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สถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในพื้นที่ชายฝั่งประเทศไทยและการหาตัวบ่งชี้ชีวภาพ
โปรตีนส าหรับการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน  
 
บทคัดย่อ 

สารประกอบไตรบิวทิลทิน (tributyltin; TBT) เป็นสารพิษที่มีการสะสมในระบบนิเวศทางทะเลและมี
พิษต่อสิ่งมีชีวิตสูงมาก แม้ว่าการศึกษาการปนเปื้อนและพิษวิทยาของสารประกอบชนิดนี้จะมีให้รายงานอย่าง
ต่อเนื่องแต่กลไกการเกิดพิษยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด งานวิจัยครั้งนี้ศึกษาการปนเปื้อนสารประกอบ TBT ใน
เนื้อเยื่อหอยนางรมปากจีบในเขตชายฝั่งภาคตะวันออกของประเทศไทย นอกจากนี้ยังท าการศึกษาพิษวิทยา
ต่อระบบเนื้อเยื่อและโปรทีโอมของหอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata โดยน าหอยนางรมมา
ทดสอบในห้องปฏิบัติการแล้วทดสอบกับสารประกอบ TBT ที่ระดับความเข้มข้นแบบ sub-lethal 
concentrations 10, 50 และ 150 µg/l เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารประกอบ TBT 
มีความเป็นพิษต่อเนื้อเยื่อเป็นอย่างมาก โดยสังเกตผลกระทบได้ในทั้งอวัยวะภายในและอวะยวะภานอก ได้แก่
เนื้อเยื่อแมนเทิล เหงือก กระเพาะอาหาร และ ต่อมย่อมอาหาร สารประกอบ TBT กระตุ้นการสร้างเซลล์สร้าง
เมือกที่เยื่อบุผิวเพ่ือป้องกันการท าลสยของ TBT และกระตุ้นการอักเสบของเนื้อเยื่อ การเกาะกลุ่มของเซลล์
เม็ดเลือด ในกลุ่มทดสอบที่ได้รับความเข้มข้นสูง จะพบการตายของเซลล์ (cell necrosis) เกิดข้ึน ความรุนแรง
ของผลกระทบเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ ผลการวิเคราะห์โปรทีโอมในกลุ่มทดสอบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมโดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์พบว่า มีโปรตีนที่มีปริมาณการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) รวม 32 จุด เมื่อวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ร่วมกับวิธีชีวสารสนเทศสามารถระบุชนิดของ
โปรตีนในกลุ่มนี้ได้ 17 จุด โดยพบสารประกอบ TBT กระตุ้นโปรตีน 14 ชนิด ได้แก่ โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
กลไก defensive mechanism (HSP-78, HSP-70, aldehyde dehydrogenase and catalase), calcium 
homeostasis (VDAC-3), cytoskeleton และโปรตีนในกลุ่มของ cytoskeleton-associated proteins, 
energy metabolism และ amino acid metabolism นอกจากนี้ยังพบว่าสารประกอบ TBT ยับยั้งโปรตีน 
3 ชนิดที่เก่ียวของกับโครงสร้างของเซลล์ ได้แก่ tubulin-alpha และ tubulin-beta ผลการศึกษาครั้งนี้เผยให้
เห็นว่าสารประกอบ TBT รบกวน calcium homeostasis โดยรบกวนหารท างานของโปรตีน VDAC-3 ใน
แมนเทิลซึ่งอาจเป็นกลไกส าคัญในการควบคุมกลไกระดับโมเลกุลในการสร้างเปลือกของหอยนางรมและท าให้
เกิดการสร้างเปลือกผิดรูป จากผลการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยเสนอให้ใช้โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับสารประกอบ TBT ใน
ครั้งนี้เพ่ือเป็น potential biomarker ส าหรับการตรวจสอบการปนเปื้อนของสารประกอบ TBT ใน
สิ่งแวดล้อมทางทะเลโดยใช้หอยนางรมต่อไป     
 
ค าส าคัญ : ไตรบิวทิลทิน โปรทีโอมิกส์  ตัวบ่งชี้ชีวภาพ หอยนางรม พิษวิทยา 
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Tributyltin contamination in the coast of Thailand and proteomic biomarkers of 
tributyltin contamination 
 
Abstract 

Tributyltin (TBT), an environmental pollutant in marine ecosystems, is toxic to 
organisms. Although contamination by and bioaccumulation and toxicity of this compound 
have been widely reported, its underlying molecular mechanisms remain unclear. In the 
present study, we investigated TBT contamination level in the east coast of Thailand. Also, 
we exposed the Hooded oyster Saccostrea cucullata to TBT to investigate histopathological 
effects and proteome stress response. Animals were exposed to three TBT sub-lethal 
concentrations, 10, 50 and 150 µg/l for 48 hours. TBT produced stress leading to 
histopathological changes in oyster tissues including mantle, gill, stomach and digestive 
diverticula. TBT induced mucocyte production in epithelia and hemocyte aggregation in 
connective tissue. Cell necrosis occurred when exposure dosages were high. Comparative 
proteome analyses of mantle protein of oysters exposed to 10 µg/l and control animals 
were analyzed by a 2-DE based proteomic approach. In total, 32 protein spots were found 
to differ (p<0.05). Of these, 17 proteins were identified which included 14 up-regulated and 
3 down-regulated proteins. TBT induced the expression of proteins involved in defensive 
mechanisms (HSP-78, HSP-70, aldehyde dehydrogenase and catalase), calcium homeostasis 
(VDAC-3), cytoskeleton and cytoskeleton-associated proteins, energy metabolism and amino 
acid metabolism. Our study revealed that TBT disturbs calcium homeostasis via VDAC-3 
protein in mantle and this probably is the key molecular mechanism of TBT acting to distort 
shell calcification. Moreover, proteins involved in cell structure (tubulin-alpha and tubulin-
beta) and protein synthesis were reduced after TBT exposure. Additionally, differential 
proteins obtained from this work will be useful as potential TBT biomarkers. 
 
Key word:  Tributyltin, Proteomics, Biomarker, Oyster, Toxicology 
 
Abbreviations: TBT, tributyltin; VDAC, voltage-dependent anion channel, HSP; heat shock 
protein, 2-DE; two-dimensional gel electrophoresis, LC-MS/MS; liquid chromatography 
equipped with double mass spectrometer, LC50; 50% lethal concentration; CBR-250, 
Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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บทที่ 1 

 
บทน า 

 
ความส าคัญ และที่มาของปัญหา  

ไตรบิวทิลทิน (Tributyltin) เป็นสารประกอบออร์แกโนทิน (organotin compound) ที่ปนเปื้อนใน
สิ่งแวดล้อมทางทะเล เนื่องจากมีการใช้ไตรบิวทิลทินอย่างแพร่หลายในสีทาเรือ เพ่ือป้องกันไม่ให้เพรียงหินและ
สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กเกาะบนผิวเรือ เพราะสารนี้มีประสิทธิภาพสูงในการป้องกันเพรียงท าให้เป็นที่นิยมใน
อุตสาหกรรมสีทาเรือเป็นอย่างมาก ภายหลังพบว่าสารชนิดนี้สามารถละลายออกมาจากผิวเรือและปนเปื้อนใน
ระบบนิเวศชายฝั่งทั่วโลก และถูกจัดให้เป็นสารพิษที่มีความร้ายแรงมากที่สุดอย่างหนึ่งในระบบนิเวศทางทะเล 
(Goldberg, 1986) ผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศชายฝั่งมีการรายงานอย่าง
ต่อเนื่อง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในหอยทะเลทั้งหอยฝาเดียวและหอยสองฝา ผลกระทบที่เห็นได้เด่นชัดของสารไตร
บิวทิลทินคือ ท าให้หอยฝาเดียวในกลุ่ม Neogastropod เกิดการเปลี่ยนเพศโดยเปลี่ยนจากเพศเมียเป็นเพศผู้ 
(imposex) เนื่องจากสารไตรบิวทิลทินมีผลรบกวนระบบฮอร์โมนเพศในหอยฝาเดียวโดยท าให้ฮอร์โมนเทสโท
สเทอโรนเพ่ิมสูงขึ้นในหอยเพศเมีย ส่งผลให้เกิดการพัฒนาลักษณะเพศผู้ออกมาในหอยเพศเมีย และก่อให้เกิด
การแท้งของหอยเพศเมีย ในบางกรณีอาจท าให้ประชากรหอยฝาเดียวในกลุ่ม Neogastropod สูญหายไปจาก
พ้ืนที่ที่มีการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินอย่างหนัก (Bryan and Gibbs, 1991; Horiguchi et al., 1994) 
ส าหรับหอยสองฝา มีรายงานว่าสารไตรบิวทิลทินส่งผลกระทบต่อการพัฒนาของตัวอ่อนของหอยสองฝา และ
ยังส่งผลกระทบต่อการสร้างเปลือกในหอยนางรม ท าให้เปลือกผิดรูป และการเจริญของตัวหอยลดลงส่งผล
กระทบต่ออุตสาหรรมการเพาะเลี้ยงหอยนางรมเชิงพาณิชย์เป็นอย่างมาก (Alzieu et al., 1986; Bryan and 
Gibbs, 1991) เพราะเปลือกหอยผิดรูปไม่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภค นอกจากนี้สารไตรบิวทิลทินยังสามารถ
สะสมในห่วงโซ่อาหารรวมถึงผู้บริโภคอันดับสุดท้าย เช่น มนุษย์ และอาจส่งผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้นกันของ
มนุษย์ท าให้สุขภาพอ่อนแอลงอีกด้วย (Antizar-Ladislao, 2008) จากผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ
ดังที่กล่าวมาแล้วท าให้องค์กรระหว่างประเทศ International Matine Organization (IMO) ประกาศให้เลิก
ใช้สารไตรบิวทิลทินในสีทาเรือทั่วโลกในวันที่ 1 มกราคม พ.ศ. 2551 อย่างไรก็ตามภายหลังประกาศนี้ ยัง
พบว่ามกีารใช้สารไตรบิวทิลทินผสมในสีทาเรือในหลายประเทศ โดยเฉพาะประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ เนื่องจากบางประเทศไม่ได้เข้าร่วมเป็นสมาชิก IMO ระเบียบนี้จึงไม่มีผลบังคับโดยตรง และบาง
ประเทศยังมีการลักลอบใช้อย่างต่อเนื่อง (Antizar-Ladislao, 2008) ด้วยเหตุนี้สถานการณ์การปนเปื้อนของ
สารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมชายฝั่งทะเลของหลายประเทศยังไมม่ีทีท่าว่าจะลดลง ด้วยสาเหตุหลายประการ 
ได้แก่ (1) ภายใต้ประกาศของ IMO ยังอนุญาตให้ใช้สารไตรบิวทิลทินส าหรับเรือที่มีขนาดใหญ่เกิน 25 เมตร 
(2) นอกจากสีทาเรือแล้วไตรบิวทิลทินยังมีการใช้อย่างแพร่หลายในภาคอุตสาหกรรม เนื่องจากสารชนิดนี้
สามารถควบคุมจุลชีพในระบบอุตสาหกรรม เช่น ใช้ป้องกันเชื้อราในระบบหล่อเย็น ใช้ในอุตสาหกรรมทอผ้า 
ใช้ในการถนอมอาหาร เป็นต้น (Fent, 1996; Champ, 2000) และ (3) สารไตรบิวทิลทินมีอัตราการสลายตัว
ต่ าในสิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะเมื่อสะสมในดินตะกอนใต้ท้องทะเล  

รายงานผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินมีอย่างแพร่หลายโดยเฉพาะในสัตว์กลุ่มหอย (mollusks) 
ดังที่กล่าวไปแล้ว โดยเฉพาะในหอยฝาเดียวและหอยสองฝาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เช่น หอยนางรม 
หอยแมลงภู่ และหอยพัด (scallop) เนื่องจากเป็นหอยที่คนนิยมบริโภค และได้รับผลกระทบโดยตรงจาก
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สถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน อย่างไรก็ดี การศึกษาที่ผ่านมาเน้นการศึกษาการสะสมของสาร
ไตรบิวทิลทินในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต ผลกระทบต่ออัตราการตาย ผลกระทบด้านสรีรวิทยาทั้งในแง่ของการ
แสดงออกของยีนและโปรตีนที่คาดว่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดพิษ แต่ยังไม่มีผลการศึกษาผลกระทบ
ของสารชนิดนี้ต่อโครงสร้างจุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์สิ่งมีชีวิต อีกทั้งกลไกการเกิดพิษยังไม่เป็นที่
ทราบแน่ชัด และการศึกษาการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินเป็นเรื่องที่ท าได้ยากเนื่องจากข้อจ ากัดด้าน
เครื่องมือและวิธีการในการวัด ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือต้องการหาตัวบ่งชี้การ
ปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน (proteomic biomarker of TBT contamination) ส าหรับใช้ในการ
ตรวจสอบและเฝ้าระวังสถานการณ์การการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเล  

ข้อจ ากัดของการวิเคราะห์สารไตรบิวทิลทินในตัวอย่างดิน น้ า และสิ่งมีชีวิต สรุปได้ดังนี้ ประการแรก
คือเครื่องมือและวิธีการวัด เนื่องจากการวัดปริมาณสารไตรบิวทิลทินต้องอาศัยเครื่องมือที่ซับซ้อนและมีราคา
แพง เช่น GC-MS (gas chromatography-mass spectrometer) หรือ LC-MS (liquid chromatography-
MS) (Bekri et al., 2006) และ GC-PFPD (gas chromatography-pulsed flame photometric 
detection) (Bravo et al., 2005) และต้องใช้วิธีการสกัดที่ซับซ้อนหลายขั้นตอนจากตัวอย่าง อีกทั้งใช้ระยะ
เวลานาน ผลที่ได้มักมีความแปรปรวนสูง เนื่องจากในการสกัดเพ่ือให้ได้สารไตรบิวทิลทินในรูปที่สามารถ
วิเคราะห์ได้นั้น ต้องอาศัยเทคนิคและวิธีการสกัดที่มีความจ าเพาะ และประสบการณ์ของผู้วิจัย ท าให้ยากต่อ
การศึกษา ประการที่สองคือ คุณสมบัติของสารไตรบิวทิลทินเอง เนื่องจากโมเลกุลของสารไตรบิวทิลทินละลาย
ในน้ าได้น้อยมาก (hydrophobicity) ดังนั้นเมื่อตรวจสอบปริมาณสารไตรบิวทิลทินในน้ ามักพบค่าที่วัดได้ต่ า
กว่าค่าความสามารถที่เครื่องมือจะวัดได้ (ต่ ากว่าค่า detection limit) เมื่อโมเลกุลหลุดออกจากสีทาเรือที่ฉาบ
ผิวเรือแล้วจะละลายอยู่ในน้ าได้ไม่นานจากนั้นจะจมลงสู่พ้ืนผิวทะเล และสะสมในดินตะกอนหรือทรายท้อง
ทะเล และสามารถละลายกลับขึ้นมาในน้ าทะเลและสะสมในสิ่งมีชีวิตได้อย่างต่อเนื่อง  ดังนั้นหากท าการวัด
ปริมาณของสารไตรบิวทิลทินในน้ าโดยตรงอาจไม่พบการสะสม เนื่องจากมีสารไตรบิวทิลทินละลายอยู่น้อยเกิน
กว่าค่า detection limit ของเครื่องมือดังที่ได้กล่าวไปแล้ว และบางครั้งกระแสน้ าก็มีอิทธิพลต่อการสุ่มเก็บ
ตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อน เนื่องจากปริมาณสารที่มีอาจจะถูกกระแสน้ าพัดพาไปในช่วงจังหวะที่มีการ
สุ่มเก็บตัวอย่าง ท าให้ผลที่ได้คลาดเคลื่อนไปจากความเป็นจริงได้ ผู้วิจัยมีความสนใจต้องการหาโปรตีนที่มีการ
ตอบสนองจ าเพาะต่อการรับสัมผัสสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อม เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนเพ่ือ
ใช้ติดตามตรวจสอบและเฝ้าระวังสถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเล การ
หาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนดังกล่าวจะใช้เทคโนโลยีด้านโปรทีโอมิกส์ เพ่ือค้นหาโปรตีนที่มีการตอบสนอง
จ าเพาะต่อการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน  โดยจะใช้ต้นแบบในการศึกษาคือหอยนางรมปากจีบ 
(Saccostrea cucullata) เนื่องจากคุณสมบัติเด่นหลายประการ ได้แก่ เป็นหอยนางรมที่พบได้ทั่วไปในเขต
ชายฝั่งทะเลของประเทศไทย สามารถน ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการหรือโรงเพาะเลี้ยงได้ง่าย เป็นหอยที่อยู่กับที่
ภายหลังจากที่ตัวอ่อนลงเกาะกับวัตถุแล้วจะไม่เคลื่อนที่ตลอดชีวิต เป็นสัตว์กรองกิน (filter feeder) ซึ่งจะ
กรองอาหารที่ติดมากับน้ าผ่านเหงือกและระบบย่อยอาหารดังนั้นหากมีการปนเปื้อนของสารเคมีในน้ า ก็จะ
สัมผัสหอยได้โดยตรงเนื่องจากหอยนางรมไม่สามารถเคลื่อนที่หนีไปได้หากเกิดการปนเปื้อนของสารเคมี ดังนั้น
จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นต้นแบบที่ดีส าหรับการศึกษาการปนเปื้อนของสารพิษ หรือสารเคมีในระบบ
นิเวศทางทะเล (Kingtong et al., 2007) โดยขั้นแรกจะท าการศึกษาโปรตีนที่มีการแสดงออกในหอยนางรม 
จากนั้นท าการทดสอบผลของสารไตรบิวทิลทินต่อการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์เนื้อ เยื่อของหอยนางรม 
เพ่ือหาชนิดของโปรตีนที่มีความจ าเพาะต่อการสัมผัสสารไตรบิวทิลทินที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ขั้นต่อมา
คือการยืนยันความจ าเพาะของสารไตรบิวทิลทินกับโปรตีนนั้น ๆ ทั้งในห้องปฏิบัติการและสิ่งแวดล้อมจริงโดย
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ใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับโปรตีนชนิดนั้น ๆ ต่อไป นอกจากนี้แล้วทีมผู้วิจัยยังสนใจศึกษาผลกระทบของสาร
ไตรบิวทิลทินต่อเนื้อเยื่อหอยนางรม เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานด้านพิษวิทยาต่อระบบนิเวศชายฝั่งทะเลต่อไป 
นอกจากข้อมูลชนิดของโปรตีนที่มีความจ าเพาะต่อการสัมผัสสารไตรบิวทิลทินแล้ว ในการศึกษาครั้งนี้ยังท าให้
ทราบข้อมูลผลกระทบต่อเซลล์และเนื้อเยื่อ กลไกการออกฤทธิ์ของสารไตรบิวทิลทินในระดับเซลล์และระดับ
โปรตีนอีกด้วย ข้อมูลเหล่านี้ใช้เป็นพื้นฐานในการประเมินความเสี่ยงด้านสุขภาพที่จะเกิดกับสิ่งมีชีวิตในห่วงโซ่
อาหาร รวมถึงมนุษย์ซึ่งเป็นผู้บริโภคอันดับสุดท้ายที่ได้รับสารไตรบิวทิลทินจากการกินอาหารทะเลที่มีการ
ปนเปื้อนสารไตรบิวทิลทิน 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย   
 วัตถุประสงค์หลักของการศึกษานี้ คือ 

1. เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในตัวอย่างหอยนางรม บริเวณชายฝั่ง
ภาคตะวันออกของประเทศไทย  

2. ศึกษาผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อการแสดงออกของโปรตีนในหอยนางรม S. 
cucullata โดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ 

3. เพ่ือระบุชนิดของโปรตีนที่มีการตอบสนองต่อสารไตรบิวทิลทินแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเพ่ือ
ใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมชายฝั่งทะเล 

4. ทดสอบความเป็นพิษของสารไตรบิวทิลทินต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ S. 
cucullata (50% lethal concentration; LC50) 

5. ศึกษาผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อเนื้อเยื่อหอยนางรมปากจีบ S. cucullata ที่ระดับ
ความเข้มข้นต่าง ๆ  
 
ขอบเขตของการวิจัย   

กลุ่มผู้วิจัยจะท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบ S. cucullata จากถิ่นอาศัยในพ้ืนที่
ชายฝั่งทะเลของประเทศไทย เพ่ือส ารวจสถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในประเทศไทย โดย
เก็บตัวอย่างในพ้ืนที่ที่เคยมีการรายงานเมื่อปี พ.ศ. 2536 (Kan-Atireklap et al., 1997) จากนั้นท าการ
ทดสอบผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อหอยนางรมในห้องปฏิบัติการโดยท าการเก็บตัวอย่างหอยนางรม
จากพ้ืนที่ชายฝั่งในเขตจังหวัดชลบุรี และจังหวัดตราดภาคตะวันออก เนื่องจากเป็นพ้ืนที่ทีมีรายงานการ
ปนเปื้อนต่ า (Kan-Atireklap et al., 1997) ท าการทดสอบความเป็นพิษของสารไตรบิลทิลทินใน
ห้องปฏิบัติการโดยทดสอบที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ และหาค่าความเข้มข้นของสารที่ท าให้อัตราการตาย
เฉลี่ยครึ่งหนึ่งของประชากร (50% lethal concentration; LC50) จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อเพ่ือ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างจุลภาคของเซลล์ ท าการสกัดโปรตีนจากเนื้อเยื่อแมนเทิล  เพ่ือศึกษาการ
ตอบสนองต่อสารไตรบิวทิลทินโดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ เพ่ือหาโปรตีนที่มีความสัมพันธ์กับระดับการ
ปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินเพ่ือใช้เสนอเป็นทางเลือกส าหรับใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายส าหรับช่วยในการ
ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารไตรบิลทิลทินในสิ่งแวดล้อม โดยคาดว่าจะสามารถหาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับ
โปรตีน อันจะเป็นประโยชน์ในการบ่งบอกการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเล เพ่ือเป็น
การตรวจสอบและเฝ้าระวังการปนเปื้อนสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเลต่อไปในอนาคต และยังท าให้
ทราบกลไกการตอบสนองระดับเซลล์ ทราบผลกระทบต่อเซลล์ ทราบข้อมูลกลไกการออกฤทธิ์ของสารไตรบิวทิ
ลทิน อันจะเป็นประโยชน์ต่อการประเมินความเป็นพิษของสารไตรบิวทิลทินในห่วงโซ่อาหารต่อไป 
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ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

เนื่องจากสารไตรบิวทิลทินมีความเป็นพิษร้ายแรงต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ โดยเฉพาะในหอยทะเล 
นอกจากสารไตรบิวทิลทินจะเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศทางทะเลแล้ว ยังสะสมในห่วงโซ่อาหารและอาจ
เป็นอันตรายต่อสุขภาพของคนท่ีรับประทานอาหารทะเล แม้จะมีข้อบังคับให้ยกเลิกการใช้สารชนิดนี้ไปแล้วใน
ปี วันที่ 1 มกราคม 2551 แต่พบว่ายังมีการใช้สีทาเรืออย่างต่อเนื่องในหลายประเทศ โดยเฉพาะประเทศใน
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้รวมทั้งประเทศไทย (Antizar-Ladislao, 2008) ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจสอบและเฝ้า
ระวังสถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน โดยทั่วไปการวิเคราะห์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน
จะมีความซับซ้อนและต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพง และใช้ระยะเวลานาน ผลที่ได้มักมีความแปรปรวนสูง 
ขึ้นอยู่กับปัจจัยของทิศทางการหมุนเวียนของน้ าบริเวณนั้น ๆ ที่จะพาน้ าเข้าและออกจากแหล่งที่มีการ
ปนเปื้อน และบางครั้งระดับการปนเปื้อนอาจต่ ากว่าที่เครื่องมือจะตรวจสอบได้ ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ทีม
ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดใช้สัตว์ที่มีถิ่นอาศัยในระบบนิเวศทางทะเลเป็นตัวบ่งบอกการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน 
และได้เลือกหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) เป็นต้นแบบในการศึกษา เนื่องจากคุณสมบัติเด่นหลาย
ประการ ได้แก่ เป็นหอยนางรมที่พบได้ทั่วไปในเขตชายฝั่งทะเลของประเทศไทย และประเทศในภูมิภาค
ตะวันออกฉียงใต้ เป็นหอยที่อยู่กับที่ภายหลังจากที่ตัวอ่อนลงเกาะกับวัตถุแล้วจะไม่เคลื่อนที่ตลอดชีวิต เป็น
สัตว์กรองกิน (filter feeder) ซึ่งจะกรองอาหารที่ติดมากับน้ าผ่านเหงือกและระบบย่อยอาหารดังนั้นหากมีการ
ปนเปื้อนของสารเคมีในน้ า ก็จะสัมผัสหอยได้โดยตรงเนื่องจากหอยนางรมไม่สามารถเคลื่อนที่หนีไปได้หากเกิด
การปนเปื้อนของสารเคมี และสามารถน ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการหรือโรงเพาะเลี้ยงเพ่ือใช้ในการทดสอบ
สารเคมีได้ง่าย ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นโมเดลที่ดีส าหรับการศึกษาการปนเปื้อนของสารพิษ 
หรือสารเคมีในระบบนิเวศทางทะเล (Kingtong et al., 2007) ดังนั้นหอยนางรมที่ได้รับการสัมผัสกับสารพิษ
หรือสารเคมีก็จะมีกลไกการตอบสนองทางสรีรวิทยาผ่านการท างานของยีนและโปรตีนที่จ าเพาะต่อสารเคมี
ชนิดนั้น ๆ  

ดังนั้นทีมผู้วิจัยจึงต้องการค้นหาโปรตีนของหอยนางรมที่ตอบสนองจ าเพาะต่อการปนเปื้อนของสาร
ไตรบิวทิลทิน เพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในธรรมชาติ โดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์เข้า
มาตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนทั้งหมดในเนื้อเยื่อหอยนางรมภายหลังการทดสอบกับสารไตรบิวทิ
ลทินในห้องปฏิบัติการที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นจะเลือกโปรตีนเป้าหมายเพ่ือไปทดสอบความจ าเพาะ
ในการตอบสนองต่อสารไตรบิวทิลทินต่อไป ซึ่งท้ายที่สุดจะได้ผลลัพท์เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนที่จ าเพาะ
ต่อสารไตรบิวทิลทิน ซึ่งมีความจ าเพาะสูงและท าให้ลดระยะเวลาและต้นทุนในการตรวจสอบโดยใช้การ
วิเคราะห์ทางเคมีเป็นอย่างมาก  

 
แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมายเมื่อสิ้นสุดการวิจัย   

เมื่อส าเร็จงานวิจัยตามเป้าหมายแล้ว กลุ่มผู้วิจัยจะน าเสนอผลงานวิจัยที่ได้ในการประชุมวิชาการทั้ง
ระดับชาติ และระดับนานาชาติ และเผยแพร่ในรูปวารสารวิชาการทั้งระดับชาติและระดับนานาชาติ และ
เผยแพร่ในรูปรายงานการวิจัย  รวมถึงการถ่ายทอดเทคโนโลยีและผลงานวิจัยที่ได้ผ่านทางการเผยแพร่ผ่านสื่อ
ต่างๆ เช่นรายการวิทยุเพ่ือประชาชน และวารสารต่างๆ   

 



    
 

 
บทที ่2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 สารประกอบไตรบิวทิลทิน (Tributyltin; TBT) 

ไตรบิวทิลทินเป็นสารประกอบในกลุ่มออร์แกโนทิน (organotin compound) โครงสร้างโมเลกุลของ
สารไตรบิวทิลทินประกอบด้วยอะตอมของดีบุก (Tin) เป็นแกนกลาง สร้างพันธะโคเวเลนซ์กับหมู่บิวทิล (C4H9) 
3 หมู่ และมีพันธะไอออนิกหนึ่งพันธะ สารประกอบไตรบิวทิลทินนี้สามารถพบได้หลายอนุพันธ์ขึ้นอยู่กับ
อะตอมที่มีประจุบวกที่เป็นองค์ประกอบ ดังแสดงในภาพที่ 2-1 เมื่อละลายน้ าจะมีมวลโมเลกุลเฉลี่ย 209.06 
ดอลตัน (Langston and Pope, 1987)  
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ภาพที่ 2-1 โครงสร้างโมเลกุลของสารไตรบิวทิลทิน (X คือ anion เช่น chloride (Cl-), bis-oxide (O-2),  

acetate (CH3COO-), hydroxide (OH-) and fluoride (F-) 
 
 

 

 
ภาพที่ 2-2 ตัวอย่างสิ่งมีชีวิตที่มาเกาะตามผิวเรือ (ที่มา: Yebra et al., 2004) 
 
การใช้สารไตรบิวทิลทินในสีทาเรือและการปนเปื้อนระบบนิเวศชายฝั่ง  

เนื่องจากสารไตรบิวทิลทินมีความเป็นพิษต่อเซลล์เป็นอย่างมากจึงได้มีการใช้สารนี้ผสมในสีทาเรือเพ่ือ
ก าจัดสิ่งมีชีวิตที่มาเกาะตามผิวเรือ (fouling) เช่น เพรียงหิน จุลชีพ และสาหร่ายต่าง ๆ ดังแสดงในภาพที่ 2-2 
ท าให้ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการท าความสะอาดและการซ่อมบ ารุงผิวเรือเพ่ิมขึ้นและยังท าให้เรือใช้น้ ามัน
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เชื้อเพลิงเพิ่มขึ้น จึงมีการผสมสารเคมีในสีทาเรือเพ่ือป้องกันการเกาะของสิ่งมีชีวิตดังกล่าว ในปี ค.ศ.1960 เริ่ม
มีการใช้สารไตรบิวทิลทินผสมในสีทาเรือ และพบว่าสารไตรบิวทิลทินเป็นสารที่ให้ประสิทธิภาพสูงสุดในบรรดา
สูตรสีที่มีทั้งหมดในท้องตลาด จึงท าให้สารไตรบิวทิลทินได้รับความนิยมเป็นอย่างมากและได้น ามาใช้ใน
อุตสาหกรรมสีทาเรือทั่วโลก (Laughlin and Linden, 1985) แต่ภายหลังการใช้เพียงไม่กี่ปีพบว่าสารชนิดนี้
สามารถหลุดออกจากผิวเรือและปนเปื้อนระบบนิเวศทางทะเล ปริมาณการปนเปื้อนมีความสัมพันธ์โดยตรงกับ
กิจกรรมของเรือ บริเวณท่ีมีกิจกรรมการเดินเรือมาก เช่น บริเวณท่าเรือและบริเวณอู่ต่อเรือก็จะมีการปนเปื้อน
สูง ด้วยเหตุนี้สารไตรบิวทิลทินจึงกลายเป็นสารปนเปื้อนที่พบได้ทั่วไปในระบบนิเวศชายฝั่งทะเลทั่วโลก และ
ถูกจัดให้เป็นสารพิษที่มีความร้ายแรงมากที่สุดอย่างหนึ่งในระบบนิเวศทางทะเล (Goldberg, 1986) จาก
รายงานการวิจัยพบว่ามีการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมอย่างแพร่หลายในระบบนิเวศทาง
ทะเลทั้งในดิน น้ า และสิ่งมีชีวิต เช่น สาหร่าย (Sidharthan et al., 2002) หญ้าทะเล (Jensen et al., 2004) 
หอยทะเล (Oehlmann et al., 1998; Horiguchi et al., 2006) ครัสเตเชียน (Ohji et al., 2005) ปลา 
(Zhang et al., 2007) และสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ มีการประเมินกันว่ามีสารไตรบิวทิลทินปนเปื้อนในน้ าทะเลปีละ
ประมาณ 91 ตัน (Chau, 1992) ซึ่งสารนี้มีความเป็นพิษต่อสัตว์น้ าสูงมาก ที่ระดับความเข้มข้นเพียง 1 ng/l 
สามารถท าให้หอยฝาเดียวบางสปีชีย์เปลี่ยนเพศได้ (Antizar-Ladislao, 2008) ซึ่งที่ระดับความเข้มข้นต่ าเช่นนี้ 
ไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยเครื่องมือ แต่สามารถใช้หอยเป็นตัวบ่งชี้ได้   

ส าหรับสถาณการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในประเทศไทยนั้นเคยมีการรายงานในปี พ.ศ. 
2538 (Kan-Atireklap et al., 1997) ดังแสดงในภาพที่ 2-3 โดยการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินมี
ความสัมพันธ์กับกิจกรรมการเดินเรือในพ้ืนที่นั้น ๆ  
 
2.2 พิษและผลกระทบของสารไตรบิวทิลทิน 

ผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศชายฝั่งมีการรายงานอย่างต่อเนื่อง
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในหอยทะเลทั้งหอยฝาเดียวและหอยสองฝา ผลกระทบที่เห็นได้เด่นชัดของสารไตรบิวทิลทิน
คือ ท าให้หอยฝาเดียวในกลุ่ม Neogastropod เกิดการเปลี่ยนเพศโดยเปลี่ยนจากเพศเมียเป็นเพศผู้ 
(imposex) เนื่องจากสารไตรบิวทิลทินมีผลรบกวนระบบฮอร์โมนเพศในหอยฝาเดียวโดยท าให้ฮอร์โมนเทสโท
สเทอโรนเพ่ิมสูงขึ้นในหอยเพศเมีย ท าให้เกิดการพัฒนาลักษณะเพศผู้ออกมา Imposex ยังก่อให้เกิดการแท้ง
ในหอยฝาเดียวและอาจท าให้เกิดการสูญพันธุ์ของประชากรหอยในกลุ่ม Neogastropod ในบางพ้ืนที่ (Bryan 
et al., 1986; Horiguchi et al., 1996) ส าหรับหอยสองฝา มีรายงานว่าสารไตรบิวทิลทินส่งผลกระทบต่อ
การพัฒนาของตัวอ่อนของหอยสองฝา และยังส่งผลกระทบต่อการสร้างเปลือกในหอยนางรม ท าให้เปลือกผิด
รูป และการเจริญของตัวหอยลดลง (Alzieu et al., 1986; Bryan and Gibbs, 1991) ส่งผลกระทบต่อ
อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงหอยนางรมเชิงพาณิชย์เป็นอย่างมาก เช่น บริเวณอ่าวอาร์กาชง (Arcachon Bay) 
ซึ่งเป็นพ้ืนที่เลี้ยงหอยนางรมท่ีส าคัญของประเทศฝรั่งเศส  
 
2.3 ข้อห้ามการใช้สารไตรบิวทิลทินในสีทาเรือและสถานการณ์การปนเปื้อน 

จากผลกระทบต่อสิ่ งมีชีวิตในระบบนิ เวศดังที่กล่าวมาแล้วท าให้องค์กรระหว่างประเทศ 
International Matine Organization (IMO) ประกาศให้เลิกใช้สารไตรบิวทิลทินในสีทาเรือทั่วโลกในวันที่ 1 
มกราคม พ.ศ. 2551 (Antizar-Ladislao, 2008) อย่างไรก็ตามภายหลังประกาศนี้ ยังพบการใช้สารไตรบิวทิ
ลทินในสีทาเรือในหลายประเทศโดยเฉพาะในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้รวมถึงประเทศไทย เนื่องจากบาง
ประเทศไม่ได้เข้าร่วมเป็นสมาชิก IMO ระเบียบเหล่านี้จึงไม่มีผลบังคับโดยตรง และบางประเทศยังมีการ
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ลักลอบใช้อย่างต่อเนื่อง (Antizar-Ladislao, 2008) ด้วยเหตุนี้สถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน
ในสิ่งแวดล้อมชายฝั่งทะเลของหลายประเทศยังมีทีท่าว่าจะไม่ลดลงนักด้วยสาเหตุหลายประการ ได้แก่ (1) 
ภายใต้ประกาศของ IMO ยังอนุญาตให้ใช้สารไตรบิวทิลทินส าหรับเรือที่มีขนาดใหญ่เกิน 25 เมตร (2) 
นอกจากสีทาเรือแล้วไตรบิวทิลทินยังมีการใช้อย่างแพร่หลายในภาคอุตสาหกรรม เนื่องจากสารชนิดนี้สามารถ
ควบคุมจุลชีพในระบบอุตสาหกรรม เช่น ใช้ป้องกันเชื้อราในระบบหล่อเย็น ใช้ในอุตสาหกรรมทอผ้า ใช้ในการ
ถนอมอาหาร เป็นต้น (Fent, 1996; Champ, 2000) และ (3) สารไตรบิวทิลทินมีอัตราการสลายตัวต่ าใน
สิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะเมื่อสะสมในดินตะกอนใต้ท้องทะเล  

 

 
 
ภาพที่ 2-3 การสะสมของสารประกอบไตรบิวทิลทินในหอยแมลงภู่ (Perna viridis) ทีเ่ก็บจากชายฝั่งทะเล
ของประเทศไทย (ที่มา: Kan-Atireklap et al., 1997) 



 

 

-8- 

 

2.4 แนวคิดการใช้สิ่งมีชีวิตเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ 
รายงานผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินมีอย่างแพร่หลายโดยเฉพาะในสัตว์กลุ่มหอย (mollusks) 

โดยเฉพาะในหอยฝาเดียว และหอยสองฝาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เช่น หอยนางรม หอยแมลงภู่ และ
หอยพัด (scallop) เนื่องจากเป็นหอยที่คนนิยมบริโภค และได้รับผลกระทบโดยตรงจากสถานการณ์การ
ปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน อย่างไรก็ดีการศึกษาที่ผ่านมาเน้นการศึกษาการสะสมของสารไตรบิวทิลทินใน
เนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต ผลกระทบต่ออัตราการตาย ผลกระทบด้านสรีรวิทยาทั้งในแง่ของการแสดงออกของยีน
และโปรตีนที่คาดว่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดพิษ แต่ยังไม่มีผลการศึกษาผลกระทบของสารชนิดนี้ต่อ
โครงสร้างจุลภาค (ultrastructure) ของเซลล์สิ่งมีชีวิต อีกทั้งกลไกการเกิดพิษยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด และ
การศึกษาการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินเป็นเรื่องที่ท าได้ยากเนื่องจากข้อจ ากัดด้านเครื่องมือและวิธีการใน
การวัด ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือต้องการหาตัวบ่งชี้การปนเปื้อนของสารไตร
บิวทิลทิน (proteomic biomarker of TBT contamination) ส าหรับใช้ในการตรวจสอบและเฝ้าระวัง
สถานการณ์การการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเล  

ข้อจ ากัดของการวิเคราะห์สารไตรบิวทิลทินในตัวอย่างดิน น้ า และสิ่งมีชีวิต สรุปได้ดังนี้ ประการแรก
คือเครื่องมือและวิธีการวัด เนื่องจากการวัดปริมาณสารไตรบิวทิลทินต้องอาศัยเครื่ องมือที่ซับซ้อนและมีราคา
แพง เช่น GC-MS (gas chromatography-mass spectrometer) หรือ LC-MS (liquid chromatography-
MS) (Bekri et al., 2006) และ GC-PFPD (Gas chromatography-pulsed flame photometric 
detection) (Bravo et al., 2005) และต้องใช้วิธีการสกัดที่ซับซ้อนหลายขั้นตอนจากตัวอย่าง อีกทั้งใช้ระยะ
เวลานาน ผลที่ได้มักมีความแปรปรวนสูง เนื่องจากในการสกัดเพ่ือให้ได้สารไตรบิวทิลทินในรูปที่สามารถ
วิเคราะห์ได้นั้น ต้องอาศัยเทคนิคและวิธีการสกัดที่มีความจ าเพาะ และประสบการณ์ของผู้วิจัย ท าให้ยากต่อ
การศึกษา ประการที่สองคือ คุณสมบัติของสารไตรบิวทิลทินเอง เนื่องจากโมเลกุลของสารไตรบิวทิลทินละลาย
ในน้ าได้น้อยมาก (hydrophobicity) ดังนั้นเมื่อตรวจสอบปริมาณสารไตรบิวทิลทินในน้ ามักพบค่าที่วัดได้ต่ า
กว่าค่าความสามารถท่ีเครื่องมือจะวัดได้ (ต่ ากว่าค่า detection limit) เมื่อโมเลกุลหลุดออกจากสีทาเรือที่ฉาบ
ผิวเรือแล้วจะละลายอยู่ในน้ าได้ไม่นานจากนั้นจะจมลงสู่พ้ืนผิวทะเล และสะสมในดินตะกอนหรือทรายท้อง
ทะเล และสามารถละลายกลับขึ้นมาในน้ าทะเลและสะสมในสิ่งมีชีวิตได้อย่างต่อเนื่อง  ดังนั้นหากท าการวัด
ปริมาณของสารไตรบิวทิลทินในน้ าโดยตรงอาจไม่พบการสะสม เนื่องจากมีสารไตรบิวทิลทินละลายอยู่น้อยเกิน
กว่าค่า detection limit ของเครื่องมือดังที่ได้กล่าวไปแล้ว และบางครั้งกระแสน้ าก็มีอิทธิพลต่อการสุ่มเก็บ
ตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อน เนื่องจากปริมาณสารที่มีอาจจะถูกกระแสน้ าพัดพาไปในช่วงจังหวะที่มีการ
สุ่มเก็บตัวอยา่ง ท าให้ผลที่ได้คลาดเคลื่อนไปจากความเป็นจริงได้ จึงเป็นที่มาของการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ซึ่งทีม
ผู้วิจัยจึงมีความสนใจต้องการหาโปรตีนที่มีการแสดงออกจ าเพาะต่อการรับสัมผัสสารไตรบิวทิลทินใน
สิ่งแวดล้อม เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนเพ่ือใช้ติดตามตรวจสอบและเฝ้าระวังสถานการณ์การ
ปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมทางทะเล การหาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนดังกล่าวจะใช้
เทคโนโลยีด้านโปรทีโอมิกส์ เพ่ือค้นหาโปรตีนที่มีการตอบสนองจ าเพาะต่อการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน 
โดยใช้ต้นแบบในการศึกษาคือหอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) เนื่องจากคุณสมบัติเด่นหลายประการ ได้แก่ 
เป็นหอยนางรมที่พบได้ท่ัวไปในเขตชายฝั่งทะเลของประเทศไทย สามารถน ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการหรือโรง
เพาะเลี้ยงได้ง่าย เป็นหอยที่อยู่กับที่ภายหลังจากที่ตัวอ่อนลงเกาะกับวัตถุแล้วจะไม่เคลื่อนที่ตลอดชีวิต เป็น
สัตว์กรองกิน (filter feeder) ซึ่งจะกรองอาหารที่ติดมากับน้ าผ่านเหงือกและระบบย่อยอาหารดังนั้นหากมีการ
ปนเปื้อนของสารเคมีในน้ า ก็จะสัมผัสหอยได้โดยตรงเนื่องจากหอยนางรมไม่สามารถเคลื่อนที่หนีไปได้หากเกิด
การปนเปื้อนของสารเคมี ดังนั้นจึงมีความเหมาะสอส าหรับใช้เป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบที่ดี ส าหรับการศึกษาการ
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ปนเปื้อนของสารพิษหรือสารเคมีในระบบนิเวศทางทะเล (Kingtong et al., 2007) โดยขั้นแรกจะ
ท าการศึกษาโปรตีนที่มีการแสดงออกในหอยนางรม จากนั้นท าการทดสอบผลของสารไตรบิวทิลทินต่อการ
แสดงออกของโปรตีนในเซลล์เนื้อเยื่อของหอยนางรมเพ่ือหาชนิดของโปรตีนที่มีความจ าเพาะต่อการสัมผัสสาร
ไตรบิวทิลทินที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ขั้นต่อมาคือการยืนยันความจ าเพาะของสารไตรบิวทิลทินกับ
โปรตีนนั้น ๆ ทั้งในห้องปฏิบัติการและสิ่งแวดล้อมจริงโดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะกับโปรตีนชนิดนั้น ๆ ต่อไป 
นอกจากนี้แล้วทีมผู้วิจัยยังสนใจศึกษาผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อเนื้อเยื่อหอยนางรม เพ่ือเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานด้านพิษวิทยาต่อระบบนิเวศชายฝั่งทะเลต่อไป นอกจากข้อมูลชนิดของโปรตีนที่มีความจ าเพาะต่อการ
สัมผัสสารไตรบิวทิลทินแล้ว ในการศึกษาครั้งนี้ยังจะท าให้ทราบข้อมูลกลไกการออกฤทธิ์ของสารไตรบิวทิลทิน
ในระดับเซลล์และระดับโปรตีนอีกด้วย ข้อมูลเหล่านี้ใช้เป็นพ้ืนฐานในการประเมินความเสี่ยงด้านสุขภาพที่จะ
เกิดกับสิ่งมีชีวิตในห่วงโซ่อาหาร รวมถึงมนุษย์ซึ่งเป็นผู้บริโภคอันดับสุดท้ายที่ได้รับสารไตรบิวทิลทินจากการ
กินอาหารทะเลที่มีการปนเปื้อนสารไตรบิวทิลทิน 
 
2.5 โปรทีโอมิกส์ 

ปัจจุบันเทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์ (Proteomics) ได้เข้ามามีบทบาทต่อการศึกษาชีววิทยาของเซลล์เป็น
อย่างมาก เนื่องจากการศึกษาโดยใช้โปรทีโอมิกส์ท าให้ศึกษาโปรตีนในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้จ านวนมากในคราว
เดียว ท าให้มองภาพรวมกลไกการท างานของของเซลล์ในระดับโปรตีนได้ โดยการแสดงออกของโปรตีนขึ้นอยู่
กับปัจจัยภายใน เช่น พันธุกรรม ระดับฮอร์โมน และปัจจัยภายนอก เช่น สภาพแวดล้อมและสารเคมีที่
สิ่งมีชีวิตได้รับ ปัจจัยดังกล่าวมีผลต่อการท างานของยีนซึ่งมีการแสดงออกผ่านโปรตีน เพ่ือตอบสนองต่อปัจจัย
หรือสภาพแวดล้อมหนึ่ง ๆ หลักการดังกล่าวสามารถน าไปใช้ในการศึกษาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีน 
(protein biomarker) ได้ เพ่ือใช้ส าหรับบ่งชี้การปนเปื้อนของสารพิษหรือสารเคมีในสิ่งแวดล้อม โดยการ
ค้นหาชนิดโปรตีนที่มีการตอบสนองจ าเพาะต่อสารนั้น ๆ หากโปรตีนใดที่มีการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงจ าเพาะต่อ
ระดับของสารสารปนเปื้อนนั้น ๆ ก็สามารถใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายส าหรับใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนได้ 
แต่ต้องมีการทดสอบความจ าเพาะในสภาพแวดล้อมจริงก่อนการน าไปใช้ การศึกษาโปรทีโอมส์ของหอยนางรม
โดยเทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์มีขั้นตอนคร่าว ๆ ดังแสดงในภาพที่ 2-4 ประกอบด้วยขั้นตอนย่อย ๆ คือ การสกัด
โปรตีนจากเนื้อเยื่อ จากนั้นวัดปริมาณโปรตีนให้ได้ตามจ านวนที่ต้องการ แล้วแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าสอง
มิติ (Two-dimensional gel electrophoresis) บนเจลพอลิอะคริลาไมด์ มิติที่หนึ่ง (First dimesion) แยก
โปรตีนตามประจุสุทธิ (pI) มิติที่สอง (second dimension) น าโปรตีนที่แยกได้จากมิติที่หนึ่งมาแยกตามขนาด
ของโปรตีนหรือมวลโมเลกุล แล้วน าเจลที่ได้ไปย้อมสีเพ่ือให้เห็นโปรตีนที่ถูกแยกบนเจล จากนั้นท าการ
วิเคราะห์รูปภาพโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป เช่น Samespot Analysis Program ซึ่งจะท าหน้าที่เปรียบเทียบ
การแสดงออกของโปรตีนในแต่ละตัวอย่าง ซึ่งจะท าให้เราทราบว่ามีโปรตีนทั้งหมดเท่าใด และมีโปรตีนใดบ้างที่
มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นหรือลดลงเมื่อสัมผัสกับสารที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นเราจะเลือกโปรตีนที่มี
การแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเพ่ือไปย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินให้ได้เป็ปไทด์ขนาดที่เหมาะสม แล้ว
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช้เครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS ข้อมูลโครมาโทแกรมที่ได้จาก
เครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์จะถูกแปลงเป็นล าดับกรดอะมิโน ล าดับกรดอะมิโนที่ได้นี้จะถูกน าไปเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลโปรตีนหรือดีเอ็นเอในระบบฐานข้อมูลดีเอ็นเอและ/หรือโปรตีนโดยใช้เทคนิคด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ 
(Bioinformatics) ซึ่งจะช่วยให้เราระบุชนิดของโปรตีนที่ก าลังศึกษาได้ (Anderson and Anderson, 1998; 
Aebersold and Mann, 2003) ดังแสดงในภาพที่ 2-4 ปัจจุบันเทคโนโลยีด้านโปรทีโอมิกส์มีการพัฒนาอย่าง
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รวดเร็ว เนื่องจากการพัฒนาของเครื่องมือวิเคราะห์ เทคนิคการสกัดและแยกโปรตีน โปรแกรมวิเคราะห์ และ
ฐานข้อมูลจีโนมที่เพ่ิมข้ึนอย่างมากในช่วงไม่กี่ปีท่ีผ่านมา  

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้ วิจัยต้องการประยุกต์ใช้ เทคนิคโปรทีโอมิกส์ เ พ่ือใช้หาตัวบ่งชี้รับสัมผัส 
(Biomarker of exposure) ของสารไตรบิวทิลทิน ซึ่งเป็นสารปนเปื้อนที่ส าคัญและก่อให้เกิดผลเสียต่อระบบ
นิเวศอย่างมาก อีกทั้งสารชนิดนี้มีความเป็นพิษสูงมาก มีรายงานว่าไตรบิวทิลทินที่ระดับความเข้มข้นต่ ากว่า 
สิบในล้านล้านส่วน (part per trillion; ppt) ก็สามารถส่งผลกระทบต่อหอยฝาเดียวในทะเลได้ (Antizar-
Ladislao, 2008) ซึ่งในระดับความเข้มข้นดังกล่าวไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยเครื่องมือดังที่กล่าวมาแล้ว ด้วย
เหตุนี้ผู้วิจัยจึงมีความต้องการศึกษาโปรตีนที่มีความจ าเพาะต่อการสัมผัสสารไตรบิวทิลทิน เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ 
(Biomarker) ส าหรับการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทิน เพื่อเป็นการติดตามและเฝ้าระวังการปนเปื้อนของสาร
ชนิดนี้ในระบบนิเวศทางทะเลและในห่วงโซ่อาหารต่อไป อีกทั้งยังสามารถวิเคราะห์หา potential biomarker 
ระดับโปรตีนส าหรับสารพิษได้อีกด้วย ข้อมูลโปรตีนที่ได้ในจากการศึกษาครั้งนี้นอกจากจะสามารถใช้บ่งชี้ถึง
ชนิดโปรตีนที่อาจจะเกี่ยวข้องในกลไกการท างานของสารไตรบิวทิลทินแล้วยังเป็นต้นแบบในการศึกษาใน
อนาคตอีกด้วย  

นอกจากนี้ผู้วิจัยยังมุ่งเน้นศึกษาพิษวิทยาของสารไตรบิวทิลทินในหอยนางรม เพราะในอดีตที่ผ่านมา
พบการรายงานการสะสมของสารไตรบิวทิลทินในสัตว์ทะเลเป็นจ านวนมาก แต่ข้อมูลผลกระทบของสารไตร
บิวทิลทินต่อโครงสร้างจุลวิภาคของเซลล์ยังมีน้อยมาก อีกทั้งกลไกการเกิดพิษในสิ่งมีชีวิตยังไม่เป็นที่ทราบแน่
ชัด ดังนั้นเพ่ือให้เข้าใจกลไกการเกิดพิษของสารไตรบิวทิลทินในสิ่งมีชีวิต จึงมุ่งเน้นศึกษาผลกระทบของสารไตร
บิวทิลทินต่อโครงสร้างของเซลล์เพ่ือเป็นข้อมูลด้านผลกระทบต่อเนื้อเยื่อและการประเมินผลเสียต่อสุขภาพของ
สิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ ซึ่งผลกระทบนี้อาจก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างประชากรของสิ่งมีชีวิตและ
ส่งผลให้ระบบนิเวศเสียสมดุลในที่สุด 
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ภาพที่ 2-4 ขั้นตอนการศึกษาโปรตีนด้วยเทคโนโลยีโปทีโอมิกส์  
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2.6 หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata)  
หอยนางรมปากจีบ (S. cucullata) เป็นหอยสองฝาที่อาศัยอยู่บริเวณชายฝั่งหรือตามป่าชายเลน โดย

จะยึดตัวติดกับก้อนหินหรือรากต้นไม้ในป่าชายเลน เปลือกซ้ายหรือเปลือกล่างยึดติดกับหินหรือวัสดุยึดเกาะมี
ลักษณะลึกลงเป็นแอ่ง เปลือกขวาแบนและยาวขนาบไปกับเปลือกล่าง มีกล้ามเนื้อขนาดใหญ่ (adductor 
muscle) ท าหน้าที่ยึดเปลือกท้ังสองให้ยึดแน่นติดกัน หากขูดบริเวณกล้ามเนื้อนี้ออกจะเห็นเป็นรอยกล้ามเนื้อ 
(muscle scar) มีรูปร่างคล้ายไตและปรากฏแถบสีน้ าตาลสลับเหลือง ซึ่งลักษณะของรอยกล้ามเนื้อนี้มีความ
แตกต่างกันในแต่ละสปีชีย์ จึงใช้ประกอบการจ าแนกสปีชีย์หอยนางรมได้อีกทางหนึ่ง ที่ขอบเปลือกด่านในจะ
พบลักษณะปุ่มเล็ก ๆ เรียงเป็นแถวตามสันเปลือก ส่วนเปลือกอีกด้านหนึ่งจะพบแอ่งเล็ก ๆ เรียงเป็นแถวตาม
สันเปลือกเช่นกัน เมื่อหอยปิดเปลือกปุ่มเล็ก ๆ เหล่านี้จะประกบเข้ากับแอ่งเล็ก ๆ พอดีท าให้หอยปิดฝาก
เปลือกได้แข็งแรงมากขึ้น เมื่อโตเต็มที่จะมีขนาดกว้างและยาวประมาณ 4 และ 7 ซม. ตามล าดับ สาเหตุที่
เลือกหอยชนิดนี้เป็นต้นแบบสิ่งมีชีวิตส าหรับการศึกษาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนที่จ าเพาะต่อการปน เปื้อน
ของสารไตรบิวทิลทินในครั้งนี้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการดังต่อไปนี้ ประการแรก หอยสองฝาเป็นดัชนี
ชีวภาพที่ดีส าหรับตรวจวัดปริมาณสารปนเปื้อนในทะเล เนื่องจากมีถิ่นอาศัยกว้างขวาง เกาะนิ่งไม่เคลื่อนที่ 
เก็บตัวอย่างได้ง่าย ทนต่อสภาพความเค็มที่เปลี่ยนแปลงได้ดี และมีความสามารถในการสะสมสารต่างๆ ใน
เนื้อเยื่อได้ดี (Goldberg et al., 1986) ประการที่สอง หอยชนิดนี้มีถิ่นอาศัยกระจายอยู่ทั่วไปตามชายฝั่ง
ประเทศไทย (Yoosukh and Duangdee, 1999) รวมถึงบริเวณที่เคยมีรายงานว่ามีการปนเปื้อนของสารไตร
บิวทิลทินในปริมาณที่สูง (Kan-Atireklap et al., 1997) แสดงถึงความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับ
สิ่งแวดล้อมรวมทั้งสิ่งปนเปื้อนได้ดี ประการที่สาม หอยชนิดนี้เป็นแหล่งอาหารที่ส าคัญของคนในพ้ืนที่และยังใช้
ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การผลิตซอสหอยนางรม ซึ่งอาจได้รับสารไตรบิวทิลทินปนเปื้อนในปริมาณหนึ่ง  
และอาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพได้ 
 
2.7  การวิเคราะห์สารไตรบิวทิลทิน 

ไตรบิวทิลทินเป็นสารประกอบในกลุ่มไตรออร์แกโนทิน ซึ่งความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตมากที่สุดในบรรดา
ออร์แกโนทินทุกกลุ่ม ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณที่แน่นอนของไตรออร์แกโนทินในสารตัวอย่างจึง
มีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือจะน าไปสู่การประเมินความเป็นพิษ และความเสี่ยงต่อการได้รับพิษจากไตรบิวทิ
ลทินที่อาจเกิดขึ้นต่อประชาชนทั้งทางตรงโดยผ่านการบริโภคอาหารหรือทางอ้อมโดยผ่านทางระบบห่วงโซ่
อาหาร ซึ่งการวิเคราะห์สารออร์แกโนทินโดยทั่วไปนั้นประกอบด้วยสามขั้นตอนหลัก คือ การเตรียมสาร
ตัวอย่าง การแยกออร์แกโนทิน และการตรวจวิเคราะห์  

ส าหรับขั้นตอนแรกคือการเตรียมสารตัวอย่างนั้นเนื่องจากปริมาณของไตรบิวทิลทินที่ค่อนข้างน้อยจึง
มีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องเพ่ิมความเข้มข้นของไตรบิวทิลทินในสารตัวอย่างก่อนเข้าสู่กระบวนการแยกและ
ตรวจวิเคราะห์ ซึ่งเทคนิคหนึ่งที่มีการพัฒนากันอย่างต่อเนื่องในสารกลุ่มออร์แกโนทินคือ เทคนิคการลอกแบบ
โมเลกุล (Molecular imprinting, MIP) (Gallego-Gallegos et al., 2006; Gallego-Gallegos et al., 
2010; Zhua et al., 2013) เทคนิคนี้มีหลักการที่เลียนแบบการจับจ าเพาะของแอนติเจนและแอนติบอดี 

(Haupt et al., 2000) โดยสร้างโมเลกุลที่มีลักษณะเป็นพอลิเมอร์ให้มีบริเวณจับจ าเพาะ (Active site) กับ
โมเลกุลต้นแบบที่ต้องการศึกษาซึ่งวิธีการสังเคราะห์พอลิเมอร์ลอกแบบนี้จะสามารถท าได้โดยการน ามอนอ
เมอร์มาจับกับโมเลกุลต้นแบบด้วยพันธะโคเว เลนต์ (covalent) หรือนอนโคเวเลนต์ (Non-covalent) 
หลังจากนั้นท าให้เกิดกระบวนการพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) ขึ้นระหว่างมอนอเมอร์และตัวเชื่อม 
(Cross linker) เกิดเป็นพอลิเมอร์ล้อมรอบโมเลกุลต้นแบบ และเมื่อท าการชะล้างโมเลกุลต้นแบบออกไปจะท า
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ให้เกิดช่องว่างขึ้นภายในพอลิเมอร์ ซึ่งช่องว่างนี้จะเป็นช่องว่างที่มีขนาดเฉพาะและมีบริเวณจับอย่างจ าเพาะ
กับโมเลกุลต้นแบบ เทคนิค MIP นี้ได้มีการน ามาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์สารในกลุ่มออร์แกโนทินและสาร
อ่ืนอีกหลายชนิดทั้งในอาหาร (Wang et al., 2007) ยา (Shekarchi et al., 2013) ผลผลิตทางเกษตร (Yi et 
al., 2013 ) และสิ่งแวดล้อม (Hiratsuka et al., 2013)   

ขั้นตอนที่สองคือขั้นของการแยกออร์แกโนทิน โดยวิธีการแยกที่นิยมใช้มีด้วยกันสองแบบคือเทคนิค
แก๊สโครมาโทกราฟี หรือ GC (Gas chromatography)  และ  เทคนิคลิควิดโครมาโทรกราฟี หรือ LC (Liquid 
chromatography) ส าหรับเทคนิค GC นั้นผลที่ได้จากการแยกค่อนข้างดีแต่มีข้อจ ากัดหลายประการอาธิเช่น 
สารออร์แกโนทินบางชนิดไม่เสถียรต่อความร้อนที่เกิดขึ้นในการแยกด้วย GC ท าให้สารเกิดการสลายตัวใน
ระหว่างกระบวนการแยก นอกจากนี้สารออร์แกโนทินส่วนใหญ่มักเป็นสารที่ระเหยได้ยากจึงต้องท าให้อยู่ในรูป
อนุพันธ์ของออร์แกโนทิน (Organotin derivatives) ก่อนแล้วจึงน าไปแยกต่อด้วย GC ซึ่งขั้นตอนของการ
สังเคราะห์อนุพันธ์ออร์แกโนทินนี้อาจท าได้โดยใช้ปฏิกิริยา Grignard หรือการท า Ethylation โดยใช้โซเดียม
เตตระเอทิลบอเรต (Et4BNa) หรือท าให้อยู่ในรูปไฮไดรด์ โดยใช้โซเดียมบอโรไฮไดรด์ (NaBH4) ซึ่งปฏิกิริยา
เหล่านี้ต้องท าในสภาวะที่ปราศจากความชื้นซึ่งค่อนข้างยุ่งยาก อันตรายและอาศัยเวลา ในขณะที่แบบที่สองคือ
การใช้เทคนิค LC นั้นสามารถตรวจวิเคราะห์สารออร์แกโนทินได้โดยตรงโดยไม่จ าเป็นต้องเปลี่ยนสารประกอบ
ออร์แกโนทินให้อยู่ในรูปของอนุพันธ์ก่อน เทคนิคนี้จึงสามารถลดขั้นตอนในการตรวจวิเคราะห์และลดโอกาส
การสูญเสียออร์แกโนทินที่อยู่ในสารตัวอย่างลงได้ (Ebdon et al., 1998) 

ส าหรับขั้นตอนสุดท้ายก็คือการตรวจวิเคราะห์ออร์แกโนทิน เนื่องด้วยข้อจ ากัดของปริมาณออร์แกโน
ทิน ดังนั้นเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณสารออร์แกโนทินจึงต้องมีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูงซึ่ง
เทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้กันคือ แมสสเปกโตรเมทรี (MS, Mass spectrometry) ที่อาศัยการตรวจวัดมวลของสาร 
และสามารถยืนยันโครงสร้างของสารได้โดยอาศัยการแตกโมเลกุลของสาร เทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีที่ใช้ใน
งานวิเคราะห์ออร์แกโนทินมีหลายประเภท เช่น GC-MS (Miki et al., 2011), CE-ICP-MS (Sun et al., 
2012), LC-MS/MS (Zhu et al., 2013) ส าหรับงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยจะเลือกวิธีการตรวจวิเคราะห์ไตรบิวทิ
ลทิน โดยจะใช้เทคนิค MIP ร่วมกับ LC-MS/MS เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ให้มีความถูกต้อง
แม่นย ามากยิ่งขึ้น 
  



    
 

 
บทท่ี 3 

 
วิธีการทดลอง 

 
การวิจัยในครั้งนี้มีจุดมุ่งหมายเพ่ือตรวจสอบสถานการณ์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในบริเวณ

ชายฝั่งทะเลของประเทศไทย โดยจะเก็บตัวอย่างหอยนางรม เพื่อใช้ในการวิเคราะห์การปนเปื้อน จากนั้นจะท า
การทดสอบการตอบสนองของโปรตีนในหอยนางรมต่อสารไตรบิวทิลทินในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยง เพ่ือ
ค้นหาโปรตีนที่ตอบสนองจ าเพาะต่อสารไตรบิวทิลทิน โดยจะใช้ตัวอย่างหอยนางรมจากบริเวณชายฝั่งทะเล
จังหวัดชลบุรี และจังหวัดตราด เนื่องจากเคยมีรายงานว่ามีระดับการปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินน้อยที่สุด 
และเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อเพ่ือศึกษาผลกระทบของสารไตรบิวทิลทินต่อเนื้อเยื่อ และจุลกายวิภาคของเซลล์ต่อไป  
 
3.1 การส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก 
 ในการศึกวิเคราะห์การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในระบบนิเวศชายฝั่งต้องเก็บตัวอย่างสิ่งมีชีวิต
มาวิเคราะห์ จะเริ่มเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่ชายฝั่งเริ่มจากชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก โดยยึดสถานที่ที่เคยมี
รายงานในปี 2536 (Kan-Atireklap et al., 1997) เป็นหลัก โดยเก็บตัวอย่างจาก  

1. หาดเจ้าหลาว ต าบลคลองขุด อ าเภอท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี 
2. อ่างศิลา ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 
3. แหลมแท่น ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 
4. เกาะลอย อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
5. อ่าวคุ้งกระเบน ต าบลคลองขุด อ าเภอท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี 

 การเก็บตัวอย่างจะใช้วิธีสุ่มเก็บตัวอย่างแล้วท าการแช่งแข็ง จากนั้นน ากลับมายังห้องปฏิบัติการเพ่ือ
ท าการแกะเปลือก เพ่ือเก็บเนื้อเยื่อสด ชั่งน้ าหนักให้ได้ 150 กรัม โดยท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งที่อุณหภูมิ -100 
องศาเซลเซียส โดยใช้เวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นท าการเก็บตั วอย่างในหลอดทดลองที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ตลอดการเก็บรักษา  
 
3.2 การวิเคราะห์สารไตรบิวทิลทิน 

ท าการสกัดสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยนางรมโดยใช้เทคนิคการสกัดแบบ Solid – Liquid 
extraction (SLE) ท าการบดเนื้อเยื่อหอยนางรมที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งมาแล้ว ปริมาณ 0.5 กรัม 
ต่อการทดลองแต่ละครั้ง เติมเมทานอล และ ฟอสเฟตบับเฟอร์ อย่างละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมโบโรไฮไดรย์ 4% ในสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซต์ 1% ปริมาตร 6.25 มิลลิลิตร เพ่ืออาศัยปฏิกิริยา 
Hydride generation เพ่ือให้เกิดอนุพันธ์ของสารประกอบบิวทิลทินเกิดขึ้น เติมเฮกเซนปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เขย่านาน 30 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไว้นาน 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท าการดูดของเหลวในชั้นออร์
แอนิคปริมาตร 200 ไมโครลิตร และน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas chromatography – mass 
spectrometry (GC-MS)  
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3.3 หอยนางรมที่ใช้ส าหรับการทดสอบในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยง   
 ส าหรับการทดสอบในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยง ผู้วิจัยจะ เก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบ S. 
cucullata จากถิ่นอาศัยในเขตชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก ได้แก่ ชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรีและจังหวัดตราด 
โดยจะสุ่มเก็บตัวอย่างหอยนางรมตัวเต็มวัยที่มีขนาดประมาณ 5-7 ซม. หอยทั้งหมดจะถูกน ากลับมาปรับ
สภาพในห้องปฎิบัติการเป็นเวลาสองสัปดาห์ก่อนท าการทดลอง โดยจะเลี้ยงในน้ าทะเลที่มีคุณลักษณะตามที่
ก าหนดในตารางที่ 3-1 ให้อาหารเป็นแพลงค์ตอนชนิด Nannochloropsis sp. และ Isochysis sp. ที่ความ
เข้มข้น 1% v/v ของแพลงตอนหัวเชื้อ 2×107 cells/ml. (Kingtong et al., 2007) 
 
ตารางท่ี 3-1 คุณลักษณะของน้ าทะเลที่ใช้ส าหรับเลี้ยงหอยนางรมในห้องปฏิบัติการ  

คุณลักษณะของน้ าทะเล หน่วย 

อุณหภูมิ 
ความเค็ม 
pH 
Dissolved oxygen (DO) 

อุณหภูมิห้อง (26-32 °C โดยประมาณ) 
30 ppt 
7.5-8.2 
7.0-7.3 mg/l 

 
3.4 การทดสอบความเป็นพิษของสารไตรบิวทิลทิน 

เตรียม stock solution ของสารไตรบิวทิลทิน 
เตรียม stock solution ของสารไตรบิวทิลทิน ที่ความเข้มข้น 1x107 µg/l โดยละลาย 0.10 กรัม

tributyltin chloride ในเอทานอล 10 มล.  
การหาช่วงของความเป็นพิษเบื้องต้น  

 หลังจากให้หอยนางรมปรับสภาพในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 2 สัปดาห์ จะท าการทดสอบความเป็น
พิษเบื้องต้นโดยน าหอยนางรมไปเลี้ยงในน้ าทะเลที่มีความเข้มข้นของสารไตรบิวทิลต่างกัน ดังนี้ 1, 10, 100, 
500, 1,000 µg/l (ppb; part per billion) จากนั้นตรวจสอบจ านวนหอยที่ตาย ณ เวลาที่ 0, 24, 48, 72 
และ 96 ชม. และบันทึกผล เพื่อวิเคราะห์หาช่วงที่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ทดสอบจริง ตลอดระยะเวลาที่ท าการ
ทดลองท าการเปลี่ยนน้ าทะเลและสารไตรบิวทิลทินใหม่ทุกวันและให้อาหารทุกวันตลอดการทดลอง 

การทดสอบความเป็นพิษเพื่อหาค่า LC50  
 หลังจากได้ข้อมูลจากการทดลองหาค่าความเป็นพิษเบื้องต้นแล้ว ค่าความเข้มข้นที่จะใช้ทดลองจะถูก
ปรับใหม่ให้เหมาะสม จากนั้นท าการทดลองในกลุ่มทดลอง โดยจะใช้หอยนางรมจ านวน 30 ตัว ต่อตู้ เลี้ยงใน
น้ าทะเล 30 ลิตร และให้อาหารและเปลี่ยนน้ าทะเลและสารไตรบิวทิลทินทุกวัน ท าการส ารวจอัตราการตาย
และการรอดชีวิต ณ เวลาที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ชม. และบันทึกผล จากนั้นใช้โปรแกรม SPSS ค านวนหา
ค่า LC50 (Lethal concentrations for 50% mortality) โดยจะใช้ค่า LC50 ในการบ่งบอกระดับความเป็นพิษ
ของสารไตรบิวทิลทินในหอยนางรมชนิดนี้ 
 
การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ทดสอบด้วยสารไตรบิวทิลทิน 
 ท าการเกบ็ตัวอย่างเนื้อเยื่อหอยนางรมจากทุกความเข้มข้นและทุกช่วงเวลา (ณ เวลาที่ 0, 24, 48, 72 
และ 96 ชม.) เพ่ือใช้ส าหรับการศึกษา Proteomics, Histology และ ultrastructure (TEM) โดยตัวอย่างที่
ต้องการศึกษาด้วยเทคนิค Proteomics ให้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และตัวอย่างที่ต้องการศึกษา
ด้วยเทคนิค Histology ให้เก็บแช่ในสารละลายบูแองส์ เพ่ือคงสภาพเนื้อเยื่อไม่ให้ถูกท าลาย การตัดเก็บ
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เนื้อเยื่อต้องท าบนน้ าแข็งและต้องใช้ความรวดเร็ว เพื่อป้องกันไม่ให้เนื้อเยื่อได้รับความเสียหายจากเอนไซม์โปร
ทีเอส  
 
3.5 การศึกษาเนื้อเยื่อด้วยเทคนิค histology  
 การศึกษาเนื้อเยื่อจะท าการศึกษาโดยใช้วิธี paraffin-embedded section แล้วตัดเนื้อเยื่อให้บาง 6 
µm แล้วย้อมด้วยสี  H&E (Hematoxylin and Eosin) เพ่ือให้เห็นสัณฐานวิทยาของเซลล์ชัดเจน การศึกษา
ด้วยเทคนิดนี้จะเห็นรูปร่างของเซลล์ที่เป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่อ ข้อมูลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์ในการ
ประเมินผลกระทบของสารไตรบิวทิลทิน ความรุนแรงของสารนี้ และโอกาสในการเกิดพิษต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ใน
ระบบนิเวศ  
 น าเนื้อเยื่อแช่ในสารละลายบูแองส์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วแช่ในเอทานอล 70% เป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นแช่ในน้ ากลั่น เป็นเวลา 30 นาที ท าซ้ าหลายครั้งจนกระทั่งเนื้อเยื่อไม่มีสีเหลือง แล้วแช่ในเอทา
นอล 80%, 90% และ 95% ความเข้มข้นละ 1 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง ตามล าดับ จากนั้นแช่ในเอทานอล 100% 
2 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง 30 นาที แล้วแช่ในไดออกเซน 2 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง จากนั้นแช่ในไดออกเซนทิ้งไว้ 24 
ชั่วโมง ตามด้วยแช่ในพาราพลาส ที่อุณหภูมิ 58-60 องศาเซลเซียส 2 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง แล้วแช่ในพาราพลา
สทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้นฝังเนื้อเยื่อในพาราพลาส ตัดเนื้อเยื่อให้มีความหนา 6 ไมครอน แล้วติดเนื้อเยื่อลงบน
กระจกสไลด์ อุ่นสไลด์ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าสไลด์มาย้อมด้วยสีฮีมา
ทอกซิลินและอีโอซิน  
 
 สรุปขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างเนื้อเยื่อเพื่อศึกษาด้วยเทคนิค histology 
 

ตัดเนื้อเยื่อหอยนางรมส่วนที่ต้องการศึกษา 
 

แช่ในสารละลายบูแองส์ (24 ชั่วโมง) 
 

แช่ในเอทานอล 70% (30 นาที) 
 

แช่ในน้ ากลั่น (30 นาที) ท าซ้ าจนเนื้อเยื่อไม่มีสีเหลือง 
 

แช่ในเอทานอล 80%, 90% และ 95% ความเข้มข้นละ 1 ครั้ง (ครั้งละ 1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในเอทานอล 100% 2 ครั้ง (ครั้งละ 1 ชั่วโมง 30 นาที) 
 

แช่ในไดออกเซน 2 ครั้ง (ครั้งละ 1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในไดออกเซน (24 ชั่วโมง) 
 

แช่ในพาราพลาส ที่ 58-60 ºC 2 ครั้ง (ครั้งละ 1 ชั่วโมง) 
 
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แช่ในพาราพลาส ที่ 58-60 ºC (24 ชั่วโมง) 
 

ฝังเนื้อเยื่อลงในพาราพลาส 
 

ตัดเนื้อเยื่อให้เป็นแผ่นบาง ความหนา 6 ไมครอน 
 

ติดเนื้อเยื่อแผ่นบางบนกระจกสไลด์ 
 

อุ่นสไลด์ ที่ 45 ºC (24 ชั่วโมง) 
 

ย้อมด้วยสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน 
 

ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 
 

ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 
 การย้อมสีด้วยสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน เป็นการย้อมสีเนื้อเยื่อเพ่ือให้เห็นความแตกต่างของเซลล์
และเนื้อเยื่อชัดเจนขึ้น โดยสี (Dye) หรือสารเคมีแต่ละอย่างจะย้อมสีติดองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์และ
เนื้อเยื่อแตกต่างกันออกไป ซึ่งเป็นประโยชน์แก่การศึกษาทางด้านเนื้อเยื่อวิทยา สีย้อมที่นิยมใช้กันทั่วไป ได้แก่ 
ฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน โดยฮีมาทอกซิลินมีสภาพเป็นด่าง ชอบรวมตัวกับส่วนของเซลล์ที่มีสภาพเป็นกรด 
เช่น นิวเคลียส นิวคลีโอลัส ซึ่งจะติดสีน้ าเงินหรือม่วง ส่วนอีโอซินมีสภาพเป็นกรดจึงย้อมติดองค์ประกอบที่เป็น
เบส เช่น ไซโทพลาซึม  
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3.6 การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์ 
การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์ในครั้งนี้ เป็นวิธีที่มีข้ันตอนละเอียดหลายขั้นตอน เพ่ือให้ง่าย

ต่อความเข้าใจ จึงได้สรุปขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
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การสกัดโปรตีน 
 น าเนื้อเยื่อที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาบดด้วยเครื่องบด Tissue Homogenizer ใน
สารละลาย lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.2 containing 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 
1mM EDTA and 1 mM cocktail protease inhibitor) จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 15,000 x g เป็นเวลา 30 
นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เศษเซลล์หรือเนื้อเยื่อเกี่ยวพันตกตะกอน แล้วดูดเอาเฉพาะส่วนใส 
(supernatant) ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BioRad protein DC assay (BioRad, Herts, UK) โดยใช้ 
bovine serum albumin (BSA) เป็น standard protein เนื่องจากเนื้อเยื่อหอยนางรมอาจมีน้ าทะเลติดมา
ด้วย อาจมีผลต่อการแยกโปรตีนในขั้นต่อไป เพ่ือก าจัดปัญหาดังกล่าวจึงต้องเพ่ิมความบริสุทธิของโปรตีนที่จะ
ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ขั้นต่อไปโดยใช้ 2D-clean up kit (GE Healthcare Life Science) เพ่ือช่วยให้
ตัวอย่างโปรตีนบริสุทธิขึ้น    
 
การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจล 2 มิติ (Two-dimensional gel electrophoresis) 
 ใช้โปรตีน 250 µg ต่อตัวอย่างผสมกับ rehydration buffer ที่ประกอบด้วยยูเรีย 7 M DTT 0.1 M 
CHAPS 4% IPG buffer 0.2% แล้วโหลดลงใน Isoelectric focusing gel (IEF) strip pH3-10, non-linear 
ขนาด 7 ซม. (GE Healthcare Life Science)IEF strip ทิ้งไว้ข้ามคืนเพ่ือให้สารละลายทั้งหมดซึมเข้าไปในเจล 
เมือ่ทิ้งไว้ข้ามคืนแล้วให้ท าการโฟกัสโปรตีนตามคู่มือการใช้ หลังจากนั้นน า IEF strip ที่โฟกัสโปรตีนเรียบร้อย
แล้วมาแช่ในสารละลาย equilibration buffer 1 (6 M urea, 50 mMTris (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 30% 
(v/v) glycerol, 1% (w/v) DTT) เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วย equilibration buffer 2 (6 M urea, 50 
mMTris (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 2.5 % (w/v) iodoacetamide เป็นเวลา 15 
นาท ี ท าการแยกโปรตีนด้วยเทคนิค Two-dimensional gel electrophoresis โดยมิติที่หนึ่งจะแยกโปรตีน
ด้วยไฟฟ้าตามค่า Isoelectric focusing ของโปรตีน เครื่องมือที่ใช้คือ IPGPhore3  จากนั้น ในมิติท่ีสองจะ
แยกโปรตีนตามมวลโมเลกุลโดยใช้ SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
(NuPAGE®Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.0 mm, 2D well) หลังจากกระบวนการ electrophoresis จะน า
เจลที่ได้ย้อมด้วยสี Coomassie Brilliant Blue G-250 และ ล้างสีด้วย Destained solution  
 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมโดยใช้โปรแกรม SameSpot Analysis 
(Progenesis)  
 น าเจลที่ย้อมสีเรียบร้อยแล้วไปสแกนเพื่อสร้าง Reference map ส าหรับข้อมูลโปรตีนในหอยนางรม 
และท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนจากหอยนางรมที่ได้จากกลุ่มทดล องและกลุ่มควบคุมโดยใช้ 
โปรแกรมวิเคราะห์ SameSpot Analysis (Progenesis) โดยโปรแกรมจะท าหน้าที่เปรียบเทียบความเข้มของ
จุดโปรตีนบนเจลแล้ววิเคราะห์ผลเทียบความแตกต่างพร้อมทั้งค านวณค่าความเชื่อมัน (p=0.05) ให้กบัโปรตีน
แต่ละจุดที่วิเคราะห์ ท าให้ทราบข้อมูลโปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันโดยนัยส าคัญ จากนั้นเราสามารถ
เลือกโปรตีนที่มีความแตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายเพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพส าหรับการปนเปื้อนของ
สารไตรบิวทิลทินได้ แต่ต้องระบุชนิดของโปรตีนให้ได้ก่อนโดยการตัดจุดโปรตีนที่สนใจเพ่ือย่อยด้วยเอนไซม์ทริ
ปซินและวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ต่อไป 
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การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน 
 ท าการตัดจุดโปรตีนที่สนใจจะวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ ซึ่งต้องท าการย่อยโปรตีนสาย
ยาวให้เป็นเพปไทด์สายสั้นลง โดยใช้เอนไซม์ทริปซนิ เอนไซม์ชนิดนี้จะจดจ าต าแหน่งและท าการตัดกรดอะมิโน
หลังต าแหน่ง Argenine และ Lucien ท าให้ได้เพปไทด์ที่มีขนาดประมาณสายละ 10  กรดอะมิโน ซึ่ง
เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS  
 
การวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS 
 น าเปปไทด์ที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยทริปซิน มาวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-
MS/MS (Q-TOF micromass, UK) โดยมีกระบวนการสังเขปดังนี้ น า Tryptic peptide ฉีดผ่าน 75 µm ID 
x 150 mm C18 PepMap column (LC Packings, Amsterdam, The Netherlands)  เพ่ือก าจัดเกลือใน
สารละลาย จากนั้นฉีดตัวอย่างโปรตีน 6 µl เข้าสู่ LC-MS/MS ซึ่งเครื่องจะท าให้เปปด์แตกตัวในลักษณะต่าง ๆ 
กันและบันทึกผลลักษณะเอกลักษณ์ของเปปไทด์นั้น ๆ เป็นโครมาโทแกรม เมื่อน าผลโครมาโทแกรมที่ได้
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลชีวสารสนเทศ เช่น ฐานข้อมูลจีโนม หรือ ฐานข้อมูลโปรตีน ก็จะสามารถระบุชนิด
ของโปรตีนได้ โดยจะใช้ใช้โปรแกรม ProteinLynx (LC Packings, Amsterdam, The Netherlands) และ 
Mascot ของ Matrix Science (http://www.matrixscience.com) เทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-
PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI 
 
วิเคราะห์ข้อมูลเพื่อหา potential protein biomarker 
 น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์หาโปรตีนที่ที่มีแนวโน้มสูงที่จะเป็น protein biomarker ส าหรับสารไตร
บิวทิลทิน เกณฑ์การเปรียบเทียบจะใช้โปรตีนมีการแสดงออกแตกต่างกันสองเท่าขึ้นไประหว่ างกลุ่มทดลอง
และกลุ่มควบคุม ด้วยความเชื่อมั่น 95% โดยคาดว่าหลังจากศึกษาด้วยเทคนิคนี้แล้วจะได้โปรตีนที่มีแนวโน้ม
จะใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพหลายตัว (multiple-biomarker) 

http://www.matrixscience.com/


    
 

 
บทท่ี 4 

 
ผลการศึกษา 

 
4.1 การสะสมของ TBT ในเนื้อเยื่อหอยนางรมบริเวณชายฝ่ังภาคตะวันออกของประเทศไทย  
 ผลการตรวจสอบปริมาณการสะสมของสาร TBT ในเนื้อเยื่อหอยนางรมที่เก็บจากบริเวณชายฝั่งภาค
ตะวันออก ด้วยเทคนิคการสร้างอนุพันธ์กับสารประกอบ hexyl magnesium bromide โดยใช้ปฏิกิริยา 
grignad reation และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS พบว่าในสารละลายมาตารฐาน TBT หลังท าปฏิกิริยากับ 
hexyl magnesium bromide แล้วจะตรวจพบพบอนุพันธุ์ของ TBT ในนาทีที่ 7.51 (Retention time = 
7.51) ดังภาพที่ 4-1 A และ พบโครมาโทรแกรมการแตกตัวของอนุพันธ์ดังภาพที่ 4-1 B ซึ่งประกอบด้วยพิค
เด่น ได้แก่ 179  291  319  347  และ 375   

การวิเคราะห์หาปริมาณ TBT ในเนื้อเยื่อ จะใช้วิธีเทียบกับสารละลาย TBT มาตรฐาน โดยใช้
สารละลายมาตารฐานที่ความเข้มข้น 30  240  และ  480 µg/g เทียบกับตัวท าละลาย hexane ตามล าดับ 
ดังภาพที่ 4-2 และ กราฟมาตรฐานดังภาพที่ 4-3  

ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ TBT ในเนื้อเยื่อหอยนางรมสด พบการปนเปื้อนของสาร TBT 
ในเนื้อเยื่อของหอยนางรมในทุกพ้ืนที่ที่มีการศึกษา ดังแสดงในตารางที่ 4-1  
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ภาพที่ 4-1 โครมาโทรแกรมของสารประกอบ TBT ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS A) Retention time ที่

เวลา 7.51 นาที B) การแตกตัวของอนุพันธ์ประกอบด้วยพีคเอกลักษณ์ที่ m/z 179  291  319  
347  และ 375   
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ภาพที่ 4-2  การวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน TBT ที่ความเข้มข้น 30  240  และ  480 µg/g โดยท า

ปฏิกิริยากับ Hexyl magnesium bromide และวิเคราะห์ด้วย GC-MS 
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ภาพที่ 4-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน TBT ที่ความเข้มข้น 30 240 และ 480 µg/g โดยท า

ปฏิกิริยากับ Hexyl magnesium bromide และวิเคราะห์ด้วย GC-MS 
 
 
ตารางท่ี 4-1 ปริมาณ TBT ในเนื้อเยื่อหอยนางรมที่เก็บจากพ้ืนที่บริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก 
 

สถานที่ ชื่อย่อ 
ค่าแฉลี่ยปริมาณ TBT 
ในเนื้อเยื่อสด (ng/g) 

Mean±SD 
1. หาดเจ้าหลาว ต าบลคลองขุด อ าเภอท่าใหม่ 
จังหวัดจันทบุรี 

เจ้าหลาว 4.44±1.32  

2. อ่างศิลา ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัด
ชลบุร ี

อ่างศิลา 6.03±0.72  

3. แหลมแท่น ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัด
ชลบุร ี

แหลมแท่น 7.95±1.51  

4. เกาะลอย อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี เกาะลอย 16.54±2.00  
5. อ่าวคุ้งกระเบน ต าบลคลองขุด อ าเภอท่าใหม่ 
จังหวัดจันทบุรี 

คุ้งกะเบน 54.73±11.12  
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4.2 ผลกระทบของสาร TBT ต่ออัตราการตายของหอยนางรม  
 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT ต่ออัตราการตายของหอยนางรมเมื่อเก็บตัวอย่างหอย
นางรมปากจีบ มาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยง แล้วท าการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT ที่ความ
เข้มข้น 0, 1, 10, 50, 100 และ 150 µg/l ในห้องปฏิบัติการเป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง ท าการเก็บสุ่มตัวอย่าง
ทุก ๆ 24 ชั่วโมง ทุกความเข้มข้น เป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง ปรากฏผลดังนี้ 
 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT  ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 10, 50, 100 และ 150 µg/l 
ดังแสดงในภาพที่ 4-4 โดยพบว่า เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง ยังไม่มีอัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ และ
สามารถเห็นอัตราการตายของหอยนางรมเมื่อท าการทดสอบเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมงขึ้นไป โอยพบว่าอัตรา
การตายมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของสาร TBT และระยะเวลาทดสอบ  
 

 
 
ภาพที่  4-4  อัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea  cucullata) จากการทดสอบความเป็นพิษ

ของสาร TBT ความเข้มข้น 0, 1, 10, 50, 100 และ 150 µg/l ที่ระยะเวลาต่าง ๆ  
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4.3 ผลกระทบของสาร TBT ต่อเนื้อเยื่อหอยนางรมปากจีบ 
การศึกษาผลกระทบของสาร TBT ต่อเนื้อเยื่อหอยนางรม ท าการสังเกตในอวัยวะ 4 ส่วน 

ประกอบด้วย อวัยวะภายนอก 2 ส่วน คือ แมนเทิล (mantle) และเหงือก (gill) อวัยวะภายใน 2 ส่วน ได้แก่ 
ต่อมย่อยอาหาร (digestive gland) และ กระเพาะอาหาร (stomach) ดังภาพที่ 4-5 

 

 
 
ภาพที่  4-5 สัณฐานของหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea  cucullata)  
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ผลกระทบของสาร TBT ต่อต่อมย่อยอาหาร 
ลักษณะทั่วไปของกระเพาะอาหารของหอยนางรมมีลักษณะเป็นท่อกลวงขนาดใหญ่ถูกล้อมรอบด้วย

ต่อมสร้างน้ าย่อย (digestive gland) กระเพาะอาหารของหอยนางประกอบด้วยเนื้อเยื่อต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 
เนื้อเยื่อฐาน (basement membrane)   เป็นเนื้อประสานที่รองรับเนื้อผิว มีหน้าที่ เป็นตัวเชื่อมระหว่าง
โครงสร้าง เช่น แผ่นเซลล์เนื้อผิว กับเนื้อประสานที่อยู่ใต้ต่อเนื้อผิว ซีเลีย  (cilia)   เป็นลักษณะขนสั้น ๆ ยื่น
ออกมาจากเซลล์บริวเวณด้านที่ติดกับท่อ (lumen)  อยู่บริเวณด้านในของกระเพาะอาหาร โดยยึดติดกับ 
เนื้อเยื่อบุผิว (epithelium cell) ท าหน้าที่พัดโบกอาหาร เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ลักษณะ
ส าคัญ ลักษณะส าคัญของเนื้อเยื่อชนิดนี้ คือประกอบด้วยเซลล์จ านวนไม่มากนัก และมีสารภายนอก เซลล์
ล้อมรอบอยู่เป็นจ านวนมาก สารภายนอกเซลล์เหล่านี้ประกอบด้วยเส้นใย ( fiber) เล็ก บางคล้ายเส้นด้าย
กระจายอยู่ทั่วไปในสารประกอบพวกพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่งมีลักษณะเป็นเจล (gel) บาง ๆ หลั่งจากเซลล์ ซึ่ง
เรียกว่า เมทริกซ์ (metrix) ท าหน้าที่ส าคัญ คือ เป็นตัวเชื่อมหรือประสานระหว่างเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ในร่างกาย 
ช่วยค้ าจุนร่างกายหรือโครงสร้างต่าง ๆ และป้องกันอวัยวะที่อยู่ข้างใต้ โดยเกือบทุกอวัยวะในร่างกายจะต้องมี
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันเป็นร่างแหค้ าจุน ช่วยท าหน้าที่คล้ายกันชน หรือหมอนกันกระเทือน  ต่อมย่อยอาหาร 
(digestive gland)  เป็นต่อมมีท่อท าหน้าที่สร้างเอนไซม์ในระบบย่อยอาหารและหลั่งน้ าย่อยอาหารเข้าไปใน
ทางเดินอาหาร ท่อทางเดินอาหาร (digestive tract) มีลักษณะเป็นท่อกลวง (two-hole tube) เป็นทางเดิน
อาหารที่มีช่องเปิด 2 ช่อง โดยช่องหนึ่งท าหน้าที่เป็นทางเข้าของอาหาร และอีกช่องหนึ่งท าหน้าที่เป็นทางออก
ของกากอาหาร ช่องว่างภายในกระเพราะอาหาร (lumen) เป็นที่กักเก็บของอาหารและเป็นบริเวณที่มีการ
ย่อยและดูดซึมอาหาร เนื้อเยื่อบุผิว (epithelium cell) กลุ่มเซลล์ที่เรียกว่า เซลล์บุผิว (epithelial cell) 
จ านวนมากมาเรียงตัวอยู่ชิดติดกนเป็นชั้น ชั้นเดียวหรือหลายชั้น ซึ่งเซลล์ที่เรียงติดชิดกันจะยึดอยู่ด้วยกันได้
โดยโครงสร้างพิเศษที่เปลี่ยนแปลงมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ มีหน้าที่ต่าง ๆ ย่อยอาหาร ดูดซึมสารอาหารและท า
หน้าที่สร้างเมือก (mucous) เพ่ือหล่อลื่นและป้องกันเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร ไม่ให้สัมผัสกับน้ าย่อยจากต่อม
สร้างเอนไซม์ย่อยอาหาร เซลล์สร้างเมือก (mucous cell)  มีหน้าที่สร้างน้ าเมือกมีลักษณะคล้ายวุ้นมีฤทธิ์เป็น 
เบส ท าหน้าที่เคลือบผิวชั้นในของกระเพาะ ชนิดเซลล์ของกระเพาะอาหารเป็นแบบ pseudostratified 
columnar epithelium ประกอบด้วยเซลล์ชั้นเดียวเรียงตัวบน Basement membrane โดยผิวทางด้านล่าง
ของเซลล์ทุกเซลล์ วางอยู่บน basement membrane แต่ความสูงของเซลล์จะไม่เท่ากัน จึงเห็นนิวเคลียสอยู่
ต่างระดับกับคล้าย stratified epithelium ผิวทางด้านfree surface มักมีการดัดแปลงตัวไปเป็น cilia จึง
เรียกว่า pseudostratified ciliated columnar epithelium                             

การทดสอบผลกระทบต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมปากจีบดังแสดงในภาพที่ 4-6 ซึ่งแสดงส่วนของ
กระเพาะอาหารภายหลังจากท่ีท าการทดสอบเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุม จะเห็นได้ชัดว่า TBT ที่ระดับความเข้มข้นสูงขึ้นจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของเซลล์และเนื่อเยื่อในกระเพาะอาหาร  ซึ่งในกลุ่มที่ได้ความการสัมผัสกับ TBT ที่ระดับ 50 µg/l ขึ้นไป จะ
พบการตายของเซลล์เกิดข้ึน ซึ่งแสดงให้เห็นความเป็นพิษของ TBT ต่อเนื่อเยื่อเป็นอย่างมาก  
 ในกลุ่มควบคุมพบการจัดเรียงตัวของเซลล์ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารมีการจัดเรียงตัวของเซลล์อย่าง
เป็นระเบียบ  เซลล์เรียงตัวชั้นเดียวแบบ psudostratified columnar epithelium บนเยื่อฐาน (basement 
membrane)  เซลล์สร้างเมือก (mucous cell) มีจ านวนน้อย เมื่อเทียบกัลกลุ่มทดสอบ TBT ที่เวลา 48 
ชั่วโมง ปรากฏผลดังแสดงในภาพที่ 4-7 ผลการทดสอบผลกระทบของสารประกอบ TBT ต่อเนื้อเยื่อกระเพาะ
อาหารที่ระดับความเข้ม 10 µg/l พบว่ามีเซลล์สร้างเมือกเพ่ิมขึ้น และเซลล์มีขนาดใหญ่ขึ้น ภายในประกอบ
แกรนูลขนาดเล็ กจ านวนมากย้อมติดสีแดงของสี อิ โอซิน  มีการ เรี ยงตั วแทรกอยู่ ระหว่ าง เซลล์ 
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pseudostratified columnar epithelium ของเนื้อเยื่อของกระเพาะอาหาร ไม่พบการตายของเซลล์ 
(necrosis) ที่ระดับความเข้มของของสาร TBT 50 µg/l พบว่า psudostratified columnar epithelium ซึ่ง
เป็นเซลล์พ้ืนฐานของกระเพาะอาหาร มีลักษณะแบนลงเมื่อเทียบกับตัวอย่างเนื่อเยื่อหอยนางรมในกลุ่ม
ควบคุม การจัดเรียงตัวของเซลล์เกิดมีช่องว่างภายในเซลล์ คาดว่าจะเป็นเซลล์สร้างเมือก แต่ไม่ติดสีแดงของอิ
โอซินเหมือนในกลุ่มควบคุม อาจเกิดจากเทคนิคการย้อมสี หรืออาจเกิดจากเซลล์ดังกล่าวหลุดลอกขณะที่ผ่าน
กระบวนการย้อมสี  เนื้อเยื่อฐานมีลักษณะแบนบาง พบการตายของเซลล์ (necrosis)  
 ในกลุ่มที่ทดสอบที่ระดับความเข้มของของสาร TBT 100 µg/l  พบว่าการจัดเรียงตัวของเซลล์มี
ช่องว่างภายในเซลล์เป็นจ านวนมาก  คาดว่าจะเป็นเซลล์สร้างเมือก ที่ไม่ติดสีของอิโอซิน เซลล์พ้ืนฐานของ
กระเพาะอาหารมีลักษณะเหี่ยวแบนเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  เยื่อฐานมีลักษณะเหี่ยวแบนเห็นขอบของ
กระเพาะอาหารไม่ชัดเจน พบลักษณะของ cilia เรียงตัวไม่เป็นระเบียบ พบการตายของเซลล์ (necrosis) 
เพ่ิมข้ึน  ในภาพรวมพบว่าจ านวนของเซลล์สร้างเมือกจะเพ่ิมมากขึ้นเมื่อได้รับสาร TBT ความเข้มข้นสูงขึ้น 
และในกลุ่มทดสอบที่ได้รับสาร TBT สูงสุด (100 µg/l) พบว่า cilia มีลักษณะผิดปกติ  
 
ผลกระทบของสาร TBT ต่อเนื้อเยื่อแมนเทิล เนื้อเยื่อเหงือก และต่อมย่อยอาหาร 

นอกจากนี้ผลการทดสอบในเนื้อเยื่อแมนเทิล เหงือก และต่อมย่อยอาหารดังภาพที่ 4-7, 4-8 และ 4-9 
ตามล าดับ พบผลกระทบที่คล้ายกันคือ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมจะพบว่าหอยนางรมปากจีบที่ได้รับการสัมผัส
สาร TBT ที่ระดับ 10 µg/l จะแสดงอาการเครียด โดยสังเกตุจากการสร้างเมือกขึ้นมาคลุมอวัยวะ แต่ไม่พบ
อัตราการตายของเซลล์ ในกลุ่มที่ได้ความการสัมผัสกับ TBT ที่ระดับ 50 µg/l ขึ้นไป และจะพบการตายของ
เซลล์เกิดข้ึน ซึ่งแสดงให้เห็นความเป็นพิษของ TBT ต่อเนื่อเยื่อเป็นอย่างมาก 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาผลกระทบของสาร TBT ต่อการท างานของโปรตีน โดยเลือกกลุ่ม
ตัวอย่างที่ได้รับสัมผัส TBT ที่ระดับ 10 µg/l เนื่องจากยังไม่พบอัตราการตายของเซลล์ แต่มีความเครียด
เกิดขึ้น โดยผู้วิจัยเลือกตัวอย่างเนื้อเยื่อแมนเทิล เนื่องจากเป็นอวัยวะที่ท าหน้าที่สร้างเปลือกหอยนางรม และ
สาร TBT มีรายงานอย่างกว้างขวางว่า เป็นตัวการที่ท าให้เกิดการสร้างเปลือกผิดปกติในหอยนางรม (Alzieu, 
2000) แต่ยังไม่เคยมีการรายงานกลไกการสร้างเปลือกผิดรูปดังกล่าว ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้จึงต้องการค้นหา
กลไกการที่ท าให้เกิดการสร้างเปลือกผิดปกติดังกล่าว โดยใช้เทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์ช่วยในการค้นหาโปรตีนที่มี
ปริมาณผิดปกติในกลุ่มทดสอบ เทคนิคโปรทีโอมิกส์นี้จะช่วยค้นหาโปรตีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติ และ
ระบุชนิดได้ (Kingtong et al, 2007; Sarkar et al., 2006) 

 



    
 

          
A.  ก าลังขยาย 100x                B.  ก าลังขยาย 100x               C.  ก าลังขยาย 100x            D.  ก าลังขยาย 100x 

 

          
E.  ก าลังขยาย 1000x                F.  ก าลังขยาย 1000x              G.  ก าลังขยาย 1000x          H.  ก าลังขยาย 1000x 

 
ภาพที่ 4-6  ลักษณะเนื้อเยื่อกระเพาอาหารของหอยนางรมปากจีบจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT  ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

 A. และ E.   คือ  เนื้อเยื่อกระเพาอาหารของกลุ่มควบคุม 
 B. และ F.   คือ  เนื้อเยื่อกระเพาอาหารจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT ระดับความเข้มข้นของสาร TBT  10 µg/l 
 C. และ G.  คือ  เนื้อเยื่อกระเพาอาหารจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT ระดับความเข้มข้นของสาร TBT  50 µg/l 
 D. และ H.  คือ  เนื้อเยื่อกระเพาอาหารจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT ระดับความเข้มข้นของสาร TBT  100 µg/l 
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ภาพที่ 4-7  ลักษณะเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT  ทีร่ะดับความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4-8  ลักษณะเนื้อเยื่อเหงือกของหอยนางรมปากจีบจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT  ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4-9  ลักษณะเนื้อเยื่อต่อมย่อยอาหารของหอยนางรมปากจีบจากการทดสอบความเป็นพิษของสาร TBT  ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 



    
 

4.4 การวิเคราะห์โปรทีโอมและผลกระทบของสาร TBT ต่อโปรทีโอมของหอยยางรมปากจีบ  
 ผลการศึกษาโปรตีนในหอยนางรมปากจีบด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์ โดยใช้วิธีการแยกโปรตีนแบบสอง
มิติ สามารถแยดโปรตีนจากแมนเทิลของกลุ่มควบคุม (0 µg/l) และกลุ่มทดสอบ (10 µg/l) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
(N=3) ได้ดังภาพที่ 4-10  
 

 
 
ภาพที่ 4-10 โปรตีนจากแมนเทิลของหอยนางรมกลุ่มควบคุม (0 µg/l) และกลุ่มทดสอบ (10 µg/l) ที่เวลา 48 

ชั่วโมง (N=3) 
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 เมื่อโปรแกรมวิเคราะห์ภาพเจล Samespot Analysis (Progenesis) ตรวจสอบจ านวนจุดโปรตีน 
สามารถตรวจสอบลักษณะจุดโปรตีนบนเจลได้ประมาณ 1300 จุด ดังแสดงในภาพที่ 4-11 เมื่อท าการ
เปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนแต่ละจุดในกลุ่มควบคุม (0 µg/l) และกลุ่มทดสอบ (10 µg/l) ที่เวลา 48 
ชั่วโมง สารมารถระบุได้ว่ามีโปรตีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทั้งสิ้น 32 จุด (P ˂ 0.5) ซึ่ง
ประกอบด้วยโปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วย TBT 25 จุด และ โปรตีนที่ถูกยับยั้งด้วย TBT 7 จุด  
 ตัวอย่างการท างานของโปรแกรมเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนบนเจล 2 มิติ ดังแสดงในภาพที่ 4-12 ซึ่ง
จะเห็นการเปรียบเทียบโปรตีนระหว่างกลุ่มตัวอย่าง และแสดงผลเป็นพ้ืนที่ของโปรตีนเปรียบเทียบกัน ซึ่งใช้
เจลทั้งหมด 3 เจลต่อ 1 ตัวอย่าง โดยโปรแกรมจะท าหน้าที่วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีน
ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05  
 
 

 
 
ภาพที่ 4-11 จ านวนจุดโปรตีนบนเจลสองมิติโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ภาพเจล Samespot Analysis 

(Progenesis)  
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ภาพที่ 4-12 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนบนเจลสองมิติโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ภาพเจล Samespot 

Analysis (Progenesis)  
 
 เมื่อท าการวิเคราะห์โปรตีนที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทั้งสิ้น 32 จุด โดยการตัดเจล
เพ่ือย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS ร่วมกับเทคโนโลยีสารสนเทศน์ พบว่า ระบุ
ชนิดของโปรตีนได้ 17 ชนิด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มที่ถูกกระตุ้น 14 ชนิด และโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มยับยั้ง 
3 ชนิดดังภาพที่ 4-13 และรายละเอียดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้แสดงในตารางที ่4-2  



 

 

-36- 

 

 

ภาพที่ 4-13 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในกลุ่มควบคุม A (0 µg/l TBT) และกลุ่ม
ทดสอบ B (10 µg/l TBT) ที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยใช้โปรตีนจากแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ  
(Saccostrea cucullata) โปรตีนที่มีแตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญ P<0.05 แสดงโดยลูกศร โดย
ลูกศรสีฟ้าหมายถึงกลุ่มที่มีปริมาณเพ่ิมขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วย TBT และลูกศรสีแดงหมายถึงกลุ่มที่
ปริมาณลดลงเมื่อถูกกระตุ้นด้วย TBT   รายละเอียดของโปรตีนที่ระบุชนิดได้แสดงในตารางที่ 4-2   
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ตารางที่ 4-2 ชนิดของโปรตีนที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.5) ระหว่างหอยนางรมในกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดสอบตามภาพท่ี 4-13  ที่สามารถระบุชนิดได ้

 
 Spot 

number 
Swiss Prot 
Accession 
number 

Protein 
names 

Function Experiment
al pI/Mr  
(kDa) 

Theoretical 
pI/MW 
(kDa) 

Fold 
Change 

p-
Value 

Up-regulated protein in TBT exposed 
oyster 

          

  Oxidative stress             
  16 Q16956 78 kDa 

glucose-
regulated 
protein (GRP-
78)  

Stress 
response 

4.29/118.31 4.78/71.12 1.66 1.10E-
02 

  23 P11147 Heat shock 70 
kDa protein 
cognate 4 

Stress 
response 

5.01/77.81 5.35/71.13 2.10 4.00E-
03 

  36 P05091 Aldehyde 
dehydrogenase 

Detoxifica
tion of 
generated 
aldehyde
s 

5.82/56.10 5.69/54.44 3.10 2.74E-
04 

  41 P17336 Catalase  Protecting 
the cell 
from oxid
ative 
damage 

7.29/63.75 8.39/57.15 3.74 8.00E-
03 

  42 P17336 Catalase  Same as 
above 

7.49/63.78 8.39/57.15 2.61 3.00E-
03 

  43 P17336 Catalase  Same as 
above 

7.63/63.78 8.39/57.15 1.67 2.20E-
02 

  Ion transport              
  13 Q9R1Z0 VDAC-3 

(Voltage-
dependent 
anion-
selective 
channel 
protein 3) 

Anion 
transport 

8.83/29.57 8.91/30.80 1.54 3.00E-
02 

  Cytoskeleton             
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 Spot 
number 

Swiss Prot 
Accession 
number 

Protein 
names 

Function Experiment
al pI/Mr  
(kDa) 

Theoretical 
pI/MW 
(kDa) 

Fold 
Change 

p-
Value 

  55 Q7JQD3 Gelsolin-like 
protein 1 
(Actin-
modulator)  

Actin 
binding 

5.6/53.71 6.08/41.64 2.08 2.18E-
04 

  58 Q90339 Myosin heavy 
chain, fast 
skeletal 
muscle 

Actin-
based mo
tility 

5.42/58.32 5.56/221.60 1.59 1.50E-
02 

  66 P53463 Actin Cellular  
structure 
and 
support 

4.87/65.15 5.30/41.51 1.66 1.10E-
02 

  Energy 
metabolism 

            

  39 O02654 Enolase  Glucose 
metabolis
m 
(Glycolysi
s) 

6.19/56.27 5.78/47.43 2.08 4.00E-
03 

  46 Q8LPJ5 Isocitrate 
dehydrogenas
e [NADP] 

Glucose 
metabolis
m  (Citric 
acid 
cycle) 

7.34/51.66 6.00/47.25 1.74 4.40E-
02 

  69 P20004 Aconitate 
hydratase 
(Aconitase)  

Glucose 
metabolis
m 
(Tricarboxy
lic acid 
cycle) 

7.41/98.85 7.16/82.40 1.60 1.80E-
02 

  Other               
  34 G0WX16 Glutamine 

synthetase 
Amino 
acid 
metabolis
m 

6.35/45.85 5.63/41.35 1.92 4.33E-
04 

  B Unidentifi
ed  

-   6.63/16.69 - 2.89 1.51E-
06 
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 Spot 
number 

Swiss Prot 
Accession 
number 

Protein 
names 

Function Experiment
al pI/Mr  
(kDa) 

Theoretical 
pI/MW 
(kDa) 

Fold 
Change 

p-
Value 

Down-regulated protein in TBT 
exposed oyster 

          

  Cytoskeleton             
  11 P11833 Tubulin-beta Microtubu

le-based 
moveme
nt 

5.11/38.03 4.73/50.05 1.53 4.90E-
02 

  15 Q13748 Tubulin-alpha 
2 

Same as 
above 

4.09/83.22 4.98/49.96 1.78 4.79E-
02 

  Other               
  14 P48155 40S ribosomal 

protein S7 
Translatio
n 

7.22/20.95 9.82/21.87 1.51 4.28E-
02 

  A Unidentifi
ed  

-   6.42/17.24 - 6.62 6.41E-
06 

 



    
 

 
บทท่ี 5 

 
อภิปรายและสรุปผล  

 
5.1 การปนเปื้อนของสารไตรบิวทิลทินในหอยนางรมปากจีบ 
 จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่ายังพบการปนเปื้อนของสารประกอบ TBT ในตัวอย่างหอย
นางรมที่สุ่มเก็บจากทุกพ้ืนที่การศึกษา โดยพ้ืนที่ที่พบการสะสมมากที่สุดคือ บริเวณอ่าวคุ้งกระเบน ต าบล
คลองขุด อ าเภอท่าใหม่ จังหวัดจันทบุรี รองลงมาคือเกาะลอย อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ส่วนพ้ืนที่อ่ืน ๆ 
ได้แก่ บริเวณอ่างศิลา ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัดชลบุรี และ หาดเจ้าหลาว ต าบลคลองขุด อ าเภอท่า
ใหม่ จังหวัดจันทบุรี และ แหลมแท่น ต าบลแสนสุข อ าเภอเมือง จังหวัดชลบุรียังสามารถพบการสะสมได้ แต7
ในปริมาณท่ีต่ ามาก อย่างไรก็ดี เมื่อเทียบกับผลการศึกษาของ Kan-atireklap et al (1997) พบว่า ระดับการ
สะสมของสารประกอบ TBT มีปริมาณลดลงอย่างมาก เช่นในพ้ืนที่อ่าวคุ้งกระเบน ต าบลคลองขุด อ าเภอท่า
ใหม่ จังหวัดจันทบุรี เคยมีการสะสมของสาร TBT ในเนื้อหอยแมลงภู่ 680 ng/g (น้ าหนักสด) ในการศึกษา
ปริมาณการสะสมของสาร TBT ในเนื้อหอยนางรมครั้งนี้ลดลงเหลือ 54.73±11.12 ng/g (น้ าหนักสด) ซึ่งมี
แนวโน้มการลดลงที่ดี ภายหลังที่มีการประกาศยกเลิกใช้สีทาเพรียงที่มี TBT เป็นองค์ประกอบแบบถาวร 
(IMO, 2001) 
 
5.2 ผลกระทบของสารประกอบ TBT ต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ  
 จากการทดลองพบว่าในกลุ่มควบคุมไม่พบการตายของหอยนางรมตลอดการทดสอบ ส่วนในกลุ่ม
ทดลอง จะพบการตายของหอยนางรมเพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นและระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ อย่างไรก็ตาม
อัตราการตายที่พบในกลุ่มทดลองทุกกลุ่มน้อยกว่าร้อยละ 50 ท าให้ไม่สามารถความนวณค่า LC50 ได้ จากการ
ทดลองครั้งนี้ ดังนั้นหากต้องการหาค่า LC50 ในการศึกษาครั้งต่อไป ควรเพ่ิมความเข้มข้นของสาร TBT ขึ้น 
มากกว่า 150 µg/l  เมื่อเปรียบเทียบอัตราการตายในแต่ละกลุ่มจะพบว่าที่ระดับความเข้มข้นของสาร TBT 10 
µg/l จะไม่พบอัตราการตายตลอดระยะเวลาที่ท าการทดสอบ (96 ชั่วโมง) ในทดสอบที่ระดับความเข้มข้นของ
สาร TBT 50 µg/l ขึ้นไปจึงจะพบอัตราการตายของหอยนางรม  
 เมื่อเปรียบเทียบการศึกษากับหอยสองฝาชนิดอ่ืน ๆ พบว่า หอบนางรมปากจีบชนิด Saccostrea 
cucullata นี้ มีความทนต่อสาร TBT ที่สูงมาก จากรายงานค่า LC50 ในหอยนางรม European oyster 
Ostrea edulis, Pacific oyster Crassostrea gigas และ Eastern oyster Crassostrea virginica พบว่า
ค่า LC50 ที่เวลา 96 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 210, 290 และ 560-1000 µg/l ตามล าดับ (Hall and Pinkney, 
1985) และรายงานใน Saccostrea forskali พบว่าค่า LC50 ที่เวลา 96 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 54.5 µg/l 
(kingtong et al., 2007) ซึ่งขอมูลเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าหอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata นี้ ทน
ต่อการปนเปื้อนของสารประกอบ TBT ได้สูงมาก อย่างไรก็ดีผลการทดลองระดับเนื้อเยื่อและโปรตีนใน
การศึกษาครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่า แม้หอยนางรมปากจีบจะไม่ตายที่ระดับความเข้มข้นของ TBT ต่ า ที่ 10 µg/l แต่
สามารถสร้างผลกระทบต่อเนื้อเยื่อและการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์ได้เป็นอย่างมาก   
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5.3 ผลกระทบของสารประกอบ TBT ต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมปากจีบ  
 จากการศึกษาลักษณะของเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารของหอยนางรมโดยทดสอบความเป็นของสาร 
TBT ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบว่า ในกลุ่มควบคุมมีลักษณะเนื้อเยื่อปกติคือมีการจัดเรียง
ตัวของเซลล์ในเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารมีการจัดเรียงตัวของเซลล์อย่างเป็นระเบียบบนเนื้อเยื่อฐาน เมื่อทดสอบ
ผลกระทบของสารประกอบ TBT ที่ระดับความเข้ม 10 µg/l พบว่าเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารมีการสร้างต่อม
สร้างเมือก (mucous cell) มากขึ้น แต่ไม่พบการตายของเซลล์  ที่ระดับความเข้มของของสาร TBT 50 µg/l  
การจัดเรียงตัวของเซลล์เกิดมีช่องว่างภายในเซลล์ เซลล์มีลักษณะเหี่ยวและพบการตายของเซลล์แบบ 
necrosis เกิดขึ้น ผลกระทบมีความรุนแรงเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารประกอบ TBT ในกลุ่มทดสอบ 
นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์บางต าแหน่งมีอาการบวมเกิดข้ึน ซึ่งการบวมดังกล่าว คล้ายกับมีช่องว่างในเซลล์ขนาด
ใหญ่เกิดข้ึนเป็นจ านวนมาก  ซึ่งช่องว่างภายในเซลล์ที่เกิดขึ้นอาจเป็นแวคิวโอลหรือแกรนูลในเนื้อเยื่อบุผิวของ
กระเพาะอาหารแต่เนื่องจากการศึกษานี้ไม่ได้ใช้สีลักษณะพิเศษย้อมเพ่ือศึกษาแวคิวโอลหรือแกรนูลจึงท าให้ไม่
สามารถมองเห็นแวคิวโอลหรือแกรนูลชัดเจน  ซ่ึงมีลักษณะคล้ายกับผลการศึกาของ สริยา  เสนีวงศ์ ณ อยุธยา 
(สริยา เสนีวงศ์ ณ อยุธยา, 2548) ที่ศึกษาผลกระทบของสาร TBT ต่อการรอดชีวิตและต่อเนื้อเยื่อของอวัยวะ
ในระบบย่อยอาหารและระบบสืบพันธุ์ของหอยฝาเดียวชนิด Littoraria melanostoma ซึ่งรายงานว่าว่าแว
คิวโอลในเนื้อเยื่อบุผิวของหอยฝาเดียวมีจ านวนและขนาดเพ่ิมขึ้น ภายหลังการทดสอบด้วยสารประกอบ TBT 
ทีร่ะดับความเข้มข้น 10 ng/l เป็นเวลา 20 วัน ซ่ึงมีผลท าให้เซลล์เนื้อเยื่อบุผิวแตก   
 ผลการศึกษาในอวัยวะอ่ืน ๆ ก็ให้ผลคล้ายกัน คือเมื่อทดสอบผลกระทบของสารประกอบ TBT ที่
ระดับความเข้ม 10 µg/l พบว่าเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารมีการสร้างต่อมสร้างเมือกมากขึ้น แต่ไม่พบการตาย
ของเซลล์  ที่ระดับความเข้มของของสาร TBT 50 µg/l  การจัดเรียงตัวของเซลล์เกิดมีช่องว่างภายในเซลล์ 
เซลล์มีลักษณะเหี่ยวและพบการตายของเซลล์แบบ necrosis เกิดขึ้น ผลกระทบมีความรุนแรงเพ่ิมขึ้นตาม
ความเข้มข้นของสารประกอบ TBT 
 
5.4 ผลกระทบของสารประกอบ TBT ต่อโปรทีโอมหอยนางรมปากจีบ  
 
5.4.1 โปรตีนที่ถกูกระตุ้นด้วยสารประกอบ TBT 
 
กลุ่มที่ 1 เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับความเครียด 

ผลการศึกษาในครั้งชี้แสดงให้เห็นว่าสารประกอบ TBT ท าให้เกิดความเครียดระดับเซลล์ในหอย
นางรมปากจีบ เนื่องจากกระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการต้านความเครียดจากสารเคมีเพ่ิมขึ้น 
ได้แก่ โปรตีนต่อไปนี้ GRP-78 (spot # 16), heat shock 70 kDa protein cognate 4 (spot # 23), 
aldehyde dehydrogenase (spot # 36) และ catalase (spot # 41, 42 and 43)  

GRP-78 และ Heat shock 70 kDa protein cognate 4 (HSP-70) เป็นโปรตีนในกลุ่ม HSP70 
family (Little et al., 1994). โปรตีนในกลุ่มนี้ท าหน้าที่ส าคัญในการรักษาสภาพของโปรตีนในเซลล์ไม่ให้ถูก
ท าลายจากสภาวะความเป็นพิษจากสารเคมี เนื่องจากจะช่วยคืนสภาพให้กับโปรตีนที่เสียสภาพ (misfolded 
หรือ misassembled protein)  ได้ (Little et al., 1994; Cribb et al., 2005; Vos et al., 2008). 
การศึกษาในปลากระเบน Yellow stingray Urolophus jamaicensis (Dwivedi and Trombetta, 2006).
และหอยสองฝา marine clams Ruditapes decussata (Solé et al., 2000) ยังพบว่าสารประกอบ TBT 
กระตุ้นการท างานของโปรตีนในกลุ่ม HSP-70 ด้วย ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ ดังนั้น HSP-70 และ 
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GRP-78 จึงมีแนวโน้มที่ดีในการใช้เป็น biomarker ส าหรับตรวจสอบการปนเปื้อนของสารประกอบ TBT ใน
สิ่งแวดล้อม  

เอนไซม์ aldehyde dehydrogenase (ALDH) และ catalase ก็มีปริมาณเพ่ิมขึ้นเช่นกัน โดย ALDH 
เป็นสมาชิกในกลุ่มเอนไซม์ที่กระตุ้นปฏิกิริยา aldehyde oxidation ซึ่งเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาชีวเคมีที่
หลากหลายรวมไปถึงกลไกการก าจัดพิษของแอลดีไฮด์ทั้งภายนอกและภายในเซลล์ (detoxification of 
exogenously and endogenously generated aldehydes) ซึ่งจะท าหน้าที่ปกป้องเซลล์จากภาวะเครียด
จากสารเคมีโดยตรง (Singh et al., 2013) ส าหรับเอนไซม์ catalase มีเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนปฏิกิริยา 
2H2O2 → 2H2O + O2 ซึ่งจะช่วยลดความเป็นพิษของสารประกอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อเซลล์  ในสัตว์
กลุ่มหอยสองฝามีรายงานว่าเอนไซม์กลุ่มนี้จะถูกกระตุ้นเมื่อได้รับสัมผัสจากสารพิษจากสิ่งแวดล้ อม เช่น  
bisphenol-A (Apraiz et al., 2006) ทองแดง (Geret et al., 2004) choramphenicol (Monari et al., 
2008) และ แคดเมียม (Jo et al., 2008) ในภาพรวมจะเห็นได้ว่าเอนไซม์ในกลุ่มนี้มีความส าคัญต่อการป้องกัน
ผลกระทบต่อเซลล์ที่เกิดจากสารประกอบ TBT  
 
กลุ่มที่ 2 โปรตีนที่เกี่ยวกับ Ion transport  

สารประกอบ TBT กระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนในไมโทคอนเดรียที่ชื่อว่า voltage-dependent 
anion-selective channel protein 3 หรือ VDAC-3 (spot # 13) ซึ่งเป็นโปรตีนสมาชิกในกลุ่ม VDAC 
ประกอบด้วย VDAC1, VDAC2 และ VDAC3 (Pedersen, 2008) โปรตีนเหล่านี้จะรวมตัวเป็น ion chanel มี
หน้าที่ควบคุมไอออนและโมเลกุลขนาดเล็กต่าง ๆ รวมถึง  Ca2+ ที่ผ่านเข้าออกระหว่างไมโทคอนเดรียและไซ
โทพลาซึม (Colombini, 2005) ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมพบว่าโปรตีนกลุ่มนี้มีความส าคัญต่อการรักษาสมดุล
ของ Ca2+ ภายในเซลล์ หากโปรตีน VDAC ถูกรบกวนจะกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ได้ (Shimizu et al., 
2001)  
 ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้แสดงให้เห็นว่าหากโปรตีน VDAC เสียสมดุลก็จะส่งผลต่อการควบคุมเม
แทบอซึมของ Ca2+ ซึ่งมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อระบบการสร้างเปลือกหอยของหอยนางรม เนื่องจากเปลือก
หอยนางรมเกิดจากการสร้างสารประกอบแคลเซียมคาร์บอเนตทับลงไปบนเปลือกเดิม โดยอวัยวะที่ท าหน้าที่
สร้างเปลือก ได้แก่ แมนเทิล ดังนั้นหากกลไกการควบคุม แคลเวียมไอออนถูกรบกวนก็จะส่งผลกระทบต่อการส้
รางเปลือกของหอยนางรมโดยตรง  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เสนอว่าการที่สาร TBT มีผลกระทบต่อการสร้างเปลือกในหอยนางรม เกิดจากกลไก
การท างานที่ผิดสมดุลของโปรตีน VDAC นั่นเอง  
 
กลุ่มที่ 3 Cytoskeleton and cytoskeleton-associated proteins 

สารประกอบ TBT กระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่ม cytoskeleton เพ่ิมขึ้น ได้แก่โปรตีน actin (spot 
# 66) และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ Gelsolin-like protein 1 (actin-modulator; spot # 55) และ  
myosin heavy chain (spot # 58) การที่สารประกอบ TBT รบกวนสมดุลของโปรตีนโครงสร้างเหล่านี้จะ 
ส่งผลกระทบต่อโครงสร้างของเซลล์และเนื้อเยื่อได้และจะเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนไหวของร่า งกายโดยตรง
(Kabsch and Vandekerchhove, 1992; Silacci et al., 2004; Cima et al., 1998; Micić et al., 2001) 
ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการศึกาเนื้อเยื่อของหอยนางรม เพราะสารประกอบ TBT ส่งผลกระทบต่อ
เนื้อเยื่อท าให้โครงสร้างเนื้อเยื่อผิดปกติในทุกอวัยวะที่ท าการศึกษา  
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กลุ่มที่ 4 Energy metabolism  
สารประกอบ TBT กระตุ้นการสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงาน โดยพบว่าโปรตีน 

enolase (spot # 39) มีปริมาณเพ่ิมขึ้น โปรตีนนี้เกี่ยวข้องกับการสลายโมเลกุลของน้ าตาลกลูโคสใน
กระบวนการไกโคไลซิส และกระต้นโปรตีน isocitrate dehydrogenase [NADP] (spot # 46) และ 
aconitate hydratase (spot # 69) ซึ่งเป็นโปรตีนใน tricarboxylic acid cycle ดังนั้นการที่โปรตีนกลุ่มนี้มี
การสร้างเพิ่มขึ้นแสดงให้เห็นว่า TBT เกี่ยวข้องกับระบบการสร้างพลังงานในสัตว์ทดลอง พลังงานที่สร้างเพ่ิมนี้
อาจเกี่ยวข้องกับกิจกรรม defensive mechanism  
 
กลุ่มที่ 5 โปรตีนอ่ืนที่ถูกกระตุ้น  

เอนไซม์ Glutamine synthetase (spot # 34) ก็เป็นโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่เพ่ิมข้ึนอย่างมากเมื่อหอย
นางรมสัมผัสกับ TBT เอนไซม์ Glutamine synthetase มีหน้าที่เก่ียวข้องกับ nitrogen metabolism และ
glutamine synthesis เคยมีรายงานว่าการเพ่ิมข้ึนของ RNA ของยีนสร้างเอนไซม์ Glutamine synthetase 
เป็นกลไกการตอบสนองที่เกิดขึ้นในหอยนางรมเมื่อได้รับสัมผัสยาฆ่าแมลง (Tanguy et al., 2005) ดังนั้น
เอนไซม์ Glutamine synthetase อาจมีหน้าที่ส าคัญในการปกป้องเซลล์จากการถูกท าลายของสารพิษใน
สิ่งแวดล้อมรววถึง TBT ด้วย  
 
5.4.2 โปรตีนที่ถูกยับย้ังด้วยสารประกอบ TBT 
กลุ่มที่ 1 Cytoskeleton  
  สารประกอบ TBT ยับยั้งโปรตีนในกลุ่มโครงร้างของเซลล์หรือ cytoskeleton โดยพบว่าทั้ง tubulin-
alpha (spot # 15) และ tubulin-beta (spot # 11) ถูกยับยั้งให้สร้างน้อยลง ซึ่งจะมีผลต่อการสร้างไมโคร
ทิวบูล  และส่งผลต่อโครงสร้างของเซลล์ เช่น ซิเลียหายไป นอกจากนี้ยังอาจส่งผลกระทบต่อกิจกรรมอ่ืนๆ ที่
เกี่ยวข้องกับการท างานของ microtubule เช่น  mitosis cytokinesis และ vesicle transport เคยมี
รายงานการศึกษาผลกระทบของ TBT ต่อโครงสร้างเหงือกของปลากระเบนชนิด U. jamaicensis (Dwivedi 
and Trombetta, 2006) และ หอยแมลงภู่ชนิด Mytilus galloprovicialis (Micić et al., 2001) แต่ยังไม่
ทราบกลไกท่ีแน่ชัด งานวิจัยครั้งนี้เผยให้เห็นว่าสาเหตุที่โครงสร้างเหงือกถูกท าลาย เกิดจากการที่ TBT ไป
ยับยั้งการสร้าง microtubule นั่นเอง 
 
กลุ่มที่ 2 โปรตีนอ่ืนที่ถูกยับยั้ง  

นอกจากนี้ยังพบว่าสารประกอบ TBT ยับยั้งการสร้างไรโปบโซมหน่วยเล็ก หรือ 40S ribosomal 
protein S7 (spot # 14) ไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ส าคัฐในกระบวนการสร้างโปรตีน ท าหน้าที่แปลรหัสโค
ดอนบนสาย mRNA เพ่ือสร้างเป็นโปรตีน การลดลงของไรโบโซมชี้ให้เห็นว่า กระบวนการสร้างโปรตีนอาจ
ลดลง การศึกษาในหอยสองฝาชนิด Ruditapes philippinarumin พบว่า โปรตีน 40S ribosomal protein 
S7 เพ่ิมข้ึนเมื่อหอยได้รับ endosulfan (Tao et al., 2013) ซึ่งตรงข้ามกับผลการศึกษาผลกระทบของสารพิษ
ในสิ่งแวดล้แม TBT ในครั้งนี้  

ข้อมูลจากการศึกษาในครั้งนี้ช่วยให้เกิดความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการเกิดพิษของสาร TBT ใน
สิ่งมีชีวิตมากขึ้น นอกจากนี้โปรตีนที่มถูกกระตุ้นและยับยั้งทั้งหมดท่ีพยในการศึกษาครั้งนี้ยังมีประโยชน์อย่าง
ยิ่งต่อการใช้เป็น potential biomarker เพ่ือใช้เป็นตัวตรวจสอบปริมาณสาร TBT ในสิ่งแวดล้อม (TBT 
monitoring program) โดยใช้หอยนางรมปากจีบ  
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จากผลการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยเสนอให้ใช้โปรตีนเหล่านี้เป็น potential biomarker ส าหรับตรวจสอบ
สารประกอบ TBT ในสิ่งแวดล้อมโดยใช้หอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata ได้แก่  GRP-78, 
heat shock 70 kDa protein cognate 4, aldehyde dehydrogenase, catalase, VDAC-3, Gelsolin-
like protein 1, myosin heavy chain, enolase, isocitrate dehydrogenase, aconitate hydratase 
and glutamine synthase, tubulin-beta, tubulin-alpha 2 และ 40S ribosomal protein S7  

อย่างไรก็ดี potential biomarker ที่เสนอแนะในครั้งนี้จะต้องได้รับการทดสอบในสิ่งแวดล้อมจริง
ก่อน จึงจะสามารถใช้เป็น biomarker ที่เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบการปนเปื้อนของสารประกอบ TBT 
ในสิ่งแวดล้อมได้  
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ภาคผนวก 1 
 

การระบุชนิดของโปรตีนโดยวิธี MS/MS ร่วมกับวิธีชีวสารสนเทศ 
 

ตัวอย่าง Mascot search results 
 



 

 

-52- 

 

ตัวอย่างรายละเอียดของโปรตีนที่ได้จากระบบฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Mascot  
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ลักษณะของ MS/MS spectrum จากเครื่อง LC/MS-MS แสดงตัวอย่างการแตกตัวของ peptide  
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ภาคผนวก 2 
 

วารสารที่ได้รับตอบรับการตีพิมพ์  
ผลงานวิจัยในวารสารนานาชาติ ที่อยู่ในฐาน ISI ควอไทล์ที่ 1 (impact factor ปี 2015 =  4.839) จ านวน 1 
เรื่อง ได้แก่  
 
Phattirapa Khondee, Chantragan Srisomsap, Daranee Chokchaichamnankit, Jisnuson Svastib, 

Richard J. Simpson, Sutin Kingtong*. 2016. Histopathological effect and stress 
response of mantle proteome following TBT exposure in the Hooded oyster 
Saccostrea cucullata. In Press. http://dx.doi.org/10.1016/j.envpol.2016.08.011.  
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