3 µg/l  
 จะเห็นไดว้า่วธีิการตรวจวดัทางเคมีโดยตรงนั้นมีขอ้จ ากดัของเคร่ืองมือในการ 
วเิคราะห์อีกทั้งไม่สามารถบ่งช้ีถึงผลกระทบของสารต่อส่ิงมีชีวติได ้(Heisterkamp, Gandrass, & 
Ruck, 2004) ดงันั้นวธีิการทางชีวภาพ จึงเป็นวธีิการอีกทางเลือกท่ีใชบ้่งช้ีถึงผลกระทบในส่ิงมีชีวติ
ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่  
 1) เทคนิคทางแอนติบอดี (Antibody techniques) เป็นการตรวจสอบในระดบัโปรตีนโดย
ใชห้ลกัการท างานของ แอนติเจน-แอนติบอด้ี ท่ีมีความไวสูง สามารถวเิคราะห์ผลของปฏิกิริยาได ้
ทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ในปัจจุบนัมีการประยกุตใ์ช้ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 
VTG หรือเอนไซม ์แต่ทั้งน้ีวิธีการน้ีจ าเป็นตอ้งใชแ้อนติบอด้ี ท่ีมีความจ าเพาะต่อส่ิงมีชีวติชนิด 
นั้น ๆ จึงเป็นขอ้จ ากดัของการวเิคราะห์ดว้ยวธีิน้ี (Jonsson, Schiedek, Grøsvik, & Goksøyr, 2006) 
 2) การวดัปริมาณอลัคาไลน์ เลบายฟอสฟอรัส เป็นวธีิการตรวจสอบโปรตีน VTG 
ทางออ้มโดยวธีิการตรวจวดัฟอสฟอรัสท่ีเป็นส่วนประกอบส าคญัของโปรตีน VTG ในร่างกาย
ส่ิงมีชีวติ เช่น น ้าเลือด (plasma) (Kramer et al., 1998) 
 3) การวดัการออกฤทธ์ิของฮอร์โมนเอสโตรเจน เช่น วธีิการ YES assay (Xu et al., 2016) 
 4) การตรวจสอบในระดบัโปรตีน เช่น เทคนิค SDS-PAGE, COMT assay (Xu et al., 
2016) 
 5) การตรวจสอบโดยเทคนิคทางชีววทิยาระดบัโมเลกุล ไดแ้ก่ การวดัระดบัการ
แสดงออกของยนี การตรวจหาการเปล่ียนแปลงของตวัช้ีวดัทางชีวภาพ ดว้ยเทคนิคต่าง ๆ เช่น 
reverstrancription polymerase chain reaction (RT-PCR) หรือ reversetranscription quantitative 
polymerase chain reaction (RT-qPCR) เพื่อวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกของยีน 
เป็นตน้ 
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2.4.1 เทคนิคทำงชีววทิยำระดับโมเลกุล 
 วธีิการ Polymerase Chain Reaction (PCR) ถูกพฒันาโดย Karry Mullis ในปี ค.ศ. 1980 
ส าหรับใชเ้พิ่มจ านวน DNA ตน้แบบในหลอดทดลองโดยอาศยัหลกัการท างานของ DNA 
polymerase เพื่อสังเคราะห์ DNA สายใหม่ เม่ือปฏิกิริยาส้ินสุดจะท าใหไ้ด ้DNA จ านวนมาก ซ่ึง
วธีิการ PCR น้ีเป็นวธีิการพื้นฐานทางชีวโมเลกุลท่ีส าคญั (Pray, 2008) ปัจจุบนัวธีิการท่ีพฒันาจาก
วธีิการ PCR พื้นฐานเรียกวา่ Reverse Transcription quantitative PCR (RT-qPCR) ถูกพฒันาใหมี้
ความไว และความจ าเพาะเพิ่มสูงข้ึนโดยการติดสารเรืองแสงท าใหส้ามารถวเิคราะห์ผลไดใ้นขณะ
ท าปฏิกิริยา เพื่อลดเวลาและการปนเป้ือนในการตรวจสอบขั้นตอนสุดทา้ย โดยใชก้ารตรวจ
วเิคราะห์ melting temperature (Tm) ของยนีท่ีมีเอกลกัษณ์จ าเพาะ โดยไม่จ  าเป็นตอ้งวเิคราะห์ผลดว้ย 
Electrophoresis อีกคร้ัง ท าใหว้ธีิการ RT-qPCR ถูกน ามาใชป้ระโยชน์อยา่งแพร่หลาย รวมถึงใช้
ประเมินความเส่ียงของสารพิษในส่ิงมีชีวติ (Arya et al., 2005; Heid, Stevens, Livak, & Williams, 
1996; Valasek & Repa, 2005) 
 เน่ืองจากปฏิกิริยา RT-qPCR เป็นปฏิกิริยาท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูง ใชป้ริมาณ
ตวัอยา่งการตรวจนอ้ย ช่วงการวดัปริมาณกวา้ง (wide dynamic range) สามารถใชเ้ทคนิคการตรวจ 
ตามผลผลิต PCR ได ้เช่น การใชสี้ SYBR-Green (ภาพท่ี 2-10) ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นสารเรืองแสง 
เขา้จบัท่ีบริเวณ minor group ของ DNA สายคู่ เม่ือ SYBR-Green เกาะกบั DNA สายคู่และถูก 
กระตุน้ (exite) ดว้ยแสงซ่ึงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมจะคายพลงังาน (emission) ออกมาใน 
รูปของคล่ืนแสงท าใหส้ามารถตรวจจบัไดด้ว้ยตวัรับสัญญาณ ในขั้นตอนของการ annealing และ 
extension จะเกิดการจบัของสารสี ท าใหก้ารเรืองแสงเพิ่มข้ึนสูงสุดในช่วง extension และเม่ือเขา้สู่ 
ขั้นตอน denaturation สาย DNA จะแยกจากกนัท าใหสี้ SYBR-Green ถูกปลดปล่อยจากสาย 
 DNA ส่งผลใหก้ารเรืองแสงลดลงซ่ึงปริมาณความเขม้แสงจะแปรผนัตามปริมาณผลผลิตของ
ปฏิกิริยาท่ีเพิ่มข้ึนในระหวา่งการท าปฏิกิริยา ขอ้มูลจะถูกประมวลผลและแสดงออกมาเป็นกราฟ
การเพิ่มจ านวนของผลผลิต (amplification curve) ซ่ึงแสดงระดบัความเขม้แสงท่ีเปล่ียนแปลงใน
ปฏิกิริยาแต่ละแบบสภาพจริง ณ เวลาจริง โดยตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกมีค่าความเขม้แสงสูงเกินระดบั
ค่าพื้นหลงั (background) โดยบอกเป็นรอบของปฏิกิริยาท่ีค่าความเขม้แสงมีค่าเกินพื้นหลงัเรียกวา่ 
Cycle threshold (Ct) ดงันั้นตวัอยา่งท่ีมีค่า Ct ต ่าแสดงวา่มีปริมาณของ DNA เป้าหมายมากกวา่
ตวัอยา่งท่ีมีค่า Ct สูง ดงันั้นจึงสามารถใชค้่า Ct เป็นตวัเปรียบเทียบการเพิ่มจ านวนของ DNA 
เป้าหมายได ้
 แต่อยา่งไรก็ตามการจบัของ SYBR-Green กบั DNA สายคู่เป็นการจบัแบบไม่จ  าเพาะ
กล่าวคือสามารถจบัไดท้ั้งผลผลิต PCR ท่ีจ  าเพาะและไม่จ  าเพาะรวมถึงสามารถจบักบัไพรเมอร์ 
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ไดเมอร์ท าใหต้อ้งใชว้ธีิการแยกสัญญาณการเรืองแสงท่ีเกิดจากผลผลิต PCR ท่ีไม่จ  าเพาะหรือไพร
เมอร์ไดเมอร์ โดยใชก้ารเปรียบเทียบค่าอุณหภูมิท่ีหลอมเหลวหรือ melting temperature (Tm) ซ่ึง
เป็นค่าอุณหภูมิท่ีท าใหส้าย DNA สายคู่แยกจากกนั 50% โดยเป็นค่าอุณหภูมิท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของ
แต่ละ DNA สายคู่แต่ละยนีและแปรผนัโดยตรงกบัล าดบันิวคลีโอไทด ์ปริมาณ % CG และความ
ยาวของ DNA สายคู่นั้นซ่ึงสามารถใชแ้ยกไพรเมอร์ไดเมอร์และผลผลิต PCR ท่ีไม่จ  าเพาะออกจาก
ผลผลิต PCR ท่ีตอ้งการได ้(วีระพงศ ์ลุลิตานนท,์ 2557) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-10 การเขา้จบั DNA สายคู่ของ SYBR-Green ในปฏิกิริยา RT-qPCR (Fraga, Meulia, & 
                   Fenster, 2014) 
 
 แต่อยา่งไรก็ตามการปรับสภาวะของปฏิกิริยา RT-qPCR ใหเ้หมาะสมเป็นจุดส าคญัท่ีช่วย
ใหก้ารท า RT-qPCR ไดผ้ลท่ีถูกตอ้งโดยวตัถุประสงคห์ลกัเพื่อใหไ้ดค้วามจ าเพาะ ความไว และ
ประสิทธิภาพ (efficiency) ท่ีบ่งช้ีถึงประสิทธิภาพของปฏิกิริยาในการเพิ่มจ านวน DNA ตน้แบบซ่ึง
สามารถตรวจสอบไดจ้ากประสิทธิภาพการเพิ่มขยายปริมาณ DNA มาตรฐานประมาณ 5 ระดบั 
ความเขม้ขน้ จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา RT-qPCR และน าขอ้มูลมาสร้างกราฟมาตรฐาน
ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log 10 ของความเขม้ขน้ กบัค่า Ct เพื่อหาค่าความชนัของกราฟ (Slope) ซ่ึง
ค่าความชนัท่ีไดม้า สามารถน ามาหาค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา RT-qPCR (Efficiency; E)  
(Brankatschk, Bodenhausen, & Bu ̈rgmann, 2012) จากสมการ     
     E = 10(-1/Slope) 
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 ค่า E ท่ียอมรับไดใ้นปฏิกิริยา RT-qPCR โดยทัว่ไปคือ 90-110% (Broeders et al., 2014)
ในกรณีท่ีค่า E มีค่าต ่ากวา่ 90% บ่งช้ีวา่มีประสิทธิภาพต ่า เช่น สารในปฏิกิริยาไม่เหมาะสม อุณหภูมิ 
และเวลาของปฏิกิริยาไม่เหมาะสม ปริมาณของ cDNA ตน้แบบท่ีไม่มีคุณภาพหรือไม่เพียงพอใน
การท าปฏิกิริยา เป็นตน้ ในทางตรงกนัขา้มหากค่า E สูงกวา่ 100% บ่งช้ีวา่มีการเพิ่มจ านวน DNA 
ในปฏิกิริยาแบบไม่จ  าเพาะท าใหเ้กิดผลผลิตของปฏิกิริยาท่ีไม่เหมาะสม จึงจ าเป็นตอ้งวเิคราะห์หา
สาเหตุเพื่อแกไ้ข (Bustin et al., 2009) 
 ในการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนโดยใช ้RT-qPCR นิยมใชว้ธีิการหาปริมาณการ
แสดงออกแบบสัมพทัธ์ (Relative quantification) โดยศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีในตวัอยา่ง
หลายตวัอยา่งท่ีมีสภาวะการทดลองท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่งนั้นแตกต่างกนัทั้งใน
ดา้นปริมาณและคุณภาพ เช่น ปริมาณและคุณภาพของ RNA จากตวัอยา่ง รวมถึงประสิทธิภาพของ
การสังเคราะห์ cDNA เป็นตน้ เพื่อใหส้ามารถวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีในแต่ละ
ตวัอยา่งจึงจ าเป็นตอ้งใชว้ธีิการเปรียบเทียบโดยหาอตัราส่วนการแสดงออกของยนีเป้าหมายท่ีสนใจ
ศึกษาต่อยนีอา้งอิง (reference gene) ซ่ึงเป็นการปรับค่าท าใหเ้ป็นบรรทดัฐานเพื่อลดความ
คลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์ หรือท่ีเรียกวา่ Normalization ซ่ึงสามารถน าอตัราส่วนน้ีมา
เปรียบเทียบระหวา่งตวัอยา่งได ้ยนีอา้งอิงโดยทัว่ไปจะใชย้นีในกลุ่มท่ีเรียกวา่ housekeeping gene
หรือยีนท่ีมีการแสดงออกคงท่ีสม ่าเสมอตลอดเวลาในส่ิงมีชีวติเพื่อด ารงหนา้ท่ีพื้นฐานของเซลล ์
และมีการแสดงออกในทุกเซลลข์องส่ิงมีชีวติทุกสภาวะ (Kozera & Rapacz, 2013; Vandesompele 
et al., 2012) ดงันั้นปัจจยัส าคญัในการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนแบบสัมพทัธ์คือการหายนี
อา้งอิงท่ีเหมาะสมส าหรับเปรียบเทียบกบัยนีเป้าหมายท่ีสนใจศึกษา เน่ืองจากยนีอา้งอิงท่ีไม่
เหมาะสมจะส่งผลต่อความถูกตอ้งแม่นย  าก่อใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์ผลได้
ตวัอยา่งของยนีอา้งอิง เช่น ยีนท่ีท าหนา้ท่ีสังเคราะห์องคป์ระกอบต่าง ๆ ของเซลล ์ไดแ้ก่ ยนี  
β-actin ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัการสร้างส่วนประกอบของ cytoskeleton ยนี ribosomal rRNA สังเคราะห์
โปรตีนไรโบโซมท่ีส าคญัในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามปัจจุบนัพบวา่ยนี
เหล่าน้ีมีการควบคุมการแสดงออกท าใหมี้ระดบัการแสดงออกไม่เท่ากนัเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีแตกต่าง
กนั ดว้ยเหตุน้ีการคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมมีเกณฑก์ารพิจารณาท่ีส าคญัคือ ยนีอา้งอิงท่ีเลือกจะ
ไม่ถูกควบคุมในสภาวะท่ีใชใ้นการทดลอง ดงันั้นจึงควรทดสอบวา่ภายใตส้ภาวะท่ีท าการทดลอง
การแสดงออกของยนีอา้งอิงมีการเปล่ียนแปลงหรือไม่ (วีระพงศ ์ลุลิตานนท,์ 2557; Radonić et al., 
2004) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากยนี 3 ยนี คือ 18S rRNA,  
28S rRNA และ β-actin 
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 ความแม่นย  าของการวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนีเกิดจากการน ายนีอา้งอิงมา
เทียบเคียงกบัยนีเป้าหมายในแต่ละปฏิกิริยาซ่ึงมีความแตกต่างกนัทั้งปัจจยัของสารตั้งตน้ ไดแ้ก่
ปริมาณและคุณภาพของ DNA ตน้แบบ ปริมาณและคุณภาพของสารในปฏิกิริยารวมถึงปัจจยั
การศึกษาท่ีแตกต่างกนัทั้งในเร่ืองของเซลลเ์น้ือเยื่อส่ิงมีชีวติและสภาพแวดลอ้ม การใชย้นีอา้งอิงท่ี
เหมาะสมจึงมีความจ าเป็น (Radonić et al., 2004) ปัจจุบนัมีการพฒันาวธีิการเพื่อใชค้ดัเลือกยนี
อา้งอิงท่ีเหมาะสมต่าง ๆ เช่น การใชโ้ปรแกรมทางคณิตศาสตร์ เช่น โปรแกรม Normfinder 
โปรแกรม Bestkeeper หรือการใชห้ลกัการทางคณิตศาสตร์ เช่น การวเิคราะห์ค่า ΔCt ของยนีอา้งอิง 
เป็นตน้ แต่อยา่งไรก็ตามวธีิการวเิคราะห์นั้นเป็นเพียงวธีิการขั้นตน้ในการคดัเลือกยนี ดงันั้นจึงควร
ใชห้ลายวธีิร่วมกนัวเิคราะห์ เพื่อใหไ้ดผ้ลท่ีคลาดเคล่ือนนอ้ยท่ีสุด (Andersen, Jensen, & Ørntoft, 
2004; Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2004; Pisamai, Rungsipipat, Kalpravidh, & 
Suriyaphol, 2016; Silver, Best, Jiang, & Thein, 2006) โดยแต่ละวธีิมีหลกัการดงัน้ี 
 1) Normfinder เป็นวธีิการวเิคราะห์ค่าความคงท่ีของระดบัการแสดงออกของยนีในแต่ละ
กลุ่มการทดลองซ่ึงวเิคราะห์ค่าระดบัการแสดงออกของยีนสัมพทัธ์หรือ Relative quantity (RQ) 
สามารถค านวนไดจ้ากสมการขา้งล่าง 
 
    RQ (Relative quantification) = E (min Ct- Sample Ct) 
 
   เม่ือ E = PCR efficiency หรือค่าประสิทธิภาพของยนีในปฏิกิริยา RT-qPCR 

min Ct = ค่า Cycle threshold (Ct) ต ่าสุดของยนีอา้งอิงแต่ละยนี 
    Sample Ct = ค่า Ct ของยนีอา้งอิงแต่ละตวัอยา่ง 
 
 เป็นการใชห้ลกัการพื้นฐานทางสถิติ (two-way ANOVA) โปรแกรมน้ีสามารถ 
วเิคราะห์ค่าความแปรปรวน (stability value; SV) ระหวา่งกลุ่มของระดบัการแสดงออกของยนี 
อา้งอิงหรือความแปรปรวนภายในกลุ่มได ้ยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือยนีท่ีมีค่า SV นอ้ยท่ีสุด 
หรือมีค่าความแปรปรวนของการแสดงออกของยนีท่ีต ่าท่ีสุด (Andersen et al., 2006) 
 2) Bestkeeper เป็นโปรแกรมท่ีใชค้ดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมโดยการใชพ้ื้นฐาน 
ทางสถิติของ Pearson correlation coeficient (r), ความแปรปรวน standard deviation (SD) a  
coeficient of variance (CV) ยนีอา้งอิงท่ีมีค่า Pearson correlation coeficient (r) และมีค่าความ 
แปรปรวนต ่าจะถูกค านวนรวมกนัแลว้เรียกวา่ค่า Bestkeeper index (BKI) สามารถวิเคราะห์จากค่า 
ระดบัการแสดงออกของยนี (Ct) ในกรณียนีอา้งอิงมีค่า Pearson correlation coeficient (r) ค่า 
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standard deviation (SD) หรือค่า Bestkeeper index (BKI) จะพิจารณาวา่เป็นยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสม 
ท่ีสุด (Pfaffl et al., 2004) 
 3) Ct เป็นวธีิการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกสัมพทัธ์ของคู่ยนีในแต่ละตวัอยา่งเพื่อ
ใชค้ดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมโดยมีหลกัการวา่หากค่า Ct ระหวา่งยนีมีระดบัการแสดงออก 
ท่ีคงท่ีในตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่งนัน่หมายถึงคู่ยนีนั้นมีส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ต ่า แสดงถึงยนี
นั้นมีระดบัการแสดงออกคงท่ีระหวา่งตวัอยา่ง ในการคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมคือมีการ
แสดงออกท่ีคงท่ีหรือยนีอา้งอิงท่ีมี SD ของ Ct ท่ีต  ่าท่ีสุด (Silver et al., 2006) 
 เม่ือคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมแลว้สามารถน ายนีอา้งอิงดงักล่าวมาวเิคราะห์หาระดบั
การแสดงออกของยนีเป้าหมาย ในการวจิยัน้ีคือยีน cyp4 และ vtg แบบสัมพทัธ์โดยวธีิ 2-Ct  
(Livak & Schmittgen, 2001) 

 
2.5 ตัวช้ีวดัทำงชีวภำพ (Biomarkers)  
 Biomarkers หรือตวัช้ีวดัทางชีวภาพ เป็นเคร่ืองมือท่ีส าคญัใชเ้ป็นตวัช้ีวดั ซ่ึงสามารถ
ตรวจไดภ้ายในร่างกายของส่ิงมีชีวติท่ีไดรั้บสารมลพิษแปลกปลอมในส่ิงแวดลอ้มเขา้สู่ร่างกาย
ตวัช้ีวดัทางชีวภาพน ามาใชป้ระโยชน์ในการประเมินสถานการณ์การปนเป้ือนของสารพิษใน
ส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงตวับ่งช้ีทางชีวภาพสามารถวดัไดจ้ากของเหลวภายในร่างกายส่ิงมีชีวติ เซลลห์รือ
เน้ือเยือ่ การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในระดบัเซลล ์ท่ีตอบสนองทางชีวเคมีท่ีส าคญัในส่ิงมีชีวติซ่ึง
ไดรั้บสัมผสัสารมลพิษแปลกปลอม โดยทัว่ไปตวัช้ีวดัทางชีวภาพแบ่งออกเป็น 3 ชนิดคือ  
(Gil & Pla, 2001)  
 1) ตวัช้ีวดัทางการสัมผสัทางชีวภาพ (Biomarkers of exposure) คือตวัช้ีวดัท่ีหาปริมาณ
การสัมผสัเป็นการวดัสารเคมีโดยตรงหรือการตรวจหาสารเมแทบอไลตภ์ายในส่ิงมีชีวิต 
 2) ตวัช้ีวดัผลกระทบทางชีวภาพ (Biomarkers of effect) คือการตรวจการตอบสนองต่อ
ร่างกายส่ิงมีชีวติท่ีเกิดข้ึนในอวยัวะหรือเซลลเ์ป้าหมาย  
  3) ตวัช้ีวดัทางชีวภาพของความไว (Biomarkers of susseptibility) คือการตอบสนองของ
ร่างกายหรือพนัธุกรรมในส่ิงมีชีวติท่ีตอบสนองต่างกนัเม่ือไดรั้บพิษจากสารเคมี  
 ส าหรับการศึกษาโดยใชต้วัช้ีวดัทางชีวภาพท่ีศึกษาในระดบัชีวโมเลกุลจึงถูกน ามาใช ้
ตรวจสอบการปนเป้ือนของสารเคมีต่าง ๆ ในส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดร้วดเร็ว แมมี้การ 
ปนเป้ือนของสารมลพิษในปริมาณนอ้ย ดงันั้นการศึกษาในระดบัชีวโมเลกุลจึงเป็นวธีิการท่ีรวดเร็ว 
การประเมินผลของสารพิษในส่ิงแวดลอ้ม (Walker et al., 2005) ปัจจุบนัมีงานวจิยัท่ีรายงานถึง
ตวัช้ีวดัทางชีวภาพท่ีใชต้รวจสอบการปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2 รวมถึงสารในกลุ่ม EDCs 
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ทั้งในสัตวมี์กระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลงัหลายชนิด เช่น เอนไซม ์Cytochrome P450 
(CYP) และ โปรตีนไวเทลโลเจนิน (vitellogenin; VTG) เป็นตน้ 
 2.5.1 เอนไซม์ Cytochrome P450 
 เอนไซม ์Cytochrome P450 (CYP) เป็นเอนไซมใ์นกระบวนการเมแทบอลิซึม เป็นกลุ่ม
เอนไซมข์นาดใหญ่สามารถพบไดใ้นส่ิงมีชีวติทุกชนิดตั้งแต่แบคทีเรีย รา พืช สัตว ์รวมถึงมนุษย ์
เอนไซม ์CYP ซ่ึงถูกควบคุมการสังเคราะห์โดยยนี cyp มีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบัวิถีการ
สังเคราะห์และการสลาย (biosynthesis และ catalysis) ของสารจ าเป็นภายในร่างกายและยงั
เก่ียวขอ้งกบัเมแทบอลิซึมของสารแปลกปลอมภายนอกร่างกาย (exogenouscompounds หรือ 
xenobiotics) เช่นสาร BPA (Sasaki, Akahira, Oshiman, Tsuchido, & Matsumura, 2005; Uno, 
Ishizuka, & Itakura, 2012; Zanette, Goldstone, Bainy, & Stegeman, 2011) การควบคุม 
การสังเคราะห์โดยยนี cyp ของเอนไซม ์CYP ส่วนใหญ่สังเคราะห์ภายในตบัแต่สามารถพบใน
อวยัวะอ่ืนเช่นกนั ไดแ้ก่ สมอง ปอด ล าไส้ใหญ่ เป็นตน้ จากรายงานการศึกษาเอนไซม ์CYP พบวา่
ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัมีเอนไซม ์CYP หลายกลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัเมแทบอลิซึมของสาร BPA เช่น 
CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP17 และ CYP19 ข้ึนอยูก่บัชนิดของสัตว ์(Niwa et al., 2001; 
Zhang et al., 2011) จากรายงานการศึกษาพบวา่เอนไซม ์CYP4 มีบทบาทในการเมแทบอลิซึมของ
สารกลุ่ม EDCs หลายชนิด เช่น สาร E2, biocide tributytin (TBTO) รวมถึงสาร BPA (Martínez-
Paz, Morales, Martínez-Guitarte, & Morcillo, 2012) และในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั เช่น ในหอย
ฝาเดียวและหอยสองฝาพบวา่สารในกลุ่ม EDCs เช่นสาร either tributyltin chloride (TBT) และสาร 
E2 ในหอย Abalone และสาร diethylhexylphthalate (DEHP) สามารถชกัน าการแสดงออกของยนี 
cyp4 ในหอยน ้าจืด (Unio tumidus) และ Benzo(a)pyrine ส่งผลต่อการแสดงออกของยนี cyp4 ใน
หอย Ruditipase philipinarum (Chaty, Rodius, & Vasseur, 2004; Martínez-Paz et al., 2012; Pan, 
Liu, Xu, & Miao, 2011; Wan, Whang, Choi, Lee, & Lee, 2011) นกัวจิยัจึงศึกษาระดบัการ
แสดงออกของยนีในสัตวน์ ้ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพติดตามการปนเป้ือนของสาร 
EDCs ในแหล่งน ้าอยา่งแพร่หลาย 
 2.5.2 โปรตีนไวเทลโลเจนิน (vitellogenin; VTG) 
 ไวเทลโลเจนิน (vitellogenin; VTG) เป็นโปรตีนตั้งตน้ของโปรตีนไข่แดง (yolk) ซ่ึงพบ
ในสัตวท่ี์ออกลูกเป็นไข่ กระบวนการสังเคราะห์ VTG ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัจะถูกควบคุมโดย E2 
ซ่ึงเป็นฮอร์โมนในกลุ่มสเตียรอยดท่ี์ถูกสังเคราะห์ในร่างกาย โดย E2 จะจบักบัตวัรับสัญญาณ
เอสโตรเจน (estrogen receptor; ER) และกระตุน้ใหย้นี vtg ถอดรหสั (transcription) เป็น mRNA 
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และจะถูกแปลรหสั (translation) เป็นโปรตีน VTG สะสมในบริเวณเซลลไ์ข่แลว้สร้างเป็นโปรตีน
ไข่แดงเพื่อท าหนา้ท่ีเป็นอาหารสะสมของตวัอ่อนต่อไป (Arukwe, 2001) 
 ในหอยสองฝาพบวา่ VTG ถูกสังเคราะห์จากการควบคุมของระบบประสาทส่วนกลาง
และ E2 ในช่วงการสร้างเซลลไ์ข่ของเพศเมียวยัเจริญพนัธ์ุเท่านั้น แต่พบนอ้ยมากในสัตวเ์พศผูแ้ละ
สัตวว์ยัอ่อน (Gagné, Blaise, Pellerin, & Gauthier-Clerc, 2002; Osada, Takamura, Sato, & Mori, 
2003) แต่อยา่งไรก็ตามสัตวเ์พศผูห้รือสัตวว์ยัอ่อนสามารถสังเคราะห์ VTG ไดเ้ม่ือไดรั้บการกระตุน้
จากสารในกลุ่ม EDCs จึงมีการศึกษาการแสดงออกในระดบัโปรตีน และระดบัยนีในสัตวน์ ้า 
หลายชนิด (Kinnberg, Korgaard, Bjerregard, & Jespersen, 2000) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในหอยสองฝา
และน ามาประยกุตใ์ชติ้ดตามการปนเป้ือนของสารในกลุ่ม EDCs ในแหล่งน ้า (Shi et al., 2015) 
เช่นกนั 

 
2.6 หอยแมลงภู่  
 หอยแมลงภู่มีช่ือวทิยาศาตร์วา่ Perna viridis (Siddull, 1980) มีช่ือสามญัวา่ green mussel 
เป็นหอยสองฝาท่ีมีคุณค่าทางเศรษฐกิจและนิยมบริโภคอยา่งแพร่หลายมีการแพร่กระจายและ
เพาะเล้ียงทัว่ไปในแถบประเทศเอเชียตะวนัออกเฉียงใตร้วมถึงประเทศไทยมีการเพาะเล้ียงอยา่ง
แพร่หลายบริเวณชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยโดยประเทศไทยพบหอยแมลงภู่ P. viridis เพียงชนิดเดียว 
โดยจดัอยูใ่นวงศ ์Mytilidae สกุล Perna (Siddull, 1980) 
 หอยแมลงภู่เป็นหอยสองฝามีลกัษณะเท่ากนัแบบสมมาตร (bilateral symmetry) เปลือก
หอยมีสีเขียวเขม้และน ้าตาล ผวิดา้นในเปลือกมีลกัษณะสีขาวมนัวาว เปลือกทั้งสองดา้น 
ยดึติดกนัดว้ยเส้นเอน็ (ligament) ท่ีอยูด่า้นใน มีล าตวัอยูภ่ายในเปลือกท่ีประกอบดว้ย 
เยือ่หุม้ล าตวั (mantle) ซ่ึงอยูติ่ดกบัฝาทั้งสองขา้งระหวา่งเยือ่หุม้ล าตวัเป็นอวยัวะภายใน 
ต่าง ๆ มีเหงือก (gill) ท าหนา้ท่ีหายใจแลกเปล่ียนก๊าซ และกรองอาหาร บริเวณฐานส่วนเทา้จะมี
ต่อมสร้างเส้นใย (byssal gland) ท่ีใชย้ดึเกาะกบัหินหรือเสาไม ้(Gosling, 2003) 
 วงจรชีวิตของหอยแมลงภู่ (ภาพท่ี 2-11) เม่ือหอยแมลงภู่ถึงวยัเจริญพนัธ์ุจะปล่อยไข่และ
น ้าเช้ือออกมาเพื่อผสมพนัธ์ุภายนอก (external fertilization) ไข่ท่ีไดรั้บการผสมจะพฒันาโดยเร่ิม
การแบ่งเซลลเ์พิ่มพฒันาเป็นตวัอ่อน (embryo) และพฒันาสู่ระยะวา่ยน ้าท่ีเรียกวา่ Trochophore มี
ขนาดประมาณ 0.045-0.055 mm โดยใชร้ะยะเวลาประมาณ 12-16 ชัว่โมงจากนั้นจะพฒันารูปร่าง
และเจริญสู่ระยะ D-hinge veliger ซ่ึงจะมีลกัษณะคลา้ยตวัอกัษร D มีขนาดประมาณ 0.055-0.100 
µm จะพฒันาสู่ระยะท่ีเรียกวา่ pediveliger larvae เม่ืออายุประมาณ 3 สัปดาห์และเม่ือลูกหอยมีอาย ุ 
4 สัปดาห์จะมีขนาดประมาณ 0.5-0.8 mm เขา้สู่ระยะเร่ิมลงเกาะและพฒันาสู่ระยะ juvenile  
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เม่ือลูกหอยมีอายปุระมาณ 45 วนัจะมีความยาวเปลือกประมาณ 5-10 mm ลูกหอยจะมีลกัษณะ
เหมือนพอ่แม่ทุกประการ เร่ิมมีการปล่อยเส้นใยเหนียวเพื่อยดึเกาะกบัวสัดุและเจริญเติบโตต่อไป 
(Soon & Ransangan, 2014) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-11 วงจรชีวติของหอยแมลงภู่ (University of Waikato, 2013) 
  
 ช่วงหน่ึงของวงจรชีวติจะเกาะน่ิงอยูก่บัวสัดุ เช่น เสาหลกั เชือก อาศยัในบริเวณ 
ปากแม่น ้าเขตน ้าข้ึนน ้าลง กินอาหาร ไดแ้ก่ แพลงกต์อนพืชและแพลงกต์อนสัตวข์นาดเล็กท่ีลอย 
อยูใ่นน ้าโดยกรองจากน ้า (filter-feeding) (Gosling, 2003; Rajagopal et al., 2006; Soon & 
Ransangan, 2014)  
 ปัจจุบนัมีการใชห้อยแมลงภู่ประเมินมลพิษในส่ิงแวดลอ้มทางทะเล เช่น โลหะหนกั สาร
ปิโตรเลียม รวมถึงสาร EDCs เน่ืองจากหอยสามารถทนรับสารเคมีต่าง ๆ และสะสมสารเคมีไดโ้ดย
ไม่ตายอีกทั้งยงัเป็นสัตวท่ี์เคล่ือนท่ีชา้ หรือเกาะน่ิงจึงเก็บตวัอยา่งไดง่้าย (Goldberg & Bertine, 
2000; Isobe et al., 2007) จากคุณสมบติัขา้งตน้นกัวจิยัจึงนิยมน าเอาหอยแมลงภู่ มาใชใ้นการบ่งช้ี
มลภาวะในบริเวณชายฝ่ังทะเลอยา่งแพร่หลาย (Isobe et al, 2007; Yap, Cheng, Karami, & Isamail, 
2016; Yap, Shahbazi, & Zakaria, 2012) 
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บทที ่3 
วธีิด ำเนินงำนวจิยั 

 

3.1 วสัดุอปุกรณ์ 
 1) Sep-pak (C18) column (Water, USA) 
 2) Alliance e2695 with UV detector (Water, USA) 
 3) ถงัพลาสติก PP ส าหรับเล้ียงหอยแมลงภู่ขนาด 20x32x20 cm  
 4) อุปกรณ์ผา่ตดั 
 5) ปากคีบ  
 6) ปิเปต ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL 
 7) ทิปและทิปกรอง ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL 
 8) หลอดไมโครเซนติฟิวส์ ขนาด 0.2, 0.6, 1.5 และ 2 mL 
 9) เคร่ือง Cool-Hotter day bath incubator (Major science, USA) 
 10) เคร่ือง Votex (Dissruptot Gene, USA) 
 11) เคร่ืองชัง่น ้าหนกัรุ่น MXX-612 (Denver Instrument, USA) 
 12) เคร่ืองชัง่น ้าหนกั (Tanita, Japan) 
 13) Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, USA) 
 14) ตูแ้ช่แขง็ (-20 ºC) (Hitachi, Japan) 
 15) เคร่ืองป่ันเหวีย่งรุ่น LM-60 (Lio Fuge, Thailand) 
 16) Nanodrop 2000/2000c spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) 
 17) เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) รุ่น SA-232X (Gemmy, Taiwan) 
 18) อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น Ultratherm Bwt-U (Biosan, USA) 
 19) เคร่ือง Electrophoresis รุ่น EPS 3500 (Phamacia Biotech, USA) 
 20) เคร่ือง Realtime PCR รุ่น StepOne plus (Thermo Fisher Scientific, UK) 
 21) อุปกรณ์ถ่ายภาพเจล In genius gel documentation system (Syngene, UK) 
 22) อุปกรณ์ multiple probe YSI185 conductivity (YSI, Yellow Springs, USA) 
 23) กระดาษกรอง (Watchman, USA) 
 24) กระดาษกรอง GF/F (Watchman, USA)  
 25) Kitahara-type water sampler (Japan) 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376600
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3.2 สำรเคม ี
 1) Methanol HiPerSolv CHROMANORM (VWR Chemicals, USA) 

 2) BisphenolA (BPA) purity >99% (Sigma-Aldrich, Switzerland) 
 3) 17β–estradiol (E2) purity >98% (Sigma-Aldrich, Switzerland) 
 4) Dimethyl sulfoxide (Vivantis, USA) 

 5) Trizol reagent (Invitrogen, USA) 
 6) Chloroform (VWR Chemicals, USA) 
 7) Isopropanol (VWR Chemicals, USA) 
 8) Absolute ethanol (VWR Chemicals, USA) 
 9) Nuclease free water (GIBBO, USA) 
 10) iScrip Reverse Transciption Supermix for RT-qPCR (Biorad, USA) 
 11) RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) 
 12) Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master mix (2X) (Thermo scientific, USA) 

 13) Ethidium bromide (Invitrogen, USA) 
 14) Nitrogen gas 
 15) DNase I (Thermo Scientific, USA) 
 16) Agarose gel (Vivantis,USA) 
 17) Primers (Biodesign, Thailand) 
 18) Gene ruler 100 bp plus DNA ladder (Vivantis, USA) 
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3.3. กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำร BPA และสำร E2 ปนเป้ือนในตัวอย่ำงน ำ้และ 
หอยแมลงภู่ 
 3.3.1 พืน้ทีศึ่กษำ  
 การท าวจิยัคร้ังน้ีไดเ้ลือกพื้นท่ีเก็บตวัอยา่งในบริเวณชายฝ่ังภาคตะวนัออกในจงัหวดั
ชลบุรี จงัหวดัระยอง และจงัหวดัตราดโดยก าหนดจุดเก็บตวัอยา่งทั้งหมด 7 สถานี แสดง
รายละเอียดพิกดัจุดเก็บตวัอยา่งและคุณภาพน ้าเบ้ืองตน้ในตารางท่ี 3-1 โดยด าเนินการเก็บตวัอยา่ง 
ในช่วงเดือน ธนัวาคม พ.ศ.2559-มกราคม พ.ศ.2560 แบ่งเป็น  
  1) ตวัอยา่งน ้าจืด 3 สถานี คือบริเวณแหล่งอุตสาหกรรม ไดแ้ก่ คลองชากหมาก (R2) 
จงัหวดัระยอง บริเวณแหล่งชุมชน ไดแ้ก่ คลองสังเขป (C1) จงัหวดัชลบุรี และคลองพยนู (R1) 
จงัหวดัระยอง  
  2) ตวัอยา่งน ้าทะเล 4 สถานี คือบริเวณแหล่งอุตสาหกรรมไดแ้ก่ มาบตาพุด (R3, R4) 
จงัหวดัระยอง บริเวณแหล่งชุมชนและแหล่งท่องเท่ียว ไดแ้ก่ หาดวอนนภา (C2) จงัหวดัชลบุรี และ 
อ่าวตราด (T) จงัหวดัตราด  
  3) ตวัอยา่งหอยแมลงภู่ 3 สถานี คือ ฟาร์มเล้ียงหอยแมลงภู่จากแหล่ง 
อุตสาหกรรมในบริเวณใกลส้ถานีคลองชากหมาก (R2) จงัหวดัระยอง และบริเวณแหล่งชุมชน 
ไดแ้ก่ หาดวอนนภา (C2) จงัหวดัชลบุรี และอ่าวตราด (T) จงัหวดัตราดโดยมีรายละเอียดแผนท่ีจุด
เก็บตวัอยา่งดงัภาพท่ี 3-1 ดงัน้ี (ส านกัจดัการคุณภาพน ้า, 2556) 
 คลองสังเขป (C1) เป็นคลองท่ีตั้งอยูใ่นพื้นท่ี อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี เป็นคลองท่ี
รองรับน ้าเสียจากชุมชนเทศบาลบางทรายและมีรายงานจากส านกังานส่ิงแวดลอ้มภาคท่ี 13 พบวา่
คุณภาพน ้าจดัอยูใ่นประเภทเส่ือมโทรมมาก  
 หาดวอนนภา (C2) เป็นชายฝ่ังทะเลตั้งอยูบ่ริเวณต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี 
มีชุมชนหาดวอนนภา มีการท าการประมงขนาดเล็กและเพาะเล้ียงหอยแมลงภู่ อีกทั้งยงัเป็นแหล่ง
รองรับน ้าทิ้งจากระบบบ าบดัน ้าเสียเทศบาลแสนสุขใต ้ 
 คลองพยนู (R1) เป็นคลองระบายน ้าธรรมชาติ ท่ีตั้งอยูใ่นพื้นท่ีต าบลบา้นฉาง จงัหวดั
ระยอง คลองน้ีเป็นคลองท่ีไหลผา่นชุมชนเทศบาลเมืองบา้นฉางและเทศบาลต าบลบา้นฉาง ซ่ึง
ระบายน ้าลงสู่ทะเลบริเวณหาดพยนูและหาดน ้ารินโดยมีรายงานจากส านกังานส่ิงแวดลอ้มภาคท่ี 13
พบวา่คุณภาพน ้าจดัอยูใ่นประเภทท่ี 4-5 (เส่ือมโทรม-เส่ือมโทรมมาก) 
 คลองชากหมาก (R2) เป็นคลองตั้งอยูท่างทิศตะวนัออกของนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด 
บริเวณปากคลองมีชุมชนประมงขนาดเล็ก มีการเพาะเล้ียงหอยแมลงภู่ในปากคลองบริเวณชายฝ่ัง
ทะเล คลองชากหมากเป็นคลองท่ีรองรับน ้าทิ้งท่ีระบายออกจากนิคมอุตสาหกรรม นอกจากน้ียงัรับ
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น ้าจากคลองน ้าด าซ่ึงเป็นคลองสาธารณะ มีปริมาณน ้ามาก โดยมีรายงานจากส านกังานส่ิงแวดลอ้ม
ภาคท่ี 13 พบวา่คุณภาพน ้าจดัอยูใ่นประเภทท่ี 4-5 (เส่ือมโทรม-เส่ือมโทรมมาก) 
 อ่าวมาบตาพุด 1 (R3) เป็นชายฝ่ังทะเลบริเวณนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุดโดยห่างออก
จากชายฝ่ัง 2 กิโลเมตร โดยมีรายงานจากส านกังานส่ิงแวดลอ้มภาคท่ี 13 พบวา่คุณภาพน ้าในบริเวณ
น้ีจดัอยูใ่นประเภทท่ี 4-5 (เส่ือมโทรม-เส่ือมโทรมมาก) 
 อ่าวมาบตาพุด 2 (R4) เป็นทะเลบริเวณนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุดโดยห่างจากชายฝ่ัง
ประมาณ 5 กิโลเมตร พบวา่คุณภาพน ้าในบริเวณน้ีจดัอยูใ่นประเภทท่ี 4 (เส่ือมโทรม) 
 อ่าวตราด (T) เป็นชายฝ่ังทะเลตั้งอยูใ่นอ าเภอคลองใหญ่ จงัหวดัตราดเป็นบริเวณท่ี
ห่างไกลจากโรงงานอุตสาหกรรม โดยมีรายงานวา่คุณภาพน ้าจดัอยูใ่นประเภทท่ี 3 เพื่อการ
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้า 
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ตารางท่ี 3-1 รายละเอียดพิกดัจุดเก็บตวัอยา่งและคุณภาพน ้ าในแต่ละสถานี 
 

Sampling site Water parameters 
Site Location Category North East pH Temperature Salinity DO 

   
Latitude Longitude 

 
(°C) 

 
(mg/l) 

Chonburi         
C1 Sangkhep 

canal 
Municipality 
wastewater 

13.22.28.8 100.59.10.0 7.8 29.8 0.5 9.72 

C2 Wonapha 
beach 

coastal 
water,  
green 
mussel 

13.16.07.9 100.55.21.8 8.0 26.9 28.9 NA 

Rayong         
R1 Payun 

canal 
freshwater 12.40.32.5 101.09.26.9 7.0 32.1 0.1 6 

R2 Chak-
mak canal 

freshwater,  
green 
mussel 

12.40.35.6 101.04.12.6 7.0 32.9 0.3 5.5 

R3 MTP1 coastal 
water 

12.38.54.0 101.10.06.4 7.8 25.7 29.4 6.05 

R4 MTP2 coastal 
water 

12.38.07.8 101.10.06.6 8.1 25.9 29.6 6.59 

Trat         
T Reference coastal 

water,  
green 
mussel 

11.43.05.8 102.53.07.0 8.0 29.6 29.0 5.78 

NA = not available, MTP1, MTP2 = Map Ta Phut industrial estate 
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ภาพท่ี 3-1 แผนท่ีสถานีเก็บตวัอยา่งน ้าทะเล น ้าจืด (ล าคลอง/แม่น ้า) และหอยแมลงภู่ บริเวณ 
                 ชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก; (A) แผนท่ีภาคตะวนัออก, (B) สถานีเก็บตวัอยา่งใน 

   จงัหวดัชลบุรี, (C) สถานีเก็บตวัอยา่งในจงัหวดัระยอง และ (D) สถานีเก็บตวัอยา่งใน 
   จงัหวดัตราด (เม่ือ ◼ = สถานีเก็บตวัอยา่งน ้าทะเล; ⚫ = สถานีเก็บตวัอยา่งน ้าจืด และ  
      = บริเวณฟาร์มเล้ียงหอยแมลงภู่) 

 
 3.3.2 กำรเกบ็ตัวอย่ำงน ำ้และหอยแมลงภู่ 
  3.3.2.1 ตัวอย่ำงน ำ้จืดและน ำ้ทะเล 
  เก็บตวัอยา่งน ้าจืดและน ้าทะเลท่ีระดบัความลึกจากผวิน ้า 0.5 เมตรโดยเก็บน ้าปริมาตร
10 ลิตร (n=3) ดว้ยกระบอกเก็บน ้าแบบ Kitahara-type water sampler (Japan) ซ่ึงตวัอยา่งน ้าจะถูก
เก็บไวใ้นขวดแบบพลาสติกโพลีเอทิลีนขนาด 15 ลิตรท่ีลา้งดว้ยน ้ากลัน่และเมทานอล (HPLC 
grade) อยา่งนอ้ย 3 คร้ัง ก่อนท่ีจะลา้งดว้ยน ้าตวัอยา่งอีกคร้ังและเก็บภาชนะบรรจุรักษาตวัอยา่งน ้า
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ทั้งหมดแช่ในน ้าแขง็แลว้ขนส่งมาท่ีหอ้งปฏิบติัการภายใน 6 ชัว่โมง เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC 
จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร BPA และสาร E2 ดว้ยวธีิการ HPLC 
  3.3.2.2 ตัวอย่ำงหอยแมลงภู่ 
  เก็บตวัอยา่งหอยแมลงภู่ทั้งหมด 3 สถานีคือ สถานีหาดวอนนภา (C1) สถานีคลองชาก
หมาก (R2) และสถานีอ่าวตราด (T) จากฟาร์มหอยแมลงภู่ซ่ึงมีขอ้มูลการเพาะเล้ียงท่ีชดัเจน หอยมี
ลกัษณะสมบูรณ์แขง็แรง มีน ้ าหนกัใกลเ้คียงกนั จ านวนสถานีละ 18 ตวัโดยสุ่มเก็บจากสายเล้ียง
จ านวน 3 สาย ตวัอยา่งหอยแมลงภู่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตามขนาดคือขนาดใหญ่ (ตวัเต็มวยั) มีเส้น
ผา่นศูนยก์ลางประมาณ 5-7 cm และขนาดเล็ก (วยัอ่อน) มีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1-2 cm บรรจุ
ตวัอยา่งลงในถุงซิปใส่ในกล่องใส่น ้าแขง็และขนส่งมาศึกษาท่ีหอ้งปฏิบติัการ ทุกสถานีท่ีเก็บ
ตวัอยา่งจะบนัทึกขอ้มูลคุณภาพน ้าดว้ยเคร่ืองวดั multiple probe YSI 85 (YSI, Yellow Springs, 
USA) ไดแ้ก่ ปริมาณออกซิเจนในน ้า (DO) อุณหภูมิ ความเคม็ (Salinity) และค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) 
 3.3.3 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
  3.3.3.1 กำรเตรียมตัวอย่ำงน ำ้จืดและน ำ้ทะเล 
  กรองน ้าตวัอยา่งผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 จากนั้นจึงกรองผา่นขั้นตอน
ดว้ย Glass fiber filters (Whatman, GF/F) อีกคร้ัง จากนั้นท าการสกดัแยกสาร BPA และสาร E2ใน
น ้าโดยใชว้ธีิสกดัดว้ยเฟสของแขง็ (Solid Phase Extraction; SPE) โดยใช ้Sep-Pak C18 cartridges 
อตัราการไหลผา่นของของเหลวเท่ากบั 5-10 mL/นาที ท่ีดดัแปลงวธีิการของ Friesen, Chapman, 
and Aubin-Horth (2012) ดงัขั้นตอนในภาพท่ี 3-2 โดยสรุปวธีิท าดงัน้ี 
   1) เติม 100% เมทานอล ปริมาตร 6 mL ลงใน C18 cartridges อตัราการไหลเท่ากบั
5-10 mL/นาที จนหมด แลว้เติม DI water ปริมาตร 4 mL ใหไ้หลผา่น C18 cartridgesในอตัรา 
เท่าเดิมจน DI water ผา่น C18 cartridges จนหมด จากนั้นน าตวัอยา่งน ้า ปริมาตร 10 L มาผา่น C18 
cartridges จนครบปริมาตรจากนั้นท า C18 cartridges ให้แหง้โดยเป่าดว้ยก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา
ประมาณ 5 นาที  
   2) ลา้ง C18 cartridges ดว้ย 5% เมทานอล ปริมาตร 5 mL โดยมีอตัราการไหล 
เท่าเดิม จนครบปริมาตร แลว้ชะ (elute) โดยการเติม 100% เมทานอลปริมาตร 3 mL ลงใน C18 
cartridges ใชอ้ตัราการไหลเท่าเดิมแลว้เก็บสารละลายท่ีผา่น C18 cartridges ลงในหลอดทดลอง 
   3) ตวัอยา่งท่ีไดจ้ากขอ้ 2) น ามาท าใหแ้หง้โดยเป่าดว้ยก๊าซไนโตรเจนและเติม
สารละลาย 75% เมทานอลจนไดป้ริมาตรสุดทา้ย 1 mL จึงน าตวัอยา่งไปวเิคราะห์หาปริมาณสาร 
BPA และสาร E2 ดว้ยวธีิการ HPLC 
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ภาพท่ี 3-2 ขั้นตอนการสกดัสาร BPA และสาร E2 ดว้ยวธีิการสกดัดว้ยเฟสของแขง็ (Solid Phase  
                  Extraction; SPE) (ดดัแปลงจาก Friesen et al., 2012) 
 
  3.3.3.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงหอยแมลงภู่ 
  การวเิคราะห์หาปริมาณสาร BPA สาร E2 ในเน้ือเยื่อของหอยแมลงภู่ท าโดยน า
ตวัอยา่งทั้งเปลือกชัง่น ้าหนกั วดัความยาวเปลือกก่อนน ามาตดัแยกใชเ้ฉพาะเน้ือเยือ่ hapatopancreas 
จากนั้นชัง่น ้าหนกัเน้ือเยือ่ปริมาณ 1 กรัม น ามาบดใหล้ะเอียดและสกดัตามวธีิการของ Gatidou et al. 
(2010) สรุปเป็นขั้นตอนไดด้งัน้ี 
  เติม 100% เมทานอล ปริมาตร 5 mL และน ้ากลัน่ ปริมาตร 3 mL ลงในเน้ือเยือ่ท่ี
บดละเอียด แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เป็นระยะเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาท าการป่ันแยก
เน้ือเยือ่แลว้ดูดสารละลายส่วนใสชั้นบนใส่ในหลอดทดลองใหม่ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ
100 mL แลว้น าไปสกดัต่อดว้ยวธีิ SPE (ขอ้ 3.3.3.1) เม่ือเสร็จส้ิน ทุกตวัอยา่งจะถูกท าใหแ้หง้โดย 
เป่าดว้ยก๊าซไนโตรเจน และเติมสารละลาย 75% เมทานอล จนไดป้ริมาตรสุดทา้ย 1 mL แลว้น า
ตวัอยา่งไปวเิคราะห์ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ดว้ยเทคนิค HPLC 
 3.3.4 กำรวเิครำะห์ตัวอย่ำงด้วยเทคนิค HPLC 
 ตวัอยา่งน ้าและหอยแมลงภู่จากขอ้ 3.3.3.1 และ 3.3.3.2 จะถูกน ามาวเิคราะห์หาปริมาณ 
สาร BPA และสาร E2 ดว้ยเคร่ือง HPLC ยีห่อ้ Waters Alliance รุ่น e2695 โดยวิเคราะห์แบบ 
isocratic ใช ้injection value loop ท่ี 10 µl และจบัสัญญาณดว้ย ยวูี-เวสิ ดีเทคเตอร์ (UV-vis detector) 
ท่ีความยาวคล่ืนแสงเท่ากบั 280 nm สภาวะในการวเิคราะห์หาปริมาณสาร BPA และสาร E2 
ดดัแปลงวธีิวเิคราะห์ของ Card, Chin, Lee, and Khan (2012) และ Zhou, Wu, and Huang (2014) ใช้
เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ในอตัราส่วนของเมทานอล:น ้า DI (75:25) อตัราการไหล (flow rate) 
ท่ี 1.0 ml/นาที ฉีดตวัอยา่งเขา้เคร่ือง HPLC ปริมาตร 10 µl ในคอลมัน์ Sunfire C18 (Waters, 
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Ireland) ขนาดเส้นผา่นศุนยก์ลาง 3.5 µM (4.6 mm ×150 mm) ใหส้ารผา่นคอลมัน์โดยใชร้ะยะเวลา 
20 นาที ซ่ึงสภาวะของการวเิคราะห์แสดงใน ตารางท่ี 3-2 
 
ตารางท่ี 3-2 สภาวะของเคร่ือง HPLC ในการวเิคราะห์ปริมาณสาร BPA และสาร E2 
 

Parameter HPLC analysis 
HPLC system Waters Alliance e2695 Separations Module 
Column  SunFire C18 reversed phase column (Waters, Ireland) 
Detector UV detection ความยาวคล่ืน 280 nm 
Column Temperature 30 °C 
Mobile phase  Methanol (75%): deionized water (25%) 
Flowrate 1 mL/min  
Runtime  20 min 
Injection volume 10 µL 

   
  3.3.4.1 กำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวธีิวเิครำะห์ 
  เน่ืองจากผูว้จิยัน าวธีิการของ Card et al. (2012) และ Zhou et al. (2014) มา
ประยกุตใ์ชว้เิคราะห์หาปริมาณสาร BPA และสาร E2 กบัตวัอยา่งน ้าทะเล น ้าจืดและหอยแมลงภู่  
ซ่ึงวธีิการเดิมใชก้บัตวัอยา่งน ้ าจืดและดิน ดงันั้นเพื่อใหว้ธีิการตรวจวิเคราะห์มีความถูกตอ้ง 
น่าเช่ือถือ และป้องกนัความผิดพลาดท่ีอาจเกิดจากสารรบกวนการวเิคราะห์ในตวัอยา่งแต่ละ
ประเภท จึงตอ้งทดสอบความถูกตอ้งของวธีิการวเิคราะห์ก่อนจะน ามาใชห้าปริมาณสาร BPA  
และสาร E2 ในตวัอยา่งน ้าและหอยแมลงภู่ต่อไปโดยศึกษาช่วงการวเิคราะห์และความเป็นเส้นตรง 
(Working range and linearity) ค่าต ่าสุดท่ีตรวจพบ (Limit of detection; LOD) ค่าต ่าสุดท่ีวเิคราะห์
ได ้(Limit of Quantification) ค่าร้อยละของการคืนกลบั (% recovery) และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
สัมพทัธ์ (% Relative Standard Deviation, %RSD) ดงัน้ี 
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1) กำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงและช่วงของกำรวเิครำะห์  
ฉีดสารละลายมาตรฐาน BPA และ E2 (แยกทดสอบ) เขา้เคร่ือง HPLC  

ความเขม้ขน้ 100 ng/mL (วธีิการเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ก) เพื่อใหไ้ดโ้ครมาโตแกรม 
ท่ีแสดงค่าระยะเวลาท่ีสารแต่ละตวัเดินทางผา่นคอลมัน์นบัตั้งแต่เวลาเร่ิมตน้ของการฉีดสารจน
เดินทางมาถึงเคร่ืองตรวจวดั (Retension time) โดยสารแต่ละชนิดจะใชเ้วลาเดินทางไม่เท่ากนั 
จากนั้นฉีดสารละลายมาตรฐานผสม BPA+E2 ความเขม้ขน้ 50 ng/mL (วธีิการเตรียมสารแสดงใน
ภาคผนวก ก) เขา้เคร่ือง HPLC เพื่อใหไ้ดโ้ครมาโตแกรมท่ีแสดงค่า Retension time เพื่อเปรียบเทียบ
ค่า Retension time ของสารละลายมาตรฐานผสม BPA+E2 กบัค่า Retension time ของการฉีดสาร 
BPA และสาร E2 แบบแยกทดสอบ 
   ฉีดสารละลายมาตรฐานผสม BPA+E2 เขา้เคร่ือง HPLC ความเขม้ขน้ 0.5, 1, 5, 10, 
50, 100, 150, 200 และ 250 ng/mL (วธีิการเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ก) แลว้สร้างกราฟ
มาตรฐานความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสาร BPA หรือสาร E2 และค่าพื้นท่ีใตพ้ีค หรือ paek areaท่ี
ไดจ้ากโครมาโตแกรมแลว้ค านวณค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (Corelation coefficient; r) เพื่อน า
สมการเส้นตรงไปใชใ้นการค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของสาร BPA หรือสาร E2 ในตวัอยา่งน ้าจืด 
น ้าทะเล และหอยแมลงภู่ซ่ึงควรมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ไม่ต ่ากวา่ 0.995 

2) กำรทดสอบค่ำต ่ำสุดทีต่รวจพบ และค่ำต ่ำสุดทีว่เิครำะห์ปริมำณได้  
   ฉีดสารละลายมาตรฐาน BPA และ E2 เขา้เคร่ือง HPLC โดยใชค้วามเขม้ขน้ชนิด
ละ 10 ng/mL (แยกชนิดทดสอบ) (วธีิการเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ก) เพื่อวเิคราะห์ปริมาณสาร 
ท าซ ้ าจ  านวน 7 ซ ้ า ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ค่า LOD และ LOQ โดยค านวณไดจ้ากสมการ (1) 
และ (2) ตามล าดบั (นนัทนา กนัยานุวฒัน์ และนุชนาท นาค า, 2555; Li, Hu, Yin, & Hu, 2015) 
 
       LOD = 3.14SD    (1)  
       LOQ = 10SD    (2) 
 

 3) กำรหำค่ำร้อยละของกำรคืนกลบั และค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพทัธ์  
   เตรียมตวัอยา่งน ้าทะเลสังเคราะห์ (Sample blank) ปริมาตร 1 L เติมสารละลาย 
มาตรฐาน BPA และ E2 (แยกทดสอบสารแต่ละชนิด) ใหมี้ความเขม้ขน้ 1,000 ng/l ท  าซ ้ าจ  านวน 3 
คร้ัง โดยเตรียมตวัอยา่งหอยแมลงภู่บดละเอียด ปริมาณ 1 กรัม แลว้เติมสารละลายมาตรฐาน BPA 
และ E2 (แยกทดสอบสารแต่ละชนิด) ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 ng/g (จ านวน 3 ซ ้ า) 
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   ส่วนการเตรียมการทดสอบหาปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในเน้ือเยือ่ท าโดยน า
ตวัอยา่งทั้งหมดผา่นกระบวนการเตรียมตวัอยา่งดงัขอ้ 3.3.3 และวเิคราะห์หาปริมาณสาร BPA และ
สาร E2  ค  านวนค่าร้อยละของการคืนกลบั (% recovery) และร้อยละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 
(% RSD) ซ่ึงควรอยูใ่นช่วงร้อยละ 60-115 จึงยอมรับไดแ้ละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ไม่ควร
เกินร้อยละ 20 โดยค านวณไดจ้ากสมการ (1) และ (2) ตามล าดบั (นนัทนา กนัยานุวฒัน์ และนุชนาท 
นาค า, 2555) (ท าการทดสอบ 3 ซ ้ า) 
 
    % Recovery  = (C[sample spike] - C[sample blank]) × 100  (1) 
                                               C[spike]  
 
 เม่ือ  C[sample spike]  = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีเติมสารมาตรฐาน 
    C[sample blank]  = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีไม่เติมสารมาตรฐาน 
    C[spike]   = ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
 
    % RSD  =   SD     × 100    (2) 
                    Mean  
 
 เม่ือ  SD   = ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
    Mean     = ค่าเฉล่ียของความเขม้ขน้สารตวัอยา่งทั้งหมด 
 
   4) วเิครำะห์หำปริมำณสำร BPA และสำร E2  ในตัวอย่ำงด้วยเทคนิค HPLC 
   ในการหาปริมาณสาร BPA และสาร E2 จากตวัอยา่งน ้าและหอยแมลงภู่ท่ีเก็บจาก
สถานีท่ีก าหนด (ขอ้ 3.3) ท าในช่วงระหวา่งเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2560 
รวม 69 ตวัอยา่ง แบ่งเป็นน ้าจืด 3 ตวัอยา่ง น ้าทะเล 12 ตวัอยา่ง หอยแมลงภู่วยัอ่อนและตวัเตม็วยั
อยา่งละ 27 ตวัอยา่ง ท าการเตรียมตวัอยา่งตามวธีิขอ้ท่ี 3.3.3 แลว้น าไปวเิคราะห์หาพื้นท่ีใตพ้ีค 
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสาร BPA และสาร E2 ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.4.1 โดยค่าปริมาณของ
สาร BPA และสาร E2 ท่ีวเิคราะห์ไดจ้ะน ามาใชท้ดสอบผลของสาร BPA และสาร E2 ท่ีมีต่อระดบั
การแสดงออกของยนีในหอยแมลงภู่ในหอ้งปฏิบติัการต่อไป (ขอ้ท่ี 3.5) 
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3.4. ควำมเป็นพษิเฉียบพลนัของสำร BPA ต่อหอยแมลงภู่ 

 ใชห้อยแมลงภู่วยัอ่อนน ้าหนกัเฉล่ีย 1.71± 0.74 กรัม ท่ีน ามาจากฟาร์มเล้ียงอ าเภอคลอง
ใหญ่ จงัหวดัตราด ก่อนการทดลองน ามาเล้ียงในถงัไฟเบอร์ท่ีบรรจุน ้าทะเลสังเคราะห์เพื่อใหห้อย
ไดป้รับตวักบัสภาพแวดลอ้มในหอ้งปฏิบติัการ โดยให้อากาศตลอดเวลาผา่นหวัทรายใตน้ ้า ให้ 
แพลงตอนกพ์ืชชนิด Chaetoceros sp. เป็นอาหารวนัละ 2 คร้ัง 
 การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัใชว้ธีิชีววเิคราะห์แบบน ้าน่ิง (Static bioassay) โดย
จดัระดบัความเขม้ขน้ของสารละลาย BPA ออกเป็น 4 ความเขม้ขน้คือ 0 (กลุ่มควบคุม), 10, 20 และ 
50 mg/l โดยเลือกใชค้วามเขม้ขน้สูงสุดตามความเขม้ขน้ของ Mihaich et al. (2009) ทดสอบ 3 ซ ้ า 
จ  านวนหอยแมลงภู่ทั้งหมด 120 ตวั ทดสอบแต่ละความเขม้ขน้ใชห้อยแมลงภู่จ านวน 10 ตวั (ภาพท่ี 
3-3) บนัทึกจ านวนหอยแมลงภู่ท่ีตายทุก 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง เม่ือพบหอยแมลงภู่ตายจะเก็บ
ตวัท่ีตายออกจากภาชนะทนัที ค านวณอตัราการตาย (Mortality rate) โดยค านวณไดจ้ากสมการ  
  
    อตัราการตาย (Mortality rate) =      จ  านวนสัตวท์ดลองท่ีตาย × 100 
               จ  านวนสัตวท์ดลองทั้งหมด 
 
 ท าการวเิคราะห์หาระดบัความเขม้ขน้ท่ีท าใหห้อยแมลงภู่ตายร้อยละ 10 (LC10), 50 
(LC50) และ 90 (LC90) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% แลว้วิเคราะห์หาเวลาท่ีท าใหห้อยแมลงภู่ตายร้อย
ละ 50 (LT50) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ดว้ยการวเิคราะห์แบบโพรบิท (probit analysis) โดยผล
ความเขม้ขน้ท่ีไดจ้ะน ามาใชก้ าหนดความเขม้ขน้ของสาร BPA เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีใน
หอยแมลงภู่ท่ีใดรั้บสัมผสัสาร BPA ต่อไป 
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ภาพท่ี 3-3 แผนการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ต่อหอยแมลงภู่ 

 
3.5 กำรศึกษำระดับกำรแสดงออกของยนี 
 3.5.1 กำรออกแบบไพรเมอร์ 
 ท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับใชใ้นปฏิกิริยา RT-qPCR โดยใชย้นีเป้าหมาย cyp4 และ 
vtg และยนีอา้งอิง 3 ชนิด คือ β-actin, 18S rRNA และ 28S rRNA ทั้งน้ีผลผลิต PCR ของแต่ละ 
ยนีมีขนาดเท่ากบั 207, 267, 213, 157 และ 116 bp ตามล าดบั รายละเอียดการออกแบบไพรเมอร์
แสดงดงัตารางท่ี 3-3 
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ตารางท่ี 3-3 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา RT-qPCR 
 

Genes Nucleotide sequences (5'-3') sizes (bp) Accession No. 
cyp4 L: GAC CAG TGC AAT GAC TTG GA 207 EU429566 

 
R: GAC GCC TGT CTA CCG ATG AT 

  
    vtg L: CAG CGT TGT TGG RGA DTG TG 267 FJ646565 

 
R: TGT CWC TCT SCT ACT GCA CT 

  
    β-actin L: AGA TCT TGC AGG ACG TGA CC 213 EU381234 

 
R: GTG ATT ACT TGC CCG TCA GG 

  
    18S rRNA L: AAG GGC ACC ACC AGG AGT 157 KY081324 

 
R: AAC CAG ACA RAT CRC TCC AC 

  
28S rRNA L: CGA AGC CAG AGG AAA ATC TG 116 

 
JQ62201 

  R: GAA ACT TCG GAG GGA ACC A 
   

 3.5.2 กำรเพิม่บำงส่วนของยีนด้วยปฏิกริิยำ RT-qPCR  
 การเพิ่มปริมาณในส่วนของยีน cyp4, vtg, β-actin, 18S rRNA และ 28S rRNA ดว้ย
ปฏิกิริยา RT-qPCR โดยมีส่วนผสมแสดงในตารางท่ี 3-4 และขั้นตอนของปฏิกิริยามีดงัน้ี 
pre-denature ท่ี 95 °C นาน 10 นาที ก่อนเขา้สู่รอบปฏิกิริยาขั้นตอน denaturing ท่ี 94 °C นาน 15 
วนิาที และ annealing ท่ี 60 °C นาน 45 วนิาที ท าปฏิกิริยาทั้งส้ิน 40 รอบ เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาน า
ผลผลิตไปวเิคราะห์ค่า melting temperature (Tm) ของแต่ละยนี และวเิคราะห์ผลดว้ย 1% Agarose 
electrophoresis โดยน าผลผลิต PCR จ านวน 3 ไมโครลิตร เคล่ือนท่ีใน 1% agarose ใน 1X SB 
buffer ภายใตก้ระแสไฟฟ้า ความต่างศกัย ์80 โวลตเ์ป็นเวลานาน 45 นาที ยอ้ม agarose gel ดว้ย 
ethidium bromide และส่องภายใตแ้สง UV ดว้ย gel documentation (Syngene, USA) 
 
 
 
 



46 
 

ตารางท่ี 3-4 ส่วนผสมของปฏิกิริยา RT-qPCR 
 

Chemical                                         Volume (µL) 
 cyp4 vtg 18S rRNA 28S rRNA β-actin 

2x SYBR Green/ROX 
qPCR mastermix  

7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 

10µM Primer L/R 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 
nuclease free water  6.1 5.9 6.1 6.1 6.1 
cDNA template  1 1 1 1 1 
                            Total  15 15 15 15 15 

 
 3.5.3 กำรเตรียมตัวอย่ำงหอยแมลงภู่เพ่ือคัดเลือกยนีอ้ำงองิทีเ่หมำะสมในกำรท ำ 
                 ปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 ในการคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมส าหรับการศึกษาผลของสาร BPA ในหอยแมลงภู่
นั้นท าโดย น าตวัอยา่งหอยแมลงภู่จากแหล่งท าการประมง ต าบล หาดเล็ก อ าเภอ คลองใหญ่ จงัหวดั
ตราด ในเดือนมกราคม ปี พ.ศ. 2560 โดยใชร้ะยะตวัเตม็วยัขนาดความยาวเปลือก 5.0±0.5 
เซนติเมตร จ านวน 90 ตวั น าตวัอยา่งมาพกัและเล้ียงในน ้าทะเลสังเคราะห์ความเคม็ 30 ppt เพื่อปรับ
สภาพ จากนั้นน ามาเล้ียงในตูก้ระจกขนาด 20×32×20 cm3 ท่ีบรรจุน ้าทะเลสังเคราะห์ความเคม็ 30 
ppt 20 ลิตร ตูล้ะ 10 ตวั แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มควบคุมท่ีไม่ฉีดสาร กลุ่มควบคุมท่ี
ฉีดสารละลาย DMSO 0.3% (ตวัท าละลายของ BPA) ในน ้ าทะเลสังเคราะห์ 100 µlและกลุ่มทดสอบ
ฉีดสารละลาย BPA จ านวน 10 ng/g dw/ตวั (BPA 10 ng ละลายในน ้าทะเลสังเคราะห์ 100 µlและ 
DMSO 0.3%) จากนั้นท าการสุ่มเก็บหอยแมลงภู่ในแต่ละช่วงเวลาท่ีไดรั้บสาร BPA คือท่ีเวลา 0 
และ 12 ชัว่โมงดงัภาพท่ี 3-4 (ท าการทดลอง 3 ซ ้ า)  
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ภาพท่ี 3-4 แผนการทดลองการศึกษาผลของสาร BPA ต่อระดบัการแสดงออกของยนีอา้งอิงใน 
                 หอยแมลงภู่ 
 
 3.5.4 กำรสกดั RNA และสังเครำะห์ cDNA 
 ตวัอยา่งหอยแมลงภู่แต่ละกลุ่มการทดลอง จะถูกน ามาวดัขนาดและชัง่น ้าหนกั ผา่เปิด
เพื่อตรวจสอบเพศและแยกเพศศึกษา จากนั้นตดัแยกเน้ือเยือ่ท่ี hepatopancreas ใชน้ ้าหนกั 0.2 กรัม/
ตวั แลว้น ามาสกดั RNA โดยวธีิ TRIzol-Chroloform จากนั้นวดัปริมาณและคุณภาพของ RNA ดว้ย
เคร่ือง Nanodrop 2000/2000c spectrophotometer แลว้ท า RNA ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย DNase I ตามวธีิท่ี
แนะน าโดยบริษทั Thermo Scientific (USA) จากนั้นน า RNA ปริมาณ 1,000 ng มาสังเคราะห์เป็น 
cDNA ในปริมาตรสุทธิ 20 µl ดว้ยชุดสังเคราะห์ cDNA ส าเร็จรูป iScript Reverse Transcription 
Super-Mix for RT-qPCR Kit (Bio Rad Laboratories, USA) แลว้เก็บรักษา cDNA ท่ีสังเคราะห์ได้
ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °C รอการศึกษาต่อไป 
 3.5.5 ทดสอบประสิทธิภำพของปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 ท าการสร้างกราฟมาตรฐานความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้และค่า Ct โดยใช ้cDNA 
ของหอยแมลงภู่ ขอ้ 3.5.4 จาก 5 ล าดบัความเขม้ขน้โดยกราฟมาตรฐานท่ีไดจ้ากยนีเป้าหมาย 
 cyp4 และ vtg ท าโดยเจือจาง cDNA ของหอยแมลงภู่ใหมี้ปริมาณเท่ากบั 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 
และ 1 ng และ ยนีอา้งอิง 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin ใชค้วามเขม้ขน้ของ cDNA เท่ากบั 20, 
25, 50, 100 และ 200 ng ส่วนผสมในการท าปฏิกิริยาและขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ cDNA ท า
เช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 3.5.2.1 และขั้นตอนของปฏิกิริยามีขั้นตอน pre-denature ท่ี 95 °C นาน 10 นาที 
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ก่อนเขา้สู่รอบปฏิกิริยา denaturing ท่ี 95 °C นาน 15 วนิาที และ anneling ท่ี 60 °C นาน 45 วนิาที 
ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ น าค่า Cycle threshold (Ct) ของแต่ละยนีไปสร้างกราฟมาตรฐาน
ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณของ cDNA และค่า Ct ของแต่ละยนี แลว้ค านวณหาค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพนัธ์ (r) ซ่ึงควรมีค่าไม่ต ่ากวา่ 0.99 จึงน าค่าความชนัของกราฟ (slope) ของสมการเส้นตรง
ไปใชค้  านวณหาค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา RT-qPCR (efficiency; E) ของแต่ละยนีท่ีค านวณได้
จากสมการท่ี (1) ซ่ึงควรมีค่าระหวา่ง 1.90-2.10 และค านวณค่า %E ดงัสมการ (2) (Carolan et al., 
2014) 
 
       E = [10(-1/slope )]     (1) 
       %E = (E-1)×100     (2) 
 
 3.5.6 กำรวเิครำะห์หำยนีอ้ำงองิทีเ่หมำะสม 
 น า cDNA ของตวัอยา่งหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสาร BPA ขอ้ 3.5.3 มาวเิคราะห์ระดบัการ
แสดงออกของยนีอา้งอิงทั้ง 3 ยนี คือ 18S rRNA, 28S rRNA และ β- actin การคดัเลือกยนีท่ี
เหมาะสมซ่ึงยนีดงักล่าวจะมีระดบัการแสดงออกท่ีคงท่ีพิจารณาโดยใชโ้ปรแกรม Normfinder 
(Andersen et al., 2004), Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004) และวธีิ ∆Ct (Silver et al., 2006) 
รายละเอียดดงัน้ี 
  1) Normfinder (Andersen et al., 2004) เป็นวธีิการวเิคราะห์ค่าความคงท่ีของระดบั
การแสดงออกของยนีในแต่ละกลุ่มการทดลองซ่ึงวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนีสัมพทัธ์หรือ 
Relative quantity (RQ) โดยสามารถค านวนไดจ้ากสมการ 
 
    RQ (Relative quantification) = E (min Ct- Sample Ct) 
 
   เม่ือ E = PCR efficiency หรือ ค่าประสิทธิภาพของยนีในปฏิกิริยา RT-qPCR 

min Ct = ค่า Cycle threshold (Ct) ต ่าสุดของยนีอา้งอิงแต่ละยนี 
    Sample Ct = ค่า Ct ของยนีอา้งอิงแต่ละตวัอยา่ง 
 
 โปรแกรม Normfinder น้ีสามารถวเิคราะห์ค่าความแปรปรวน (stability value; SV) 
ระหวา่งกลุ่มของระดบัการแสดงออกของยีนอา้งอิงและความแปรปรวนภายในกลุ่มได ้ยนีอา้งอิงท่ี 
เหมาะสมท่ีสุดคือยนีท่ีมีค่าความแปรปรวนนอ้ยท่ีสุด 
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  2) Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004) ใชค้ดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมโดยการใชพ้ื้นฐาน 
ทางสถิติของ Pearson correlation coeficient (r), ความแปรปรวน standard deviation (SD)  
coeficient of variance (CV) ยนีอา้งอิงท่ีมีค่า Pearson correlation coeficient (r) สูงและมีค่า SD ต ่า 
จะถูกค านวณร่วมกนัแลว้เรียกวา่ “ค่า Bestkeeper index (BKI)” สามารถใชว้เิคราะห์ระดบัการ 
แสดงออกของยนีจากค่า Cycle threshold (Ct) ในกรณียนีอา้งอิงมีค่า BKI แสดงวา่มีระดบั 
การแสดงออกคงท่ีพิจารณาวา่เป็นยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
  3) Ct หรือ delta Ct (Silver et al., 2006) คือความแตกต่างของค่า Ct ของยนีแต่ละยนี 
ในตวัอยา่งเดียวกนัท าโดยการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกสัมพทัธ์ของคู่ยนีเพื่อคดัเลือกยนี 
อา้งอิงท่ีเหมาะสมจากสมการ 
 
    Ct (delta Ct)  =  Ct (referene gene 1) - Ct (reference gene 2)  
   
 เม่ือ  Ct (delta Ct)   =  ความแตกต่างของค่า Ct ของคู่ยนีจากตวัอยา่งเดียวกนั 

Ct (referene gene 1) =  ค่า Ct ของยนีอา้งอิง 1 ของตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่ง 
Ct (referene gene 2) =  ค่า Ct ของยนีอา้งอิง 2 ของตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่ง 

 
 โดยมีหลกัการวา่หากค่า Ct ระหวา่งยนีมีระดบัการแสดงออกท่ีคงท่ีในตวัอยา่งแต่ 
ละตวัอยา่งหมายถึงคู่ยนีนั้นมีส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ต ่า แสดงวา่ยนีนั้นมีระดบัการ 
แสดงออกคงท่ีระหวา่งตวัอยา่งค่าการแสดงออกท่ีคงท่ีหรือยนีอา้งอิงท่ีมีค่า SD ต ่าท่ีสุด 
 การวเิคราะห์หายนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา RT-qPCR วดัระดบัการแสดงออกของ
ยนีคร้ังน้ีพิจารณาจาก 2 ปัจจยัคือ 1) ปัจจยัเพศ (ระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย) 2) ปัจจยัการไดรั้บสาร 
BPA 

 3.5.7 กำรศึกษำผลของสำร BPA สำร E2 และสำรผสม BPA+E2 ทีม่ีต่อระดับกำร    

 แสดงออกของยนี cyp4 และ vtg 
  3.5.7.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
  น าตวัอยา่งหอยแมลงภู่วยัอ่อนจากแหล่งเล้ียงเดียวกบัขอ้ 3.4 จ านวน 240 ตวั หลงัจาก
หอยแมลงภู่ปรับสภาพแลว้ดว้ยวธีิขา้งตน้ แบ่งตวัอยา่งหอยแมลงภู่น ามาเล้ียงในตูก้ระจกขนาด
20×32×20 cm3 ท่ีบรรจุน ้าทะเลสังเคราะห์ความเคม็ 30 ppt จ านวน 20 ลิตร ตูล้ะ 20 ตวั แบ่งกลุ่ม
ทดลองเป็น 4 กลุ่ม คือ 
   1) กลุ่มควบคุมมี DMSO 0.3% (ตวัท าละลายของ BPA) 
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   2) กลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA ความเขม้ขน้ 100 ng/l 
   3) กลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บสัมผสัสาร E2 ความเขม้ขน้ 10 ng/l  
   4) กลุ่มทดสอบท่ีไดรั้บสัมผสัสารผสม BPA+E2 (ความเขม้ขน้ 100 ng/l กบั 10 
ng/l ผสมกนั) 
  ภายหลงัท่ีหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสารท าการสุ่มเก็บหอยแมลงภู่ท่ีเวลา 0, 12, 24, 36
และ 48 ชัว่โมง กลุ่มละ 3 ตวั (ทดลอง 3 ซ ้ า) น าตวัอยา่งทดลองไปชัง่น ้าหนกัวดัความยาวเปลือก 
จากนั้นแยกเน้ือเยื่อ hepatopancreas น าไปสกดั RNA เช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 3.5.4 ในขั้นตอนต่อไป ส่วน
น ้าทะเลสังเคราะห์ท่ีเหลือจากเล้ียงหอยแมลงภู่ตั้งทิ้งไว ้10 วนัเพื่อใหส้าร BPA และสาร E2 สลาย
หมดก่อนปล่อยลงสู่บ่อน ้าทิ้ง  
  3.5.7.2 กำรวดัระดับกำรแสดงออกของยีน 
  ท าการสกดั RNA จากหอยแมลงภู่ท่ีไดผ้า่นการทดสอบใหไ้ดรั้บสัมผสัสาร BPA, สาร 
E2 และสารผสม BPA+E2 ในขอ้ 3.5.7.1 แลว้เปล่ียนเป็น cDNA โดยปฏิบติัเช่นเดียวกบัขอ้ 3.5.4 
แลว้น ามาเพิ่มปริมาณยนีเป้าหมาย cyp4 ดว้ยปฏิกิริยา RT-qPCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี 
cyp4 vtg และ 18S rRNA ท่ีออกแบบจากขอ้ 3.5.1โดยปฏิกิริยา RT-qPCR ท าในปริมาตรรวม 15 µL
ท่ีประกอบดว้ย cDNA จ านวน 1 µL, 2x SYBR Green/ROX qPCR mastermix จ  านวน 7.5 µL 
ไพรเมอร์ 10 µM L/R อยา่งละ 0.2 µlและ nuclease free water จ านวน 6.1 µl ปฏิกิริยา RT-qPCR มี
ขั้นตอน pre-denature ท่ี 95 °C นาน 10 นาที ก่อนเขา้สู่รอบปฏิกิริยา denaturing ท่ี 94 °C นาน 15 
วนิาที และ annealing ท่ี 60 °C นาน 45 วนิาที ท าปฏิกิริยาจ านวนทั้งหมด 40 รอบ ในขณะเดียวกนั 
cDNA ตวัอยา่งเดียวกนัท่ีใชเ้พิ่มปริมาณของยนีเป้าหมาย cyp4 ก็จะถูกน ามาเพิ่มปริมาณของยนี
เป้าหมาย vtg และยนีอา้งอิง 18S rRNA โดยมีองคป์ระกอบ ขั้นตอนและสภาวะการท าปฏิกิริยา
เช่นเดียวกบัยนี cyp4 แต่เปล่ียนคู่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อยนี vtg และยนีอา้งอิง 18S rRNA อยา่งละ 0.3 
และ 0.2 µl ตามล าดบั 
  เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยา RT-qPCR ของแต่ละยนี จะท าการวิเคราะห์ผลโดยใชค้่า Ct มาหา
ระดบัการแสดงออกดว้ยวธีิ 2-Ct method (Livak & Schmittgen, 2001) แลว้เปรียบเทียบความ
แตกต่างระหวา่งกลุ่มตวัอยา่งทดสอบดว้ยวธีิ one way-ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหวา่งกลุ่ม (Post hoc) ดว้ยวธีิ Tukey’s HSD 
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บทที ่4 
ผลกำรวจิยั 

 

4.1. กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำร BPA และสำร E2 ปนเป้ือนในตัวอย่ำงน ำ้และ 
หอยแมลงภู่ 
 4.1.1 กำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวธีิวเิครำะห์ (Method validation) 
  1) กำรทดสอบช่วงของกำรวิเครำะห์และควำมเป็นเส้นตรง 
  เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานซ่ึงประกอบดว้ย BPA และ E2 เขา้เคร่ือง HPLC จะได ้
โครมาโตแกรมของสารทั้งสองชนิดโดย โครมาโตแกรมจะแสดงค่า retension time ของสารแต่ละ
ชนิดต่างกนัดงัน้ี retension time ของสาร BPA และสาร E2 มีค่าเท่ากบั 2.935 นาที และ 3.933 นาที
ตามล าดบั (ภาพท่ี 4-1C) เม่ือเปรียบเทียบกบัโครมาโตแกรมของสาร BPA และสาร E2 แยกฉีดสาร
เขา้เคร่ือง HPLC พบวา่มีค่า retension time ตรงกนั (ภาพท่ี 4-1A และ 4-1B) เม่ือฉีดสารละลาย
มาตรฐานผสมของ BPA + E2 ความเขม้ขน้ 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 150, 200 และ 250 ng/l ในเคร่ือง 
HPLC แลว้ น าค่าพื้นท่ีใตพ้ีคมาสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าพื้นท่ีใตพ้ีค 
(peak area) กบัค่าความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน พบวา่ไดส้มการเส้นตรงของสาร BPA คือ  
y = 0.0008x +2.1916 และสาร E2 คือ y = 0.0019x + 0.8244 และค านวณค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ 
(r) ของสาร BPA และสาร E2 เท่ากบั 0.9980 และ 0.9984 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4-2A และ 4-2B) 
  2) กำรทดสอบค่ำต ่ำสุดทีต่รวจพบ และค่ำต ่ำสุดทีว่เิครำะห์ปริมำณได้ 
  เม่ือใชส้ารละลายมาตรฐาน BPA และ E2 ความเขม้ขน้ 10 ng/mL ไดค้่าต ่าสุดท่ีตรวจ
พบของสาร BPA และสาร E2 เท่ากบั 1.21 และ 1.02 ng/l ตามล าดบั โดยค่าต ่าสุดท่ีวิเคราะห์ปริมาณ
ของสาร BPA และสาร E2 ไดเ้ท่ากบั 3.90 และ 3.30 ng/l ตามล าดบัและมีค่าร้อยละการคืนกลบัของ
สารมาตรฐานสาร BPA และสาร E2 อยูใ่นช่วง 80.67-91.92 และ 101.36-111.76 และร้อยละค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์เท่ากบั 4.47 และ 3.06 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4-1)  
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ภาพท่ี 4-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน BPA (A) และ E2 (B) โดยใชส้ารมาตรฐาน 
                 เขม้ขน้ 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 150, 200 และ 250 ng/mL 
 

 
 
ภาพท่ี 4-2 โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน BPA (A), E2 (B) และสารผสม BPA+E2 (C) ท่ี  
                  280 nm ฉีดปริมาตร 10 µl อตัราการไหล 1.0 ml/นาที  
 

3) กำรหำค่ำร้อยละของกำรคืนกลบัและร้อยละค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพทัธ์  
  เม่ือน าตวัอยา่งน ้าทะเลสังเคราะห์ ปริมาตร 1 ลิตร เติมสารละลายมาตรฐานของ BPA 
และ E2 ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1,000 ng/l แลว้ท าการสกดัดว้ยวธีิ SPE (ขอ้ 3.3.3.1) แลว้
ฉีดเขา้เคร่ือง HPLC พบวา่ค่าร้อยละของการคืนกลบัและร้อยละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์จาก
ตวัอยา่งน ้าทะเลสังเคราะห์ของสาร BPA และสาร E2 มีค่า 98.38±3.29 และ 103.54±2.30 ตามล าดบั 
และร้อยละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของสาร BPA และสาร E2 ในตวัอยา่งน ้าทะเลสังเคราะห์มี
ค่าเท่ากบั 3.35 และ 2.22 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4-2) 
  ในตวัอยา่งเน้ือเยือ่หอยแมลงภู่ปริมาณ 1 กรัม ท่ีน ามาเติมสารละลายมาตรฐาน BPA 
และสาร E2 ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 ng/g และจากการเตรียมตวัอยา่งและสกดัดว้ยวธีิ SPE (ขอ้ 
3.3.3.2) แลว้ฉีดเขา้เคร่ือง HPLC พบวา่ร้อยละของการคืนกลบัของสาร BPA และสาร E2 ใน
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หอยแมลงภู่มีค่าเท่ากบั 90.63±3.29 และ 95.56±6.45 ตามล าดบั และพบวา่ร้อยละค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ของสาร BPA และสาร E2 ในหอยแมลงภู่เท่ากบั 6.02 และ 6.67 ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 4-2) ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได ้ 
 
ตารางท่ี 4-1 ค่าต ่าสุดท่ีตรวจพบ (LOD) และค่าต ่าสุดท่ีวเิคราะห์ปริมาณได ้(LOQ) ของสาร 
                    มาตรฐาน BPA และ E2 
 

Test No. 
Concentration (ng/mL) 
BPA E2 

1 8.73 10.59 
2 9.02 10.14 
3 8.46 10.66 
4 9.19 10.71 
5 8.44 10.33 
6 8.45 10.64 
7 8.07 11.18 

Mean 8.62 10.61 
Standard deviation (SD) 0.39 0.33 
LOD (3.14SD) 1.21 1.02 
LOQ (10SD) 3.86 3.25 
% Recovery 80.67-91.92 101.36-111.77 
% RSD 4.47 3.07 

 
ตารางท่ี 4-2 ค่าร้อยละของการคืนกลบั และร้อยละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของสาร BPA  
                    และสาร E2 
 

Sample 
% Recovery (%RSD) 

BPA E2 
artificial seawater 98.38±3.29 (3.35) 103.54±2.30 (2.22) 
green mussel  90.63±5.46 (6.02) 95.56±6.45 (6.67) 
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 4.1.2 วเิครำะห์ปริมำณสำร BPA และสำร E2  ในตัวอย่ำงด้วยเทคนิค HPLC 
  1) น ำ้จืด 
  จากการศึกษาหาปริมาณสาร BPA และสาร E2ในน ้าจืดท่ีเก็บมาจากบริเวณชายฝ่ังภาค
ตะวนัออก จากสถานีเก็บตวัอยา่ง 3 สถานี คือ คลองพยนู (R1) และคลองชากหมาก (R2) ในจงัหวดั
ระยอง และคลองสังเขป (C1) ในจงัหวดัชลบุรี เม่ือวเิคราะห์ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ไดผ้ล
ดงัน้ี  
 ปริมาณสาร BPA ในน ้าจืดทุกสถานีมีค่าอยูใ่นช่วง <1.2-50.67 µ โดยพบปริมาณสาร 
BPA สูงสุดท่ีสถานีคลองชากหมาก (R2) (บริเวณปากคลอง) เท่ากบั 50.67 ng/l คลองชากหมากเป็น
ล าน ้าท่ีไหลผา่นนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด ซ่ึงรองรับน ้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมหลายแห่ง 
ดินตะกอนสีด าคล ้ามีกล่ินเหมน็ ส่วนปริมาณสาร BPA ในสถานีคลองพยนู (R1) ซ่ึงเป็นล าน ้าท่ีไหล
ผา่นชุมชน ตลาดบา้นฉาง จงัหวดัระยองและคลองสังเขป (C1) ซ่ึงเป็นคลองท่ีรองรับน ้ าเสียจาก
เทศบาลบางทรายจงัหวดัชลบุรีทั้ง 2 สถานี ตรวจพบสาร BPA ในปริมาณท่ีต ่ากวา่ 1.2 ng/l ท่ีเป็น 
lower detection limit 
 ส่วนผลการวเิคราะห์ปริมาณสาร E2 ตรวจพบไดมี้ค่าอยูใ่นช่วง <1.02-62.98 ng/l โดย
สถานีคลองสังเขป (C1) พบปริมาณสาร E2 สูงสุดเท่ากบั 62.98 ng/l และพบค่าต ่ารองลงมาท่ีสถานี
คลองพยนู (R1) เท่ากบั 35.53 ng/l ในขณะท่ีสถานีคลองชากหมาก (R2) ตรวจพบสาร E2  ต  ่ากวา่ค่า
ต ่าสุดท่ีตรวจพบในปริมาณท่ีต ่ากวา่ 1.02 ng/l ท่ีเป็น lower detection limit  
 
ตารางท่ี 4-3 ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ท่ีตรวจพบในแหล่งน ้า 
 

Site Location BPA (ng/l) E2 (ng/l)  

Chonburi 
   

C1 Sangkhep canal <1.21 62.98 
Rayong    

R1 Payun canal <1.21 35.53 
R2 Chark-mak canal 50.67 <1.02 
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  2) น ำ้ทะเล 
  จากการศึกษาปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในน ้าทะเลบริเวณชายฝ่ังภาคตะวนัออก 
จากสถานีเก็บตวัอยา่ง 4 สถานี คือบริเวณแหล่งอุตสาหกรรมไดแ้ก่ อ่าวมาบตาพุด1 และ 2 (R3, R4) 
จงัหวดัระยอง บริเวณแหล่งชุมชนและแหล่งท่องเท่ียว ไดแ้ก่ หาดวอนนภา (C2) จงัหวดัชลบุรี และ
อ่าวตราด (T) จงัหวดัตราด พบสาร BPA ในตวัอยา่งน ้าทะเลทุกสถานีมีค่าอยูใ่นช่วง 1.21-37.13 
ng/l และพบสูงสุดท่ีจงัหวดัชลบุรีในสถานีหาดวอนนภา (C2) พบสาร BPA มีค่าเฉล่ียเท่ากบั  
37.13 ±2.70 ng/l ซ่ึงสถานีหาดวอนนภาเป็นแหล่งชุมชนและแหล่งท่องเท่ียวท่ีส าคญัของจงัหวดั
ชลบุรี และท่ีสถานีอ่าวตราด (T) จงัหวดัตราดซ่ึงเป็นชุมชนขนาดเล็กมีฟาร์มเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าบา้ง
ไม่มากนกั พบสาร BPA เฉล่ียต ่าสุดเท่ากบั 1.21±0.01 ng/l และจงัหวดัระยองท่ีสถานีอ่าวมาบตาพุด 
1 (R3) และสถานีอ่าวมาบตาพุด 2 (R4) พบการปนเป้ือนของสาร BPA เฉล่ีย 3.21±0.08 และ 
2.49±0.01 ng/l ตามล าดบัรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 4-4 
  ผลการวเิคราะห์ปริมาณสาร E2 ทุกสถานีพบวา่มีค่าต ่าอยูใ่นช่วง <1.02 ±3.52 ng/l 
และท่ีสถานีอ่าวมาบตาพุด 1 (R3) และอ่าวมาบตาพุด 2 (R4) จงัหวดัระยองเป็นสถานีท่ีพบปริมาณ 
สาร E2 สูงสุดมีค่าเฉล่ีย 3.52±0.79 และ 1.31±0.96 ng/l ตามล าดบั ในขณะท่ีสถานีหาดวอนนภา 
(C2) จงัหวดัชลบุรีและสถานีอ่าวตราด (T) จงัหวดัตราดตรวจพบสาร E2 อยูใ่นช่วง <1.02ng/l 
(ตารางท่ี 4-4) 
 
ตารางท่ี 4-4 ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ท่ีตรวจพบจากตวัอยา่งน ้าทะเล 
 

Site Location BPA (ng/l) E2 (ng/l)  
Chonburi    

C2 Wonapha beach 37.13±2.70 <1.02 
Rayong    

R3 Maptaphut 1 3.23±0.08 3.52±0.79 

R4 Maptaphut 2 2.49±0.01 1.31±0.96 
Trat    

T Trat Bay 1.21±0.01 <1.02 
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  3) หอยแมลงภู่  
  จากการศึกษาปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ท่ีเก็บจากฟาร์ม
เล้ียงบริเวณชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกทั้งหมด 3 สถานี คือจากฟาร์มเล้ียงหอยแมลงภู่บริเวณแหล่ง 
อุตสาหกรรมใกลส้ถานีคลองชากหมาก (R2) จงัหวดัระยองและบริเวณแหล่งชุมชน ไดแ้ก่  
หาดวอนนภา (C2) จงัหวดัชลบุรี และอ่าวตราด (T) จงัหวดัตราด รวมทั้งหมด 54 ตวัอยา่ง พบ
ปริมาณสาร BPA ในตวัอยา่งหอยแมลงภู่วยัอ่อนใกลส้ถานีคลองชากหมาก (R2) จงัหวดัระยอง
เท่ากบั 13.09±0.77 ng/g (Mean±SE) โดยท่ีตวัอยา่งท่ีเก็บจากสถานีหาดวอนนภา (C2) จงัหวดัชลบุรี 
และอ่าวตราด (T) จงัหวดัตราด พบปริมาณสาร BPA ต ่ากวา่ 1.21 ng/g ผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร 
BPA ในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัท่ีเก็บจากสถานี R2 พบสาร BPA สูงสุดเท่ากบั 109.97±14.80 
ng/g  (Mean±SE) และพบปริมาณสาร BPA เฉล่ียในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัจากสถานี C2 
และ T เท่ากบั 37.15±12.08 และ 15.30±0.61 ng/g (Mean±SE) ตามล าดบั (ภาพท่ี 4-3) 
  พบสาร E2 ในหอยแมลงภู่วยัอ่อนพบวา่ทุกสถานีท่ีเก็บตวัอยา่งนั้นในหอยแมลงภู่ 
วยัอ่อนมีปริมาณต ่ากวา่ 1.02 ng/g ส่วนในตวัเตม็วยัท่ีเก็บจากสถานี R2 และ C2 มีสาร E2 เฉล่ีย 
สูงถึง 152.8±18.00 และ 138±15.33 ng/g (Mean±SE) ตามล าดบั แต่ในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ 
ตวัเตม็วยัจากสถานี T (จงัหวดัตราด) พบสาร E2 ต  ่าสุดมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 12.96±0.69 ng/g  
(ภาพท่ี 4-3) 
 

 
 
ภาพท่ี 4-3 ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในตวัอยา่งหอยแมลงภู่ (Perna viridis) 
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4.2 ควำมเป็นพษิเฉียบพลนัของสำร BPA ต่อหอยแมลงภู่ 
 ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA โดยวิธีชีววเิคราะห์แบบน ้าน่ิง (static 
bioassay) เป็นระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง พบวา่หอยแมลงภู่แสดงอาการเป็นพิษอนั
เน่ืองมาจากไดรั้บสัมผสัสาร BPA คือมีการขยบัเปิดเปลือกชา้ลง ไม่ยดึเกาะกบัวสัดุและตายในท่ีสุด 
 ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ในรูปแบบอตัราการตายสะสมของ 
หอยแมลงภู่ท่ีความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 50 mg/l ณ เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง แสดงในภาพท่ี 
4-4 A-D ตามล าดบั พบวา่หอยแมลงภู่มีปริมาณการตายเพิ่มมากข้ึนเม่ือสาร BPA ท่ีหอยแมลงภู่ 
รับสัมผสัมีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนในทุกช่วงเวลาการศึกษา กล่าวคือเม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง ท่ี BPA 
ความเขม้ขน้ 10 mg/l พบวา่หอยแมลงภู่มีอตัราการตายเท่ากบั 23.33±5.77% และอตัราการตายเพิ่ม
เป็น 50 และ 100% ท่ีความเขม้ขน้ 20 และ 50 mg/l ตามล าดบั เม่ือระยะเวลาเพิ่มเป็น 48 ชัว่โมง 
หอยแมลงภู่มีการตายเท่ากบั 86.67±5.77, 93.33±11.54 และ 100% ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 และ 50 
mg/l ตามล าดบั เม่ือค านวณหาค่า LC10, LC50 และ LC90 (ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%) โดยวธีิ Probit 
Analysis (ตารางท่ี 4-5) พบวา่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ค่า LC10, LC50 และ LC90 มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 8.125 
(7.652-8.575), 17.086 (16.547-17.643) และ 35.930 (34.024-38.174) mg/l ตามล าดบั และเวลา 48 
ชัว่โมงมีค่า LC10, LC50 และ LC90 เท่ากบั 0.725 (0.376-1.145) 3.061 (2.167-3.908) และ 12.933 
(11.829-14.063) ตามล าดบั แต่ในช่วงเวลาท่ี 72 และ 96 ชัว่โมงหอยแมลงภู่มีการตายทั้งหมดจึงไม่
สามารถวเิคราะห์ค่า Lethal concentration ได ้แสดงให้เห็นวา่ค่า LC10, LC50 และ LC90 มีค่าลดลง
เม่ือหอยแมลงภู่มีระยะเวลาในการรับสัมผสัสาร BPA เพิ่มข้ึน  
 ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA แสดงใหเ้ห็นวา่หอยแมลงภู่ตาย
เพิ่มข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป เม่ือค านวณหาค่า LT50 (เวลาท่ีท าใหห้อยแมลงภู่ตาย 50%) ของสาร BPA ท่ี
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยวธีิ Probit Analysis พบวา่ค่า LT50 มีค่าลดลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสาร 
BPA โดยท่ีสาร BPA ความเขม้ขน้เท่ากบั 10 mg/l มีค่า LT50 เท่ากบั 33.45 ชัว่โมง ในขณะท่ีสาร 
BPA ความเขม้ขน้เท่ากบั 20 mg/l มีค่า LT50 เท่ากบั 24.17 ชัว่โมง  
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ภาพท่ี 4-4 ความสัมพนัธ์ของการตอบสนองกบัปริมาณพิษท่ีไดรั้บ (Dose-response relationships) 
                 ของหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บ BPA ท่ีระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง (A-D ตามล าดบั)  
 
ตารางท่ี 4-5 ค่า LC10, LC50 และ LC90 ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ของสาร BPA ในหอยแมลงภู่ 
 
เวลา (ชัว่โมง) LC10 (95% confident) LC50 (95% confident) LC90 (95% confident) 

 (mg/l) (mg/l) (mg/l) 
24 8.125 (7.652-8.575) 17.086 (16.547-17.643) 35.930 (34.024-38.174) 
48 0.725 (0.376-1.145) 3.061 (2.167-3.908) 12.933 (11.829-14.063) 
72 NA NA NA 
96 NA NA NA 

NA =  Not Available 
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4.3 กำรศึกษำระดับกำรแสดงออกของยนี 
 4.3.1 กำรเพิม่บำงส่วนของยีนด้วยปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 หลงัจากเพิ่มปริมาณ cDNA ในปฏิกิริยา RT-qPCR บริเวณยนีเป้าหมาย cyp4 และ vtg
รวมทั้งยนีควบคุม β-actin, 18S rRNA และ 28S rRNA ของหอยแมลงภู่ ผลการวิเคราะห์ขนาด
ผลผลิต PCR ของ cDNA โดยวธีิ Agarose gel electrophoresis พบวา่ไดแ้ถบของ DNA ใกลเ้คียงกบั
ขนาดท่ีคาดไวเ้ม่ือออกแบบไพรเมอร์คือ 207, 267, 213, 157 และ 116 คู่เบส ส าหรับแต่ละยนี
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 100 bp ladder (ภาพ 4-5) และเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยา
วเิคราะห์ Melting curve analysis พบวา่แต่ละยนีมีค่า Tm เท่ากบั 77.5, 78.1,78.0, 80.0 และ 82.3 °C
ตามล าดบั (ภาพท่ี 4-6) 
 

 
 
ภาพท่ี 4-5 ผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา RT-qPCR หลงัท า 1% agarose gel electrophoresis ท่ี 
                 ความต่างศกัย ์80 โวลตเ์ป็นเวลานาน 45 นาที แลว้ยอ้มเจลดว้ย ethidium bromide โดยยนี 
    28S rRNA, 18S rRNA, β-actin, cyp4 และ vtg มีขนาด 116, 157, 213, 207 และ 267 bp  
                 ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 4-6 ผลการวเิคราะห์ค่า Melting temperature (Tm) ของยนีท่ีศึกษา  
 (A) ยนีเป้าหมาย cyp4 และ vtg  
 (B) ยนีอา้งอิง 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin 
 
 4.3.1 กำรทดสอบประสิทธิภำพของปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 ผลจากการสร้างกราฟมาตรฐานของยนีเป้าหมาย cyp4 และ vtg และยนีอา้งอิง 18S rRNA, 
28S rRNA และ β-actin เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยา RT-qPCR พบวา่สมการเส้นตรง
ของกราฟมาตรฐานมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (R2) มากกวา่ 0.99 และมีค่าความชนั (Slope) 
เท่ากบั -3.334, -3.309, -3.395, 3.318 และ -3.479 ตามล าดบั แลว้เม่ือน าค่าความชนัของกราฟมา
ค านวณค่า %E จากสมการ E=10(-1/Slope) และค านวณดว้ยสมการ %E = (E-1) × 100 จะไดเ้ท่ากบั 
100, 99.5, 97, 100 และ 94% ของยนี cyp4, vtg , 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 4-6) 
 
 
 
 
 
 



61 
 

ตารางท่ี 4-6 ค่า R2 ของกราฟมาตรฐาน และ PCR efficiency (%E)  
 

Gene Amplicons size (bp) PCR efficiency (%) R2 value 
β-actin 213 94 0.99 

18S rRNA 157 97 0.99 
28S rRNA 116 100 0.99 

cyp4 207 100 0.99 
vtg 267 99.5 0.99 

 
 4.3.3 ยนีอ้ำงองิทีเ่หมำะสมในกำรท ำปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 การคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา RT-qPCR เปรียบเทียบจาก 3 ยนี 
คือ 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin เพื่อน ามาใชศึ้กษาระดบัการแสดงออกของยนีในหอยแมลงภู่ 
โดยมีเกณฑใ์นการพิจารณาคดัเลือกยนีท่ีมีค่าความแปรปรวน (SD) ต ่าสุด เม่ือปัจจยัทดสอบ
แตกต่างจาก 2 ปัจจยัคือ 1) เพศ และ 2) ท่ีไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้ 0 และ 10 ng/g dw เป็น
ระยะเวลานาน 12 ชัว่โมง โดยวเิคราะห์ดว้ย 3 โปรแกรม Normfinder, Bestkeeper และ ΔCt ไดผ้ล
คือ 
 ยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในกลุ่มทดสอบท่ีมีเพศแตกต่างกนั (เพศผู/้เพศเมีย) พบวา่ล าดบัยนี
อา้งอิงท่ีเหมาะสมมาก→นอ้ย คือ 28S rRNA, 18S rRNA และ β-actin ตามล าดบั (Normfider (ภาพท่ี 
4-7A), Bestkeeper (ภาพท่ี 4-8A) และ ΔCt (ภาพท่ี 4-9A)) 
 ยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในกลุ่มหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสาร BPA (10 ng/g dw) ท่ีระยะเวลานาน 
12 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัหอยแมลงภู่ท่ีไม่ไดรั้บสาร BPA พบวา่ยนี 28S rRNA เป็นยีนอา้งอิงท่ีมี
ความเหมาะสมมากท่ีสุดและ 18S rRNA และ β-actin เป็นล าดบัรองลงมา (Bestkeeper (ภาพท่ี 4-8B) 
และ ΔCt (ภาพท่ี 4-9B)) แต่เม่ือวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Normfinder ล าดบัยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสม
เรียงล าดบัมาก→นอ้ย คือ 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin ตามล าดบั โดยแสดงในภาพท่ี 4-7B 
 ผลการคดัเลือกยนีอา้งอิงท่ีมีความเหมาะสมโดยวดัการแสดงออกของยีนเป้าหมาย cyp4 
แลว้เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิงแต่ละยนี ในหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสารกบัไม่ไดรั้บสาร BPA 10 ng/g dw 
เป็นระยะเวลานาน 12 ชัว่โมง พบวา่การใชย้นีอา้งอิงทั้ง 3 ยนี คือ 18S rRNA, 28S rRNA และ  
β-actin นั้นให้ผลการทดลองท่ีสอดคลอ้งกนั คือ ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 ลดลง เท่ากบั 
0.36±0.06, 0.65±0.1 และ 0.48±0.11 ตามล าดบั 
 จะเห็นไดว้า่เม่ือพิจารณาค่าความแปรปรวน (SD) ของยนีอา้งอิงจากนอ้ย→มาก คือ  
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18S rRNA, β-actin และ 28S rRNA ตามล าดบั จากผลการทดสอบดงักล่าวขา้งตน้จึงคดัเลือกยนี  
18S rRNA เป็นยนีท่ีมีค่าความแปรปรวนต ่าท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการศึกษาวดัระดบัการ
แสดงออกของยนีต่อไป 
 

  
 
ภาพท่ี 4-7 โปรแกรม Normfinder วเิคราะห์เปรียบเทียบค่าความแปรปรวน (stability value; SV)   
                 ของยนีอา้งอิงท่ีศึกษาคือ ยนี 28S rRNA,18S rRNA และ β-actin  
 (A) เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มเพศผูแ้ละเพศเมีย  

 (B) ระหวา่งกลุ่มท่ีไมไ่ดรั้บและไดรั้บสาร BPA (0 และ 10 ng/g dw) เป็นระยะเวลา      ...     
   12 ชัว่โมง 

 

 
 
ภาพท่ี 4-8 โปรแกรม BestKeeper วเิคราะห์เปรียบเทียบส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ของยนี 
 อา้งอิงท่ีศึกษา คือยนี 28S rRNA, 18S rRNA และ β-actin  
 (A) เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มเพศผูแ้ละเพศเมีย  

 (B) ระหวา่งกลุ่มท่ีไมไ่ดรั้บและไดรั้บสาร BPA (0 และ 10 ng/g dw) เป็นระยะเวลา 
   12 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4-9 วธีิ ΔCt วเิคราะห์เปรียบเทียบส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ของยนี อา้งอิงท่ีศึกษา คือยนี  
                 28S rRNA, 18S rRNA และ β-actin  
 (A) เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มเพศผูแ้ละเพศเมีย  

 (B) ระหวา่งกลุ่มท่ีไมไ่ดรั้บและไดรั้บสาร BPA (0 และ 10 ng/g dw) เป็นระยะเวลา.......     
    12 ชัว่โมง 

 

 
 
ภาพท่ี 4-10 การแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 28S rRNA, 18S rRNA และ β-actin  
                   ของหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้ 0 และ10 ng/g dw เป็นระยะเวลา 12        
...................ชัว่โมง (ตวัอกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p<0.05) 
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4.4 ผลของสำร BPA และสำร E2 และผลของสำรผสม BPA+E2 ทีม่ต่ีอระดับกำร 

แสดงออกของยนี cyp4 และ vtg 
 4.4.1 ผลของสำร BPA  
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ใน
หอยแมลงภู่วยัอ่อน (n=9) ท่ีแช่สาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/l เป็นระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 
ชัว่โมงเปรียบเทียบกบักลุ่มหอยแมลงภู่วยัอ่อนกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสาร BPA (0.3% DMSO) ใน
หอยแมลงภู่วยัอ่อนกลุ่มท่ีแช่สาร BPA เป็นระยะเวลา 36 และ 48 ชัว่โมงพบวา่สาร BPA มีผลชกัน า
ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 เท่ากบั 9.31±1.09 และ 35.47±0.77 สูงข้ึนมากกวา่จากกลุ่ม
ควบคุม (1.0±2.9 และ 1.0±0.3 ตามล าดบั) แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่ท่ีเวลา 12 
และ 24 ชัว่โมง (1.63±0.22 และ 1.31±0.72) ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.21 และ 
1.0±0.1) (p>0.05) 
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน vtg พบวา่หอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA 
ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/l เป็นระยะเวลานาน 48 ชัว่โมง ชกัน าระดบัการแสดงออกของยีนสูงข้ึน
เท่ากบั 7.89±0.71 แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.09) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ท่ีเวลา 12, 24 
และ 36 ชัว่โมง (0.76±0.84, 0.81±1.0 และ 0.94±0.01) ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.19, 
1.0±0.25, และ 1.0±0.56) (p>0.05) 
 4.4.2 ผลของสำร E2  
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ใน
หอยแมลงภู่วยัอ่อน (n=9) ท่ีแช่สาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 10 ng/l เป็นระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 
ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัหอยแมลงภู่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดแ้ช่สาร (0.3% DMSO) พบวา่หอยแมลงภู่ 
วยัอ่อนกลุ่มท่ีไดรั้บสาร E2 เป็นระยะเวลานาน 12 ชัว่โมง มีผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี 
cyp4 สูงสุดเท่ากบั 2.87±0.11 แตกต่างกบักลุ่มควบคุม (1.0±0.21) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) แต่ท่ีเวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมงระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 ระหวา่งกลุ่มท่ีไดรั้บ
สาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 ng/l ไม่แตกต่าง (p>0.05) กบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั 
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน vtg เทียบเคียงกบัยนี 18S rRNA พบวา่หอย 
แมลงภู่ท่ีแช่สาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 ng/l ชกัน าระดบัการแสดงออกของยีน vtg  
ทุกช่วงเวลาเท่ากบั 130.16±4.80, 72.78±4.07, 75.42±10.44 และ 78.95±36.30 ท่ีเวลา 12, 24, 36 
และ 48 ชัว่โมงตามล าดบั (p<0.05) แตกต่างกบักลุ่มควบคุมซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1.0±0.19, 1.0±0.25, 
1.0±0.56 และ 1.0±0.09 ตามล าดบั 
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 4.4.3 ผลของสำรผสม BPA+E2  
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ใน
หอยแมลงภู่วยัอ่อน (n=9) ท่ีแช่สารผสม BPA+E2 ท่ีความเขม้ขน้ 100+10 ng/l เป็นระยะเวลา 0, 12, 
24, 36 และ 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัหอยแมลงภู่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสารพบวา่
หอยแมลงภู่วยัอ่อนกลุ่มท่ีไดรั้บสารผสม BPA+E2 เป็นระยะเวลานาน 12 ชัว่โมง มีผลยบัย ั้งระดบั 
การแสดงออกของยนี cyp4 เท่ากบั 0.04±0.01 แตกต่างกบักลุ่มควบคุม (1.0±0.21) อยา่งมีนยัส าคญั 
ทางสถิติ (p<0.05) แต่ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 ท่ีเวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง (0.59±0.1, 
0.53±0.09 และ 2.08±0.46) ไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุม (p>0.05) 
 เม่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน vtg พบวา่หอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสารผสม 
BPA+E2 (100+10 ng/l) มีการแสดงออกของยนี vtg ลดลงเท่ากบั 0.02±0.01, 0.05±0.01, 0.12±0.04 
และ 0.04±0.01 ตามล าดบั เป็นเวลานาน 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05) กบักลุ่มควบคุมซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1.0±0.19, 1.0±0.25, 1.0±0.56 และ1.0±0.09 ตามล าดบั 
 เม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร BPA หรือสาร E2 ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 และ 
vtg เพิ่มข้ึน ในขณะท่ีเม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสารผสม BPA+E2 จะยบัย ั้งการแสดงออกของยีน 
cyp4 และ vtg 
 

 
 
ภาพท่ี 4-11 การแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อน 
                   ท่ีไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้ 0 และ 100 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12, 24, 36 และ 
...................48 ชัว่โมง (ตวัอกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p<0.05)  
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ภาพท่ี 4-12 การแสดงออกของยนี vtg เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ี 
                   ไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้ 0 และ 100 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12, 24, 36 และ 48  
                   ชัว่โมง (อกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p<0.05)  
 

 
 
ภาพท่ี 4-13 การแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อน  
                   ท่ีไดรั้บสาร E2 ความเขม้ขน้ 0 และ 100 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12, 24, 36 และ 48  
                   ชัว่โมง (อกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p<0.05)  
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ภาพท่ี 4-14 การแสดงออกของยนี vtg เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อน  
                   ท่ีไดรั้บสาร E2 ความเขม้ขน้ 0 และ 100 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12, 24, 36 และ 48  
                   ชัว่โมง (อกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p<0.05)  
 

 
 
ภาพท่ี 4-15 การแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อน  
                   ท่ีไดรั้บสารผสม BPA+ E2 ความเขม้ขน้ 0 และ 100 +10 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12,   
.     24, 36 และ 48 ชัว่โมง (อกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
                   p<0.05)  
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ภาพท่ี 4-16 การแสดงออกของยนี vtg เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่วยัอ่อน  
                   ท่ีไดรั้บสารผสม BPA+ E2 ความเขม้ขน้ 0 และ 100 +10 ng/l เป็นระยะเวลานาน 0, 12, .
   24, 36 และ 48 ชัว่โมง (อกัษรภาษาองักฤษต่างกนั = แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
                   p<0.05)  
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บทที ่5 
อภปิรำยและสรุปผล 

 

5.1 กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำร BPA และสำร E2 ปนเป้ือนในตัวอย่ำงน ำ้ทะเล น ำ้จืด 
และหอยแมลงภู่ในจังหวดัชำยฝ่ังทะเลภำคตะวนัออก 
 5.1.1 กำรวเิครำะห์ตัวอย่ำงด้วยเทคนิค HPLC 
 ผลการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิการวเิคราะห์พบวา่ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ของ
กราฟเส้นตรง (linearlity; R2) ของสารมาตรฐาน BPA และ E2 ได ้R2 เท่ากบั 0.9980 และ 0.9984 
ตามล าดบั ผลการวเิคราะห์ค่าความแม่นย  า (%RSD) ของสารมาตรฐาน BPA และ E2 มีค่า 4.47 และ 
3.07 ตามล าดบัซ่ึงมีค่าไม่เกิน 5 จดัไดว้า่เป็นค่าท่ียอมรับได ้(นนัทนา กนัยานุวฒัน์ และนุชนาท  
นาค า, 2555) ส าหรับค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของการวเิคราะห์จะรายงานเป็น % Recovery หรือ
การคืนกลบัของสารในการทดลองน้ีพบวา่การวเิคราะห์ของสาร BPA ในตวัอยา่งน ้าและตวัอยา่ง
หอยแมลงภู่มี % Recovery เท่ากบั 98±3.29 และ 90.36±5.46 ng/g ตามล าดบั และสาร E2 มี  
% Recovery เท่ากบั 103.54±2.30 และ 95.56±5.46 ng/g ตามล าดบั ในการศึกษาคร้ังน้ี % Recovery 
ของสาร BPA มีค่าสูงกวา่วธีิการวเิคราะห์ของ Gatidou et al. (2010) ซ่ึงรายงานในหอย 3 ชนิดคือ 
หอยแมลงภู่เมดิเตอร์เรเนียน (Mytilus galloprovincialis) หอย stripped venus (Venus gallina) และ
หอย beared horse (Modiola barbus) มีค่าเท่ากบั 90±9 ng/g  
 ในการศึกษาน้ีการทดสอบค่าต ่าสุดของสาร BPA ท่ีตรวจพบ (LOD) และค่าต ่าสุดท่ี
วเิคราะห์ปริมาณได ้(LOQ) เท่ากบั 1.21 ng/l และ 3.86 ng/l ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่วธีิการ
วเิคราะห์ของ Basheer and Lee (2014) ท่ีท าการศึกษาสาร BPA ในตวัอยา่งน ้าทะเลซ่ึงมีค่าต ่าสุดท่ี
ตรวจพบและปริมาณต ่าสุดท่ีวเิคราะห์ไดเ้ท่ากบั 14 ng/l และ 24 ng/l ขณะท่ีสาร E2 ในการศึกษาคร้ัง
น้ีเท่ากบั 1.02 ng/l และ 3.25 ng/l ตามล าดบั และมีค่านอ้ยกวา่กบัค่าต ่าสุดท่ีตรวจพบสาร E2 ใน
ตวัอยา่งน ้าจืด ซ่ึงเท่ากบั 1.5 ng/l (Vethakk et al., 2005) ดงันั้นวธีิการวิเคราะห์การสกดัและวธีิการ
วเิคราะห์น้ีจึงสามารถใชว้เิคราะห์ปริมาณสาร BPA และสาร E2 ในตวัอยา่งน ้าและหอยแมลงภู่ได ้
 5.1.2 กำรวเิครำะห์ปริมำณสำร BPA และสำร E2 ในตัวอย่ำงด้วยเทคนิค HPLC 
  1) สำร BPA 
  ผลการวเิคราะห์ปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA ในน ้ าจืดพบสาร BPA ปนเป้ือน
สูงท่ีสุดในสถานีคลองชากหมากท่ีระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 50.67 ng/l ขณะท่ีสถานีคลองสังเขป 
และคลองพยนูตรวจพบสาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่ากวา่ 1.21 ng/l ทั้งน้ีอาจมีสาเหตุมาจาก
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คลองชากหมากเป็นคลองท่ีรองรับน ้าจากอุตสาหกรรมโดยตรงจึงพบการปนเป้ือนของสาร BPA 
สูงท่ีสุดเน่ืองจากในนิคมอุตสาหกรรมมีโรงงานอุตสาหกรรมหลายแห่งท่ีใชห้รือเก่ียวขอ้งกบัสาร 
BPA และพลาสติกพอลีคาร์บอเนตและอีพอกซีเรซิน (PTT Global Chemical, 2016) จากขอ้มูล
ปริมาณการผลิตของสาร BPA ในนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุดซ่ึงเป็นพื้นท่ีท่ีมีการผลิตสาร BPA 
สูงท่ีสุดในประเทศไทยคือ 150,000 ตนั/ปี จากปริมาณการผลิตสาร BPA ทั้งหมดในประเทศไทย 
160,000 ตนั/ปี (Jiao, Sun, & Pang, 2008) โดย Huang et al. (2012) ไดร้ายงานถึงแหล่งท่ีมาของการ
ปนเป้ือนของสาร BPA ในประเทศจีนวา่มีแหล่งท่ีมาจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตพลาสติกพอลี-
คาร์บอเนต สูงถึง 95% ในขณะท่ี 5% มาจากกระบวนการผลิตอ่ืน ๆ นอกจากน้ีรายงานการวเิคราะห์
สาร BPA ในน ้าทิ้งจากโรงงานรีไซเคิลกระดาษจ านวน 8 แห่งในประเทศญ่ีปุ่น พบวา่มีสาร BPA 
ในน ้าทิ้งอยูใ่นช่วง 8-370 µg/l แสดงใหเ้ห็นวา่การบ าบดัน ้ าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมไม่มี
ประสิทธิภาพเพียงพอในการก าจดัสาร BPA ได ้(Fukazawa, Hishino, Shiozowa, Matsushita, & 
Terao, 2001) ดงันั้นแหล่งน ้าใกลเ้ขตอุตสาหกรรมจึงมีโอกาสปนเป้ือนสาร BPA สูง เช่น แม่น ้า 
Crooked ในสหรัฐอเมริกาท่ีอยูใ่นพื้นท่ีใกลโ้รงงานอุตสาหกรรมท่ีปลดปล่อยสาร BPA และโรง
บ าบดัน ้าเสีย พบวา่มีสาร BPA สูงสุดเท่ากบั 320±95 ng/l เม่ือเปรียบเทียบกบัแม่น ้า Missouri ซ่ึงอยู่
บริเวณทางเหนือของแม่น ้า Crooked และอยูห่่างไกลจากพื้นท่ีเขตอุตสาหกรรม พบสาร BPA เพียง 
35±16 ng/l (Kassotis et al., 2015) ดงัการศึกษาคร้ังน้ีท่ีตรวจไม่พบสาร BPA ปนเป้ือนในสถานี
คลองพยนู ซ่ึงแม่น ้าดงักล่าวอยูห่่างจากเขตอุตสาหกรรม และสอดคลอ้งกบัรายงานของ Doung et 
al. (2010) ไดว้เิคราะห์คุณภาพน ้านอกเขตชุมชนเมืองบริเวณล าน ้าสาขาของแม่น ้าโขงพบสาร BPA 
ปนเป้ือนในน ้ามีค่าเฉล่ียเท่ากบั 2.4 ng/l  
  ผลจากการตรวจวดัปริมาณสาร BPA ในตวัอยา่งน ้าทะเลพบสาร BPA ปนเป้ือนใน
ทุกตวัอยา่งโดยมีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 1.21-37.13 ng/l โดยท่ีสถานีหาดวอนนภา จงัหวดัชลบุรี
เป็นสถานีท่ีพบสาร BPA ความเขม้ขน้สูงสุดคือ 37.13±2.70 ng/l ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก จุดเก็บตวัอยา่ง
บริเวณหาดวอนนภาอยูใ่กลท้่อน ้าทิ้งจากชุมชนของโรงบ าบดัน ้าเสียแสนสุขใต ้และเป็นจุดเก็บ
ตวัอยา่งท่ีอยูใ่กลช้ายฝ่ังโดยมีระยะห่างจากชายฝ่ังประมาณ 100 เมตร จากผลวเิคราะห์ปริมาณสาร 
BPA ในบริเวณสถานีอ่าวมาบตาพุด 1 และอ่าวมาบตาพุด 2 พบค่า 3.23±0.08 ng/l และ 2.49±0.01 
ng/l ตามล าดบั ซ่ึงทั้งสองสถานีน้ีอยูใ่นบริเวณท่ีห่างจากสถานีคลองชากหมาก เป็นระยะทาง
ประมาณ 2.5 และ 4 กิโลเมตร ตามล าดบั ผลการศึกษาคร้ังน้ีบ่งช้ีวา่ในบริเวณท่ีไกลจากแหล่งก าเนิด
น ้าทิ้งจะพบความเส่ียงในการปนเป้ือนของสาร BPA ลดลง เช่นเดียวกบัรายงานการศึกษาของ Afifi 
et al. (2016) ท่ีรายงานวา่พบการปนเป้ือนของสารลดลงในบริเวณท่ีห่างไกลจากแหล่งรองรับของ
เสีย ในงานวจิยัคร้ังน้ีพบสาร BPA ต ่าท่ีสุดท่ีอ่าวตราด จงัหวดัตราด คือ 1.21±0.01 ng/l ท่ีเป็นพื้นท่ี
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อา้งอิงเน่ืองจากเป็นพื้นท่ีห่างไกลจากเขตอุตสาหกรรมและเขตชุมชนเมือง สาร BPA ท่ีพบใน
การศึกษาคร้ังน้ีใกลเ้คียงกบัการศึกษาจากชายฝ่ังทะเลในหลาย ๆ ประเทศ อยูใ่นช่วง <2.6-76.8 ng/l 
ในท่าเรือ Haliflax ประเทศ แคนาดา (Robinson et al., 2009) อ่าว Themakos ประเทศกรีซ 
(Arditsoglou & Voutsa, 2012) และอ่าว Santos ประเทศบราซิล (Lisboa et al., 2013) แต่เม่ือ
เปรียบเทียบกบัปริมาณสาร BPA ซ่ึงพบการปนเป้ือนของสาร BPA มากกวา่ 100 ng/l ท่ีพบใน
ทะเลสาบเวนิช (Venice Lagoon) ในประเทศอิตาลี (Pojana et al., 2007) และสิงคโปร์ (Basheer  
et al., 2004)  
  ผลปริมาณสาร BPA ในหอยแมลงภู่วยัอ่อนและตวัเตม็วยัท่ีเก็บจากบริเวณปากคลอง 
ชากหมากในจงัหวดัระยอง พบ BPA เท่ากบั <1.21-13.09±0.77 ng/g และ 109.97±14.80 ng/g ซ่ึง
พบสาร BPA สูงสุดในหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัจากจงัหวดัระยองเช่นเดียวกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณ
ความเขม้ขน้ของสาร BPA ท่ีพบสูงสุดในสถานีคลองชากหมาก และพบการสะสมของสาร BPA 
ในหอยแมลงภู่จากหาดวอนนภา ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณการพบสาร BPA ในน ้าของสถานีหาด
วอนนภาเช่นเดียวกนัเม่ือเปรียบเทียบปริมาณการสะสมของสาร BPA ในหอยแมลงภู่พบวา่ใกลเ้คียง
กบัหอยสองฝาชนิดอ่ืน ๆ เช่น หอยแมลงภู่ (Mytilus edulis trossulus) ในประเทศโปแลนด ์พบสาร 
BPA ในเน้ือเยือ่ 68-197.2 ng/g และหอยแครง (Anadara granosa) ในประเทศสิงคโปร์ พบสาร 
BPA ในเน้ือเยือ่ 56.5±40 ng/g เป็นตน้ (Basheer et al., 2004; Stanisikwa et al., 2014) 
  2) สำร E2 

  สาร E2 ในตวัอยา่งน ้าจากสถานีคลองสังเขป จงัหวดั ชลบุรี สถานีคลองพยนู และ
สถานีคลองชากหมาก จงัหวดัระยอง พบวา่มีปริมาณ 62.98, 35.53 และ <1.02 ng/l ตามล าดบั แสดง
ใหเ้ห็นวา่สถานีคลองสังเขปและคลองพยนู มีการปนเป้ือนของสาร E2  สูง ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะคลอง
สังเขป และคลองพยนูนั้นรองรับน ้าเสียจากชุมชน โดยน ้าทิ้งจากชุมชนเป็นท่ีรวมของเสียท่ีมีสารคดั
หลัง่จากร่างกายของมนุษยซ่ึ์งเป็นสารในกลุ่มสเตียรอยด์ฮอร์โมนรวมถึงสาร E2 ในปริมาณสูง 
(Bayen, Zhang, Desai, Ooi, & Kelly, 2013) เช่นเดียวกบัในการศึกษาของ Afifi et al. (2016) ท่ีพบ
ปริมาณการปนเป้ือนของสาร E2 จากบริเวณแม่น ้าไนล ์ในกรุงไคโร ประเทศอียปิต ์โดยพบการ
ปนเป้ือนสูง 7,988.12±0.401 µg/l ซ่ึงเป็นเพราะแม่น ้าไนลเ์ป็นท่ีรองรับน ้าเสียจ านวนมหาศาลจาก
ชุมชนท่ีไม่ไดผ้า่นการบ าบดั รายงานการศึกษาบริเวณแม่น ้ าเจา้พระยา ในกรุงเทพมหานคร 
Ruchiraset and Chinwetkitwanich (2014) พบการปนเป้ือนของสาร E2 ในแม่น ้าเจา้พระยาวา่มี
ปริมาณสูงถึง 1,380-2,010 ng/l แสดงวา่แหล่งท่ีมาของการปนเป้ือนสาร E2 หลกัคือน ้าเสียจาก
บา้นเรือนและชุมชน  
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  ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่สาร E2 ตรวจพบในสถานีหาดวอนนภา จงัหวดัชลบุรี สถานี
อ่าวมาบตาพุด 1 และ 2 จงัหวดัระยอง และสถานีอ่าวตราด จงัหวดัตราด ปริมาณต ่า <1.02-
3.52±0.79 ng/l โดยพบสูงสุดท่ีอ่าวมาบตาพุด 1 จงัหวดัระยอง เท่ากบั 3.52±0.79 ng/l โดยพบวา่
แหล่งท่ีมาของ E2 ในชายฝ่ังทะเลน่าจะมาจากคลองอ่ืน ๆ ท่ีมีปากคลองลงสู่ทะเลชายฝ่ังในบริเวณน้ี
ท่ีอาจไม่ใช่คลองชากหมาก (<1.21 ng/l) ผลจากการศึกษาน้ีพบวา่ระดบัการปนเป้ือนของสาร E2 มี
ปริมาณใกลเ้คียงกบัการปนเป้ือนตามแนวชายฝ่ังทะเลของหลายประเทศ เช่น บริเวณท่าเรือ Halifax 
ในประเทศแคนาดาพบสูงสุดเท่ากบั 5.3 ng/l (Robinson et al., 2009) อ่าว Arabian Gulf ประเทศ
คูเวต เท่ากบั 0-6.6 ng/l (Saeed et al., 2017) อ่าว Thermagos Gulf ในประเทศกรีซพบ <5 ng/l 
(Ardtsoglou & Voutsa, 2012) และบริเวณอ่าว Santos Gulf ในประเทศบราซิลพบสาร E2 เท่ากบั 
<3-18.2 ng/l (Lisboa et al., 2013) บ่งช้ีวา่ระดบัการปนเป้ือนของสาร E2 ท่ีพบในชายฝ่ังทะเลภาค
ตะวนัออกของประเทศไทยใกลเ้คียงกบัท่ีพบในชายฝ่ังทะเลประเทศอ่ืน  
  ปริมาณสาร E2 ท่ีสะสมในหอยแมลงภู่จากการศึกษาคร้ังน้ีพบเท่ากบั 132-170 ng/g 
ซ่ึงใกลเ้คียงกบัท่ีพบในหอยหลายชนิด เช่น หอย Dreissena polymorpha ท่ีมีปริมาณเท่ากบั  
7.4-316.2 ng/g และหอยแมลงภู่ (M. edulis) เท่ากบั 165-219 (Peck et al., 2007; Zhu et al., 2003) 
ตามล าดบั ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่มีการสะสมของสาร E2 ในเน้ือเยือ่ของหอยเป็นปริมาณค่อนขา้งสูง  
 

5.2 ควำมเป็นพษิเฉียบพลนัของสำร BPA ต่อหอยแมลงภู่ 
 ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัพบวา่หอยแมลงภู่วยัอ่อนมีการตอบสนองต่อผล
ความเป็นพิษของสาร BPA ในช่วงแรกจะสังเกตพบลูกหอยจะไม่สามารถยดึเกาะได ้และ
หอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 mg/l เร่ิมพบการตายในชัว่โมงท่ี 24 
โดยพบอตัราการตายเท่ากบั 23.33±5.77 % และเพิ่มข้ึนเป็น 86.67±5.77 % ในชัว่โมงท่ี 48 และตาย
ทั้งหมดในชัว่โมงท่ี 72 ในขณะท่ีหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 20 mg/l 
มีอตัราการตาย 50% และ 93.33% ในชัว่โมงท่ี 24 และ 48 ตามล าดบั แต่ในชัว่โมงท่ี 72 ทุกความ
เขม้ขน้ท าใหลู้กหอยตายทั้งหมด จากผลการทดสอบน้ีบ่งช้ีไดว้า่เม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร 
BPA เป็นระยะเวลานานจะส่งผลต่อการตายหอยเพิ่มข้ึน และในขณะเดียวกนัไดรั้บปริมาณสาร 
BPA มากข้ึน ส่งผลใหห้อยมีอตัราการตายสูงข้ึนเช่นกนั โดยพบวา่ในหอยแมลงภู่วยัอ่อนมีค่า LC50 
(95% confident) เท่ากบั 17.086 (16.547-17.643) mg/l ท่ี 24 ชัว่โมง และ 3.061 (2.167-3.908) mg/l 
ท่ี 48 ชัว่โมง ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัความเป็นพิษเฉียบพลนัในหอย Marisa cornuarietis พบวา่มีค่า 
LC50 (95% confident) ของสาร BPA ท่ี 2.24 (1-5) mg/l ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง (Mihaich et al., 2009) 
แสดงใหเ้ห็นวา่หอยแมลงภู่วยัอ่อนมีความไวต่อการตอบสนองต่อผลความเป็นพิษของสาร BPA สูง
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กวา่หอย M. cornuarietis ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะปัจจยัของอายขุองสัตวท์ดลองโดย Thi et al. (2016) 
และ Wen-juen et al. (2017) รายงานถึงความเป็นพิษเฉียบพลนัของสาร BPA ในปลามา้ลาย (Danio 
rerio) สองช่วงอายคืุอในวยัอ่อนและตวัเตม็วยัพบวา่มีค่า LC50 (95% confident) ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง 
เท่ากบั 6.67 (5.65-7.61) และ 8.09 (7.21-9.08) mg/l ตามล าดบั ดงันั้นจากผลการศึกษาน้ี บ่งช้ีวา่สัตว์
น ้าวยัอ่อนมีความไวในการตอบสนองต่อสาร BPA มากกวา่ในตวัเตม็วยั การใชห้อยแมลงภู่วยัอ่อน
เป็นตน้แบบการศึกษาผลของสาร BPA และสาร E2 จึงมีความเหมาะสม 
 

5.3 กำรศึกษำระดับกำรแสดงออกของยนี 
 5.3.1 ยนีอ้ำงองิทีเ่หมำะสมในกำรท ำปฏิกริิยำ RT-qPCR 
 เน่ืองจากความถูกตอ้งของการวดัระดบัการแสดงออกยนีดว้ยวธีิการ qRT-PCR ข้ึนอยูก่บั
ยนีอา้งอิงท่ีใช ้ดงันั้นการเลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมจึงมีความส าคญัอยา่งมาก ในการศึกษาคร้ังน้ีได้
เลือกยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในหอยแมลงภู่ จ  านวน 3 ยนีคือ 18S rRNA, 28S rRNA และ β-actin โดย
การเปรียบเทียบจากปัจจยั เพศ (เพศผูแ้ละเพศเมีย) และการไดรั้บสาร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 
ng/g dw เป็นระยะเวลานาน 12 ชัว่โมง 
 ในการศึกษาโดยการวิเคราะห์จากโปรแกรมทางสถิติในหอยแมลงภู่ระหวา่งเพศผูแ้ละ
เพศเมียพบวา่ยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมเรียงล าดบัจากมาก → นอ้ย คือยนี 28S rRNA > 18S rRNA >  
β-actin ตามล าดบั ส าหรับการศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีระหวา่งเพศเช่นเดียวกบัมีรายงาน
วา่ยนี ribosomal RNA ทั้ง 18S rRNA และ 28S rRNA เป็นยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมใน hepatopancreas 
ของหอย Artica islandica ตวัเตม็วยั (Philipp et al., 2012) และในอณัฑะของหอย Pecten maximus 
และในหอย Nodipecten subnodosus ท่ีมีสองเพศ (Hemaphrodite) ยนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมคือยนี  
18S rRNA (Llera-Herrera, García-Gasca, Abreu-Goodger, Huvet, & Ibarra, 2013; Mauriz, 
Maneiro, Pérez-Parallé, Sánchez, Pazos 2012) และ Ciocan et al. (2015) รายงานวา่ยนี 28S rRNA 
เป็นยนีอา้งอิงท่ีดีท่ีสุดในอวยัวะสืบพนัธ์ุของหอย Scrobicularia plana ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย 
เน่ืองจากยนี ribosomal RNA ทั้ง 18S rRNA และ 28S rRNA เป็นส่วนประกอบส าคญัของไรโบโซม 
ท่ีมีจ านวนมากและเป็นหน่ึงในยนีอนุรักษข์องทุกเซลล ์(Smit, Widmann, & Knight, 2007) และมี
การแสดงออกอยา่งคงท่ีเน่ืองจากมีความจ าเป็นต่อกระบวนการแปลรหสั (Translation) ของโปรตีน 
(Raska et al., 2004) การศึกษาท่ีผา่นมารายงานวา่ ยนี ribosomal RNA เป็นตวัเลือกท่ีดีในหอย 
สองฝาเพื่อใชเ้ป็นยนีอา้งอิงเม่ือเปรียบเทียบกบัยนีอ่ืน ๆ (Cubero-Leon, Ciocan, Minier, & 
Rotchell, 2011; Liera-Herrera et al., 2013)  
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 ยนี β-actin เป็นหน่ึงในยนีท่ีนิยมใชเ้ป็นยนีอา้งอิงในการศึกษาระดบัการแสดงออกของ
ยนี (Huggett, Dheda, Bustin, & Zumla, 2005) โดยเฉพาะในหอย เช่น Mytilus galloprovincialis 
(Banni et al., 2011) และ หอยแมลงภู่ (P. viridis) (Jiang et al., 2017) อยา่งไรก็ตาม มีรายงานวา่ยนี 
β-actin สามารถมีระดบัการแสดงออกของยีนเปล่ียนแปลงไดเ้ม่ือติดเช้ือแบคทีเรีย (Li & Shen, 
2013) และในระยะวยัเจริญพนัธ์ุของหอยแมลงภู่ ทั้งน้ีเน่ืองจากยนี β-actin มีความส าคญัในโครง
ร่างของเซลล ์(cytoskeleton) ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในการพฒันาของส่ิงมีชีวิต (Cubero-Leon et al., 
2012) 
 การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ในหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัท่ีไดรั้บสาร BPA 10 ng/g dw นั้นยนี  
18S rRNA เป็นยนีท่ีดีท่ีสุดเม่ือวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Normfinder ขณะท่ียนี 28S rRNA ดีท่ีสุดเม่ือ
วเิคราะห์ดว้ย Bestkeeper และ ΔCt ซ่ึงตรงกบัรายงานการศึกษาของ Lui et al. (2016) ท่ีรายงานวา่
ยนี 18S rRNA เป็นยนีท่ีมีความเหมาะสมเม่ือเทียบกบัยนี β-actin ในหอย Bellamya aeruginosa ท่ี
ไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 ng/l เป็นระยะเวลานาน 24 และ 72 ชัว่โมง และตรงกบั
รายงานของ Cubero-Leon et al. (2011) ในหอย Mytilus edulis ไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
10 ng/l เป็นระยะเวลานาน 10 วนั และในหอย Ruditapes philippinarum ท่ีไดรั้บสาร BDE-47  
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 µg/l เป็นระยะเวลานาน 15 แต่อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่ยนี 18S rRNA เป็น
ยนีอา้งอิงท่ีไม่เหมาะสมในหอย Haliotis discus discus ท่ีไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 µg/l 
เป็นระยะเวลานาน 7 วนั (Wan, Whang, Choi, Lee, & Lee, 2011)  
 การวดัระดบัการแสดงออกยีนเป้าหมาย cyp4 เทียบเคียงระหวา่งยนีอา้งอิงทั้ง 3 ยนีคือ 
18S rRNA, 28S rRNA และ β -actin พบวา่กลุ่มหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 10 ng/g 
มีการแสดงออกของยนี cyp4 ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยพบวา่ การวดัระดบัการ
แสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนี 18S rRNA มีความแปรปรวนต ่าท่ีสุด ขณะท่ีวดัระดบัการ
แสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนี β-actin พบวา่มีความแปรปรวนสูงท่ีสุด ดงันั้นหากใชย้นี
อา้งอิงท่ีไม่เหมาะสมในการวดัระดบัการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค qRT-PCR จะส่งใหผ้ลการ
วเิคราะห์สูงหรือต ่าเกินจริงได ้(Wan et al., 2011) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Cubero-Leon et al. 
(2011) พบวา่การใชย้นีอา้งอิงท่ีแตกต่างกนัเทียบเคียงระดบัการแสดงออกของยนี estrogen receptor 
(ER) ไดผ้ลแตกต่างกนั คือเม่ือใชย้นีอา้งอิง Elongation factor 1 (EF1) ในหอยแมลงภู่ (M. edulis) ท่ี
ไดรั้บสาร E2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 ng/l เป็นระยะเวลา 10 วนั มีผลยบัย ั้งการแสดงออกของยนี ER 
(p<0.05) แตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่เม่ือน าระดบัการแสดงออกของยนี 
ER เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง DEAD-box RNA helicase และ β-actin พบวา่ระดบัการแสดงออกของ
ยนี ER ในกลุ่มทดสอบเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.01)  
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เน่ืองจากการศึกษายนีอา้งอิงท่ีเหมาะสมในหอยสองฝายงัมีจ านวนนอ้ย (Araya et al., 2008; 
Lacroix, Coquillé, Guyomarch, Auffret, & Moraga, 2014; Mauriz et al., 2012; Wan, Whang, 
Choi, Lee, & Lee, 2011; Xin, Huang, Bai, & Wang, 2018) ในการเปรียบเทียบผลการศึกษาของ
หอยแต่ละชนิดจึงท าไดย้าก (Martínez-Escauriaza, Lozano, Luz Pérez-Parallé, Pazos, & Sánchez, 
2018) ดงันั้นการคดัเลือกยนีท่ีเหมาะสมในการศึกษาจึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่  
 5.3.2 กำรวเิครำะห์ระดับกำรแสดงออกของยนี 
 ในการศึกษาน้ีเลือกใชส้าร BPA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 ng/l และสาร E2 ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้10 ng/l ซ่ึงเป็นระดบัของสาร BPA และสาร E2 ท่ีพบในชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก ผลจาก
การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA ใน
เน้ือเยือ่ hepatopancreas ในหอยแมลงภู่เม่ือไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้ 100 ng/l พบวา่สาร BPA มี
ผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 ท่ีชัว่โมงท่ี 36 และ 48 (9.31±1.09 และ 35.47±0.77) 
สูงข้ึนแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (p<0.05) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาระดบัการแสดงออก
ของยนี cyp4a ในหอยแมลงภู่เมดิเตอร์เรเนียน (M. edulis) ท่ีเป็นหอยสองฝาเม่ือไดรั้บสาร diethyl 
phathalate (DEHP) ซ่ึงเป็นสารหน่ึงในกลุ่มสาร EDCs พบวา่การแสดงออกของยนี cyp4a (Chaty  
et al., 2004) มีแนวโนม้สูงข้ึน อีกทั้งยงัมีรายงานในปลาหลายชนิด เช่น ปลา Mangrove killifish 
(Kyptolebias marmoratus) วยัอ่อนท่ีไดรั้บสาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 600 µg/l เป็นระยะเวลา 24 
ชัว่โมง สาร BPA กระตุน้ระดบัการแสดงออกของยีน cyp2p16, cyp2p17 และ cyp2p18 และในปลา 
Rivulus marmoratus วยัอ่อนท่ีไดรั้บสาร BPA ความเขม้ขน้เท่ากนัแต่เป็นระยะเวลานาน 96 ชัว่โมง 
พบสาร BPA มีผลกระตุน้ระดบัการแสดงออกของยีน cyp19 เพิ่มสูงข้ึนทั้งในสมองและอวยัวะ
สืบพนัธ์ุ (Lee Seo, Kim, Yoon, & Lee, 2006; Puthumana et al., 2017) เป็นตน้ 
 นอกจากน้ียงัพบวา่สาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/l และใหไ้ดรั้บติดต่อกนันาน 48 
ชัว่โมง ชกัน าระดบัการแสดงออกของยีน vtg เพิ่มข้ึนแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (p<0.05) 
เช่นเดียวกบัการศึกษาปลาคอด (G. morhua) ไดรั้บสาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 50 µg/l เป็นระยะเวลา 
1 สัปดาห์ (Larsen et al., 2006) ปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท่ีไดรั้บสาร BPA เขม้ขน้ 80 µg/l 
เป็นระยะเวลานาน 1 สัปดาห์ (Lindholst, Wynne, Marriott, Pedersen, & Bjerregaard, 2003) และ
ปลาคาร์พ (C. carprio) ไดรั้บสาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 100 µg/l เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ สาร BPA
ชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี vtg (Mandich et al., 2007; Virk et al., 2014) 
 ผลการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 ในหอยแมลงภู่เม่ือไดรั้บสาร E2 ความ
เขม้ขน้ 10 ng/l เป็นระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง พบวา่สาร E2 ชกัน าระดบัการแสดงออก
ของยนี cyp4 ในชัว่โมงท่ี 12 เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) แตกต่างกบั
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รายงานการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนในปลา Rainbow trout (O. mykiss) วยัอ่อนท่ีไดรั้บการ
ฉีดสาร E2 ความเขม้ขน้ 3mg/kg พบวา่การแสดงออกของยีน cyp2m1, cyp2k1 และ cyp3a27 ถูก
ยบัย ั้งในตบั (Buhler et al., 2000)  
 การศึกษาในหอยสองฝา (M. edulis) ท่ีไดรั้บสาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 200 ng/l เป็น
ระยะเวลา 10 วนั พบวา่มีผลยบัย ั้งการแสดงออกของยนี cyp3 (Cubero-Leon et al., 2012) ซ่ึงขดัแยง้
กบัการศึกษาคร้ังน้ี ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะระดบัความเขม้ขน้ของสาร E2 ท่ีหอยแมลงภู่ ของการศึกษา
คร้ังน้ีมีความแตกต่างกนั 20 เท่าและแตกต่างจากในปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) วยั
อ่อนถึง 300 เท่า จึงส่งผลใหก้ารไดรั้บสัมผสัสาร E2 เกิดกลไกการยบัย ั้งการท างาน เม่ือวดัระดบัการ
แสดงออกของยนี พบวา่ระดบัการแสดงออกของยนี vtg เพิ่มสูงข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมในทุก
ช่วงเวลาแตกต่างกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) เช่นเดียวกบัรายงานท่ีศึกษาผลของสาร E2 ในปลา
ขา้วสาร (Oryzias latipes) เพศผูซ่ึ้งไดรั้บสัมผสัสาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/l เป็นระยะเวลา 3 
ชัว่โมง พบวา่สาร E2 มีการชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี vtg เพิ่มข้ึนในเน้ือเยือ่ตบั ขณะท่ีปลา
มา้ลาย (D. rerio) เพศผูพ้บวา่สาร E2 ชกัน าระดบัการแสดงออกของยีน vtg เพิ่มข้ึน เม่ือไดรั้บสัมผสั
สาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ng/l เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง (Tong et al., 2004)  
 ผลของสาร BPA ต่อการชกัน าการแสดงออกของยนี cyp4 และ vtg พบวา่สาร BPA ชกั
น าระดบัการแสดงออกของยีน cyp4 ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 36 และยนี vtg เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง ทั้งน้ี
อาจเน่ืองมาจากเอนไซม ์P450 มีความส าคญัในกระบวนการก าจดัสารเคมีแปลกปลอม ท าใหส้าร 
BPA กระตุน้ยนี cyp4 สังเคราะห์โปรตีน CYP4 เพิ่มข้ึนเม่ือหอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร BPA 
เช่นเดียวกบัท่ีพบวา่สาร BPA ปริมาณ 100 ppb ชกัน าการสังเคราะห์โปรตีน CYP4 และ CYP2 เพิ่ม
สูงข้ึนในหอยแมลงภู่ (Jonsson et al., 2006) ในขณะท่ีสาร E2 ซ่ึงเป็นฮอร์โมนหลกัในการควบคุม
กระบวนการสร้างโปรตีน VTG ส่งผลโดยตรงต่อตวัรับของฮอร์โมน (ER) ท าให้เกิดกระบวนการ
สังเคราะห์ VTG เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว เม่ือเปรียบเทียบกบัสาร BPA ท่ีถูกจดัเป็นสารออกฤทธ์ิแบบ
ฮอร์โมนเอสโตรเจนอยา่งอ่อน (weak estrogenic activity) โดยพบวา่ มีความสามารถจบักบัตวัรับ
ฮอร์โมนเอสโตรเจนไดต้ ่ากวา่สาร E2 ประมาณ 1,000 เท่า (Iso et al., 2006) ท าใหส้าร BPA ส่งผล
ต่อการชกัน าการสังเคราะห์ VTG ต  ่ากวา่สาร E2 
 ส าหรับผลการศึกษาระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 เทียบเคียงกบัยนีอา้งอิง 18S rRNA
ในเน้ือเยือ่ hepatopancreas ในหอยแมลงภู่เม่ือไดรั้บสารผสม BPA+E2 ท่ีความเขม้ขน้ 100+10 ng/l 
เป็นระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ส่งผลการยบัย ั้งระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
ในชัว่โมงท่ี 12 แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่ในเวลาอ่ืน
ไม่มีความแตกต่างของระดบัการแสดงออกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) ซ่ึงพบวา่ใหผ้ล
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ตรงกนัขา้มกบัการทดสอบผลของสารผสม BPA และสาร E2 เพียงชนิดเดียว แต่ใหผ้ลเช่นเดียวกบั
ระดบัการแสดงออกของยนี vtg ท่ีพบวา่สาร BPA+E2 ยบัย ั้งระดบัการแสดงออกของยนี vtg ในทุก
ช่วงเวลา ทั้งน้ีน่าจะเป็นผลจากผลร่วมกนัของสาร BPA+E2 เช่นในตวัอยา่งการศึกษาในหอยแมลงภู่  
(M. galloprovincialis) ท่ีถูกฉีดสาร BPA ความเขม้ขน้ 3 ng/g และสาร E2 ความเขม้ขน้ 6.75 ng/g 
(แยกทดสอบ) กระตุน้การแสดงออกของยนี estrogen receptor (ER2) สูงข้ึนแต่เม่ือไดรั้บสารผสม 
(ท่ีมี BPA ความเขม้ขน้ 88 ng/l ร่วมกบั E2 ความเขม้ขน้ 52 ng/l) พบวา่ส่งผลยบัย ั้งการแสดงออก
ของยนี ER2 ดงันั้นผลร่วมกนัของ EDCs ทั้งสองสารอาจท าใหเ้กิดการยบัย ั้งของการแสดงออกของ
ยนีได ้(Canesi et al., 2007; Canesi et al., 2008) 
 จากผลการศึกษาดงักล่าวจะเห็นไดว้า่ยนี cyp4 และยนี vtg ในหอยแมลงภู่ สามารถใช้
เป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพต่อการปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2 ไดอ้ยา่งเหมาะสม เน่ืองจากเป็น
หอยแมลงภู่ท่ีมีการเพาะเล้ียงเป็นจ านวนมากในบริเวณชายฝ่ังทะเลซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีโอกาสรับ
สัมผสัและสะสมสารในกลุ่ม EDCs ไวใ้นตวัได ้ซ่ึงอาจก่อความเส่ียงไดใ้นมนุษยผ์า่นการบริโภค
ต่อไป การเฝ้าระวงัและติดตามตรวจสอบการปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2 โดยตรงท าไดย้าก
และมีขอ้จ ากดัท่ีไม่สามารถบ่งช้ีถึงความเส่ียงได ้แต่ในการใชต้วัช้ีวดัทางชีวภาพสามารถตรวจพบ
ไดใ้นปริมาณนอ้ยจากการรับสัมผสัสาร BPA และสาร E2 ในหอยแมลงภู่ จะเป็นการเฝ้าระวงัต่อผล
ความเส่ียงในการปนเป้ือนของสาร BPA และสาร E2ในแหล่งน ้านั้น ๆ และอาจส่งผลกระทบต่อ
มนุษยผ์ูบ้ริโภคสัตวน์ ้าท่ีอาศยัในแหล่งน ้านั้นได ้

 
5.4 สรุปผลกำรวจิัย 
 1. พบปริมาณการปนเป้ือนของสาร BPA สูงสุดเท่ากบั 50.67 ng/l ในตวัอยา่งน ้าจืดท่ีเก็บ
จากบริเวณใกลเ้ขตอุตสาหกรรมมาบตาพุด จงัหวดัระยอง ในขณะท่ีพบสาร E2 สูงสุด 62.98 ng/l ใน
ตวัอยา่งท่ีเก็บจากคลองสังเขปเขตชุมชน 
 2. สาร BPA ปนเป้ือนสูงสุดเท่ากบั 37.13 ng/l ในตวัอยา่งน ้าทะเลท่ีเก็บมาจากหาดวอน
นภา ในเขตชุมชนของเทศบาลเมืองแสนสุข จงัหวดัชลบุรี ส่วนสาร E2 พบปริมาณต ่า (3.52 ng/l) 
 3. ตรวจพบปริมาณสาร BPA สูงสุด 109.97 ng/l±14.80 (mean±SD) ng/l ในเน้ือเยื่อของ
หอยแมลงภู่ท่ีเก็บจากฟาร์มใกลเ้ขตอุตสาหกรรมมาบตาพุดส่วนปริมาณสาร E2 ในเน้ือเยือ่ของหอย
ไม่มีความแตกต่างกนัในหอยท่ีเก็บจากบริเวณใกลเ้ขตอุตสาหกรรมมาบตาพุด จงัหวดัระยอง และ
เขตชุมชนในสถานีหาดวอนนภา จงัหวดัชลบุรี จากขอ้มูลดงักล่าวน าปริมาณสาร BPA=100 ng/l 
และสาร E2=10 ng/l มาใชท้ดสอบการรับสัมผสัสาร BPA และสาร E2 ในหอ้งปฏิบติัการ 
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 4. ค่า LC50 (ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95%) ของหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บสัมผสัสาร BPA 
ท่ี 24 ชัว่โมงเท่ากบั 17.086 (16.547-17.643) และลดลงเท่ากบั 3.061 (2.167-3.908) ท่ีเวลา 48 
ชัว่โมง และพบวา่ LC50 มีค่าลดลงเม่ือเวลาในการรับสัมผสัสาร BPA เพิ่มข้ึนท่ี 48 ชัว่โมง 
 5. การคดัเลือกยนีอา้งอิงส าหรับปฏิกิริยา RT-qPCR เพื่อวดัระดบัการแสดงออกของยนี
พบวา่ยนี 28S rRNA และ 18S rRNA เป็นยนีท่ีดีเหมาะสม เม่ือใชใ้นหอยแมลงภู่ตวัเตม็วยัและไดรั้บ
สาร BPA ดว้ยวธีิการฉีดท่ีความเขม้ขน้ 10 ng/g dw  
 .6. พบวา่สาร BPA ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/l มีผลท าใหร้ะดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
เม่ือหอยแมลงภู่ท่ีไดรั้บสัมผสัสารเป็นระยะเวลานาน 36 (9.31±1.09) และ 48 (35.47±0.77) ชัว่โมง 
เพิ่มข้ึนแตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.29) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนสาร BPA มีผล
ชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี vtg ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง (7.89±0.72) เพิ่มข้ึนแตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุม (1.0±0.09) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 7. สาร E2 ท่ีความเขม้ขน้ 10 ng/l มีผลชกัน าระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 ใน
หอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บสัมผสัสาร E2 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (2.87±0.11) เพิ่มข้ึนแตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุม (1.0±0.21) อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ขณะท่ีกระตุน้ระดบัการแสดงออกของยนี vtg 
เพิ่มข้ึนท่ีระยะเวลา 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง (130.16±4.8, 72.78±4.07, 75.42±10.44 และ 
78.95±38.30 ตามล าดบั) แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (1.0±0.19, 1.0±0.25, 1.0±0.56 และ 1.0±0.09 
ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
 8. สารผสม BPA+E2 ท่ีความเขม้ขน้ 100+10 ng/l มีผลยบัย ั้งระดบัการแสดงออกของยนี 
cyp4 และ vtg เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนไดรั้บสัมผสัสารผสมแตกต่างจากหอยแมลงภู่ 
วยัอ่อนท่ีไดรั้บสาร BPA หรือสาร E2 ท่ีแยกสารทดสอบ และแตกต่างจากกลุ่มควบคุม อยา่งมี
นยัส าคญั (p<0.05) หอยแมลงภู่จึงเหมาะสมกบัการใชเ้ป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพในการใชต้รวจสอบ
และติดตาม สาร BPA หรือสาร E2 ปนเป้ือนในแหล่งน ้าได ้ 
 

5.5 ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรเพิ่มพื้นท่ีจุดเก็บตวัอยา่งน ้า ดินตะกอน และหอยแมลงภู่ รวมถึงเก็บตวัอยา่งแต่ละ
ฤดูกาลดว้ย 
 2. ควรเพิ่มช่วงเวลาในการศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีโดยลดระยะเวลาให้
หอยแมลงภู่ไดรั้บสัมผสัสาร BPA ใหส้ั้นลง เช่น 1, 3 และ 6 ชัว่โมงเป็นตน้ 
 3. ควรมีการศึกษาผลเพิ่มเติมของสารในกลุ่ม EDCs เช่น Nonylphenol หรือ Ethinyl 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 
 การชัง่สารละลายมาตรฐาน BPA และ E2 สามารถค านวณไดจ้ากความบริสุทธ์ิของสาร
แต่ละตวั ซ่ึงค่าความบริสุทธ์ิของสารแต่ละตวัจะต่างกนัเล็กน้อย 
 
1. วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐาน BPA 1,000 ng/mL 
 เตรียม BPA 99% ชัง่สารปริมาณ 0.0101 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 5 mL 
 ผสมตวัอยา่งท่ีชัง่แลว้ปรับปริมาตรดว้ย 75% เมทานอลปริมาตร 10 mL 
จะไดส้ารละลายมาตรฐาน BPA ความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL 
 
2. วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐาน E2 
 เตรียม E2 98% ชัง่สารปริมาณ 0.0102 g ลงในบีกเกอร์ขนาด 5 mL 
 ผสมตวัอยา่งท่ีชัง่แลว้ปรับปริมาตรดว้ย 75% เมทานอลปริมาตร 10 mL 
จะไดส้ารละลายมาตรฐาน E2 ความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL 
 
3. วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม BPA และ E2  
 เตรียม BPA 99%  ชัง่สารปริมาณ 0.0101 g ลงในบีกเกอร์ขนาด 5 mL 
 เตรียม E2 98%  ชัง่สารปริมาณ 0.0102 g ลงในบีกเกอร์ขนาด 5 mL 
 ผสมตวัอยา่งท่ีชัง่แลว้ปรับปริมาตรดว้ย 75% เมทานอลปริมาตร 10 mL 
จะไดส้ารละลายมาตรฐานผสม BPA และ E2 ความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพ่ือท ากราฟมาตรฐาน 
 
 1. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 250 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 500 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,500 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 2. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 200 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 400 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,600 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 3. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 150 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 300 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,700 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 4. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 100 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 200 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,800 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 5. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 50 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 100 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,900 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 6. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 10 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 20 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,980 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 7. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 5 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 10 µL ลงในขวด 
vial จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,980 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
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 8. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 1 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 2 µL ลงในขวด vial 
จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,998 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 9. การเตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 0.5 ng/mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 1,000 ng/mL ปริมาตร 1 µL ลงในขวด vial 
จากนั้นเติม 75% เมทานอล 1,999 µL เขยา่ให้เขา้กนัจะไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2,000 µL 
 
 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ข 

ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเพิ่มเติม 
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ตารางภาคผนวก ข-1 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี vtg  
                  เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ BPA (100 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36   
                                  และ 48 ชัว่โมง 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 130.565a 9 14.507 82.897 0.00 

Intercept 82.485 1 82.485 471.332 0.00 

Treatment 12.13 1 12.13 69.31 0.00 
Time 58.824 4 14.706 84.033 0.00 

Treatment * Time 59.611 4 14.903 85.157 0.00 

Error 3.5 20 0.175   
Total 216.55 30    

Corrected Total 134.065 29    

a= R Squared = .974 (Adjusted R Squared = .962) 
 
ตารางภาคผนวก ข-2 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออก 
      ของยีน vtg เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บสาร BPA (100 ng/L) ท่ีระยะเวลา  
                                  0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 
 

ระยะเวลาไดรั้บสาร BPA 
(ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 

0 6 0.86295 
 

12 6 0.95877 
 

24 6 1.00545 
 

36 6 1.00685 
 

48 6 
 

4.45678 
Sig. 

 
0.974 1 
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ตารางภาคผนวก ข-3 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี vtg  
                  เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ E2 (10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ  
                                  48 ชัว่โมง 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 59123.843a 9 6569.316 24.913 0.00 

Intercept 35392.721 1 35392.721 134.222 0.00 

Treatment 33317.261 1 33317.261 126.351 0.00 

Time 12903.55 4 3225.888 12.234 0.00 

Treatment * Time 12903.031 4 3225.758 12.233 0.00 

Error 5273.747 20 263.687 
  

Total 99790.311 30 
   

Corrected Total 64397.59 29 
   

a= R Squared = .918 (Adjusted R Squared = .881) 
 
ตารางภาคผนวก ข-4 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออกของ 
          ยนี vtg เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ E2 (10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36  
                                  และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 
 

ระยะเวลาไดรั้บสาร E2 
(ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 3 

0 6 1.18657   

12 6   65.61555 

24 6  31.09422 65.61555 

36 6  31.94962  

48 6  41.89202 41.89202 

Sig. 
 

1 0.778 0.123 
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ตารางภาคผนวก ข-5  ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี vtg  
              เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บสารผสม BPA+E2 (10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0,  
                  12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 

 
Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 7.549a 9 0.839 18.769 0.00 

Intercept 13.081 1 13.081 292.684 0.00 

Treatment 3.931 1 3.931 87.953 0.00 
Time 1.742 4 0.436 9.745 0.00 

Treatment * Time 1.876 4 0.469 10.497 0.00 

Error 0.894 20 0.045   
Total 21.524 30    

Corrected Total 8.443 29    

a=R Squared = .894 (Adjusted R Squared = .846) 
 
ตารางภาคผนวก ข-6 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออกของ 
              ยนี vtg เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บสารผสม BPA+E2 (10 ng/L) ท่ีระยะ 
                                  เวลา  0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 
 

ระยะเวลาไดรั้บสาร 
BPA+E2 (ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 

0 6 0.86295 
 

12 6 0.95877 
 

24 6 1.00545 
 

36 6 1.00685 
 

48 6 
 

4.45678 
Sig. 

 
0.974 1 
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ตารางภาคผนวก ข-7 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
                  เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ BPA (100 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36  
                                  และ 48  ชัว่โมง 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 3187.963a 9 354.218 953.75 0 

Intercept 883.92 1 883.92 2379.998 0 

Treatment 582.238 1 582.238 1567.704 0 
Time 1304.665 4 326.166 878.219 0 

Treatment * Time 1301.06 4 325.265 875.793 0 

Error 7.428 20 0.371   
Total 4079.31 30    

Corrected Total 3195.39 29    

a = R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .997) 
 
ตารางภาคผนวก ข-8 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออกของ 
      ยนี cyp4 เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ BPA (100 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12,  
                                  24, 36 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 
 

ระยะเวลาไดรั้บสาร BPA 
(ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 3 

0 6 1.17817   

12 6 1.19851   

24 6 1.3318   

36 6  5.17228  

48 6   18.25961 

Sig. 
 

0.992 1 1 
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ตารางภาคผนวก ข-9 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
                  เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ E2 (10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ  
                                  48 ชัว่โมง 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 10.553a 9 1.173 9.069 0.00 

Intercept 53.71 1 53.71 415.414 0.00 
Treatment 2.984 1 2.984 23.083 0.00 
Time 3.857 4 0.964 7.459 0.001 
Treatment * Time 

3.711 4 0.928 7.176 0.001 

Error 2.586 20 0.129 
  

Total 66.849 30 
   

Corrected Total 13.139 29 
   

a= R Squared = .803 (Adjusted R Squared = .715) 
 
ตารางภาคผนวก ข-10 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออก 

     ของยีน cyp4 เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ E2 (10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12,  
         24, 36 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 

 

ระยะเวลาไดรั้บสาร E2 
(ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 

0 6 1.10104 
 

12 6 
 

1.95135 

24 6 1.25329 
 

36 6 0.90863 
 

48 6 1.45788 1.45788 
Sig. 

 
0.974 1 
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ตารางภาคผนวก ข-11 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของต่อระดบัการแสดงออกของยนี cyp4 
                    เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ BPA+E2 (100+10 ng/L) ท่ีระยะเวลา 0, 12,  
                                    24, 36 และ 48 ชัว่โมง 
 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 5.574a 9 0.619 8.586 0.00 

Intercept 23.69 1 23.69 328.4 0.00 
Treatment 0.539 1 0.539 7.467 0.013 
Time 2.63 4 0.657 9.113 0.00 
Treatment * Time 

2.406 4 0.601 8.337 0.00 

Error 1.443 20 0.072 
  

Total 30.707 30 
   

Corrected Total 7.017 29 
   

a= R Squared = .794 (Adjusted R Squared = .702) 
 
ตารางภาคผนวก ข-12 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของต่อระดบัการแสดงออก 
                ของยีน cyp4 เม่ือหอยแมลงภู่วยัอ่อนท่ีไดรั้บ BPA+E2 (100+10 ng/L)  
                                    ท่ีระยะเวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวิธี Tukey HSD 
 

ระยะเวลาไดรั้บสาร 
BPA+E2 (ชัว่โมง) 

N 
Subset 

1 2 3 

0 6 
 

1.16281 1.16281 
12 6 0.5292 

 
 

24 6 0.71585 0.71585  

36 6 0.72544 0.72544  

48 6 
  

1.30987 
Sig. 

 
0.714 0.062 0.874 
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