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บทคัดย่อ 
โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารเคมีที่มีการปนเปื้อนในบริเวณชายฝั่งทะเล

ต่อหอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata โดยท าการศึกษาพิษวิทยาของสารดีดีที  (DDT, 
Dichlorodiphenyltrichloroethane) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มออร์แกโนคลอรีน โดยได้ออกแบบการทดสอบใน
ห้องปฏิบัติการเพื่อประเมินผลกระทบต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อน  และต่อตัวเต็มวัย และศึกษาโปรตีโอม
ในเนื้อเยื่อแมนเทิลและโปรตีโอมในเมือกของหอยนางรมปากจีบ เพ่ือศึกษากลไกการท างานของเซลล์และ
เนื้อเยื่อเมื่อสัมผัสสารดีดีที นอกจากนี้ยังหาตัวชี้วัดทางชีวภาพระดับโปรตีน (protein biomarker) ในการรับ
สัมผัสสารดีดีที โดยใช้เทคนิคมิญชวิทยา และ โปรทีโอมิกส์ ผลการศึกษาพบว่า สารดีดีทีมีความเป็นพิษที่
รุนแรงต่อตัวอ่อนระยะแกสตรูลา ระยะโทรโคฟอร์ และระยะเวลิเจอร์ ท าให้ตัวอ่อนในแต่ละระยะเกิดความ
ผิดปกติขึ้นแม้ว่าจะได้รับความเข้มข้นสารต่ าเพียง 0.25 µg/L ผลการทดสอบในตัวเต็มวัยพบว่าสารดีดีทีมีผล
ต่ออัตราการตายและมีค่า LC50 ณ เวลา 96 ชั่วโมง เท่ากับ 891.25 µg/L ผลการศึกษาในระดับเนื้อเยื่อพบว่า
สารดีดีทีมีผลต่อโครงสร้างของเนื้อเยื่อในหอยนางรมกลุ่มทดสอบที่ได้รับความเข้มข้นของสาร 10 และ 100 
µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบการอักเสบของเนื้อเยื่อ กระตุ้นการแบ่งเซลล์ในเนื้อเยื่อเหงือก กระตุ้นการสร้าง
เซลล์สร้างเมือกเพ่ิมขึ้น และส่งผลกระทบต่อโครงสร้างเซลล์ในต่อมย่อยอาหาร ซึ่งระดับความรุนแรงของสาร
ดีดีทีต่อตัวอ่อนและตัวเต็มวัยขึ้นอยู่กับความเข้มข้นและระยะเวลาการทดสอบ ผลการศึกษาโปรตีโอมพบว่า
สารดีดีทีมีผลต่อปริมาณโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงาน การสร้างโปรตีน โปรตีนโครงสร้าง 
โปรตีนขนส่ง โปรตีนที่เกี่ยวข้องความเครียด และ การแลกเปลี่ยนก๊าซ ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้เป็นการ
รายงานพิษวิทยาของสารดีดีทีในระดับโมเลกุลและกลไกการท างานของเซลล์ในหอยนางรมปากจีบ และผู้วิจัย
ได้เสนอตัวชี้วัดทางชีวภาพระดับโปรตีน (potential protein biomarker) ไว้ด้วย นอกจากนี้โครงการวิจัยนี้
ยังได้ขยายการศึกษาเพ่ือท าการตรวจวัดการปนเปื้อนของสารสารประกอบบิวทิลทิน (butyltin) ซึ่งเป็นสาร
กลุ่มออร์แกโนทินที่มีการปนเปื้อนบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก โดยท าการวิเคราะห์ในหอยแมลงภู่ชนิด 
Perna viridis ผลการศึกษาพบว่า พบการปนเปื้อนในเนื้อเยื่อจากหอยที่เก็บตัวอย่างจากบริเวณชายฝั่งภาค
จังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด พบมีค่าเฉลี่ยค่าเท่ากับ 1.04, 5.98 และ 0.95 ng/g dry weight ตามล าดับ 
ซึ่งเมื่อคิดเป็นหน่วยในน้ าหนักสดจะเทียบเท่ากับ 0.23, 0.10 และ 0.15 ng/g wet weight ตามล าดับ แม้ว่า
ยังคงพบการปนเปื้อนสารประกอบบิวทิลทินในสิ่งมีชีวิตมีแนวโน้มการปนเปื้อนลดลง อย่างไรก็ดีควรมีการ
ตรวจวัดเพ่ิมเติมอย่างต่อเนื่องในอนาคต เนื่องจากสารกลุ่มนี้เป็นสารที่มีการสะสมยาวนาน persistent 
organic pollutants (POPs) จึงอาจมีการสะสมในสิ่งแวดล้อมได้ยาวนาน 
 
ค าส าคัญ: ดีดีที, โปรตีโอม, พยาธิวิทยา, ตัวชี้วัดทางชีวภาพ, LC-50 
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Biodiversity and identification of proteins in oyster inhabited in the 
East coast of the Gulf of Thailand and its application in marine 
environmental research 
 

Abstract 
Current research project aimed to investigate the effect of environmental pollutant 

to oyster Saccostrea cucullata. DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane), an organotin 
compound, was used to assess its toxicological effect to oyster. Experimental exposures 
were carried out to assess DDT effect to larva development, adult oyster and its tissues. 
Proteome analyses were performed in order to explore molecular basis of proteome 
response in both mantle tissue and secreted mucus after DDT exposures. Additionally, 
protein biomarkers of DDT exposure were also investigated. Histological techniques and 
proteome technology were used in current work. Results showed that DDT highly affected 
early life stages of oyster larva including gastrula, trochophore and D-shape veliger even in 
the lowest treated group as 0.25 µg/L. In adults, DDT caused mortality effect with LC50 at 96 
hours of 891.25 µg/L. Histological results revealed that DDT impacted on tissue structure of 
DDT treated groups including 10 and 100 µg/L at 96 hours of exposure. Tissue inflammations 
were generally found. DDT also particularly induced hyperplasia in gills, induced mucous 
cell production in mantle and affected epithelium structure of digestive glands. Severity of 
particular symptoms were according to dose and time of exposures. Proteome results 
showed that DDT affected proteins in various groups including energy metabolism, protein 
production, cytoskeletons, ion transport, stress response and gas-exchange. Results obtained 
from current work revealed molecular basis of cellular response against DDT exposure in the 
oyster. Additionally, potential protein biomarkers of DDT exposure were also proposed in 
this study. This research project also extended the study to the measurement of butyltin 
compounds, organotin compounds, which have been reported as pollutants in the east 
coast. Tissues of the Green mussel Perna viridis was used for butyltin analyses. Results 
showed that butyltin compounds were measured in mussels with mean accumulation level 
of 2 . 6 6  ng/g dry weights which was equivalent to 0 . 4 9  ng/g wet weights. The mean 
bioaccumulation levels of mussel collected from Chonburi, Rayong and Trat Provinces were 
1.04, 5.98 and 0.95 ng/g dry weight in which equivalent to 0.23, 1.10 and 0.15 ng/g wet 
weight basis. Our results indicated that bioaccumulations of butyltin compounds in mussels 
were extremely decreased comparing to previous reports. However, the monitoring should 
be further investigated because these compounds are persistent organic pollutants (POPs) 
and could be persist in environment for long period of time.      
Keywords: DDT, proteome, histopathological effect, biomarker, LC-50
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บทท่ี 1 

 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา  

ในช่วงไม่กี่ปีที่ผ่านมาการศึกษาโปรตีโอม (proteome; โปรตีนทั้งหมดที่สร้างขึ้นจากจีโนม) ด้วย
เทคนิคโปรทีโอมิกส์ มีบทบาทอย่างมากในการศึกษาชีววิทยาระดับโมเลกุล (Molecular biology) และได้รับ
การพัฒนาอย่างรวดเร็ว เนื่องจากการศึกษาการแสดงออกและหน้าที่ของโปรตีนเป็นการบ่งถึงหน้าของยีนได้
ใกล้เคียงมากกว่าการศึกษาที่ระดับยีนหรือระดับทรานสคริปโตม (RNA) เพียงอย่างเดียว (Aebersold and 
Mann, 2003; Domon and Aebersold, 2006) เนื่องจากโปรตีนที่สร้างขึ้นในเซลล์หรือเนื้อเยื่อ ณ ขณะใด
ขณะหนึ่ง จะขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมภายในและภายนอกเซลล์ ในสภาวะที่มีสิ่งเร้าแตกต่างกัน เช่น ในขณะ
ที่ได้รับยา สารเคมี หรือสิ่งแปลกแปลม หรือมีระดับฮอร์โมนต่างกัน เซลล์ก็จะผลิตโปรตีน เพ่ือตอบสนองต่อ
สิ่งเร้าแตกต่างกันออกไป ขึ้นอยู่กับกลไกการตอบสนองของยีน เพ่ือรักษาสมดุลของเซลล์ หลักการดังกล่าวได้
ถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางในการหาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีน (protein biomarker) ส าหรับตรวจสอบ
โรคในระยะเริ่มต้น เช่น โรคมะเร็ง โดยท าการเปรียบเทียบโปรตีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติระหว่าง
ผู้ป่วยเป็นโรคมะเร็งและคนปกติ หากสามารถค้นพบโปรตีนที่มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรค ก็สามารถใช้เป็น
ตัวบ่งชี้ชีวภาพได้ ในปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ในงานด้านชีวภาพหลายด้าน ทั้งในด้าน
การแพทย์ ด้านสิ่งแวดล้อม การเกษตรกรรม การประมง ด้านพิษวิทยา เป็นต้น ส าหรับงานด้านพิษวิทยา มี
การศึกษาเพ่ือหาตัวบ่งชี้ชีวภาพส าหรับการปนเปื้อนสารเคมี (biomarker of exposure) ในสิ่งมีชีวิตเพ่ือใช้
ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารเคมีชนิดในสิ่งแวดล้อม เป็นต้น นอกจากนี้การศึกษาระดับโปรตีโอมยังมีข้อดี
ประการ เช่น เป็นการศึกษาความหลากหลายและชนิดของโปรตีนได้คราวละมาก ๆ (high throughput 
technology) ท าให้เห็นภาพรวมของโปรตีนทั้งหมด ข้อมูลโปรตีโอมที่ได้เป็นลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตชนิด 
(species) นั้น ๆ ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลความผิดปกติของพันธุกรรมอีกรูปแบบหนึ่ง และสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ได้หลายด้าน เช่น ใช้ในการจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้เคียงกันมาก (species 
identification) ใช้แสดงความแตกต่างของโปรตีโอมของประชากรสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันแต่มีถิ่นอาศัยต่างกัน 
(population proteomics) ใช้ศึกษาผลกระทบของสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่อสภาวะเครียดและความ
เป็นพิษต่อเซลล์ (Ecotoxicology) เป็นต้น 

บริเวณชายฝั่งภาคตะวันออกของอ่าวไทยเป็นพื้นที่ทีมีการใช้ประโยชน์หลากหลาย เช่น ใช้เป็นพื้นที่
ส าหรับการประมงเพราะเลี้ยงสัตว์ทะเล พื้นที่การท่องเที่ยว และ พื้นที่อุตสาหกรรม เป็นต้น กิจกรรมดังกล่าว
ท าให้เกิดการปนเปื้อนของสารเคมีลงสู่แหล่งน้ าและอาจส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศชายฝั่ง 
นอกจากนี้สารเคมีบางชนิดอาจมีการวัดปริมาณได้ยากท าให้ผลที่ได้คลาดเคลื่อนไปจากความเป็นจริงได้ ทีม
ผู้วิจัยมีความสนใจต้องการหาโปรตีนที่มีการตอบสนองจ าเพาะกับสารเคมีปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม เพ่ือใช้เป็น
ตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนในการติดตามตรวจสอบและเฝ้าระวังสถานการณ์การปนเปื้อนของสารเคมีใน
สิ่งแวดล้อมทางทะเล เนื่องจากโปรตีนบางกลุ่มจะมีการกระตุ้นให้สร้างในสภาวะเครียดจากสารเคมีหรือการ
ปนเปื้อนของสารบางกลุ่ม เราจึงใช้แนวคิดนี้เพ่ือตรวจสอบหาโปรตีนที่มีแนวโน้มส าหรับใช้เป็นตัวบ่งบ่งชี้
ระดับโปรตีน โดยใช้เทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์ โดยจะใช้หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata) เป็น
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สิ่งมีชีวิตต้นแบบ เนื่องจากมีคุณสมบัติเด่นหลายประการ ได้แก่ เป็นหอยนางรมที่พบได้ทั่วไปในเขตชายฝั่ง
ทะเลภาคตะวันออกของอ่าวไทย มีการด ารงชีวิตแบบติดอยู่กับที่ภายหลังจากที่ตัวอ่อนลงเกาะกับวัตถุ เป็น
สัตว์กรองกิน ซึ่งจะกรองอาหารที่ติดมากับน้ าผ่านเหงือกและระบบย่อยอาหารดังนั้นหากมีการปนเปื้อนของ
สารเคมีในน้ า ก็จะสัมผัสตัวหอยได้โดยตรง ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นต้นแบบส าหรับการศึกษา
การปนเปื้อนของสารพิษ หรือสารเคมีในระบบนิเวศทางทะเล (Goldberg et al., 1978; Kingtong et al., 
2007) ข้อมูลเหล่านี้ใช้เป็นพ้ืนฐานในการประเมินความเสี่ยงด้านสุขภาพที่จะเกิดกับสิ่งมีชีวิตในห่วงโซ่อาหาร 
รวมถึงมนุษย์ซึ่งเป็นผู้บริโภคอันดับสุดทา้ยจากการกินอาหารทะเลที่มีการปนเปื้อนสารเคมีอีกด้วย 
 นอกจากการวิเคราะห์โปรตีนของหอยนางรมที่มีแหล่งอาศัยตามธรรมชาติแล้ว ยังมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ศึกษาผลของสารเคมีที่มีการปนเปื้อนในบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก ต่อการตอบสนองของโปรตีนของหอย
นางรมในห้องปฏิบัติการโดยต้องการทดสอบผลของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีน ซึ่งสามารถพบ
รายงานการการปนเปื้อนบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก หากพบโปรตีนที่มีการตอบสนองจ าเพาะต่อสารเคมีที่
ใช้ในการทดสอบก็เป็นประโยชน์อย่างมากในการพัฒนาระบบติดตามตรวจสอบ และเฝ้าระวังการปนเปื้อน
ของสารเคมใีนเขตชายฝั่งของประเทศไทยและในภูมิภาคอาเซียนอีกด้วย 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย   
1. ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อตัวอ่อนหอยนางรมชนิด Saccostrea 

cucullata โดยท าการทดสอบผลของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในห้องปฏิบัติการ   
2. ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่ออัตราการตายหอยนางรมตัวเต็มวัย โดย

ท าการทดสอบผลของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในห้องปฏิบัติการ  
3. ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อหอยนางรมตัวเต็มวัย โดยท าการ

ทดสอบผลของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในห้องปฏิบัติการ  
4. การส ารวจความหลากหลายและระบุชนิดของโปรตีนที่พบในหอยนางรมปากจีบ  
5. ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อโปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลหอยนางรม 
6. ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อโปรตีโอมในเมือกหอยนางรม 
7. ศึกษาการปนเปื้อนของสารออร์แกโนทินบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออกของไทย 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย   

ส ารวจและเก็บตัวอย่างหอยนางรมปากจีบ Saccostrea cucullata ตัวเต็มวัยที่มีขนาด 5-7 
เซนติเมตรจากถิ่นอาศัยในพ้ืนที่บริเวณชายฝั่งภาคตะวันออกของอ่าวไทย ได้แก่ชายฝั่งจังหวัดชลบุรี จากนั้น
น ามาทดสอบผลกระทบของสารปนเปื้อนสิ่งแวดล้อมในห้องปฏิบัติการ โดยเลือกสารประกอบกลุ่มออร์แกโน
คลอรีน ในการศึกษาครั้งนี้คือ สาร DDT (dichlorodiphenyl trichloroethane) ซึ่งเป็นสารที่ตกค้างใน
สิ่งแวดล้อมเป็นระยะเวลายาวนาน การทดสอบความเป็นพิษต่อเนื้อเยื่อใช้เทคนิคมิญชวิทยา การศึกษาระดับ
โปรตีนจะใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ (proteomics) โดยใช้เทคนิคการสกัดและแยกโปรตีนโดยใช้ระบบ
เจลอิเล็กโทรโฟริซิสสองมิติ (two dimensional gel electrophoresis) ระบุชนิดของโปรตีนโดยใช้เครื่อง 
LC-MS/MS ร่วมกับเทคโนโลยีชีวสารสนเทศน์ศาสตร์ (bioinformatics) การเปรียบเทียบระดับการ
แสดงออกหรือปริมาณของโปรตีนบนเจลอะคริลาไมด์สองมิติ ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารประกอบกลุ่ม
ออร์แกโนทินบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทยโดยในครั้งนี้ตรวจสอบการปนเปื้อนของสาร
ไตรบิวทิลทินและอนุพันธุ์ของไตรบิวทิลทิน ได้แก่ ไดบิวทิลทิน และ โมโนบิวทิลทิน 



 
 

 

-3- 

 

 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย  
จากการเพ่ิมขึ้นของประชากรในประเทศที่ก าลังพัฒนา เช่น ประเทศไทยในปัจจุบัน ก่อให้เกิด

ปัญหามลพิษสิ่งแวดล้อมทางน้ ารวมถึงระบบนิเวศชายฝั่ง และส่งผลกระทบต่อประชากรสัตว์น้ าทะเลเป็น
อย่างมาก ก่อความเสียหายต่อระบบนิเวศ และต่อระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าบริเวณชายฝั่งเป็นอย่างมาก 
ส าหรับหอยนางรมซึ่งเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่มีการเพาะเลี้ยงบริเวณเขตน้ าขึ้นน้ าลงในประเทศไทยก็ได้รับ
ผลกระทบจากการปนเปื้อนของสารเคมีในแหล่งน้ าเช่นกัน ส่งผลให้ผลผลิตลดลงและท าให้ระบบการ
เพาะเลี้ยงยากขึ้น เป็นข้อมูลที่การสะท้อนถึงปัญหาการปนเปื้อนของสารเคมีในบริเวณชายฝั่งทะเลภาค
ตะวันออกโดยตรง การศึกษาครั้งนี้จะใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์เพ่ือส ารวจโปรตีโอมของหอยนางรมปากจีบว่ามี
การตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมในถิ่นที่อยู่อย่างไร โดยใช้แนวคิดพ้ืนฐานที่ว่า โปรตีนที่สร้างขึ้นในจะ
ตอบสนองต่อปัจจัยกระตุ้นหรือสารเคมีปนเปื้อนแตกต่างกัน เป็นกลไกการตอบสนองของยีนเพ่ือรักษาดุลย
ภาพของเซลล์ ดังนั้นหากหอยนางรมในแต่ละพ้ืนที่ได้รับอิทธิพลจากสารเคมีปนเปื้อนในทะเลต่างกันก็ย่อมมี
การตอบสนองต่อการปนเปื้อนแตกต่างกัน ซึ่งจ าท าให้เซลล์สร้างโปรตีนออกมาแตกต่างกั นทั้งชนิด และ
ปริมาณ ดังนั้นหากผู้วิจัยติดตามการแสดงออกของโปรตีนก็จะท าให้ทราบสถานะภาพของเซลล์ได้ การส ารวจ
โปรตีโอมของหอยนางรมจึงสามารถศึกษาผลกระทบของสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่อสภาวะเครียดและ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้จะน าไปสู่การหาโปรตีนจ าเพาะที่ท าหน้าที่เป็น 
protein biomarker เพ่ือพัฒนาไปสู่การตรวจสอบสถานภาพการปนเปื้อนสารเคมีบริเวณชายฝั่งภาค
ตะวันออกของอ่าวไทยได้ และเป็นต้นแบบในการศึกษาพิษวิทยาของสารเคมีปนเปื้อนบริเวณชายฝั่งทะเลต่อ
สัตว์ทะเลได ้



     
 

 
บทท่ี 2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 หอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata)  

หอยนางรมปากจีบ จัดเป็นหอยเศรษฐกิจเนื่องจากเป็นอาหารทะเลที่นิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลาย
และเป็นอาหารที่จัดได้ว่ามีคุณค่าทางโภชนาการสูง ลักษณะทั่วไปของหอยนางรม เป็นหอยทะเลกาบ 2 ฝา มี
กาบหนาแข็ง ซึ่งฝาทั้งสองมีขนาดไม่เท่ากันกาบบนจะใหญ่และแบนกว่ากาบล่าง ส่วนกาบล่างที่มีลักษณะโค้ง
เว้า และเป็นด้านที่ยึดติดกับวัตถุแข็ง เช่น ก้อนหิน ไม้หลัก หรือเปลือกหอยที่จมอยู่ในทะเล มักจะอยู่รวมกัน
เป็นกลุ่มๆ ตั้งแต่ชายฝั่งถึงระดับน้ าลึก 5 เมตร เปลือกซ้ายหรือเปลือกล่างยึดติดกับหินหรือวัสดุยึดเกาะมี
ลักษณะลึกลงเป็นแอ่ง เปลือกขวาแบนและยาวขนาบไปกับเปลือกล่าง มีกล้ามเนื้อขนาดใหญ่ ( adductor 
muscle) ท าหน้าที่ยึดเปลือกทั้งสองให้ยึดแน่นติดกัน หากขูดบริเวณกล้ามเนื้อนี้ออกจะเห็นเป็นรอย
กล้ามเนื้อ (muscle scar) มีรูปร่างคล้ายไตและปรากฏแถบสีน้ าตาลสลับเหลือง ซึ่งลักษณะของรอย
กล้ามเนื้อนี้มีความแตกต่างกันในแต่ละชนิด จึงใช้ประกอบการจ าแนกสปีชีย์หอยนางรมได้อีกทางหนึ่ง ที่ขอบ
เปลือกด้านในจะพบลักษณะปุ่มเล็ก ๆ เรียงเป็นแถวตามสันเปลือก ส่วนเปลือกอีกด้านหนึ่งจะพบแอ่งเล็ก ๆ 
เรียงเป็นแถวตามสันเปลือกเช่นกัน เมื่อหอยปิดเปลือกปุ่มเล็ก ๆ เหล่านี้จะประกบเข้ากับแอ่งเล็ก ๆ พอดีท า
ให้หอยปิดฝากเปลือกได้แข็งแรงมากขึ้น เมื่อโตเต็มที่จะมีขนาดประมาณ 5-7 ซม. หอยชนิดนี้มีถิ่นอาศัย
กระจายอยู่ทั่วไปตามชายฝั่งทะเลประเทศไทย (Yoosukh and Duangdee, 1999) และเป็นหอยที่มีการ
ปรับตัวให้เข้ากับการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมได้ดี นอกจากนี้หอยนางรมปากจีบยังมีความส าคัญทาง
เศรษฐกิจ เนื่องจากเป็นชนิดที่นิยมเพาะเลี้ยงในเขตชายฝั่งภาคตะวันออกอีกด้วย 

หอยนางรมปากจีบมีความเหมาะสมส าหรับการศึกษาด้านสิ่งแวดล้อมหลายประการ ได้แก่ เป็นหอย
ที่พบได้ทั่วไปในเขตชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของอ่าวไทย มีการด ารงชีวิตแบบอยู่กับที่ภายหลังจากที่ตัว
อ่อนลงเกาะกับวัตถุแล้วจะไม่เคลื่อนที่ตลอดชีวิต (sessile life) เป็นสัตว์กรองกิน (filter feeder) ซึ่งจะกรอง
อาหารที่ติดมากับน้ าผ่านเหงือกและระบบย่อยอาหารดังนั้นหากมีการปนเปื้อนของสารเคมี ในน้ า ก็จะสัมผัส
หอยได้โดยตรงเนื่องจากหอยนางรมไม่สามารถเคลื่อนที่หนีไปได้ มีความคงทนต่อการเปลี่ยนแปลง
สภาพแวดล้อมสูง จึงเหมาะส าหรับใช้เป็นต้นแบบส าหรับการศึกษาการปนเปื้อนของสารพิษ หรือสารเคมีใน
ระบบนิเวศทางทะเล (Goldberg et al., 1978; Kingtonget al., 2007)  
 
2.2 โปรทีโอมิกส ์

ในช่วงไม่กี่ปีที่ผ่านมาเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้องกับการศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์ มีบทบาท
อย่างมากในการศึกษาชีววิทยาระดับโมเลกุล (Molecular biology) และได้รับการพัฒนาอย่างรวดเร็วทั่วโลก 
เนื่องจากการศึกษาการแสดงออกและหน้าที่ของโปรตีนเป็นการบ่งถึงหน้าของยีนได้ใกล้เคียงมากกว่า
การศึกษาที่ระดับยีนหรือระกับทรานสคิป (RNA) เพียงอย่างเดียว เนื่องจากการท างานของยีนจากการลอก
รหัส DNA จนถึงขั้นตอนการสร้างโปรตีน ต้องผ่านกระบวนหลายขั้นตอน ได้แก่ RNA processing เพ่ือสร้าง 
mRNA ที่จ าเพาะเพ่ือสร้างโปรตีน เมื่อสร้างโปรตีนแล้วยังมีกระบวนการดัดแปลงโปรตีนเพ่ือให้อยู่ในรูปที่ใช้
งานได้  เช่น การท าให้ โปรตีนหรือโพลิ เพปไทด์สายยาวจัดเรียงตัวอยู่ ในรูปแบบสามมิติ  (protein 
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conformation) จึงจะสามารถท าหน้าที่ได้ โปรตีนบางชนิดต้องมีการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) 
การเติมโมเลกุลของน้ าตาล (glycosylation) การเติมหมู่เมทิล (methylation)ลงไปบนกรดอะมิโนบาง
ต าแหน่งบนสายพอลีเปปไทด์ก่อนจึงจะท าหน้าที่ได้ เรียกกระบวนการเหล่านี้ว่า  protein modification  
ดังนั้นการศึกษาระดับโปรตีนจึงเป็นการบ่งถึงหน้าที่ได้ใกล้เคียงกว่า ประกอบกับมีการพัฒนาเครื่องมือ
วิเคราะห์ที่มีประสิทธิภาพสูง และมีฐานข้อมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิตเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ท าให้โปรทีโอมิกส์เป็น
ศาสตร์ที่ได้รับการยอมรับและมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว เรียกได้ว่าเป็นเทคโนโลยีแห่งยุคหลังจีโนม (post-
genomics era) (Aebersold and Mann, 2003; Domon and Aebersold, 2006) 

การศึกษาโปรทีโอมของสิ่งมีชีวิตจะท าให้ทราบข้อมูลสถานะของเซลล์ว่าในสภาพแวดล้อมหนึ่ง ๆ 
เซลล์ท าหน้าที่อะไรโดยสังเกตุได้จากการแสดงออกของโปรตีนในขณะนั้น ๆ เนื่องจากโปรตีนท าหน้าที่ส าคัญ
ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นหากโปรตีนมีการแสดงออกที่ผิดปกติไปจากเดิมก็จะกระทบ
กลไกการท างานของเซลล์โดยตรง หลักการนี้ได้น ามาใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบกลไกการท างานเซลล์ เมื่อ
สิ่งมีชีวิตอยู่ในสภาวะที่แตกต่างกันย่อมส่งผลต่อการท างานของเซลล์โดยมีการกระตุ้นการท างานของยีนที่
แตกต่างกัน ซึ่งมีผลต่อการสร้างโปรตีนเพ่ือตอบสนองต่อสภาวะนั้น ๆ หลักการดังกล่าวน ามาใช้ในการศึกษา
เพ่ือหาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีน (protein biomarker)ส าหรับตรวจสอบโรคในระยะเริ่มต้น เช่น 
โรคมะเร็ง โดยท าการเปรียบเทียบโปรตีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติระหว่างผู้ป่วยเป็นโรคมะเร็งและคน
ปกติ หากสามารถค้นพบโปรตีนที่มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรค ก็สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพได้ ในปัจจุบัน
มีการประยุกต์ใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ในงานด้านชีวภาพหลายด้าน ทั้งในด้านการแพทย์ ด้านสิ่งแวดล้อม 
การเกษตรกรรม การประมง ด้านพิษวิทยา เป็นต้น ตัวอย่างที่ส าคัญของการประยุกต์ใช้งานโปรทีโอมิกส์ เช่น 
การศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งเพ่ือค้นหา biomarker ส าหรับการตรวจคัดกรองผู้มีความ
เสี่ยงต่อการเป็นโรคมะเร็ง ส าหรับงานด้านการจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต(Taxonomy)มีการใช้เทคนิค 2D-gel 
electrophoresis proteomics ส าหรับจ าแนกสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้เคียงกันทางด้านสัณฐานวิทยา โดยใช้
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีน(Protein profile) ด้านพิษวิทยา มีการศึกษาเพ่ือหาตัวบ่งชี้ชีวภาพส าหรับ
การปนเปื้อนสารเคมี (biomarker of exposure) ในสิ่งมีชีวิตเพ่ือใช้ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารเคมีชนิด
นั้น ๆ ในสิ่งแวดล้อม เป็นต้น  

ข้อได้เปรียบส าหรับการศึกษาหน้าที่ของเซลล์ในระดับโปรตีนเมื่อเทียบกับการศึกษาระดับยีนหรือท
รานสคิปโตม คือ โปรตีนที่สร้างขึ้นภายในเซลล์สามารถบ่งบอกหน้าที่ของยีนได้ใกล้กว่า mRNA เนื่องจากใน
การท างานของยีนในสภาวะต่าง ๆ นั้น  ต้องผ่านกระบวนกา รหลายขั้นตอน ตั้ งแต่การลอกรหัส 
DNA(Transcription) ก่ อน เพ่ื อ ให้ ได้  mRNA จ าก นั้ น จึ งจ ะ เกิ ด ก ระบ วน การสั ง เค ราะห์ โป รตี น 
(Translation)นอกจากนี้ยังมีกระบวนการ Post-translational modification ซึ่งเป็นกลไกการตกแต่ง
โปรตีนที่สร้างขึ้นให้สามารถท าหน้าที่ได้ เช่น อาจมีการเติมหมู่ฟอสเฟตในบางต าแหน่งของกรดอะมิโน 
(Phosphorylation) หรืออาจมีการเติมโมเลกุลของน้ าตาล (Glycosylation) ซึ่งท าให้โปรตีนสามารถท างาน
ได้ ดังนั้นการศึกษาระดับโปรตีนจึงบ่งหน้าที่ของยีนได้ใกล้เคียงมากข้ึน 

ปัจจุบันเทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์ได้เข้ามามีบทบาทต่อการศึกษาชีววิทยาของเซลล์เป็นอย่างมาก 
เนื่องจากการศึกษาโดยใช้โปรทีโอมิกส์ท าให้ศึกษาโปรตีนในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้จ านวนมากในคราวเดียว ท าให้
มองภาพรวมกลไกการท างานของของเซลล์ในระดับโปรตีนได้ โดยการแสดงออกของโปรตีนขึ้นอยู่กับปัจจัย
ภายใน เช่น พันธุกรรม ระดับฮอร์โมน และปัจจัยภายนอก เช่น สภาพแวดล้อมและสารเคมีที่สิ่งมีชีวิตได้รับ 
ปัจจัยดังกล่าวมีผลต่อการท างานของยีนซึ่งมีการแสดงออกผ่านโปรตีน เพ่ือตอบสนองต่อปัจจัยหรือ
สภาพแวดล้อมหนึ่ง ๆ หลักการดังกล่าวสามารถน าไปใช้ในการศึกษาตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีน (protein 
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biomarker) ได้เพ่ือใช้ส าหรับบ่งชี้การปนเปื้อนของสารพิษหรือสารเคมีในสิ่งแวดล้อม โดยการค้นหาชนิด
โปรตีนที่มีการตอบสนองจ าเพาะต่อสารนั้น ๆ หากโปรตีนใดที่มีการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงจ าเพาะต่อระดับของ
สารสารปนเปื้อนนั้น ๆ ก็สามารถใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายส าหรับใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพระดับโปรตีนได้ แต่ต้อง
มีการทดสอบความจ าเพาะในสภาพแวดล้อมจริงก่อนการน าไปใช้ การศึกษาโปรทีโอมของหอยนางรมโดย
เทคโนโลยีโปรทีโอมิกส์มีขั้นตอนคร่าว ๆ ดังแสดงในภาพที่ 1 ประกอบด้วยขั้นตอนย่อย ๆ คือ การสกัด
โปรตีนจากเนื้อเยื่อ จากนั้นวัดปริมาณโปรตีนให้ได้ตามจ านวนที่ต้องการ แล้วแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า
สองมิติ (Two-dimensional gel electrophoresis) บนเจลพอลิอะคริลาไมด์ มิติที่หนึ่ง (First dimension) 
แยกโปรตีนตามประจุสุทธิ (pI) มิติที่สอง (second dimension) น าโปรตีนที่แยกได้จากมิติที่หนึ่งมาแยกตาม
ขนาดของโปรตีนหรือมวลโมเลกุล แล้วน าเจลที่ได้ไปย้อมสีเพ่ือให้เห็นโปรตีนที่ถูกแยกบนเจล จากนั้นท าการ
วิ เคราะห์ รูปภาพโดยใช้ โปรแกรมส าเร็จรูป เช่น  ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE 
Healthcare, Sweden) ซึ่งจะท าหน้าที่เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในแต่ละตัวอย่าง ท าให้เรา
ทราบว่ามีโปรตีนทั้งหมดเท่าใด และมีโปรตีนใดบ้างที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นหรือลดลงเมื่อสัมผัสกับสารที่
ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นเราจะเลือกโปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเพ่ือไปย่อย
ด้วยเอนไซม์ทริปซินให้ได้เป็ปไทด์ขนาดที่เหมาะสม แล้ววิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยใช้เครื่อ งแมสสเปคโท
มิเตอร์ชนิด LC-MS/MS ข้อมูลโครมาโทแกรมที่ได้จากเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์จะถูกแปลงเป็นล าดับกรดอะ
มิโน ล าดับกรดอะมิโนที่ได้นี้จะถูกน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลโปรตีนหรือดีเอ็นเอในระบบฐานข้อมูลดีเอ็นเอ
และ/หรือโปรตีนโดยใช้เทคนิคด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) ซึ่งจะช่วยให้เราระบุชนิดของ
โปรตีนที่ ก าลั งศึกษาได้  (Anderson and Anderson, 1998; Aebersold and Mann, 2003) ปั จจุบัน
เทคโนโลยีด้านโปรทีโอมิกส์มีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว เนื่องจากการพัฒนาของเครื่องมือวิเคราะห์ เทคนิคการ
สกัดและแยกโปรตีน โปรแกรมวิเคราะห์ และฐานข้อมูลจีโนมที่เพ่ิมข้ึนอย่างมากในช่วงไม่กี่ปีท่ีผ่านมา  
 
2.3 การศึกษาโปรทีโอมในหอยนางรมโดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ 
 โปรตีโอมิกส์เป็นหนึ่งในเทคนิคที่ใช้ศึกษางานที่เกี่ยวข้องกับโปรตีน ส่วนใหญ่ใช้ศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตโดยมุ่งเน้นในส่วนของโครงสร้างและหน้าที่ของโปรตีน ด้วย
ลักษณะเด่นที่สามารถศึกษาโปรตีนได้จ านวนมากในเวลาเดียวกัน จึงท าให้เทคนิคนี้เป็นที่น่าสนใจอีกทั้งมีการ
พัฒนาอย่างรวดเร็วและต่อเนื่องหลังจากการพัฒนาฐานข้อมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิต เหตุที่เป็นเช่นนั้นเนื่องจาก 
การศึกษาทางด้านโปรตีโอมิกส์ต้องอาศัยข้อมูลที่ได้รับจากการศึกษาในส่วนของดีเอ็นเอและโปรตีน เพ่ือ
น ามาใช้เปรียบเทียบกับโปรตีนที่สนใจ ดังนั้นหากฐานข้อมูลชีวภาพมีแนวโน้มและมีการพัฒนาที่สูงขึ้นก็เอ้ือ
ประโยชน์ให้กับการศึกษาทางด้านโปรตีโอมิกส์ให้มีการพัฒนาเพ่ิมมากขึ้นตามไปด้วย เช่นการศึกษาเกี่ยวกับ
โปรตีนในเมือก ซึ่งมีการศึกษากันอย่างกว้างขวางในสิ่งมีชีวิต เนื่องด้วยเมือกนั้นถือเป็นปราการแรกในการ
ป้องกันของระบบภูมิคุ้มกันจากการติดเชื้อ เช่นการศึกษาโปรตีนในเมือกของหอย มีรายงานถึงการวิเคราะห์
การแสดงออกของ C-type lectin ในเมือกของหอยนางรมฝั่งตะวันออก (Crassostrea virginica) โดย 
lectin ท าหน้าที่ส าคัญในการจดจ าสิ่งแปลกปลอม ซึ่งตรวจพบว่ามีหน้าที่เกี่ยวข้องในทางกายภาพ เช่น การ
จับอาหาร และภูมิคุ้มกันเยื่อเมือก (Jing, Espinosa, Perrigault, & Allam, 2011) ด้วยเหตุนี้ เมือกจึงมี
ความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของหอยนางรม และการศึกษาถึงชนิดของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมที่มี
บทบาทในเชิงของกลไกการป้องกันตัวจึงเป็นประเด็นที่น่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง การศึกษาทางด้านโปรตีโอ
มิกส์นั้น มีหลายขั้นตอนด้วยกันโดยแต่ละขั้นตอนยังมีความหลากหลายทางด้านวิธีการขึ้นอยู่กับลักษณะสิ่งที่
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สนใจหรือความเหมาะสมในการศึกษาจึงท าให้มีขอบเขตในการศึกษาที่ค่อนข้างกว้าง โดยขั้นตอนการศึกษามี
ดังนี้ (ภาพที่ 2-1) 
 1. การเตรียมตัวอย่างและการสกัดโปรตีน 
 2. การวัดปริมาณโปรตีน 
 3. การแยกโปรตีนโดยวิธีอิเล็กโตโฟริซิส 
 4. การเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในกลุ่มตัวอย่าง 
 5. การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ และการวิเคราะห์เปปไทด์ด้วยแมสสเปคโตรมิเตอร์ 
ชนิด Liquid chromatography Mass spectrometry (LC-MS/MS) 
  6. การระบุชนิดของโปรตีนด้วยเทคโนโลยีชีวสารสนเทศศาสตร์ 
 

 
 

ภาพที่ 2-1  ขั้นตอนการศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรติโอมิกส์ 
 
2.4 สารกลุ่มออร์แกโนคลอรีน 

เนื่องจากในปัจจุบันการปนเปื้อนของสารกลุ่มออร์แกโนคลอรีนมีแหล่งที่มาหลัก ๆ จากภาค
การเกษตรและตกค้างในสิ่งแวดล้อมซึ่งไหลลงสู่แม่น้ าและทะเลในที่สุด กลายเป็นปัญหาส าคัญที่หลาย
ประเทศทั่วโลกก าลังให้ความสนใจ และเนื่องจากประเทศไทยเป็นรัฐภาคีหนึ่งที่อยู่ในอนุสัญญาสต๊อกโฮล์มว่า
ด้วยสารมลพิษที่ตกค้างยาวนานในสิ่งแวดล้อม ซึ่งเกี่ยวข้องกับสารมลพิษจากสารเคมีทางการเกษตรและ
อุตสาหกรรม ที่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและห่วงโซ่อาหาร การปนเปื้อนของสารก าจัดศัตรูพืชในสิ่งมีชีวิต
ทางทะเล มีสาเหตุหลัก ๆ มาจากการใช้สารเคมีในบริเวณพ้ืนที่ที่ท าการเกษตรใกล้กับแหล่งน้ า และน้ าไหลบ่า
หน้าดินผ่านบริเวณพ้ืนที่ที่มีการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชก่อนลงสู่แหล่งน้ า โดยอัตราการไหลบ่าของน้ าหน้าดิน
จะขึ้นอยู่กับปริมาณน้ าฝนและระยะเวลาที่ฝนตก น้ าไหลบ่าหน้าดินจะพัดพาเอาอนุภาคของดินที่ดูดซับ
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สารเคมีไว้ให้ไหลไปกับน้ าลงสู่สิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะในฤดูฝนจะพบว่าปริมาณความเข้มข้นของสารเคมีในน้ า
ค่อนข้างสูง เนื่องจากสารเคมีที่ฉีดพ่นยังไม่ถูกดูดซับโดยอนุภาคดิน และเมื่อลงสู่แหล่งน้ าจึงท าให้เกิดการ
สะสมของสารเคมีในน้ าและตะกอนดินใต้ท้องน้ า อันมีผลให้เกิดการสะสมของสารเคมีในสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่
ในแหล่งน้ า ซึ่งจะพบว่าสามารถสะสมสารพิษได้ในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่อาศัยอยู่ในบริเวณนั้น เช่น หอย
นางรม เป็นต้น  ซึ่งสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่มีการสะสมของสารเคมีนี้ จะมีความส าคัญต่อระบบห่วงโซ่อาหาร
ให้แหล่งน้ า เพราะเป็นอาหารของสัตว์น้ าต่อไป หากได้รับสารเคมีในปริมาณที่ไม่มากพอที่จะก่อให้เกิดการ
ตายในสัตว์ แต่สารเคมีนั้นก็จะสามารถไปสะสมอยู่ในเนื้อเยื่ออวัยวะต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิต  การสะสมของ
สารเคมีในห่วงโซ่อาหาร สารเคมีก าจัดศัตรูพืชนั้นไม่ได้คงอยู่เฉพาะในบริเวณพ้ืนที่การเกษตร แต่มักจะ
แพร่กระจายออกไปในสิ่งแวดล้อม เพราะน้ าที่ไหลผ่านแปลงเกษตร ที่มีการฉีดพ่นสารเคมีก าจัดศัตรูพืช จะ
ไหลลงไปสู่แหล่งน้ าธรรมชาติ ท าให้เกิดการปนเปื้อนของสารเคมีในระบบนิเวศอย่างกว้างขวาง สิ่งมีชีวิตใน
แหล่งน้ าอาจได้รับผลกระทบโดยตรงจากสารเคมีเหล่านี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลต่อระบบภูมิต้านทานของสัตว์
น้ า นอกจากนี้สารเคมีเหล่านี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มออร์แกโนคลอลีน ซึ่งย่อยสลายช้า อาจจะไปสะสมอยู่
ในร่างกายของสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ และถ่ายทอดไปยังสิ่งมีชีวิตที่อยู่ด้านบนของห่วงโซ่อาหาร เกิดการสะสมของ
สารพิษในปริมาณที่เข้มข้นขึ้น (biological magnification) 
 
2.4.1 ดีดีที: DDT (Dichlorodiphenyl trichloroethane) 
 ประวัติความเป็นมาของสาร DDT 
  DDT ถูกสังเคราะห์ขึ้นครั้งแรกในปี พ.ศ. 2416 โดย Othmar Zeidler ชาวเยอรมัน ซึ่งในขณะนั้น
ยังไม่ทราบว่าดีดีทีมีคุณสมบัติสามารถฆ่าแมลงได้ดี ต่อมา Paul Muller ชาวสวิสเซอร์แลนด์ เป็นผู้ศึกษา
เกี่ยวกับคุณสมบัติในการฆ่าแมลงของ DDT และมีการผลิตออกสู่ตลาดในปี พ.ศ. 2485 ในชื่อทางการค้า คือ 
เกซารอล (Gesaral) เพ่ือใช้ในการเกษตร และในชื่อทางการค้าอีกชื่อ คือ นีโอซิด (Neocid) เพ่ือใช้ในด้าน
สาธารณสุข  DDT เป็นสารฆ่าแมลงที่มีการใช้อย่างแพร่หลายทั่วโลก ในช่วงระยะเวลากว่า 20 ปี นับตั้งแต่ที่
เริ่มมีการผลิตออกขายในช่วงเวลาดังกล่าว DDT ยังได้รับการยกย่องว่าเป็นสารฆ่าแมลงสมบูรณ์แบบ เนื่อง
ด้วยเหตุผลหลายประการ คือ มีพิษต่อแมลงมากชนิด มีความคงทนสามารถออกฤทธิ์ได้นาน มีพิษเฉียบพลัน
ต่อคนและสัตว์เลือดอุ่นค่อนข้างต่ า (จัดอยู่ในพิษระดับปานกลาง) และมีราคาถูกเพราะต้นทุนการผลิตต่ า 
ในช่วงสงครามโลกครั้งที่สอง DDT ได้ถูกน ามาใช้ในการควบคุมโรคไข้รากสาดใหญ่  (Typhus) ต่อมาทาง
องค์การอนามัยโลก (World Health Organization; WHO) แนะน าการใช้ DDT เพ่ือก าจัดยุงซึ่งเป็นพาหะ
ของโรคไข้มาลาเรีย ปริมาณการใช้ DDT เริ่มลดลงภายในปี พ.ศ. 2514 เนื่องจากเป็นสารเคมีที่มีพิษ และ
ค่อนข้างสลายตัวช้าก่อให้เกิดปัญหามลภาวะในสิ่งแวดล้อม จึงมีประกาศห้ามใช้ DDT ในประเทศที่พัฒนา
แล้วหลายประเทศ รวมทั้งสหรัฐอเมริกา ซึ่งมีการประกาศห้ามใช้ DDT ภายในประเทศ แต่ยังมีการผลิตเพ่ือ
ส่งขายออกสู่ประเทศก าลังพัฒนา เพื่อใช้ในการควบคุมโรคมาลาเรีย และแมลงเบียนภายนอก เช่น หมัด และ 
เหา ซึ่งในประเทศไทยเองก็มีการห้ามใช้  DDT ในภาคการเกษตร แต่ยังอนุญาตให้สามารถใช้ได้ในด้าน
สาธารณสุข 
 โครงสร้างและคุณสมบัติทางเคมีของสาร DDT  

DDT เป็นสารเคมีในกลุ่มออร์แกโนคลอรีน (Organochlorine) ที่มีธาตุไฮโดรเจน คาร์บอน และ
คลอรีนเป็นองค์ประกอบ (ภาพที่ 2-2) มีลักษณะเป็นผลึกละเอียด สีขาว จุดหลอมเหลว 108.5 ถึง 109 องศา
เซลเซียส ความดันไอ 1.9×10-7 มิลลิเมตรปรอทที่ 20 องศาเซลเซียส การเปลี่ยนรูปของ DDT เกิดขึ้นได้โดย 
3 ปฏิกิริยา ดังต่อไปนี้ 
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  1. ปฏิกิริยาไฮโดรคลอริเนชัน (dehydrochlorination) เป็นการน าหมู่คลอไรด์ออกจากโมเลกุล 
ซึ่งจะเห็นได้ทั่วไปจากยาฆ่าแมลงชนิดต่าง ๆ เช่น DDT เป็นต้น ซึ่งผลจากการเกิดปฏิกิริยาท าให้ได้สาร DDE 
ซึ่ง DDT จะถูกเมทาบอไลท์ โดยเอนไซม์  DDT-dehydrochlorinase (DDTase) จากแมลงและสัตว์ให้
กลายเป็น DDE (ภาพที ่2-3) สะสมอยู่ในเนื้อเยื่อไขมันของสิ่งมีชีวิตที่ได้รับสารเข้าไป 
  2. ปฏิกิริยารีดักทีฟดีคลอริเนชัน (reductive dechlorination) เกิดขึ้นโดยจุลินทรีย์บางชนิดที่อยู่
ในสิ่งแวดล้อม ผลจากปฏิกิริยาท าให้ได้สาร DDD  
  3. ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) เมื่อแมลงศัตรูพืชได้รับสาร DDT เข้าสู่ร่างกาย จะเกิดการ
เปลี่ยนรูปของสารโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยอาศัยระบบเอนไซม์โมโนออกซิจีเนส (Monooxygenase 
system) ได้เป็น  dicofol ซึ่งสามารถเปลี่ยนรูป DDT ให้ เป็น DDA (2,2-bis (p-chlorophenyl) acetic 
acid; DDA) และดีบีพี (dichloro-benzo-phenone; DBP) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารก าจัดไร (acaricide) และ
แมลงศัตรูพืช (insecticide) 
 ดั้ งนั้ นด้วยคุณสมบัติ ของ DDT ว่าเป็นโมเลกุลที่ ไม่มีขั้ ว  (nonpolar molecule) จึ งท าให้มี
ความสามารถในการละลายในน้ าได้น้อย แต่จะละลายได้ดีในไขมัน (Lipophilic) จากคุณสมบัติในการละลาย
ได้ดีในไขมัน จึงท าให้เกิดการสะสมในไขมันของสิ่งมีชีวิตและถูกถ่ายทอดตามล าดับห่วงโซ่อาหารมาสู่ผู้บริโภค
ขั้นสูงได้ ในรูปแบบการสะสมสารพิษที่เรียกว่าการเพ่ิมขยายทางชีวภาพ (Bioaccumulation) ซึ่งสิ่งมีชีวิตที่
ได้รับสารพิษตกค้างจะถูกสะสมไว้ตลอดอายุขัย ซึ่งสารพิษที่ถูกสะสมไว้นี้จะมีความเข้มข้นมากยิ่งขึ้น 
เนื่องจากสิ่งมีชีวิตยังคงด ารงชีวิตอยู่ในสภาพแวดล้อมแบบเดิม 
 

 
 
ภาพที่ 2-2   โครงสร้างโมเลกุลของสาร DDT (Barker & Morrison, 1964) 
 

 
 
 
ภาพที่ 2-3   โครงสร้างโมเลกุลของสาร DDT เมื่อถูกเปลี่ยนรูปให้อยู่ในรูปของอนุพันธ์ DDD และ DDE                          
        (Barker & Morrison, 1964) 

DDT 

DDD DDE 
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 การสลายตัวของสาร DDT 
 จากการสลายตัวของสารก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์แกโนคลอรีน พบว่า DDT จะมีความเสถียรมากในดิน
ที่มีความร่วนซุย มีการระบายอากาศที่ดี คืออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic conditions) ส่วนดินที่อยู่
ในสภาวะขาดออกซิเจน (anaerobic conditions) เช่น ในกรณีที่มีน้ าท่วมขัง การสลายตัวของดีดีทีให้
กลายเป็น DDD จะเกิดได้เร็วขึ้น แต่การสลายตัวของ DDT ให้กลายเป็น DDE จะช้าลงในสภาพที่มีการ
ระบายอากาศดี ซึ่งการสลายตัวของ DDT เพ่ือเกิดเป็นสารตัวใหม่ (minor metabolites) เช่น DDA, 
dicofol, DBP, BA, dicofol like compounds นั้นเกี่ยวข้องกับจุลินทรีย์หลายกลุ่ม เช่น Enterobacter 
aerogenes (Barker & Morrison, 1964), Trichoderma viride, Fusarium oxysporium, Aerobacter 
aerogenes จากข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าการสลายตัวของ DDT เกิดเป็นสารประกอบตัวใหม่นั้นเกิดได้หลาย
กระบวนการ (different metabolic pathways) ซึ่งแต่ละกระบวนการจะเกี่ยวข้องกับจุลินทรีย์ที่แตกต่าง
กัน 
 ผลกระทบของสาร DDT ต่อสิ่งแวดล้อม 
 ศาสตราจารย์ เดวิด พิเมนเทล แห่งมหาวิทยาลยคอร์แนล ประเทศสหรัฐอเมริกา ได้อธิบายไว้ว่าร้อย
ละ 99.9 ของสารก าจัดศัตรูพืชจะปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม มีเพียงแค่ร้อยละ 0.1 ที่จะถูกส่งไปถึงศัตรูพืชที่
เป็นเป้าหมายภายหลังการฉีด พ่น หยอดหรือหว่าน สารเคมีก าจัดศัตรูพืชจะถูกดูดซึมเข้าไปในพืชและอยู่บน
ต้นพืชบางส่วน และที่เหลือจะปลิวไปในอากาศหรือรอเวลาที่น้ าจากแปลงเกษตรจะชะล้างสารเคมีลงสู่ดิน
หรือแหล่งน้ าใกล้เคียง หากสารเคมีก าจัดศัตรูพืชสามารถสลายตัวได้อย่างรวดเร็วปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมอาจ
ลดลง แต่ทว่าอัตราการสลายตัวหรือค่าครึ่งชีวิต มีความแตกต่างกันตามชนิดและสภาพแวดล้อม ทั้งนี้การใช้
สารก าจัดศัตรูพืชนั้นส่วนใหญ่ไม่สามารถใช้ให้มีผลเฉพาะต่อศัตรูที่ต้องการเท่านั้น จึงท าให้เกิดผลกระทบต่อ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ และสิ่งแวดล้อม (Pimentel, 1995) 
 แม้ว่าปัจจุบันจะมีการรณรงค์ส่งเสริมให้มีการปลูกพืชที่ปลอดสารพิษ แต่คงปฏิเสธไม่ได้ว่าเกษตรกร
ส่วนใหญ่ยังคงใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชกันอย่างแพร่หลาย จนกลายเป็นปัญหามลพิษทางสิ่งแวดล้อมใน
ปัจจุบัน ซึ่งส่งผลร้ายต่อสุขภาพ ของทั้งเกษตรกร ผู้บริโภค และสัตว์เลี้ยง เนื่องจากผลผลิตทางการเกษตรที่
น าบริโภคนั้นมีสารพิษตกค้างเกินมาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ตกค้างยาวนานนับปีและเพ่ิมระดับการตกค้างมากขึ้น
เรื่อยๆ กล่าวคือเมื่อเกษตรกรน าสารเคมีก าจัดศัตรูพืช เช่น DDT ไปใช้ฉีดผักหรือข้าวก็จะเกิดเป็นสารพิษ
สะสมอยู่ในต้นพืช รวมไปถึงการตกค้างในดินและน้ าด้วย เมื่อคนรับประทานเข้าไปสารเคมีก็จะเข้าสู่ร่างกาย
คนโดยที่ไม่สามารถก าจัดออกมาได้ และเมื่อรับประทานเข้าไปมากๆ เป็นระยะเวลานานๆ จะเกิดการสะสม
ของสารเคมีภายในร่างกาย จนกระทั่งถึงจุดที่ร่างกายหมดภูมิต้านทาน จึงจะแสดงอากการป่วยไข้ในรูปแบบ
ต่างๆ ซึ่งยากต่อการรักษา การใช้สารเคมีจึงกลับกลายเป็นการผลักภาระของผลกระทบไปสู่ระบบนิเวศ ท าให้
ไม่สามารถรักษาความสมดุลในธรรมชาติและส่งผลต่อแนวโน้มการระบาดของศัตรูพืชที่นับวันจะทวีความ
รุนแรงที่มากข้ึน  จากการศึกษาพบว่าการได้รับพิษในปริมาณน้อยแต่เรื้อรังของปลาอาจส่งผลร้ายแรงกว่าพิษ
เฉียบพลัน เพราะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของพฤติกรรม และกระบวนการท างานของอวัยวะต่างๆ ซึ่งสร้าง
ความเสียหายต่อความอยู่รอดและการเจริญพันธุ์ การใช้สารก าจัดศัตรูพืชนั้น มีเพียงส่วนน้อยที่มีผลต่อ
ศัตรูพืชที่ต้องการก าจัด แต่ส่วนมากจะกระจายไป ซึ่งมักจะตกลงบนดินและในน้ าก่อนที่บางส่วนจะสลายไป 
(Kegley et al., 1999) 
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2.4.2 การใช้สาร DDT ในประเทศไทยสู่การปนเปื้อนระบบนิเวศชายฝั่งทะเล 
 ประเทศไทยมีประกาศห้ามใช้ DDT ในปี พ.ศ. 2526 เนื่องจากเป็นสารเคมีที่มีพิษและมีความคงทน
ในสิ่งแวดล้อมสูง เพราะค่อนข้างสลายตัวช้า สามารถละลายได้ในไขมัน ท าให้พบว่ามีการตกค้างในห่วงโซ่
อาหาร และสะสมในดิน น้ า และสิ่งแวดล้อม ซึ่งต่อมาตรวจพบการปนเปื้อนของสารเคมีกาจัดศัตรูพืชกลุ่มออ
การ์โนคลอรีนจากการสุ่มตรวจอาหารเพ่ือหาสารปนเปื้อนและจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารของสาธารณสุข
จังหวัด ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2551-2553 พบว่าแนวโน้มของสารปนเปื้อนที่ผสมอยู่ในอาหารมีเพ่ิมมากขึ้น และใน
สิ่งแวดล้อมยังคงมีการสะสมตัวของสารกลุ่มดังกล่าว และถูกปลดปล่อยจากแหล่งสะสมตัวเช่น ดิน พื้นที่ท า
การเกษตร ลงสู่แม่น้ าล าคลอง แล้วไหลลงสู่ทะเล ในปี พ.ศ. 2547 มีการศึกษาเพ่ือหาชนิดและปริมาณสารฆ่า
แมลงกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในดินตะกอนบริเวณชายฝั่งทะเลตะวันออก ตั้งแต่ปากแม่น้ าบางปะกง จังหวัด
ฉะเชิงเทราจนถึงปากแม่น้ าตราด จังหวัดตราด โดยเก็บตัวอย่างในเดือนมีนาคมและสิงหาคม ปี พ.ศ. 2547 
พบว่าปริมาณรวมของสารฆ่าแมลงในกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในฤดูฝนมีการสะสมสูงกว่าฤดูแล้งมีค่าเฉลี่ย 
205.31± 23.16 และ 152.73±10.35 ng/g น้ าหนักแห้ง ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบการสะสมของสารฆ่า
แมลงในแต่ละพ้ืนที่การใช้ประโยชน์พบว่าในแหล่งอุตสาหกรรมมีค่าสูงกว่าแหล่งเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า โดยพบ
ค่าเฉลี่ยปริมาณรวมของสารฆ่าแมลงในพ้ืนที่อุตสาหกรรมมีค่า  223.72±32.47 ng/g ส่วนในพ้ืนที่การ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ ามีค่า 187.56±33.49 ng/g น้ าหนักแห้งตามล าดับ (ศรีวิลาศ และ ใจดี, 2547) 
 
2.4.3 ความเป็นพิษของสาร DDT ต่อสิ่งมีชีวิต 

มีรายงานการศึกษาการเกิดมะเร็งต่อสารก าจัดแมลงในมนุษย์พบว่า มีความสัมพันธ์กันในการเกิด
มะเร็งเต้านมของผู้หญิงกับสาร DDT ซึ่งอาจส่งผลกระบวนการท างานของสเตรอยด์ฮอร์โมน เนื่องจากสาร
ดีดีทีอาจจะไปกระตุ้นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารก่อมะเร็ง (Cohn et al., 
2007) ความเป็นพิษของ DDT ยังส่งผลให้เกิดความผิดปกติต่อระบบทางเดินอาหาร โดยจะมีอาการเบื่อ
อาหาร คลื่นไส้ อาเจียน และเกิดอาการกล้ามเนื้ออ่อนแรง พบว่าเมื่อสิ่งมีชีวิตได้รับสาร DDT เป็นระยะเวลา
นานนั้นอาจก่อให้เกิดมะเร็งได้ ซึ่งมีผู้รายงานไว้ว่าสาร DDT เป็นสารที่ก่อให้เกิดมะเร็งตับ มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
และโลหิตจาง (Thuy, 2015) 

ส าหรับการปนเปื้อนของสารเคมีที่มีพิษในน้ านั้น องค์กรคุ้มครองสภาพแวดล้อมของสหรัฐอเมริกาได้
ก าหนดความเข้มข้นสูงสุดของยาฆ่าแมลง ชนิดต่างๆ ในน้ าที่เลี้ยงปลาไว้ในระดับต่างๆ โดยที่ระดับความ
เข้มข้นของ DDT ต้องมีไม่เกิน 0.003 ppb ในกุ้งขาว (Penaeus vannamei) ขนาด 4-13 มิลลิเมตร ที่
สัมผัสกับ DDT ความเข้มข้น 0.13 ppb เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่าท าให้กุ้งมีความผิดปกติทางพันธุกรรม
การคงสภาพ โดยที่ค่าครึ่งชีวิตของ DDT นั้นขึ้นอยู่กับองค์ประกอบสิ่งแวดล้อม ซึ่ง DDT จะสามารถคงสภาพ
อยู่ได้เป็นระยะเวลานานในเขตหนาว ส่วนในเขตร้อนนั้น DDT จะถูกสลายและเปลี่ยนสภาพได้เร็วกว่า ทั้งนี้
เพราะแบคทีเรียในดินมีกิจกรรมสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และมีรายงานว่า DDT จะมีครึ่งชีวิตประมาณ 10-
12 ปี  
(Spencer et al., 1996) มีการรายงานถึงปัจจัยของการกินอาหารที่มีผลต่อการสะสมสาร DDT ภายในปลา
สายพันธุ์หนึ่ง ชนิดปลาซีกเดียว (Flitfishes) บริเวณอ่าวมอนเทอร์เร่ย์ และสัตว์หน้าดินบริเวณเขตน้ าลึก 
(Sablefish and Roughscale rattail) ปลาหิมะและปลาหางหนู พบสาร DDT และสารเมตาบอไลท์ใน
ปริมาณค่อนข้างสูง ในอวัยวะภายในตัวปลาที่อาศัยอยู่ในบริเวณนี้ สูงกว่าปลาที่อาศัยอยู่บริเวณผิวน้ า
(Zylstra, 1972) จากผลการทดลองที่ผ่านมาได้ตั้งข้อสังเกต โดยพิจารณาที่ระดับความลึกของน้ าที่เท่ากัน 
ชนิดพันธุ์ที่อาศัยอยู่ตามหน้าดินบริเวณท้องน้ า พบการสะสมสารพิษภายในร่างกายในระดับที่สูงกว่าชนิดพันธุ์
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ที่อาศัยอยู่บริเวณผิวน้ า แสดงให้เห็นว่าปริมาณความเข้มข้นของ DDT ที่สะสมอยู่ในสัตว์หน้าดินบริเวณท้อง
น้ าสูงกว่าสัตว์ชนิดที่อาศัยอยู่ในบริเวณผิวน้ า (Brun et al., 2000) ทั้งนี้ NOAA หรือ National Oceanic 
and Atmospheric Administration ซึ่งเป็นหน่วยงานด้านการพยากรณ์อากาศของสหรัฐอเมริกาได้ท าการ
วิจัย โดยเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อของหอยแมลงภู่ (Mytilus edulis) ในแต่ละพ้ืนที่ของอ่าวมอนเทอร์เร่ย์มา
ตรวจสอบ พบว่าเมื่อเวลาผ่านไปปริมาณของสาร DDT ที่สะสมอยู่ในหอยแมลงภู่ ที่เก็บมาจากเมืองซานตา
ครูซ (Santa Cruz) ซึ่งตั้งอยู่ทางตอนบนของอ่าว มีแนวโน้มการสะสมสารพิษคล้ายกับตัวอย่างหอยแมลงภู่ที่
เก็บมาจากเมืองมอสส์ แลนดิ้ง (Moss Landing) ในขณะที่ตัวอย่างที่เก็บมาจากเมืองแปซิฟิกโกรฟ (Pacific 
Grove) ซึ่งตั้งอยู่ทางตอนใต้ของอ่าว พบปริมาณการสะสมของสารพิษในเนื้อเยื่อของหอยแมลงภู่ ในระดับที่
แตกต่างจากท้ัง 2 เมืองที่กล่าวมาข้างต้น คือ พบในระดับที่น้อยกว่า ซึ่งผลที่ได้นี้ออกมาสอดคล้องกับงานวิจัย
ที่ระบุถึงเส้นทางการกระจายตัวของสาร โดยผ่านการขนส่งสารจากทางตอนใต้ข้ึนสู่ทางตอนเหนือของอ่าว ซึ่ง
ตัวแปรส าคัญคือการได้รับอิทธิพลจากกระแสลม (Ian Hartwell, 2004) 

มีรายงานผลกระทบของการสะสมสาร DDT ในห่วงโซ่อาหาร ที่เริ่มจากการปนเปื้อนของสาร DDT 
ในน้ าในอัตราส่วนเพียง 0.000003 ppm ต่อสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่อาศัยอยู่ในน้ า เช่น ไรแดง หนอนแดง 
พบว่ามีการสะสมของสาร DDT ในสัตว์เหล่านี้เพ่ิมขึ้นเป็น 0.04 ppm และในปลาที่กินสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก
เหล่านี้เป็นอาหาร จะมีการสะสมของสาร DDT ในตัวปลามากถึง 2 ppm และเมื่อถึงนกที่กินปลาเป็นอาหาร
จะมีสาร DDT สะสมอยู่ ในตัวได้มากถึง  25 ppm และแม้ว่านกจะมีการสะสมของสาร DDT ในตัว
ค่อนข้างมาก แต่การสะสมนี้อาจไม่ได้ท าให้นกตายลงทันที แต่สามารถสางผลกระทบในด้านอ่ืนๆ ได้ เช่น 
สาร DDT ที่สะสมอยู่ในตัวนกจะท าให้เปลือกไข่บางลง ส่งผลให้ไข่แตกขณะที่นกก าลังฟักไข่ ส่งผลให้
ประชากรของนกลดลงได้อย่างรวดเร็ว (Edwards, 2004) ดังนั้นการสะสมของสารดีดีทีในห่วงโซ่อาหารไม่ได้
ถูกจ ากัดเฉพาะในบริเวณพ้ืนที่การเกษตร แต่มักจะแพร่กระจายออกไปในสิ่งแวดล้อมด้วย เนื่องจากน้ าที่ไหล
ผ่านแปลงเกษตรที่มีการฉีดพ่นสารเคมีก าจัดศัตรูพืช จะไหลลงไปสู่แหล่งน้ าตามธรรมชาติในสุด จึงท าให้เกิด
การปนเปื้อนของสารเคมีในระบบนิเวศอย่างกว้างขวาง โดยสิ่งมีชีวิตในแหล่งน้ าอาจได้รับผลกระทบจาก
สารเคมีเหล่านี้ได้โดยตรง โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ า ท าให้สัตว์น้ าเป็นโรค
ต่างๆ ได้ง่ายขึ้น 
  มีรายงานในแมลงวันผลไม้ (Drosophila melanogaster) พบว่าผลกระทบของความต้านทานต่อ
สารดีดีทีจากยาฆ่าแมลง ถูกตรวจสอบในยีนสองชนิด หนึ่งในนั้น คือ Canton-S ซึ่งท าหน้าที่สร้างโปรตีนที่มี
บทบาทในการก าจัดสารพิษ เมื่อแมลงวันผลไม้ได้รับสารดีดีทีความเข้มข้น 200 mg/vial เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ส่งผลท าให้ยีนทั้งสองชนิดนี้เกิดความต้านทานต่อสารพิษมากยิ่งขึ้น โดยใช้เทคนิคโปรตีโอมิกส์มาศึกษา
เกีย่วกับการแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อแมลงวันผลไม้ได้รับสารดีดีทีจากยาฆ่าแมลง ซึ่งท าการ
แยกโปรตีนด้วกระแสไฟฟ้าแบบเจลสองมิติ พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 9 
ชนิด (Pedra et al., 2005) และมีการศึกษาถึงการแสดงออกของโปรตีนในเหงือกของหอยแมลงภู่ (Perna 
viridis) ที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อได้รับสารดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/l เป็นระยะเวลา 7 วัน ด้วยเทคนิค
โปรตีโอมิกส์ พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนที่ตอบสนองต่อภาวะความเครียด เช่น dimethylglycine ซ่ึงมี
หน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเผาผลาญของร่างกาย (Song et al., 2016) 
 จากข้อมูลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า เทคนิคมิญวิทยา สามารถน ามาใช้ในการศึกษาลักษณะ
โครงสร้างของเซลล์สร้างเมือก และเทคนิคโปรตีโอมิกส์ สามารถน ามาใช้ในการศึกษาโปรตีนในเมือกของสัตว์
ได้เป็นอย่างดี และช่วยระบุชนิดของโปรตีนที่พบได้หลายชนิดในคราวเดียว อย่างไรก็ดี ในปัจจุบันยังไม่มี
รายงานถึงลักษณะโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือก และชนิดของโปรตีนที่พบในเมือกของหอยนางรมปากจีบ 
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(S. cucullata) ซึ่งเป็นสัตว์น้ าที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของไทย และมีแนวโน้มได้รับการปนเปื้อนสารเคมี
จากสิ่งแวดล้อมทางทะเลเพ่ิมขึ้น ผู้วิจัยจึงต้องการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีดังที่กล่าวมา โดย
ท าการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกของหอยนางรมปากจีบบริเวณ
อวัยวะพาเลียล ประกอบด้วย เหงือก แมนเทิล และแผ่นปาก ด้วยเทคนิคมิญชวิทยา วิธี H&E staining และ
ท าการศึกษาถึงผลกระทบของสารดีดีทีต่อชนิดของโปรตีนที่พบในเมือกของหอยนางรมปากจีบ ด้วยเทคนิค
โปรตีโอมิกส์ 
 
2.5 การก าหนดค่าความเป็นพิษของสารดีดีที  
 การจะทราบความเป็นพิษของสารได้ เราจ าเป็นจะต้องน าสารเหล่านั้นมาทดสอบความเป็นพิษกับ
สัตว์ทดลอง การทดสอบเมื่อให้สารที่ความเข้มข้นต่างๆกับสัตว์ทดลอง จากนั้นวัดเปอร์เซ็นต์การตายของ
สัตว์ทดลองหลังรับสารพิษในช่วงระยะเวลาหนึ่งๆ แล้วน าไปหาค่าต่างๆที่ใช้แสดงระดับความเป็นพิษ ผลจาก
การได้รับสารแปลกปลอมในช่วงระยะ Toxicokinetic phase จะจัดเป็นระยะที่สารแปลกปลอมมีแนวโน้ม
เป็นสารที่อาจแสดงความเป็นพิษหรือไม่ก็ได้ แต่หลังจากเกิดกิจกรรมภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิต ซึ่งบางส่วน
อาจถูกก าจัดออกนอกร่างกาย และบางส่วนอาจมีผลต่อระบบต่างๆของสิ่งมีชีวิต ระยะดังกล่าวนี้ จะเรียกว่า  
Toxicodynamic phase ในการศึ กษ าทางพิษวิทยา มี ค่ าที่ ใช้ ในการบ่ งชี้ ค วาม เป็ น พิษ ในระยะ 
Toxicodynamic phase คือ Median Lethal Concentration (LC50) ซึ่ง LC50 หมายถึง ค่าความเข้มข้น
ของสารพิษซึ่งท าให้สัตว์ทดลองเสียชีวิตเป็นจ านวนครึ่งหนึ่งของจ านวนศัตว์ที่น ามาทดลองทั้งหมดภายใน
ระยะเวลาที่ก าหนด ใช้หน่วยเป็น ppm (part per million), มิลลิกรัม/ ลิตร มิลลิกรัม/ กรัม หรือแม้กระทั่ง
ใช้เป็นอัตราส่วนเจือจางจากสารละลายมาตรฐาน เช่น 1:1000 และ 1:10,000 เป็นต้น ซึ่งการประเมินค่า LC 
นี้จะไม่รู้ว่าสัตว์ทดลองแต่ละตัวได้รับสารพิษในปริมาณเท่าใด แต่รู้ว่าสัตว์ทดลองได้รับสารพิษท่ีมีความเข้มข้น
เท่าใด ซึ่งค่านี้จะได้โดยท าการทดลองกับสัตว์ทดลองกับสารที่หลายๆความเข้มข้น (อาจจะประมาณ 3-5 
ความเข้มข้น) แล้ววัดอัตราการเสียชีวิตของสัตว์ทดลองที่อยู่ในช่วงระหว่าง 10 ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าผล
การทดลองมาท ากราฟ โดยให้แกน X  เป็นค่า log ของความเข้มข้น และแกน Y เป็นค่าเปอร์เซ็นต์การ
เสียชีวิต จากนั้นท าการวัดเปอร์เซ็นต์การเสียชีวิตที่ 50 เปอร์เซ็นต์ ว่าตรงกับความเข้มข้นที่เท่าไหร่ แล้วน ามา
หาค่า antilog ก็จะทราบปริมาณท่ีท าให้สัตว์ทดลองตายที่ 50 เปอร์เซ็นต์ นั่นก็คือค่า LC50 นั่นเอง ทั้งนี้หาก
ค่า LC50 มีค่าตัวเลขที่สูงก็แสดงว่าสารเคมีนั้นๆ จะมีอันตรายน้อย เนื่องจากต้องได้รับในปริมาณมากจึงจะ
ท าให้สัตว์ทดลองเสียชีวิตไปครึ่งหนึ่งของกลุ่มสัตว์ที่ท าการทดลอง ในขณะที่ค่าตัวเลขต่ าจะแสดงความเป็น
พิษที่รุนแรงสูงคือได้รับสารเพียงเล็กน้อยก็สามารถท าให้สัตว์ทดลองเสียชีวิตไปครึ่งหนึ่ง ซึ่งค่าความเป็นพิษ
ของสารดีดีทีดังแสดงในตารางที่ 2-1 
 
ตารางที่ 2-1 ค่าความเป็นพิษของสารดีดีทีต่อสัตว์ทดลอง 
Species Toxicity 

of LC50 
Time of 
Exposure 

Referencse 

ปลาทอง (Carassius auratus) 21 µg/l 96 ชั่วโมง (Macek & Mcallister, 
1970) 

ปลาแซลมอน (Oncorhynchus tshawytscha) 18 µg/l 96 ชั่วโมง (Post & Schroeder, 1971) 
หอยกาบเปลือกหนา (Mercenaria mercenaria) 610 µg/l 24 ชั่วโมง (Cohn et al., 2007) 
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2.6 สารประกอบบิวทิลทิน (Butyltin compounds; BTs) 
สารประกอบบิวทิลทิน (Butyltin compounds; BTs) เป็นสารประกอบที่มีโมเลกุลประกอบด้วย

ธาตุดีบุก (Sn) และหมู่บิวทิล (-C4H9) ซึ่งสารที่เป็นที่รู้จักกันดีในกลุ่มนี้คือสารไตรบิวทิลทิน (Tributyltin, 
TBT) เนื่องจากมีการรายงานการปนเปื้อนและผลกระทบของสาร TBT ในสิ่งแวดล้อมทางทะเลเป็นจ านวน
มาก สาร TBT นี้ถูกใช้ในสีทาเรือเพ่ือป้องกันการเกาะบนผิวเรือของเพรียงและสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก แต่อย่างไรก็
ตามสารนี้ สามารถละลายออกมาจากผิวเรือและปนเปื้อนในระบบนิเวศชายฝั่งทะเลและส่งผลกระทบต่อ
สิ่งมีชีวิตเป็นอย่างมาก จนถือได้ว่าเป็นสารพิษท่ีมีความร้ายแรงมากท่ีสุดชนิดหนึ่งในระบบนิเวศทางทะเล โดย
ผลกระทบที่เป็นที่รู้จักกันดีของสารประกอบบิวทิลทินคือ ท าให้หอยฝาเดียวในกลุ่ม Neogastropod เกิดการ
เปลี่ยนเพศจากเพศเมียเป็นเพศผู้ (imposex) ซึ่งมีผลกระทบต่อโครงสร้างของประชากรหอยฝาเดียวในพื้นที่
และอาจท าให้ประชากรหอยฝาเดียวลดลง ส าหรับหอยสองฝาพบว่าส่งผลกระทบต่อพัฒนาการและการเจริญ
ของตัวอ่อน และในหอยนางรมตัวเต็มวัยพบว่าท าให้หอยนางรมมีการสร้างเปลือกผิดรูปท าให้ผลผลิตต่ า ซึ่ง
ส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงหอยนางรมเป็นอย่างมาก นอกจากนี้สารไตรบิวทิลทินยังสามารถ
สะสมในห่วงโซ่อาหารรวมถึงผู้บริโภคอันดับสุดท้าย เช่น มนุษย์ และอาจส่งผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกันท า
ให้สุขภาพอ่อนแอลงอีกด้วย การปนเปื้อนของสาร TBT นอกจากจะพบในรูปของ TBT แล้วยังพบว่ามีการ
ปนเปื้อนของสารบิวทิลทินที่เกิดจากการสลายตัวของ TBT เป็นอนุพันธ์ Dibutyltin (DBT), Monobutyltin 
(MBT) ในสิ่งแวดล้อมทางทะเลในทุกภูมิภาคของโลก ทั้งในน้ าทะเล ดินตะกอน และสิ่งมีชีวิต เช่น สาหร่าย 
หญ้าทะเล หอยทะเล ครัสเตเชียน และปลา เป็นต้น  

จากรายงานการปนเปื้อนและผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศดังที่กล่าวมาแล้วท าให้หลายประเทศ
ก าหนดมาตรการห้ามใช้สาร TBT ในสีทาเรือ ต่อมาองค์การทางทะเลระหว่างประเทศ International 
Maritime Organization (IMO) จึงได้มีข้อก าหนดห้ามผลิตสีทาเรือที่มีส่วนผสมของสาร TBT ในปี ค.ศ. 
2003 และห้ามใช้สีทาเรือที่มีองค์ประกอบของสาร TBT ในปี ค.ศ. 2008 เป็นต้นมา ท าให้สถานการณ์การ
ปนเปื้อนของสารประกอบบิวทิลทินในหลายประเทศมีแน้วโน้มที่ลดลง อย่างไรก็ดียังสามารถตรวจพบสาร
กลุ่มนี้ได้ ทั้งในน้ าทะเล ดินตะกอน และสิ่งมีชีวิต เนื่องจากสารประกอบบิวทิลทินจัดเป็นสารที่มีความคงทน
และสลายตัวช้า (persistent organic pollutants; POPs) จึงสามารถปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้ยาวนาน 
โดยค่าครึ่งชีวิตในน้ าทะเล ดินตะกอน และหอยสองฝาอยู่ที่ 0.78, 2.89 และ 1.12 ปี ตามล าดับ นอกจากนี้
ยังมีปัจจัยเสี่ยงที่อาจท าให้การปนเปื้อนของสารกลุ่มนี้สู่สิ่งแวดล้อมอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากภายใต้ข้อก าหนด
ของ IMO ยังอนุญาตให้ใช้สาร TBT ในสีทาเรือ ส าหรับเรือที่มีขนาดใหญ่เกิน 25 เมตร และนอกจากสีทาเรือ
แล้ว สารอนุพันธ์ DBT และ MBT ยังมีการใช้อย่างแพร่หลายในภาคอุตสาหกรรม เช่น ใช้ป้องกันเชื้อราใน
ระบบหล่อเย็น ใช้ในอุตสาหกรรมทอผ้า ใช้ในการถนอมอาหาร ใช้ป้องกันเชื้อราในโรงไม้ เป็นต้น ดังนั้นจึง
ควรมีการติดตามตรวจสอบและเฝ้าระวังการปนเปื้อนของสารบิวทิลทินอย่างต่อเนื่อง 

แม้ว่าภายหลังการประกาศห้ามใช้สารประกอบบิวทิลทินในสีทาเรือส่งผลให้สถานการณ์การปนเปื้อน
ของสารประกอบบิวทิลทินในสิ่งมีชีวิตเริ่มมีแนวโน้มลดลงในหลายพ้ืนที่ทั่วโลก อย่างไรก็ดีปัจจุบันยังสามารถ
ตรวจพบการปนเปื้อนของสารกลุ่มนี้ในปริมาณมากและยังไม่มีแนวโน้มว่าจะลดลงในบางภูมิภาคของโลก 
ส าหรับประเทศไทยมีการตรวจวัดการปนเปื้อนของสารบิวทิลทินในสิ่งมีชีวิตน้อย โดยพบรายงานการศึกษาใน
หอยแมลงภู่ (Perna viridis) ก่อนที่มีการประกาศห้ามใช้สารประกอบบิวทิลทินในสีทาเรือ โดยในปี ค.ศ. 
1994-1995 พบปริมาณสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่บริเวณชายฝั่งทะเลประเทศไทยเฉลี่ย 
49 ng/g ของน้ าหนักสด โดยจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด พบปริมาณอยู่ที่ 32, 73 และ 16 ng/g ของ
น้ าหนักสด ตามล าดับ และ ในปี ค.ศ. 2004 พบปริมาณสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่บริเวณ
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ชายฝั่งทะเลอ่าวไทยตอนบนเฉลี่ย 35 ng/g ของน้ าหนักสด โดยจังหวัดชลบุรีพบปริมาณอยู่ที่ 70 ng/g ของ
น้ าหนักสด อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการปนเปื้อนของสารประกอบกลุ่มนี้ในสิ่งมีชีวิตบริเวณชายฝั่งทะเล
ของประเทศไทยภายหลังประกาศห้ามใช้สารกลุ่มนี้ในสีทาเรือ ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ตรวจวัดการปนเปื้อนของสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตบริเวณชายฝั่งทะเล โดยท าการศึกษา
ในหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis มีถ่ินอาศัยบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย เช่น จังหวัด
ชลบุรี ระยอง และตราด เป็นต้น ซึ่งเป็นจังหวัดในภูมิภาคที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ มีเขตอุตสาหกรรมที่
ส าคัญ และเป็นพ้ืนที่ยุทธศาสตร์การลงทุน อีกทั้งพ้ืนที่บริเวณชายฝั่งทะเลตะวันออกยังเป็นเป้าหมายส าคัญ
ส าหรับเป็นฐานการผลิตอุตสาหกรรมหลักของประเทศในอนาคต และการพัฒนาท่าเรือ จึงมีความเสี่ยงสูงต่อ
การปนเปื้อนสารเคมีสู่สิ่งแวดล้อมรวมถึงสารกลุ่มบิวทิลทิน  



     
 

 
บทท่ี 3 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 การคัดเลือกเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบ 
สุ่มคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์จากหอยนางรมที่เลี้ยงปรับสภาพไว้ในห้องปฏิบัติการ โดยเลือกตัวที่มีขนาด

ใกล้เคียงกันคือประมาณ 6-7 เซนติเมตร แกะเปลือกหอยออกและใช้มีดผ่าตัดเขี่ยตรงบริเวณอวัยวะสร้าง
เซลล์สืบพันธุ์ (gonad) น าเซลล์สืบพันธุ์ไปตรวจสอบเพศภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือแยกเพศของหอยนางรม
และคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่สมบูรณ์ที่สุด หลังจากนั้นท าการ Stripping ด้วยมีดผ่าตัด (ภาพที่ 3-1) บริเวณ
อวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรม น าเซลล์สืบพันธุ์ที่ได้ใส่บีกเกอร์ ที่บรรจุน้ าทะเลความเค็ม 30 ppt 
โดยแยกเพศ เพศละบีกเกอร์ 

หลังจากนั้นจึงน ามากรองเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียด้วยตะแกรงไนลอน ขนาดรูกรอง 300 µm เพ่ือกรอง
เอาเศษเนื้อเยื่อขนาดใหญ่ที่ไม่ต้องการออก กรองครั้งที่ 2 ด้วยขนาดรูกรอง 68 µm เพ่ือกรองเอาเซลล์ที่มี
ขนาดเล็ก เนื่องจากเซลล์ไข่มของหอยนางรมปากจีบมีขนาดประมาณ 30-60 µm จึงสามารถผ่านรูกรองลง
มาได้ แล้วจึงท าการเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย แยกในภาชนะต่างหาก ส่วนเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จะถูกน ามา
กรองด้วยตะแกรงไนลอน ขนาดรูกรอง 120 µm เพ่ือกรองเอาเศษเนื้อเยื่อขนาดใหญ่ที่ไม่ต้องการออก กรอง
ครั้งที่ 2 ด้วยขนาดรูกรอง 20 µm อีกครั้ง เพ่ือให้เซลล์ที่มีขนาดเล็กที่สามารถผ่านรูกรอง ขนาด 120 µm 
ออกมาได้ ติดอยู่บนตะแกรงไนลอนนี้ สเปริ์มของหอยนางรมปากจีบมีขนาดเซลล์ประมาณ 3-5 µm จึง
สามารถผ่านรูกรองลงมาได้ ท าการเก็บเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ แยกในภาชนะต่างหาก 

 
3.1.1 ขั้นตอนการผสมเทียมและการปฏิสนธ ิ 

การผสมเทียมเซลล์สืบพันธุ์ของหอยนางรมปากจีบ ในการศึกษาครั้งนี้ ปรับปรุงมาจากวิธีของ Song 
et al. (2009) โดยใช้ Hemocytometer ในการนับเซลล์ไข่และเซลล์สเปริ์ม ใช้สัดส่วนเซลล์ไข่ต่อเซลล์
สเปริ์ม ในอัตราส่วน 1/400 คิดเป็นเซลล์ไข่ 40,000 ฟอง/น้ าทะเลเทียม 100 ml และใช้น้ าทะเลเทียม 300 
ml 
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ภาพที ่3-1 การเตรียมเซลล์สืบพันธุ์หอยนางรมปากจีบและการปฏิสนธิ 
 

3.1.2 การทดสอบผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อชีววิทยาการเจริญ
ของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ (larva developmental biology) 
 ในการทดสอบผลกระทบของสารสารดีดีทีชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบในครั้งนี้ 
ทางผู้วิจัยเลือกทดสอบในสารสารดีดีที ซึ่งจัดเป็นสารที่มีความเป็นพิษเฉียบพลันค่อนข้างสูงในสัตว์น้ า ถูก
ประกาศห้ามไม่ให้มีการผลิต การน าเข้า การส่งออก หรือการมีไว้ในครอบครองทางการเกษตร เป็นสารมลพิษ
ที่ตกค้างยาวนาน (Persistent Organic Pollutants: POPs) ซึ่งท าให้ยังมีรายงานว่าพบการปนเปื้อนใน
สิ่งแวดล้อมอยู่ การทดสอบผลกระทบของสารดีดีทีต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ เพ่ือ
หาค่า LC50 ท าได้โดยการปฏิสนธิตัวอ่อนแล้วให้สัมผัสกับสาร DDT ในน้ าทะเลที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.25, 
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0.5, 1, และ 10 µg/L และท าการตรวจสอบผลกระทบต่อตัวอ่อนในระยะ gastrula, trochophore และ D-
shape veliger บันทึกผลการทดลอง โดยจะใช้ค่า LC50 ในการบ่งบอกระดับความเป็นพิษของสารดีดีทีต่อ
ตัวอ่อนของหอยนางรมปากจีบ 
 
3.1.3 การทดสอบผลกระทบของสารดีดีทีต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ
ระยะ gastrula  

การทดสอบผลกระทบต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบระยะ Gastrula ท าการ
ตรวจสอบผลที่ระยะเวลา 4 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ตัวอ่อนในกลุ่มควบคุมจะเข้าสู่ระยะ gastrula ซึ่งเป็น
ระยะที่ตัวอ่อนสร้างเนื้อเยื่อ 3 ชั้น จากนั้นจึงท าการสุ่มตัวอย่างจากทุกความเข้มข้น ได่แก่ 0, 0.25, 0.5, 1, 
และ 10 µg/L มาท าการตรวจสอบความผิดปกติภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  
 
3.1.4 การทดสอบผลกระทบของสารดีดีทีต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ 
Trochophore  

การทดสอบผลกระทบต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบระยะ trochophore ท า
การตรวจสอบที่ระยะเวลา 7 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ตัวอ่อนในกลุ่มควบคุมจะเข้าสู่ระยะ trochophore ซึ่ง
เป็นระยะที่ตัวอ่อนว่ายน้ าได้ เนื่องจากมีการสร้าง cilia ล้อมรอบตัวอ่อน จากนั้นจึงท าการสุ่มตัวอย่างจากทุก
ความเข้มข้น ได่แก่ 0, 0.25, 0.5, 1, และ 10 µg/L มาท าการตรวจสอบความผิดปกติภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสง 

 
3.1.5 การทดสอบผลกระทบของสารดีดีทีต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ
ระยะ D-shape veliger  

การทดสอบผลกระทบต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบระยะ D-shape veliger ท า
การตรวจสอบที่ระยะเวลา 18 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ตัวอ่อนในกลุ่มควบคุมจะเข้าสู่ระยะ D-shape 
veliger เรียบร้อยแล้ว ระยะนี้เป็นระยะที่ตัวอ่อนสร้างเปลือกแข็งรูปคล้ายอักษร D จากนั้นจึงท าการสุ่ม
ตัวอย่างจากทุกความเข้มข้น ได่แก่ 0, 0.25, 0.5, 1, และ 10 µg/L มาท าการตรวจสอบความผิดปกติภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  
 
3.2 ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่ออัตราการตายของหอยนางรม
ปากจีบตัวเต็มวัย 

ทดสอบความเป็นพิษของสารกลุ่มออร์แกโนคลอรีนในห้องปฏิบัติการ ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
โดยในการทดสอบความเป็นพิษครั้งนี้ทางผู้วิจัยเลือกทดสอบในสารดีดีที ซึ่งเป็นสารที่พบว่ายังมีรายงานว่า
ตรวจพบอยู่ในสิ่งแวดล้อม โดยจะทดสอบที่ความเข้มข้น 1, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า ก่อนจะน ามาทดสอบกับสารดีดีที จ าเป็นต้อง
เลี้ยงปรับสภาพในห้องปฏิบัติการ โดยสุ่มเก็บตัวอย่างหอยนางรมตัวเต็มวัยที่มีขนาดประมาณ 5-7 เซนติเมตร 
น ามาเลี้ ยงปรับสภาพ เป็น เวลาสองสัปดาห์ก่อนท าการทดลอง ให้อาหารเป็นแพลงค์ตอนชนิด 
Nannochloropsis sp. ความเข้มข้น 1% v/v ของแพลงตอนหัวเชื้อ 2×107 cells/ml. (Kingtong et al., 
2007) 
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3.2.1 การทดสอบความเปน็พิษเพ่ือหาค่า LC50 
ศึกษาผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบตัว

เต็มวัย เพ่ือหาค่า LC50 โดยจะใช้หอยนางรมจ านวน 30 ตัว ต่อตู้ เลี้ยงในน้ าทะเล 30 ลิตร ให้อาหารและ
เปลี่ยนน้ าทะเลทุกวัน ท าการส ารวจอัตราการตายและการรอดชีวิต ที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง และ
บันทึกผล เพ่ือน ามาค านวณหาค่า LC50 (Lethal concentrations for 50% mortality) โดยจะใช้ค่า 
LC50 ในการบ่งบอกระดับความเป็นพิษของสารดีดีทีในหอยนางรมชนิดนี้ 
 
3.3 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมตัว
เต็มวัย 

การศึกษาผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมตัว
เต็มวัย ท าได้โดยใช้เทคนิคมิญชวิทยา โดยน าชิ้นเนื้อเยื่อตัวอย่างที่แช่สารละลายบูแองส์จากข้างต้นมาตัดให้
เป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาดความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร โดยชิ้นที่ 1-3 ได้แมนเทิลและเหงือก ชิ้นที่ 4 ได้ต่อม
ย่อยอาหารและอวัยวะสืบพันธุ์ และชิ้นที่ 5 ได้เลเบียลพัลพ์ ดังแสดงในภาพที่ 3-2 แล้วจึงน ามาล้างด้วยเอทา
นอลที่ความเข้มข้น 70% จนกระทั่งเนื้อเยื่อไม่มีสีเหลือง จากนั้นน าเนื้อเยื่อมาผ่านกระบวนการดึงน้ าออก 
(dehydration) ในเอทานอลที่มีความเข้มข้นต่ าไปยังเอทานอลที่มีความเข้มข้นสูง โดยเริ่มจากเอทานอลที่มี
ความเข้มข้น 80% 90% และ 95% ตามล าดับ ขั้นตอนละหนึ่งครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง แล้วจึงน ามาแช่ในเอทา
นอล 100% จ านวน 2 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปแช่ในไดออกเซน 2 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง น า
เนื้อเยื่อมาแช่ในพาราพลาสต์ 3 ครั้ง ๆ ละ 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วจึงน ามาฝังเนื้อเยื่อลง
ในพาราพลาสต์ ตัดเนื้อเยื่อด้วยเครื่อง Microtome (Microtome รุ่น HESTION ERM 3000, Hestion, 
Australia) ความหนา 6 ไมโครเมตร น าเนื้อเยื่อที่ตัดแล้วมาติดลงบนแผ่นสไลด์โดยใช้เจลาตินเป็นตัวช่วยให้
เนื้อเยื่อติดลงบนแผ่นสไลด์  น าสไลด์ที่ติดชิ้นเนื้อเยื่อแล้วมาวางให้แห้งบนเครื่องอุ่นแผ่นสไลด์ที่อุณหภูมิ  45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและสีอีโอซิน (Haematoxylin 
and Eosin) และศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 

 
 
ภาพที่ 3-2  ตัวอย่างภาพตัดตามขวาง (cross section) ของเนื้อเยื่อหอยนางรมปากจีบ 
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3.4 การวิเคราะห์โปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ 
ทางผู้วิจัยจึงเลือกท าการศึกษาร่วมกับการวิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ (Proteomic) เพ่ือศึกษาผลกระทบ

ของสารดีดีทีต่อกลไกการท างานของเซลล์  เพ่ือติดตามระดับการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล์  การ
ควบคุมการแสดงออกของยีน เนื่องจากโปรตีนเป็นสารชีวโมเลกุลที่ท าหน้าที่ส าคัญต่าง ๆ ภายในเซลล์ การ
วิเคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์  ยังเป็นเทคนิคที่ช่วยระบุ  Potential biomarker of exposure โปรตีนที่มี
แนวโน้มส าหรับใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ ในการติดตามตรวจสอบและเฝ้าระวังสถานการณ์การปนเปื้อนของ
สารดีดีทีในสิ่งแวดล้อมทางทะเล การศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ในครั้งนี้ เป็นวิธีที่มีข้ันตอนละเอียด
หลายขั้นตอน เพ่ือให้ง่ายต่อความเข้าใจ จึงได้สรุปขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
 
3.4.1 การสกัดโปรตีน 

น าเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ  มาบดด้วยเครื่องบด Tissue Homogenizer ใน
สารละลาย lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.2 ประกอบด้วย 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 
1mM EDTA และ 1 mM cocktail protease inhibitor) น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 15,000 x g เป็นเวลา 30 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือช่วยให้เศษเซลล์หรือเนื้อเยื่อเกี่ยวพันตกตะกอน แล้วจึงดูดเอาเฉพาะส่วนใส 
(supernatant) ไปวิ เคราะห์ปริมาณ โปรตีน  โดยใช้  bovine serum albumin (BSA) เป็น  standard 
protein 
 
3.4.2 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจล 2 มิติ (Two-dimensional gel electrophoresis) 

น าตัวอย่างโปรตีนที่สกัดแล้วมา 100 ไมโครกรัมต่อตัวอย่าง ผสมกับ rehydration buffer ซึ่ง
ประกอบด้วย Urea 7 M DTT 0.1 M CHAPS 4% IPG buffer 0.2% แล้วจึงน ามาโหลดลงใน Isoelectric 
focusing gel (IEF) strip pH3-10, non-linear ขนาด 7 ซม. ของ GE Healthcare Life Science ทิ้ งไว้
ข้ามคืนเพ่ือให้สารละลายทั้งหมดซึมเข้าไปภายในเจล เมื่อทิ้งไว้ข้ามคืนแล้วจึงท าการโฟกัสโปรตีน หลังจากนั้น
น า IEF strip ที่โฟกัสโปรตีนเรียบร้อยแล้วมาแช่ในสารละลาย equilibration buffer 1 (6 M urea, 50 mM 
Tris (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 1% (w/v) DTT) เป็ น เวล า  15 น าที  ต ามด้ ว ย 
equilibration buffer 2 (6 M urea, 50 mMTris (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 2.5 % 
(w/v) iodoacetamide เป็ น เวลา 15 นาที  ท าการแยกโปรตี นด้ วย เทคนิ ค  two-dimensional gel 
electrophoresis โดยมิติที่หนึ่งจะแยกโปรตีนด้วยไฟฟ้าตามค่า Isoelectric focusing ของโปรตีน เครื่องมือ
ที่ใช้คือ IPGPhore3 จากนั้น ในมิติที่สองจะแยกโปรตีนตามมวลโมเลกุลโดยใช้ SDS-Polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) หลั งจากกระบ วนการ  electrophoresis น า เจลที่ ได้ ม าย้ อมด้ วยสี 
Coomassie Brilliant Blue G-250 และล้างสีด้วย destain solution 
 
3.4.3 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมโดยใช้โปรแกรม 
ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) 

น าเจลทีย่้อมสีเรียบร้อยแล้วไปสแกนเพ่ือสร้างแผนที่อ้างอิงโปรตีน (Reference map) ส าหรับข้อมูล
โปรตีนในหอยนางรม และท าการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนจากหอยนางรมที่ได้จากกลุ่มทดลอง
และกลุ่มควบคุมโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์แผ่นเจล ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE 
Healthcare, Sweden) โดยโปรแกรมจะท าหน้าที่เปรียบเทียบความเข้มของจุดโปรตีนและวิเคราะห์
ผลเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนบนเจล พร้อมทั้งค านวณค่าความเชื่อมั่น (p=0.05) จากนั้น
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เราสามารถเลือกโปรตีนที่มีความแตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นโปรตีนเป้าหมาย เพ่ือใช้เป็น  Potential biomarker 
ส าหรับการปนเปื้อนของสารกลุ่มออร์แกโนคลอรีนได้ จากนั้นจึงท าการระบุชนิดของโปรตีนให้ได้ก่อนโดยการ
ตัดจุด โปรตีนที่ สน ใจ เพ่ื อย่อยด้ วย เอนไซม์  Trypsin และน าไปวิ เคราะห์ ด้ วย  LC-MS/MS ต่อ ไป 
 
3.4.4 การย่อยโปรตีนดว้ยเอนไซม์ Trypsin 

เริ่มจากท าการตัดจุดโปรตีนที่สนใจจะวิเคราะห์ น ามาย่อยด้วยเอนไซม์ Trypsin ให้เป็นเพปไทด์สาย
สั้นลง เอนไซม์ Trypsin จะจดจ าต าแหน่งและเข้าไปท าการตัดกรดอะมิโนหลังต าแหน่ง  Argenine และ 
Lucien ท าให้ได้เพปไทด์ที่มีขนาดประมาณสายละ10 กรดอะมิโน ซึ่งเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง
แมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS มีข้ันตอนดังนี้ น าเจลมาล้างด้วยสารละลาย 50% acetonitrile (ACN), 
25 mM ammonium bicarbonate (NH4 HCO3) 2 ครั้ง ครั้งละ 200 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
30 นาที หลังจากนั้นดูดสารละลายออกแล้วเติม 100% acetonitrile 200 ไมโครลิตร แล้วทิ้งไว้ประมาณ 15 
นาที หรือจนกว่าเจลจะมีสีขาวแล้วจึงดูดสารละลายออก หลังจากนั้นน ามาย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินเพ่ือให้
สายเพปไทด์สั้นลง โดยการเติมสารละลายเอนไซม์ทริปซินที่เจือจางอัตราส่วน 0.006 µg/µl ปริมาณ 10-15 
ไมโครลิตร ลงในหลอดต่างๆ โดยใช้อุณหภูมิ 37 องศา เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชั่วโมง 
 
3.4.5 การวเิคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนดิ LC-MS/MS 

น าเปปไทด์ซึ่งถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินที่ได้จากขั้นตอนข้างต้น มาละลายใน 0.1% formic acid 
in H2O วิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค  LC-MS/MS (AmaZon™ speed ETD mass spectrometer, Bruker 
Billerica, MA, USA)  มีขั้นตอนการวิเคราะห์โดยสังเขป ดังต่อไปนี้  น า Tryptic peptide มาแยกด้วย 
nanoACQUITY system (Waters Corporation, Milford, MA, USA) โดยฉีดผ่าน nanoACQUITY UPLC 
column (1.7 µm BEH, 75 µm × 200 mm C18) ปรับค่า flow rate ให้เป็น 300 nl/min ที่ อุณหภูมิ 
40°C การวิเคราะห์จะประกอบไปด้วยส่วนของ liquid chromatography และส่วนของ electrospray 
ionization (ESI)/ ion trap mass spectrometer ซึ่งผลที่ได้จะออกมาเป็น Chromatogram แล้วจึงน าผล
ที่ได้นี้ไปวิเคราะห์ต่อเพ่ือหาชนิดของโปรตีนโดยการสืบค้นในฐานข้อมู ลชีวสารสนเทศ เช่น MASCOT 
(www.matrixscience.com) โดยตั้งค่าพารามิเตอร์ (parameters) ดังนี้ ค่า peptide tolerant คือ ± 1.2 
Da ค่า MS/MS tolerant คือ ± 0.6 Da เลือกเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานข้อมูล
จีโนมของ NCBI ตรงส่วนของ peptide charge เลือกเป็น +1 +2 และ +3 เลือกไฟล์ชนิด .mgf ในส่วนของ 
Data format เลือก mascot generic และชนิดเครื่องมื่อวิเคราะห์ เลือก ESI-TRAP ตามล าดับ 

 

3.4.6 วิเคราะห์ข้อมลูเพ่ือหา potential protein biomarker 
น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์หาโปรตีนที่ที่มีแนวโน้มสูงที่จะเป็น protein biomarker ส าหรับสารดีดีที 

เกณฑ์การเปรียบเทียบจะใช้โปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกันสองเท่าข้ึนไประหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่ม
ควบคุม ด้วยความเชื่อมั่น 95% ซึ่งนิยมใช้ในงานวิจัย (Kingtong et al., 2013) โดยคาดว่าหลังจากศึกษา
ด้วยเทคนิคนี้แล้วจะได้โปรตีนที่มีแนวโน้มจะใช้เป็นตัวบ่งชี้ชีวภาพต่อไป 
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3.5 การศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีโอมของเมือกหอยนางรมปากจีบ 
 ท าการเก็บตัวอย่างเมือกของหอยนางรมปากจีบจากทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองที่ได้รับสัมผัส
กับสารดีดีที 100 µg/L มาท าการศึกษาและวิเคราะห์โปรตีน ซึ่งจะต้องท าบนน้ าแข็ง (on ice) และต้องใช้
ความรวดเร็วเพ่ือป้องกันไม่ให้ตัวอย่างโปรตีนได้รับความเสียหายจากเอนไซม์โปรทีเอส โดยมีข้ันตอนดังนี้ ตัด
เปลือกที่อยู่ด้านบนของหอยนางรมปากจีบออกประมาณหนึ่งในสามส่วนด้วยความระมัดระวัง เพ่ือไม่ให้ 
adductor muscle ขาดหรือฉีก หลังจากนั้นล้างด้วยน้ าทะเลเทียม เพ่ือก าจัดสิ่งสกปรก แล้วจึงค่อยๆ ใช้ 
cotton tip ขนาดเล็กที่ผ่านการฆ่าและแช่อยู่ในน้ าทะเลเทียมมาถู (swab) บริเวณพาเลียลออร์แกน 
(Espinosa, Perrigault, Ward, Shumway, & Allam, 2009) เมือกที่ เก็บ ได้จะติดอยู่บนคอตตอนทิป 
หลังจากนั้นจึงน าคอตตอนทิปนี้มาแกว่งในน้ าทะเลเทียมที่มีอุณหภูมิต่ า ซึ่งอยู่ในหลอดเซ็นติฟ้ิวแบบมีฝาปิด 
(centrifuge tube) ขนาด 15 ml เพ่ือท าให้เมือกที่เก็บได้หลุดออกจากคอนตอนทิปก่อนที่จะน าตัวอย่าง
เมือกที่เก็บได้ไปผ่านการกรองเอาสิ่งสกปรกออกด้วย syringe filter ขนาด 0.22 µm หลังจากนั้นน าตัวอย่าง
เมือกมาท าการตกตะกอนตัวอย่างโปรตีนด้วยอะซีโตน (acetone precipitation) เพ่ือก าจัดเกลือจากน้ า
ทะเลเทียม จากนั้นจึงน าตัวอย่างเมือกที่ท าการตกตะกอนด้วย - 20 °C acetone น ามาละลายน้ า แล้วท า
การก าจัดเกลืออีก (Desalting) ด้วย Amicon Ultra-2 Centrifuge Filter Devices ดังแสดงในภาพที่ 3-3
แล้วจึงน าตัวอย่างโปรตีนที่ได้มาผสมกับ lysis buffer ในขั้นตอนการสกัดโปรตีนต่อไป โดยเริ่มจากการเตรียม
ตัวอย่างโปรตีนจากเมือกของหอยนางรมปากจีบ โดยการเติม lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.2 ซึ่งมี
ส่วนประกอบ ได้แก่ 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 1 mM EDTA และ 1 mM cocktail protease 
inhibitor) ลงไปในเมือกของหอยนางรมปากจีบ จากนั้นจึงน าไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 15,000 x g เป็น
เวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือช่วยให้เศษเซลล์ตกตะกอน แล้วจึงดูดเอาเฉพาะส่วนใส 
(supernatant) ด้านบนซึ่งเป็นโปรตีนจากเมือกของหอยนางรมปากจีบ ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี 
Bradford protein assay โดยใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็น standard protein ทั้งนี้เมือกของ
หอยนางรมอาจมีน้ าทะเลติดมาด้วย ซึ่งอาจมีผลต่อการแยกโปรตีนในขั้นถัดไป จึงอาจเพ่ิมขั้นตอนการท า
โปรตีนให้มีความบริสุทธิ์มากข้ึนก่อนการแยกโปรตีนต่อไป 

จากนั้นจึงเข้าสู่ขั้นตอนการแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจล 2 มิต ิแล้วจึงน ามาเปรียบเทียบแผ่นเจลโดยใช้
โปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) น ามาย่อยโปรตีน
ด้วยเอนไซม์ Trypsin แล้วจึงท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องแมสสเปคโทมิเตอร์ชนิด LC-MS/MS โดยขั้นตอน
การวิเคราะหจ์ะอ้างอิงตามตามการศึกษาโปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบข้างต้น 
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ภาพที่ 3-3 ขั้นตอนการก าจัดเกลือ (Desalting) ด้วย Amicon Ultra-2 Centrifuge Filter Devices 
 
3.6 การตรวจวดัสารประกอบบิวทิลทินในหอยแมลงภู่   
1. พื้นที่ศึกษาและการเก็บตัวอย่าง 

พ้ืนที่ศึกษาประกอบด้วยบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออก 3 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดชลบุรี ระยอง และ
ตราด ตาม พิกัดในตารางที่ 3-1 และ ภาพที่ 3-4 ท าการเก็บตัวอย่างหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis จาก
พ้ืนที่ศึกษา ในการเก็บตัวอย่างท าการสุ่มเก็บหอยแมลงภู่ที่มีขนาดตั้งแต่ 5 เซนติเมตรขึ้นไป ให้ได้น้ าหนักรวม
เปลือกประมาณ 1 กิโลกรัม และเน้นการเก็บตัวอย่างให้ครอบคลุมพ้ืนที่มากที่สุดตามระเบียบวิธีวิจัยซึ่งได้
ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการสัตว์ทดลองของมหาวิทยาลัยแล้ว หลังจากเก็บตัวอย่างแล้ว แช่เย็นใน
น้ าแข็งทันทีเพ่ือขนย้ายไปยังห้องปฏิบัติการ ท าการแกะเปลือกเพ่ือน าเอาเนื้อเยื่อสดรวมกันและท าการบดให้
ละเอียด แล้วชั่งเนื้อเยื่อให้ได้น้ าหนัก 150 กรัม แล้วจึงน าไปท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) เก็บ
เนื้อเยื่อที่แห้งแล้วในขวดแก้วทึบแสงและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือท าการวิเคราะห์ใน
ขั้นตอนต่อไป  
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ตารางที่ 3-1 พิกัดสถานที่เก็บตัวอย่างหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis และน้ าหนักเนื้อเยื่อสดและน้ าหนัก
แห้งหลังจากท าแห้งแบบเยือกแข็ง  
Location Coordinates  Wet weight (g) Dry weight (g) 

Chonburi 13.329327N/100.904132E 150 29.26 
Rayong 12.666802N/101.167804E 150 27.49 
Trat 12.131474N/102.570505E 150 23.55 
 

 
 
ภาพที่ 3-4 แผนที่จุดเก็บตัวอย่างในการศึกษาครั้งนี้ (ดัดแปลงจากโปรแกรม QGIS) 
 
2. สารเคมีและการเตรียมสารมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน (Standard) บิวทิลทินที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบด้วย Monobutyltin chloride 
([CH3CH2)3]SnCl3 ,95%, Sigma-Aldrich), Dibutyltin chloride ([CH3(CH2)3]2SnCl2, 96%, Sigma-
Aldrich) และ Tributyltin chloride ([CH3(CH2)3]3SnCl) 96%, Sigma-Aldrich) นอกจากนี้ ยั งใช้ ส าร 
Tripropyltin (TPrT) ((CH3CH2CH2)3SnCl) 99%, Sigma-Aldrich) ส าหรับเป็น Internal standard และใช้
ส าร  Sodium diethydithiocarbamate (C5H10NS2Na·3H2O, Sigma-Aldrich) ส าห รับ ก ระบ วน การ 
derivatization  

เตรียมสารมาตราฐาน Monobutyltin chloride ([CH3CH2)3]SnCl3, 95%), Dibutyltin chloride 
([CH3(CH2)3]2SnCl2, 96%), Tributyltin chloride ([CH3(CH2)3]3SnCl), 96%) ใน เมทานอลให้ ได้ ความ
เข้มข้น 1 g/L และเตรียม internal standard Tripropyltin (TPrT) ((CH3CH2CH2)3SnCl) 99%) ในเมทา
นอลให้ได้ความเข้มข้น 10 mg/L สารละลายมาตรฐานทั้งหมดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่า
จะท าการวิเคราะห์ เตรียมสารละลาย Organotin catching โดยใช้ Sodium diethydithiocarbamate 
(C5H10NS2Na·3H2O) 6% ในเอทานอล และเตรียม Acetate buffer pH 4.5 ± 0.3 โดยใช้  Sodium 
acetate (C2H3NaO2)  
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3. การสกัดตัวอยา่งและปฏิกิริยา 

การสกัดสารบิวทิลทินจากตัวอย่างเนื้อเยื่อในการศึกษาครั้งนี้ดัดแปลงจากงานวิจัย [22] โดยใช้เทคนิค
การสกัดแบบ Solid-Liquid Extraction (SLE) น าตัวอย่างหอยแมลงภู่ที่ท าแห้งแบบเยือกแข็ง โดยชั่ง
ตัวอย่างแห้ง 2 กรัม ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 50 mL เติมน้ า Ultrapure deionized (18.2 
MΩ/cm) ปริมาตร 5 mL ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Tripropyltin (TPrT) ความเข้มข้น 10 
mg/L ปริมาตร 100 µL น าไป sonicate นาน 30 นาที เติม Acetone ปริมาตร 10 mL และสารละลาย 
Sodium diethyldithiocabamate 6% ปริมาตร 100 µL น าไป sonicate อีก 20 นาที  จากนั้นเติม 
Acetate Buffer pH 4.5 ปริมาตร 10 mL เขย่านาน 1 นาที จากนั้นเติม Sodium tetraethylborate 
(NaB(Et)4) ปริมาตร 100 µL เติมลงไปในหลอดสกัดก่อนหน้านี้ ท าการเขย่านาน 30 นาที และเติม Hexane 
ปริมาตร 5 mL เขย่านาน 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายชั้น 
Hexane มาใส่ในหลอดทดลองอันใหม่ ท าการสกัดซ้ าอีกครั้งโดยเติม Hexane ปริมาตร 5 mL เขย่านาน 10 
นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 rpm นาน 10 นาที และดูดสารละลาย Hexane ขึ้นมาใส่ในหลอด
ทดลองก่อนหน้านี้ และน าไประเหยด้วยก๊าซไนโตรเจน ให้เหลือปริมาตร 1 mL ท าความสะอาดสารสกัดที่ได้
ด้วย Florisil column จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS ต่อไป ค่าเปอร์เซ็นต์การกลับคืน 
(Recovery) ในการวิจัยครั้งนี้ใช้วิธีการเติมสารละลายมาตรฐานที่รู้ความเข้มข้นที่แน่นอนใส่ลงไปในตัวอย่าง 
(spike) จากนั้นท าการสกัดและวิเคราะห์ผลเหมือนกันกับขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง ซึ่งค่าที่ได้จะแสดงเป็นร้อย
ละ  

 
4. ข้ันตอนการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS 

การวิเคราะห์สารประกอบบิวทิลทินในครั้งนี้ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Yáñez et al. (2016) โดยน า
สารสกัดปริมาตร 2 µL มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas chromatography (GC) รุ่น Agilent 5975C, Agilent 
Technologies (USA) โดยใช้คอลัมน์ชนิด HP-5MS 5% phenyl ที่เคลือบด้วย methyl siloxane 95% 
ขนาด 30 m × 0.25 µm × 0.25 mm ยี่ห้อ Agilent Technologies และให้ อุณหภูมิคงที่ๆ 50 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 1.5 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ทุกๆ 1 นาที จนถึงอุณหภูมิ 190 องศา
เซลเซียสและคงที่เป็นเวลา 1 min และเพ่ิมอุณหภูมิอีก 30 องศาเซลเซียส ทุกๆ 1 นาที จนถึงอุณหภูมิ 300 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 นาทีอุณหภูมิinlet 250 องศาเซลเซียส อัตราการไหลของก๊าซตัวพา 1.0 mL/min 
โดยมีก๊าซฮีเลียม (He) เป็นตัวน าพาสารที่อัตรา 50mL/min เข้าสู่คอลัมน์ และใช้ตัวตรวจวัด (Detector) คือ 
Mass spectrometer (MS) ท าการวิเคราะห์หาสารประกอบบิวทิลทินที่อยู่ในเนื้อเยื่อตัวอย่างโดยเทียบกับ
ปริมาณสารมาตรฐาน สารมาตรฐานที่ใช้คือ ไตรบิวทิลทินคลอไรด์ ไดบิวทิลทินคลอไรด์ และโมโนบิวทิลทิน
คลอไรด์ สามารถท าการวิเคราะห์ได้โดยเปรียบเทียบเวลาที่สารตัวอย่างถูกชะออกจากคอลัมน์กับ Retention 
Time (Rt) และการยืนยันด้วยมวลโมเลกุล (molecular mass) ของสารแต่ละชนิด แล้วท าการหาปริมาณ
ตัวอย่างโดยสร้างกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 5 จุด (0.1, 0.5, 1, 50 และ 100 
µg/L) แล้วเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานกับสัดส่วนพ้ืนที่ใต้พีก (peak area ratio) 
ของสารมาตรฐานกับ internal standard แล้วใช้ความสัมพันธ์เชิงเส้นที่ได้มาค านวณความเข้มข้นของ
ตัวอย่าง โดยหน่วยของสารประกอบบิวทิลทินที่ตรวจพบมีหน่วยเป็นนาโนกรัมต่อกรัมในน้ าหนักแห้ง (ng/g 
dry weight)  



     
 

 
บทท่ี 4 

 
ผลการศึกษา 

 
4.1 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อชีววิทยาการเจริญของตัว

อ่อนหอยนางรมปากจีบ (larva developmental biology) 
4.1.1 ชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ 
 ในการศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ อันดับแรก
ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาชีววิทยากาเจริญของตัวอ่อนก่อน โดยท าการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์เพ่ือกรีดเอาเซลล์
สืบพันธุ์จากอวัยสืบพันธุ์ที่อยู่ในอวัยสืบพันธุ์เพ่ือท าการผสมเทียมปฏิสนธิในสภาพที่เหมาะสม โดยใช้
อัตราส่วนระหว่างไข่กับอสุจิ คือ 1:400 (Song et al., 2009) ท าให้เกิดการปฏิสนธิของเซลล์สืบพันธุ์และ
เจริญตัวอ่อนระยะต่างๆ ซึ่งประกอบด้วยการเจริญของตัวอ่อนในระยะต่างๆ ดังนี้  

1. ระยะปฏิสนธิ การปฏิสนธิเกิดขึ้นภายในเวลา 10-15 นาที หลังจากการผสมเทียม สังเกตได้จาก
เซลล์ไข่จะมีการเปลี่ยนแปลงโดยเกิด first polar body ขึ้น ในหอยนางรมเพศเมียนั้นเซลล์ไข่ที่อยู่ภายในอ
วัยสืบพันธุ์ จะมีการสะสม yolk ภายในไซโทพลาซึมท าให้ไข่มีขนาดใหญ่และอยู่ในระยะ Primary oocyte 
ซึ่งเป็นระยะที่พร้อมส าหรับการปฏิสนธิ หากเซลล์ไข่ได้รับการปฏิสนธิเซลล์ไข่จะมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส
ครั้งที่ 1 (meiosis I) ท าให้ได้เซลล์ใหม่ 2 เซลล์ คือ Secondary oocyte (เซลล์ขนาดใหญ่) และ first polar 
body (เซลล์ขนาดเล็ก) เกิดขึ้นที่ด้านใดด้านหนึ่ง (ภาพที่ 4-1) จากนั้น Secondary oocyte จึงจะแบ่งเซลล์
แบบ แบบไมโอซิสครั้งที่ 2 (meiosis II) และรวมนิวเคลียสกับนิวเคลียสของเซลล์อสุจิได้เป็นเซลล์ไซโกต 
(zygote) และแบ่งเซลล์ต่อไป 

2. ระยะ cleavage เป็นระยะที่ไข่ที่ได้รับการผสมแล้วมีการแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็วท าให้ตั วอ่อนมี
จ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึน แต่ขนาดของตัวอ่อนไม่เปลี่ยนแปลง ด้านที่แบ่งเซลล์ได้เร็วกว่าท าให้เซลล์มีขนาดเล็กกว่า 
คือด้าน animal pole ส่วนนี้จะเจริญไปเป็นส่วนหลังของสัตว์ ส่วนด้านตรงข้ามพบเซลล์ขนาดใหญ่กว่า 
เรียกว่า vegetal pole ส่วนนี้จะเจริญไปเป็นด้านท้องของสัตว์ (ภาพที่ 4-2A)  

3. ระยะ blastula เป็นระยะที่ตัวอ่อนที่มีการแบ่งตัวเพ่ิมขึ้นและมีการเรียงตัวของเซลล์ชั้นเดียวเกิด
ช่องว่างขึ้นภายในตัวอ่อน เรียกช่องนี้ว่า blastocoel ส าหรับในตัวอ่อนหอยนางรม พบว่าช่อง blastocoel 
มีขนาดเล็กสังเกตเห็นได้ยาก (ภาพที่ 4-2B) ในหอยนางรมปากจีบพบว่าตัวอ่อนจะเข้าสู่ระยะนี้ภายหลังการ
ปฏิสนธิประมาณ 3 ชั่วโมงข้ึนไป   

4. ระยะ gastrula เป็นระยะที่เกิดเนื้อเยื่อสามชั้นขึ้นในตัวอ่อน เนื่องจากเกิดการเคลื่อนที่และเรียง
ตัวใหม่ของกลุ่มเซลล์ภายในตัวอ่อน เนื่องจากเซลล์ด้าน animal pole แบ่งเซลล์ได้เร็วกว่าด้าน vegetal 
pole ท าให้เซลล์แผ่ลงมาคลุมทับด้าน vegetal pole เกิดการม้วนตัวของแผ่นเซลล์เข้าไปข้างในตัวอ่อน 
(ภาพที่ 4-2C) อาจสังเกตุเห็นช่อง blastopore ได้จากภายนอก ในหอยนางรมเนื่องจากช่อง blastopore 
เป็นร่องขนาดเล็กและไม่เว้าลึกเข้าไปในตัวอ่อน จึงอาจเรียกได้ว่าเป็นช่อง psuedoblastopore  ในหอย
นางรมปากจีบพบว่าตัวอ่อนจะเข้าสู่ระยะนี้ภายหลังการปฏิสนธิประมาณ 4 ชั่วโมงข้ึนไป   

5. ระยะ Trochophore เป็นระยะที่ตัวอ่อนที่เริ่มสร้างอวัยวะ (organogenesis) ตัวอ่อนมีการ
พัฒนาโครงสร้างที่ท าหน้าที่เฉพาะขึ้น เช่น มีการพัฒนา velum ซึ่งมีลักษณะแป็นแผงซิเลียที่ล้อมรอบตัว
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อ่อน ท าให้ตัวอ่อนสามารถว่ายน้ าได้ (ภาพที่ 4-2C) ตัวอ่อนในระยะนี้มีการพัฒนาระบบทางเดินอาหารแล้ว 
ดังนั้นจึงสามารถกินอาหารได้ ในหอยนางรมปากจีบพบว่าตัวอ่อนจะเข้าสู่ระยะนี้ ภายหลังการปฏิสนธิ
ประมาณ 7 ชั่วโมงขึ้นไป ในระยะนี้เหมาะส าหรับการให้อาหารหอยนางรม ซึ่งมีความจ าเป็นส าหรับน า
พลังงานไปใช้ในการเจริญเติบโตและการสร้างเปลือกต่อไป   

6. ระยะ veliger เป็นระยะที่ตัวอ่อนมีการสร้างเปลือก เนื่องจากหอยนางรมเป็นหอยสองฝา (Class 
Bivalvia) จึงพบว่าตัวอ่อนเริ่มสร้างเปลือก 2 อัน ลุมล าตัว ตัวอ่อนในระยะที่เริ่มมีการสร้างเปลือกนี้ เมื่อมอง
ด้านข้างจะเห็นตัวอ่อนมีลักษณะคล้ายตัวอักษร D จึงเรียกตัวอ่อนในระยะนี้ว่า D-shape veliger (ภาพที่ 4-
2D) ในหอยนางรมปากจีบพบว่าตัวอ่อนจะเข้าสู่ระยะนี้ภายหลังการปฏิสนธิประมาณ 18 ชั่วโมงขึ้นไป 
หลังจากระยะ D-shape veliger แล้ว หอยนางรมปากจีบก็จะพัฒนาเข้าสู่ระยะ pediveliger หรือระยะที่ตัว
อ่อนมีการเท่า (pedi หมายถึง ส่วนเท้าม หรือ foot) ระยะนี้ของตัวอ่อนจะอาศัยชีวิตในน้ าทะเลล่องลอยและ
ว่ายน้ า (planktonic larva) จนกว่าจะลงเกาะกับที่ ซึ่งเมื่อหอยลงเกาะกับที่บนต าแหน่งที่เป็นของแข็ง เช่น 
ก้อนหิน รากต้นไม้ หรือวัสดุแข็งอ่ืน ๆ ในน้ าแล้ว หอยนางรมก็จะสร้างเปลือกด้านหนึ่งยึดติดกับวัสดุนั้นๆ 
และเจริญเป็นตัวเต็มวัยโดยไม่เคลื่อนที่อีกตลอดชีวิต (sessile life)   

 
4.1.2 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีน (DDT) ต่อชีววิทยาการเจริญของ
ตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ  
 การทดสอบในห้องปฏิการโดยท าการปฏิสนธิตัวอ่อนแล้วให้สัมผัสกับสาร DDT ในน้ าทะเลที่ระดับ
ความเข้มข้น 0, 0.25, 0.5, 1, และ 10 µg/L พบว่าในกลุ่มควบคุม (0 µg/L) ตัวอ่อนมีการพัฒนาปกติเข้าสู่ 
D-shape veliger larva ทั้งหมด (100%) ในกลุ่มทดสอบพบว่าสาร DDT ในกลุ่มทดสอบที่ระดับความ
เข้มข้น  0.25-10 µg/L ไม่ท าให้ตัวอ่อนตาย แต่ส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรม
ปากจีบ ท าให้ตัวอ่อนพัฒนาการผิดรูปไปจากเดิมโดยมีจ านวนตัวอ่อนที่ผิดปกติแปรผันตามความเข้มขึ้นของ
สารทดสอบ ดังภาพที่  4-3 การศึกษาครั้งนี้ท าการส ารวจผลกระทบต่อตัวอ่อนในระยะ gastrula, 
trochophore และ D-shape veliger เมื่อพิจารณาตัวอ่อนแต่ละระยะพบผลกระทบดังนี้ 
 ระยะ gastrula (ส ารวจ ณ เวลา 4 ชั่วโมงหลังการปฏิสนธิ) พบว่าสาร DDT ท าให้ตัวอ่อนระยะ 
gastrula ผิดปกติ ดังภาพที่ 4-3A โดยกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 µg/L 
ไม่พบความผิดปกติ แต่เริ่มสังเกตความผิดปกติได้ในกลุ่มทดสอบที่ได้รับสาร DDT ตั้งแต่ความเข้มขึ้น 0.5 
µg/L ขึ้นไป และพบอัตราผิดปกติมากถึง 64.29% ในกลุ่มทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L  
 ระยะ trochophore (ส ารวจ ณ เวลา 7 ชั่วโมงหลังการปฏิสนธิ) พบว่าสาร DDT ท าให้ตัวอ่อนระยะ 
trochophore ผิดปกติเพ่ิมขึ้น ดังภาพที่ 4-3B ไม่พบความผิดปกติในกลุ่มควบคุม แต่สามารถพบความ
ผิดปกติได้ในทุกกลุ่มทดสอบ โดยความผิดปกติเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสาร DDT ที่ได้รับ และพบอัตรา
ผิดปกติสูงถึง 72.22% ในกลุ่มทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L โดยอาการผิดปกติที่พบได้มากคือ ตัว
อ่อนมีการ velum ได้ช้า ท าให้ตัวอ่อนยังไม่เคลื่อนไท่ และอาจพบตัวอ่อนที่มีรูปร่างผิดปกติไปจากกลุ่ม
ควบคุม  

ระยะ D-shape veliger (ส ารวจ ณ เวลา 18 ชั่วโมงหลังการปฏิสนธิ) พบว่าสาร DDT ท าให้ตัวอ่อน
ระยะ D-shape veliger ผิดปกติเพ่ิมขึ้น ดังภาพที่ 4-3C ไม่พบความผิดปกติในกลุ่มควบคุม แต่สามารถพบ
ความผิดปกติได้ในทุกกลุ่มทดสอบ โดยความผิดปกติเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสาร DDT ที่ได้รับ และพบ
อัตราผิดปกติสูงถึง 91.67% ในกลุ่มทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L โดยอาการผิดปกติที่พบได้มากคือ 
ตัวอ่อนมีการสร้างเปลือกมีการเจริญผิดรูปและสร้างเปลือกได้ช้ากว่ากลุ่มควบ  
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ภาพที่ 4-1 การปฏิสนธิของหอยนางรมปากจีบ Saccostrea cucullata 
A. ภาพถ่ายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง  
B. ภาพถ่ายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงเมื่อย้อมเซลล์ด้วยสี Hoechst 33342 ซึ่งจะย้อมติด
นิวเคลียสชัดเจน ท าให้สังเกตเห็น first polar bodr และ second polar body  
สัญลักษณ์ pb=polar body 
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ภาพที่ 4-2 ชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบ Saccostrea cucullata ปกติและผิดปกติเมื่อ

ได้รับสัมผัสสาร DDT ที่ระดับความเขมข้นต่าง ๆ  
A. ระยะ gastrula ปกติ B. ระยะ gastrula ที่ผิดปกติ C. ระยะ trochophore ปกติ D. ระยะ 
trochophore ผิดปกติ E. ระยะ D-shape veliger ปกต ิF. ระยะ D-shape veliger ผิดปกต ิ 
สัญลักษณ์ ap=animal pole, vp=vegetal pole, bm=blastomere, dg=digestive glands, 
ve=velum, sh=shell 
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ภาพที่ 4-3 ผลกระทบของสาร DDT ต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบในระยะต่างๆ  

A. ผลกระทบของสาร DDT ต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนในระยะ Gastrula 
B. ผลกระทบของสาร DDT ต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนในระยะ Trochophore  
C. ผลกระทบของสาร DDT ต่อชีววิทยาการเจริญของตัวอ่อนในระยะ D-shape veliger 
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4.2 ผลกระทบของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่ออัตราการตายของหอยนางรมปาก
จีบตัวเต็มวัย 

จากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสาร DDT ต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบ เมื่อน า
ตัวอย่างหอยนางรมปากจีบตัวเต็มวัยขนาดประมาณ 5-7 เซนติเมตร มาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยง แล้ว
ท าการทดสอบความเป็นพิษของสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 0, 10, 50, 100, 500, 1,000 และ 2,000 
µg/L โดยท าการเปลี่ยนน้ าและให้อาหารทุก 24 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง จากนั้นบันทึกสถิติการตาย
สะสม (% Cumulative mortality) ที่เวลา 96 ชั่วโมง พบว่า ในกลุ่มควบคุมไม่พบอัตราการตายของหอย
นางรมปากจีบตลอดระยะเวลาที่ใช้ทดสอบและสามารถตอบสนองต่อสิ่งเร้าคือการสั่นสะเทือนจากการเคาะตู้
กระจกที่ใช้เลี้ยงทดสอบได้เป็นอย่างดี โดยจะปิดเปลือกทันทีที่ผู้วิจัยเคาะกระจกตู้ ส าหรับกลุ่มทดสอบพบว่า
อัตราการตอบสองต่อการเคาะกระจกจะลดลงและพบอัตราการตายของหอยนางรมซึ่งมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น
ตามระดับความเข้มข้นของสาร DDT ที่ใช้ทดสอบ (ภาพที่ 4-4A) และทันทีที่มีการใส่สารทดสอบในกลุ่ม
ทดสอบจะพบว่าหอยนางรมมีการเปิดเปลือกทันที ซึ่งต่างจากกลุ่มควบคุมที่จะเปิดเปลือกเพ่ือกรองกินแพลงค์
ตอนที่ใส่ลงไปเพ่ือเป็นอาหารอาหาร ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง แม้ว่าจะยังไม่พบการตายของหอยนางรมในทุก
ระดับความเข้มข้น แต่พบว่าหอยนางรมในกลุ่มทดสอบมีสาร DDT จะมีการตอบสนองต่อแรงสั่นสะเทือน
ลดลง มีการปิดเปลือกช้าลง โดยสามารถสังเกตได้ชัดเจนในกลุ่มทดสอบที่มีความเข้มข้นของสาร DDT สูง ที่
ระยะเวลา 48 ชั่วโมงขึ้นไป เริ่มพบอัตราการตายของหอยนางรม โดยพบว่าอัตราการตายมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
ตามความเข้มข้นของ DDT และระยะเวลาที่ทดสอบ ดังนี้ เมื่อท าการทดสอบครบ 96 ชั่วโมง พบอัตราการ
ตายสะสมในแต่ละกลุ่มทดสอบดังนี้ ในกลุ่มทดสอบสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L พบว่าหอย
นางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 3.334.71 ในกลุ่มทดสอบสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 50 µg/L 
พบว่าหอยนางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 10.004.71  ในกลุ่มทดสอบสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 
100 µg/L พบว่าหอยนางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 16.674.71 ในกลุ่มทดสอบสาร DDT ที่ระดับ
ความเข้มข้น 500 µg/L พบว่าหอยนางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 26.670.00 ในกลุ่มทดสอบสาร
ดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 1,000 µg/L พบว่าหอยนางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 53.3318.86 ใน
กลุ่มทดสอบสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 2,000 µg/L พบว่าหอยนางรมปากจีบมีอัตราการตายร้อยละ 
70.004.71 

ท าการวิเคราะห์หาค่า LC50 (50% lethal concentration) หรือค่าความเข้มข้นของสารที่ท าให้
สัตว์ทดลองตายลงครึ่งหนึ่ง ด้วยสมการ Probit analysis ได้กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง log ของความ
เข้มข้น (X) และ ค่า Probit (Y) ที่เวลา 96 ชั่วโมง (ภาพที่ 4-4B) สามารถค านวณหาค่า LC50 ณ เวลา 96 
ชั่วโมง ของสาร DDT จากสมการได้เท่ากับ 891.25 µg/L ซึ่งหมายความว่า เมื่อหอยนางรมปากจีบได้รับ
สัมผัสสารที่ระดับควมเข้มเข้น 891.25 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง จะท าให้หอยน่างรมปากจีบตายลงครึ่งหนึ่ง  
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ภาพที่ 4-4 ผลกระทบของสาร DDT ต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบตัวเต็มวัย 

A. อัตราการตายของหอยนางรมปากจีบตัวเต็มวัยเมื่อทดสอบด้วยสาร DDT   
B. การหาค่า LC50 โดยใช้สมการ Probit  
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4.3 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมตัว
เต็มวัย 
4.3.1 การศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อของหอยนางรมปากจีบ 

เนื้อเยื่อแมนเทิล (mantle)  
เนื้อเยื่อแมนเทิลเป็นอวัยวะที่ท าหน้าที่ปกคลุมตัวหอยทั้งหมด มีหน้าที่หลักในการสร้างเปลือกและมี

กลไกในการสร้างเมือก (mucous cell) มาปกคลุมร่างกายเพ่ือป้องกันตนเอง เมื่อถูกรบกวนจากสิ่งแวดล้อม
ภายนอกที่อาศัยอยู่ (defensive machcanism) จากการศึกษาเนื้อเยื่อโดยใช้เทคนิคมิญชวิทยา พบว่า
เนื้อเยื่อแมนเทิลประกอบด้วยเนื้อเยื่อบุผิวชั้นเดียว ตั้งอยู่บนเยื่อฐาน มีโครงสร้างไม่ซับซ้อน พบกล้ามเนื้อ 
หลอดเลือด และระบบประสาท ใต้เยื่อฐานพบเนื้อเยื่อเกี่ยวพันซึ่งเป็นเซลล์ขนาดใหญ่ซึ่งมีช่องว่างเป็นแอ่ง
เลือดขนาดเล็ก (blood sinus) กระจายอยู่ทั่วไป ดังแสดงในภาพที่ 4-2 แมนเทิลมีหน้าที่หลักในการสร้าง
เปลือกและช่วยในการสร้าง Ligament นอกจากนี้ยังมีบทบาทส าคัญอ่ืน ๆ เช่น เป็นอวัยวะที่เก่ียวข้องกับการ
รับสัมผัส ท างานร่วมกับระบบประสาทเพ่ือช่วยในการปล่อยและกระจายเซลล์สืบพันธุ์ในช่วงฤดูกาลผสมพันธุ์ 
มีส่วนช่วยในการหายใจโดยมีการแลกเปลี่ยนแก๊สระหว่างผิวหน้าของอวัยวะกับน้ ารอบ ๆ รวมถึงยังท าหน้าที่
ในการเก็บสะสมสาร ได้แก่ ไกลโคเจน และลิพิด เป็นต้น (Galtsoff, 1964)  

พบว่าตัวอย่างหอยนางรมปากจีบที่ได้รับสาร DDT พบเซลล์สร้างเมือก (Mucous cell) จ านวนมาก 
บริเวณเยื่อบุผิว (Epithelium) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม การที่หอยนางรมมีการสร้างเมือกออกมา
สัมพันธ์กับการเพ่ิมขึ้นของจ านวน Mucocytes ตามความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นไปด้วย สามารถอธิบายได้ว่าใน
สภาวะที่หอยนางรมเกิดความเครียดจากการได้รับสารเคมี จะตอบสนองโดยการหลั่งเมือกออกมาเป็นจ านวน
มากเพ่ือป้องกันตัวเอง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Werner et al. (2004) ที่ท าการศึกษาในหอยสองฝา 
(Crenomytilus grayanus) แสดงให้เห็นถึงความผิดปกติในหอยที่ได้รับการปนเปื้อนจาก DDT พบเซลล์
สร้างเมือก (Mucous cell) กระจายอยู่ทั่วบริเวณเยื่อบุผิว พบเซลล์มีลักษณะที่คล้ายกันทั้งในกลุ่มควบคุม
และกลุ่มที่ได้รับสาร DDT แต่มีจ านวนเซลล์สร้างเมือกเพ่ิมมากข้ึนตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมข้ึน  
 

เนื้อเยื่อต่อมย่อยอาหาร (digestive gland) 
ต่อมย่อยอาหารเป็นอวัยวะที่แทรกอยู่ในบริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน อยู่ล้อมรอบระหว่างกระเพาะ

อาหารและเนื้อเยื่อชั้นแมนเทิล โครงสร้างของต่อมย่อยอาหารจะประกอบด้วย ท่อแขนงขนาดเล็กที่แตก
แขนงออกไป บริเวณปลายท่อตันมีลักษณะเป็นกระเปาะ เรียกว่า digestive diverticulum หอยนางรม
จัดเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีการย่อยภายในเซลล์ (intracellular digestion) โดยจะท าหน้าที่สร้างน้ าย่อยเพ่ือย่อย
อาหารที่เข้าสู่กระเพาะอาหาร ต่อมย่อยอาหารจะแทรกอยู่ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันโดยบริเวณปลายท่อจะมี
ลักษณะกลมตันคล้ายกระเปาะหรือถุง เรียกว่า digestive diverticulum (Galtsoff, 1964) ภายในถุงมี
ลักษณะเป็นเนื้อเยื่อบุผิวชั้นเดียวมีเซลล์ที่เป็นองค์ประกอบ 2 แบบ ได้แก่ เซลล์ย่อยอาหาร (digestive cell) 
มีลักษณะเซลล์รูปทรงกระบอกสูง โดยจะพบนิวเคลียสที่บริเวณฐานของเซลล์  และเซลล์แบโซฟิลิก 
(basophilic cell) หรือเซลล์คริปท์ (crypt cell) เป็นเซลล์ที่มีลักษณะทรงเตี้ย โดยพบนิวเคลียสย้อมติดสี
เบสหรือสีฮีมาท็อกไซลิน ที่มีลักษณะเข้มกว่าเนื้อเยื่อบริเวณอ่ืน ๆ โดยกลุ่มเซลล์จะรวมตัวกันอยู่บนบริเวณ
เยื่อฐาน (basement membrane) ดังแสดงในภาพที่ 4-6A 

จากการศึกษาผลกระทบของสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อเนื้อเยื่อต่อมย่อยอาหารของ
หอยนางรมปากจีบ พบว่า DDT ส่งผลกระทบต่อหอยนางรมผ่านทางการอักเสบและการตายของเนื้อเยื่อ โดย
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พบว่าความรุนแรงต่อเนื้อเยื่อจะเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของ DDT ที่ใช้ในการทดสอบ โดยในกลุ่มที่ได้รับการ
สัมผัสสาร DDT ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบเซลล์เยื่อบุผิวภายในท่อ 
digestive diverticulum บางลงจนนิวเคลียสชิดกับขอบของท่อ เกิดเป็นพ้ืนที่ว่างขนาดใหญ่กลางท่อ และ
พบ basophilic cell มีจ านวนเพ่ิมขึ้นอย่างมาก ซึ่งลักษณะดังกล่าวนี้ สามารถบ่งชี้ถึงความผิดปกติที่เกิด
ขึ้นกับระบบการสร้างเอนไซม์ที่ช่วยในการย่อยอาหารของหอยนางรมที่ได้รับสาร DDT โดยระดับความ
ผิดปกติจะเพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของสาร 

ซึ่ งสอดคล้ อ งกั บ ก ารศึ กษ าของ Usheva et al. (2006) ที่ ท าก ารศึ กษ า ใน ห อยสองฝ า 
(Crenomytilus grayanus) ที่ได้รับสาร DDT ส่งผลให้เนื้อเยื่อต่อมย่อยอาหารได้รับผลกระทบต่อโครงสร้าง
ของเซลล์เยื่อบุผิวที่พบใน digestive diverticulum ของต่อมย่อยอาหารเกิดการอักเสบท าให้ความสูงของ
เยื่อบุผิวลดลง เนื่องจากเซลล์ที่เป็นองค์ประกอบของเยื่อบุผิวบริเวณต่อมย่อยอาหารบางลง ท าให้เห็นบริเวณ 
lumen ภายในท่อมีขนาดที่กว้างขึ้น หอยนางรมที่ได้รับสัมผัสสาร DDT ในระดับความเข้มข้นสูง สามารถ
สังเกตเห็นลักษณะของเยื่อบุผิวที่บางลงอย่างเห็นได้ชัด จนไม่สามารถเห็นลักษณะของแฉกที่บริเวณกลางท่อ 
 

  เนื้อเยื่อเหงือก (gill) 
 หอยนางรมปากจีบมีโครงสร้างเหงือกแบบ Pseudolamellibranch ประกอบด้วยแผ่นเหงือก
จ านวน 4 แผ่น เชื่อมติดกับแมนเทิล โดยเหงือกของหอยนางรมมีหน้าที่หลักคือแลกเปลี่ยนก๊าซ (gas 
exchange) ระหว่างระบบหมุนเวียนเลือดภายในร่างกายกับน้ าบริเวณรอบ ๆ ที่มาไหลเวียนเข้ามายังเหงือก 
นอกจากนี้เหงือกยังมีหน้าที่ส าคัญอ่ืน ๆ อีกหลายประการอได้แก่ ท าหน้าที่ควบคุมการไหลของน้ าภายในตัว
หอยนางรม ซึ่งจะช่วยกรองอาหารที่ติดมากับน้ าเพ่ือส่งต่อไปยังแผ่นปากก่อนจะถูกส่งเข้าสู่ปาก ซึ่งจะช่วยใน
การกระจายเซลล์สืบพันธุ์ในขณะที่มีการปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ออกจากร่างกาย 

จากการศึกษาผลกระทบของสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อเนื้อเยื่อเหงือกของหอยนางรม
ปากจีบ พบว่า DDT ส่งผลกระทบต่อหอยนางรมกลุ่มที่ ได้รับการสัมผัสสาร DDT ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เกิดการกระตุ้นให้เกิดเซลล์สร้างเมือก (Mucous cell) เพ่ิมมากขึ้น
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสัมผัสสาร DDT ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 96 
ชั่วโมง โดยจ านวนของเซลล์สร้างเมือกจะเพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของสาร 
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ภาพที่ 4-5 ผลกระทบของสาร DDT ต่อเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ 

A. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
B. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
C. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L  
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ภาพที่ 4-6 ผลกระทบของสาร DDT ต่อเนื้อเยื่อ digestive glands ของหอยนางรมปากจีบ 
A. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
B. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
C. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L  
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ภาพที่ 4-7 ผลกระทบของสาร DDT ต่อเนื้อเยื่อเหงือกของหอยนางรมปากจีบ 

A. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
B. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
C. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L 
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4.4 การวิเคราะห์โปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ 
 การวิเคราะห์โปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบในครั้งนี้ ท าการสกัดโปรตีนจาก
เนื้อเยื่อแมนเทิล และแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าแบบเจลสองมิติ (2D-gel electrophoresis) เมื่อย้อมด้วย
สี Coomassie Blue แล้วใช้โปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, 
Sweden) สามารถระบุ protein spot ได้ประมาณ 300 จุด ได้ผลดังภาพที่ 4-8 จากนั้นท าการตัด protein 
spot ตามภาพที่ 4-8 เพ่ือระบุชนิดของโปรตีน ให้ได้โปรตีน โดยใช้เทคนิค liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS/MS) จะได้ข้อมูล MS/MS ของเปปไทด์แต่ละชิ้น และเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI ท าให้ทราบว่าเปปไทด์นี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของโปรตีนชนิดใด ผลการระบุชนิดของโปรตีนพบว่าสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 31 ชนิด ดัง
รายละเอียดในตารางที่ 4-1  
 

 
 
ภาพที่ 4-8 Proteome reference map of oyster mantle in Saccostrea cucullata. Total 

proteins 100 µg were separated on a 2-D gel. Protein was focused in the first 
dimension in a IEF strip pH3-10N. Focused strip was futhur separated in a 12.5% 
PAGE. Numbers are given for spot pick up and protein identification.  
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ตารางท่ี 4-1 การระบุชนิดของโปรตีนจาก protein spot ในภาพที่ 4-8 โดย LC-MS/MS  
 
Spot No. AC MW Protein names Score Peptide %coverage

4 P18982 15940 Hemoglobin subunit beta 79 1 8%
5 B0R061 110276 SWI/SNF related matrix associated actin dependent 

regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 
73 1 1%

6 P48155 20950 40S ribosomal protein S7 58 1 5%
7 Q91191 21963 Peroxiredoxin 65 1 5%
9 P51373 29070 Uncharacterized protein ycf23 47 2 4%
10 Q3V4T7 27772 Putative integrase ORF241 58 2 3%
11 P41339 41748 Actin, acrosomal process isoform 67 1 2%
12 P53470 41705 Actin1 399 21 34%
13 Q25145 32753 Tropomyosin 194 8 11%
14 P17336 57113 Catalase 147 6 7%
15 P17336 57113 Catalase 168 8 7%
16 P17336 57113 Catalase 57 2 7%
17 P02554 49829 Tubulin beta chain 63 3 8%
18 P18288 49962 Tubulin alpha 3  chain 180 29 17%
19 Q13748 49928 Tubulin alpha 3C/D chain 78 2 4%
20 A8L3W5 52349 ATP synthase subunit beta 60 1 2%
21 Q3MHM5 49799 Tubulin beta 4 B  chain 132 13 19%
25 P41339 41765 Actin 57 2 6%
26 Q9CL00 18978 Uncharacterized protein PM1449 37 1 12%
29 P07836 41849 Actin, muscletype A1 73 3 10%

30 O15990 39077 Arginine kinase 262 6 5%
31 P04083 38690 Annexin A1 179 5 100%
32 B5DGM7 39531 Fructose-bisphosphate aldolase A aldolase 208 8 4%
34 P68002 31600 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 88 1 3%
35 O42248 35101 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 55 1 2%
36 P47773 71296 Heat shock cognate 71 kDa protein 623 23 14%
37 O18480 53049  Dihydrolipoyl dehydrogenase 58 1 3%
38 Q16956 73653 Chaperone protein DnaK 264 4 5%
39 P48644 54771 Retinal dehydrogenase 1 118 5 5%
41 Q27640 54125 Aldehyde dehydrogenase 44 1 1%
42 Q9FBX1 30386 Putative S-adenosyl-L-methionine-dependent 

methyltransferase SCO7813
33 1 6%
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4.5 ผลกระทบของสาร DDT ต่อโปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ  
การศึกษาพิษวิทยาระดับโมเลกุลและกลไกการท างานของเซลล์ในระดับโปรตีน โดยใช้เทคนิคโปรตี

โอมิกส์ ซึ่งจะท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าแบบเจลสองมิติ  (2D-gel electrophoresis) มาศึกษา
เกี่ยวกับการแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อหอยนางรมปากจีบได้รับสาร DDT ผลการศึกษา
โปรตีนในหอยนางรมปากจีบ ด้วยเทคนิคโปรทีโอมิกส์ โดยใช้วิธีการแยกโปรตีนแบบสองมิติ สามารถแยก
โปรตีนจากเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสาร DDT และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ
สาร DDT ที่ความเข้มข้น 10 และ 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ได้ดังภาพที่ 4-9 ซึ่งแสดงภาพเจลในกลุ่ม
ควบคุม (ภาพที่ 4-9A-B)  กลุ่มทดสอบที่ความเข้มข้น 10 µg/L (ภาพที่ 4-9C-D)  และ กลุ่มทดสอบที่ความ
เข้มข้น 100 µg/L (ภาพท่ี 4-9E-F) กลุ่มละ 2 เจล 

เมื่อท าการวิเคราะห์เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนในแต่ละจุด (protein spot) บนเจล โดยใช้
โปรแกรมวิเคราะห์ภาพเจล ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) 
หลังจากกระบวนการ normalization เพ่ือลดความคลาดเคลื่อนที่เกิดจากความเข้มพ้ืนหลังของแผ่นเจลแล้ว 
สามารถระบุจุดโปรตีนบนเจลของแต่ละกลุ่มได้ใกล้เคียงกันคือประมาณประมาณ 300 จุด (ภาพที่ 4-10) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนบนแผ่นเจลสองมิติในแต่ละกลุ่มทดสอบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยใช้ค่าเฉลี่ยของ
ปริมาณโปรตีน ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง พบว่าสามารถระบุจุดโปรตีนที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(diferential protein) ทั้งหมด 49 จุด (P<0.05) ผู้วิจัยได้ท าการตัด protein spot ทั้ง 49 จุด จากแผ่นเจล 
แล้วน ามาย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน (Promega™ Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega™ 
V5111) เพ่ือท าการระบุชนิดของโปรตีน ในการศึกษาครั้งนี้ใช้ เทคนิค liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS/MS) จะได้ข้อมูล MS/MS ของเปปไทด์แต่ละชิ้น และเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI ท าให้ทราบว่าเปปไทด์นี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของโปรตีนชนิดใด ผลการระบุชนิดของโปรตีนพบว่าสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ทั้งหมด 25 ชนิด ดังภาพ
ที่ 4-11 และตารางที่ 4-2 ซึ่งสามารถแบ่งรูปแบบดารตอบสนองของโปรตีนต่อสารทดสอบดีดีทีออกเป็น 2 
รูปแบบ ได้แก่  

รูปแบบที่ 1 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent 
up-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่ถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นเมื่อได้รับสัมผัสกับสาร DDT ที่มี
ระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 18 จุด  

รูปแบบที่ 2 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผกผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent 
down-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่มีการสร้างลดลงในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัสกับสาร DDT
ที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 7 จุด  

เมื่อท าการวิเคราะห์หน้าที่ของ diferentila protein แล้ว สามารถจัดกลุ่มโปรตีนออกเป็น 6 กลุ่ม 
ตามหน้าที่ ดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 Cytoskeleton  
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) ได้แก่ tubulin 

beta chain (spot # 17) tubulin alpha 3 chain (spot # 18) tubulin alpha 3C/D chain (spot # 
19) และ tubulin beta 4 B chain (spot # 21) และโปรตีนกลุ่ม actin ได้แก่ actin (spot # 25) และ 
actin, muscletype A1 (spot # 29)  

โปรตีนที่ถูกยับยั้งด้วยสาร DDT (Dose-dependent down-regulated protein) ได้แก่ actin 
(Fragment) (spot # 11) และ tropomyosin (spot # 13)  
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กลุ่มที่ 2 Stress response 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) ได้แก่ catalase 

(spot # 14, 15 และ 16 ), annexin A1 (spot # 31), และ aldehyde dehydrogenase (spot # 36) 
โป ร ตี น ที่ ถู ก ยั บ ยั้ ง ด้ ว ย ส า ร  DDT (Dose-dependent down-regulated protein) ได้ แ ก่ 

Fructose-bisphosphate aldolase A (spot # 32) Heat shock cognate 71 kDa protein (spot # 
36) Chaperone protein DnaK (spot # 38) และ Retinal dehydrogenase 1 (spot # 39)  

กลุ่มที่ 3 Protein synthesis 
โปรตีนที่ ถูกยับยั้ งด้วยสาร DDT (Dose-dependent down-regulated protein) ได้แก่  40S 

ribosomal protein S7 (spot # 6)  
กลุ่มที่ 4 Energy metabolism 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated) ได้แก่ SWI/SNF-related 

matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H 
box 1A (spot # 5)  และ ATP synthase subunit beta (spot # 20)  

กลุ่มที่ 5 Ion transport 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) ได้แก่ voltage-

dependent anion-selective channel protein 2 ห รื อ  VDAC-2 ( spot # 34)  แ ล ะ  guanine 
nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 (GNB2L1) (spot # 35)  

กลุ่มที่ 6 Gas exchange 
โป ร ตี น ที่ ถู ก ก ร ะ ตุ้ น ด้ ว ย ส า ร  DDT (Dose-dependent up-regulated protein) ได้ แ ก่ 

Hemoglobin subunit beta (spot # 4)  
ผลการวิเคราะห์แผ่นเจล 2D-PAGE ภาพที่ 4-11 เพ่ือแสดงโปรตีนชนิด Dose-dependent up-

regulated protein (แสดงโดยลูกศรสีน้ าเงินในภาพที่ 4-11)  และ Dose-dependent down-regulated 
protein (แสดงโดยลูกศรสีแดงในภาพที่ 4-11) นอกจากนี้แล้วยังพบว่าโปรตีนบางจุดมีปริมาณแตกต่างจาก
กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่ทิศทางหรือรูปแบบการเปลี่ยนแปลงปริมาณไม่สัมพันธ์กับ
ความเข้มข้นของสารทดสอบ หรือมีปริมาณขึ้น ๆ ลง ๆ เมื่อความเข้มข้นของสารเพ่ิมขึ้น โปรตีนกลุ่มนี้อาจ
เรียกได้ว่าเป็นกลุ่ม fluctuated protein  (แสดงโดยลูกศรสีด าในภาพที่ 4-11)   
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ภาพที่ 4-9  ผลกระทบของสาร DDT ต่อโปรตีโอมของเนื้อเยื่อแมนเทิลหอยนางรมปากจีบ  

 A-B. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
 C-D. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
 E-F. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L  
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ภาพที่ 4-10   การวิเคราะห์ภาพถ่าย 2D-PAGE เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนด้วย ImageMaster™ 2D     

Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden)   
A-B. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
C-D. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
E-F. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L  
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ภาพที่ 4-11 โปรตีนที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ลูกศรสีน้ าเงิน 

หมายถึง Dose-dependent up-regulated protein, ลูกศรสีแดง หมายถึง Dose-
dependent down-regulated protein, ลูกศรสีด า หมายถึง Fluctuated protein   
A. กลุ่มควบคุม (0 µg/L) 
C. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
E. กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเขม้ข้น 100 µg/L  
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ตารางท่ี 4-2 การระบุชนิดของ differential protein (P<0.05) ด้วย LC-MS/MS  
 

# Ac. No. Protein names Function Fold change p-Value

17 P02554 Tubulin beta chain Microtubule-based movement 1/1.15/1.40 0.01
18 P18288 Tubulin alpha 3 

chain
Microtubule-based movement 1/1.02/1.23 0.03

19 Q13748 Tubulin alpha 3C/D chain Microtubule-based movement 1/1.02/1.23 0.01
21 Q3MHM5 Tubulin beta 4 B 

chain
Microtubule-based movement 1/1.15/1.40 0.03

25 P41339 Actin Cellular structure and support 1/1.08/1.34 2.43E-04
29 P07836 Actin, muscletype A1 Chromosome movement and 

muscle contraction
1/1.53/3.16 0.02

11 P26183 Actin (Fragment) cytoskeleton 1/0.86/0.37 0.02
13 Q25145 Tropomyosin Muscle contraction 1/0.78/0.44 0.004

14 P17336 Catalase Protect cells from the toxic 
effects of from oxidative damage

1/1.13/1.22 0.05

15 P17336 Catalase Protect cells from the toxic 
effects of from oxidative damage

1/1.92/1.93 0.03

16 P17336 Catalase Protect cells from the toxic 
effects of from oxidative damage

1/1.07/1.67 0.02

31 P04083 Annexin A1 Adaptive immune response 1/2.21/2.50 0.01
41 Q27640 Aldehyde dehydrogenase Detoxification of generated 

aldehydes
1/1.14/1.32 0.05

32 B5DGM7 Fructose-bisphosphate 
aldolase A

Oxidative damage of the 
glycolytic enzymes

1/0.76/0.58 0.03

36 P47773 Heat shock cognate 71 
kDa protein

Stress response 1/0.67/0.63 0.01

38 Q16956 Chaperone protein DnaK heat shock protein binding 1/0.92/0.44 0.04
39 P48644 Retinal dehydrogenase 1 Oxidation-reduction process 1/0.75/0.33 1.54E-04

1. Cytoskeleton
↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

↓Down-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

↓Down-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

2. Stress response
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ตารางท่ี 4-2 การระบุชนิดของ differential protein (P<0.05) ด้วย LC-MS/MS (ต่อ) 
 

# Ac. No. Protein names Function Fold change p-Value

6 P48155 40S ribosomal protein S7 Ribosomal protein 1/0.86/0.61 0.02
Energy metabolism

5 B0R061 SWI/SNF related matrix 
associated actin 
dependent regulator of 
chromatin subfamily A 
containing DEAD/H box 1A

ATP-dependent chromatin 
remodeling

1/1.14/2.87 0.01

20 A8L3W5 ATP synthase subunit beta ATP binding 1/2.42/3.61 0.01

4 P18982 Hemoglobin subunit beta Heme binding 1/1.55/1.68 0.03

34 P68002 Voltage-dependent anion-
selective channel protein 
2 (VDAC-2)

The anion transport activity 1/1.15/1.25 0.003

35 O42248 Guanine nucleotide-
binding protein subunit 
beta-2-like 1 (GNB2L1)

Receptor of activated protein 
kinase C

1/1.26/1.62 0.03

9 P51373 Uncharacterized protein 
ycf23

unknown 1/1.99/5.98 2.27E-04

26 Q9CL00 Uncharacterized protein 
PM1449

unknown 1/1.06/1.18 0.02

6. Others

5. Ion transport

↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

3. Protein synthesis
↓Down-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster

4. Gas exchange
↑ Up-regulated protein in dose-dependent of DDT exposed oyster
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4.6 การหาตัวชี้วัดชีวภาพระดับโปรตีน (protein biomarker) เพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้การ
ปนเปื้อนของสารดีดีทีในหอยนางรมปากจีบ 

เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ทางผู้วิจัย สนใจที่จะศึกษากลุ่มโปรตีนที่มีแนวโน้มน ามาใช้เป็น 
potential biomarker เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของสาร DDT ในสิ่งแวดล้อม โดยใช้หอยนางรมปากจีบ
เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพ ซึ่งจะต้องเป็นโปรตีนที่ถูกกระตุ้นและยับยั้งเมื่อได้รับความเข้มข้นของสาร DDT ที่
เพ่ิมขึ้น โปรตีนที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) และที่มีแนวโน้มการแสดงออกของ
โปรตีนสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารดีดีมีทั้งสิ้น 25 จุดโดยใช้เกณฑ์ตามหัวข้อที่ 4.5 พบว่าโปรตีนกลุ่มที่
น่าสนใจและมีแนวโน้มที่ดีส าหรับใช้เป็น potential biomarker เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของสาร DDT 
ในสิ่งแวดล้อม มี 2 กลุ่ม ดังนี้  

กลุ่มที่ 1 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent up-
regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่ถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัสกับสาร 
DDT ที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 18 จุด ดังภาพที่ 14-2 

กลุ่มที่ 2 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผกผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent 
down-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่มีการสร้างลดลงในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัสกับสาร DDT 
ที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 7 จุด ดังภาพที่ 14-3 

ซึ่งโปรตีนดังกล่าวแสดงการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนคิดเป็นจ านวน fold change ระหว่าง กลุ่ม
ทดสอบดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L กลุ่มทดสอบดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (0 µg/L) โดยใช้ค่า %s spot volume ที่อ่านได้จากโปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 
7.0 software (GE Healthcare, Sweden)   

ส าหรับโปรตีนบางจุดมีปริมาณแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่
ทิศทางหรือรูปแบบการเปลี่ยนแปลงปริมาณไม่สัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารทดสอบ ( fluctuated 
protein) นั้นไม่ควรใช้เป็น potential protein biomarker เนื่องจากมีปริมาณขึ้น ๆ ลง ๆ เมื่อความเข้มข้น
ของสารเพิ่มข้ึน   
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ภาพที่ 4-12  โปรตีนที่มีแนวโน้มส าหรับใช้เป็น Potential protein biomarker ในการบ่งชี้การปนเปื้อน

ของสาร DDT ในกลุ่ม Dose-dependent up-regulated protein 
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ภาพที่ 4-12 โปรตีนที่มีแนวโน้มส าหรับใช้เป็น Potential protein biomarker ในการบ่งชี้การปนเปื้อนของ

สาร DDT ในกลุ่ม Dose-dependent up-regulated protein (ต่อ 1) 
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ภาพที่ 4-12  โปรตีนที่มีแนวโน้มส าหรับใช้เป็น Potential protein biomarker ในการบ่งชี้การปนเปื้อน

ของสาร DDT ในกลุ่ม Dose-dependent up-regulated protein (ต่อ 2) 
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ภาพที่ 4-13  โปรตีนที่มีแนวโน้มส าหรับใช้เป็น Potential protein biomarker ในการบ่งชี้การปนเปื้อน

ของสาร DDT ในกลุ่ม Dose-dependent down-regulated protein 
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4.7 การศึกษาผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีโอมของเมือกหอยนางรมปากจีบ 
นอกจากการเปรียบเทียบผลกระทบของสาร DDT ต่อโปรตีโอมของเนื้อเยื่อหอยนางรมปากจีบโดย

การศึกษาในเนื้อเยื่อแมนเทิล ดังหัวข้อที่ 4-5 แล้ว การษึกษาครั้งนี้ยังสนใจว่า สาร DDT มีผลกระทบต่อ
โปรตีนที่สร้างและหลังออกมาพร้อมกับเมือกของหอยนางรมหรือไม่ เพ่ือตอบค าถามดังกล่าว จึงได้ท า การ
เปรียบเทียบโปรตีโอมในเมือกของหอยนางรมปากจีบ โดยท าการเปรียบเทียบโปรตีนจากเมือกของหอย
นางรม 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม โดยในกลุ่มทดสอบ เลือกหอยนางรมกลุ่มที่ ได้รับสารพิษ 
DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง ซึ่งความเข้มขึ้นดังกล่าวใกล้เคียงกับค่าร้อย
ละ 10 ของค่า LC-50 ณ เวลา 96 ชั่วโมง เนื่องจากเป็นความเข้มข้นดังกล่าวไม่ท าให้ตัวอย่างสัตว์ทดสอบ
ตาย และผลการศึกษาในระดับเนื้อเยื่อไม่พบการตายของเซลล์ (necrosis) แต่พบว่าสาร DDT ที่ความเข้มข้น
นี้ก่อให้การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ภายในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ผลการศึกษาโปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลยัง
แสดงให้เห็นว่าหอยนางรมกลุ่มทดสอบที่มีการสัมผัสสาร DDT ที่ระดับความเข้ม 100 µg/L ส่งผลต่อการ
แสดงออกของโปรตีนและส่งผลให้เกิดความเครียดระดับเซลล์ (cellular stress response)  

การศึกษาครั้งนี้ท าการเกบเมือกจากผิวหนังของหอยนางรมจากหอยกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม 
แล้วน ามาตกตะกอนโปรตีนด้วย Acetone ที่อุณหภูมิ -20 °C และท าการก าจัดเกลือที่ติดมากับตัวอย่าง ด้วย 
Amicon Ultra-2 Centrifuge Filter Devices จากนั้นท าการแยกโปรตีนด้วยเจล 2 มิติ โดยในมิติที่ 1 ท า
การแยกด้วย IEF strip pI 3-10 (non linear) และ มิติที่สองท าการแยกใน 12.5% SDS-PAGE โดยใช้
ปริมาณโปรตีน 70 ไมโครกรัม/เจล แล้วท าการย้อมด้วยสี Coommassie Brilliant Blue ได้ผลดังแสดงใน
ภาพที่  4-14 และเมื่อท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนบนแผ่นเจลด้วยโปรแกรม  ImageMaster™ 2D 
Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) โดยใช้เกณฑ์การวิเคราะห์คือวัดจุดโปรตีน (protein 
spot) ที่มี spot area มากกว่า 0.1 และมี spot intensity มากกว่า 350 และมี spot volume มากกว่า 70 
ขึ้นไป จากเกณฑ์ดังกล่าวพบว่าสามารถระบุจ านวนจุดโปรตีนในกลุ่มควบคุมได้ 140.67±10.53 จุด (N=3) 
ส าหรับกลุ่มทดสอบท่ีได้รับสัมผัสสารดีดีที ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบจ านวนจุด
โปรตีน 111.67±18.45 จุด (N=3) โดยในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยท าการเปรียบเปรียบปริมาณโปรตีนโดยใช้ 
spot volume เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม ดังตัวอย่างที่แสดงในภาพที่ 4-15 พบว่า
สาร DDT ส่งผลต่อปริมาณโปรตีนที่พบในเมือกของหอยนางรมปากจีบอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
ทั้งสิ้น 14 จุด (differential protein) ประกอบด้วยโปรตีนที่ปริมาณเพ่ิมขึ้นด้วยสาร DDT (up-regulated 
protein) จ านวน 10 จุด และโปรตีนที่ปริมาณลดลงด้วยสาร DDT (down-regulated protein) จ านวน 4 
จุด ดังภาพที่ 4-14 และ ตารางที่ 4-3  

เมื่อเปรียบเทียบจุดของโปรตีนบนแผ่นเจลแล้ว ผู้วิจัยท าการระบุชนิดของโปรตีนที่มีความแตกต่าง
กัน (differential protein) ทั้ง 14 จุด โดยเริ่มจากการตัดจุดของโปรตีนในแผ่นเจลโพลิอะคริลาไมด์ออกจาก
แผ่นเจล และย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน (Promega™ Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega™ 
V5111) หลังจากนั้นจึงน าตัวอย่างเพปไทด์ที่ย่อยแล้วไปวิเคราะห์ด้วย (LC-MS/MS) (Waters, amaZon™ 
speed ETD mass spectrometer, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) และน าไปเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลโปรตีนของ SWISS-PROT และฐานข้อมูลจีโนมของ NCBI โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ MASCOT 
(www.matrixscience.com) ณ วันที่ 28 สิงหาคม พ.ศ. 2561 พบว่าสามารถระบุโปรตีนมีความแตกต่างกัน 
(differential protein) ได้ 4 จุด จากจ านวน 14 จุด ประกอบด้วย protein spot หมายเลข 8, 4, 32 และ 
76 (ตารางที่ 4-4) นอกจากนี้ ผู้วิจัยยังได้สุ่มวิเคราะห์จุดโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ที่พบในเมือกอีก 12 จุด พบว่า
สามารถระชุชนิดไดเ้พียง 2 จุด ประกอบด้วย protein spot หมายเลข 35 และ 53 (ตารางท่ี 4-4) 
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ภาพที่ 4-14   ผลการวิเคราะห์โปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบด้วยเทคนิคเจล 2 มิติ โดยในมิติที่ 1 

ท าการแยกด้วย IEF strip (3-10 NL) และ มิติที่สองท าการแยกใน 12.5% SDS-PAGE โดยใช้
ปริมาณโปรตีน 70 µg/gel A คือ กลุ่มควบคุม และ B คือ กลุ่มทดลองที่ได้รับสัมผัสจากสาร 
DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
สัญลักษณ์ ลูกศรสีเขียว = Up-reulated proteins หมายถึง โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร
ดีดีทีเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และ ลูกศรสีแดง =  Down-regulated proteins หมายถึง 
โปรตีนที่ถูกยับยั้งด้วยสาร DDT เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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ตารางที่ 4-3  จุดโปรตีนที่มีการแสดงออกที่แตกต่างกัน (differential protein) ในตัวอย่างเมือกจากหอย
นางรมปากจีบที่ได้รับสัมผัสสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
เทียบกับกลุ่มควบคุม 

 
Spot No. pI/Mr (KDa)  

experiment 

*Fold 
changes 

28 5.75/36.35 9.34 

8 4.75/75.56 4.09 

33 5.00/36.35 2.25 

78 7.87/16.35 2.19 

77 8.25/16.21 1.99 

9 6.12/52.88 1.79 

34 4.87/37.66 1.55 

32 4.60/41.64 1.44 

76 8.90/15.66 1.35 

1 7.15/63.55 1.34 

16 5.10/48.37 -1.39 

3 6.65/64.42 -1.45 

11 7.35/51.09 -1.95 

4 6.45/64.52 -2.25 

 
*ค่า Fold changes อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageMaster™ 
2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden) ค านวณจาก spot volume ของ protein spot 
ระหว่างกลุ่มทดสอบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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ภาพที่ 4-15 ตัวอย่างผลการวิเคราะห์ภาพถ่ายโปรตีนด้วยโปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 

software (GE Healthcare, Sweden) ภายหลังการแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจล 2 มิติแล้วท า
การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่า % spot volume ของจุดโปรตีนดังตัวอย่างในภาพเป็น
จุดโปรตีนหมายเลข 76 ของกลุ่มควบคุม (A, C, E) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับสัมผัสสาร DDT ที่
ระดับความเข้มข้น 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง (B, D, F) 
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ตารางท่ี 4-4 การระบุชนิดของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบที่ได้รับสัมผัสสาร DDT ที่ระดับความ
เข้มข้น 100 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุม 

 
Spot 
No. 

SwissProt 
Accession 

Score Peptide 
Match 

pI/Mr 
(KDa)  

theory 

pI/Mr (KDa)  
experiment 

Fold 
changes 

Protein 
Identification 

1. Up-regulated proteins      

8 P01834 121 1(1) 6.11/11.76 4.75/75.56 4.09 Immunoglobulin 
kappa constant 

32 Q00214 69 1(1) 5.23/42.33 4.60/41.64 1.44 Actin, muscle 

76 P86909 60 1(1) 9.62/8.42 8.90/15.66 1.35 Sarcoplasmic 
calcium-binding 
protein (Fragment) 

2. Down-regulated proteins     

4 P02769 183 7(7) 5.82/69.25 6.45/64.52 -2.25 Serum albumin 

3. Unchanged proteins 

35 P50417 76 1(1) 6.09/38.45 5.37/33.94 1.00 Haptoglobin 

53 B0R061 66 1(1) 6.22/11.03 5.35/28.30 1.08 SWI/SNF-related 
matrix-associated 
actin-dependent 
regulator of 
chromatin 
subfamily A 
containing DEAD/H 
box 1A 
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4.8 การศึกษาการปนเปื้อนของประกอบบิวทิลทินบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก  
 โครงการวิจัยในครั้งนี้นอกจากจะศึกษาผลกระทบของสาร DDT ในน้ าทะเลต่อหอยนางรมปากจีบใน
มิติต่าง ๆ แล้ว ยังมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการปนเปื้อนของสารเคมีบริเวณชายฝั่งทะเลของภาคตะวันออกอีก
ด้วย โดยได้ท าการศึกษาสารประกอบบิวทิลทิน ซึ่งเป็นการกลุ่มออร์แกโนทิน ที่พบได้ทั่วไปบริเวณชายฝั่ง 
เนื่องจากสารชนิดนี้มีการใช้ในสีทาเรือทั่วไป การศึกษาในครั้งนี้ผู้วิจัยได้ขยายการศึกษาไปในสัตว์ชนิดอ่ืน 
ได้แก่ หอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis พบผลการศึกษาดังนี้  

เมื่อวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบบิวทิลทินในสารละลายมาตรฐานเทียบกับตัวอย่างด้วย
เครื่อง GC-MS ในโหมด Scan และโหมด Selection ion monitoring (SIM) พบว่าสารประกอบบิวทิลทิน
แต่ละอนุพันธ์มี Ions (m/z) คือ โมโนบิวทิลทิน (MBT) 179-149-207 มี target ion 235 แสดงเวลาในโคร
มาโตแกรมที่ 7.52 นาที ไดบิวทิลทิน (DBT) 207-179-146 มี target ion 263 แสดงเวลาในโครมาโตแกรมที่ 
8.65 นาที และไตรบิวทิลทิน (TBT) 207-177-151 มี target ion 291 แสดงเวลาในโครมาโตแกรมที่ 9.78 
นาที  (ภาพที่ 4-17) ช่วงเวลาที่แสดงในโครมาโตแกรมนั้นแตกต่างกันตามมวลและประจุของโมเลกุลแต่ละ
ชนิด โดยมวลโมเลกุลของ MBT จะปรากฏออกมาในแผนภาพโครมาโตแกรมก่อน เนื่องจากสภาพการมีขั้ว
ของ MBT ที่มีขั้วมากกว่า DBT และ TBT และในการวิจัยครั้งนี้ได้มีการเติม internal standards โดยใช้สาร
มาตรฐาน tripropyltin (TPrT) เพ่ือชดเชยการสูญเสียสารมาตรฐานในขั้นตอนการสกัดจนถึงขั้นตอนการ
วิเคราะห์โดยจะแสดง Ion (m/z) ที่ 191-249-247 มี target ion 193 แสดงเวลาในโครมาโตแกรมที่ 7.98 
นาที (ภาพที่ 4-16 และ ตารางที่ 4-5) ส่วนผลของการท า recovery ของสาร TBT, DBT และ MBT อยู่
ระหว่าง 120, 135 และ 112 % ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเทคนิคการสกัดแบบ SLE และใช้ sodium 
tetraethylborate (NaB(Et)4) เป็นตัวท าปฏิกิริยา สามารถท าการสกัดและวิเคราะห์ผลได้ทั้งในสารละลาย
มาตรฐานและสารที่อยู่ในตัวอย่างสิ่งมีชีวิต 

การวิเคราะห์สารประกอบบิวทิลทินในการศึกษาครั้งนี้ สามารถระบุค่าคุณลักษณะของวิธีการวัดด้วย
เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ได้ดังต่อไปนี้ (1) ขีดจ ากัดของการวิเคราะห์ปริมาณ (limit of quantification; 
LOQ) หรือ ความเข้มข้นระดับแรกที่ใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือการวิเคราะห์ตัวอย่างของสารประกอบ
บิวทิลทินทั้ง 3 อนุพันธ์มีค่า 0.1 ng/g (2) ขีดจ ากัดของการตรวจวัด (limit of detection; LOD) หรือ ค่า
ความเข้มข้นที่สามารถตรวจวัดสัญญาณได้ในตัวอย่างของสารประกอบบิวทิลทินทั้ง 3 อนุพันธ์ มีค่า 0.5 ng/g 
และ (3) ความเที่ยงของการวิเคราะห์ (precision) เป็นเปอร์เซ็นต์ ซึ่งการหาค่าเปอร์เซ็นต์การกลับคืนในการ
วิจัยครั้งนี้ของไตรบิวทิลทิน ไดบิวทิลทิน และโมโนบิวทิลทินอยู่ที่ 120, 135 และ 112% ตามล าดับ ดังที่ได้
กล่าวไปแล้ว (ตารางที่ 4-6) 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis บริเวณ
ชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด ในการศึกษาครั้งนี้  (ตารางที่ 4-7) พบปริมาณรวมของ
สารประกอบบิวทิลทิน (∑BTs) ในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่มีค่า 1.04, 5.98 และ 0.95 ng/g dry weight 
ตามล าดับ มีค่าเฉลี่ยของทุกพ้ืนที่รวมกันเป็น 2.66 ng/g dry weight โดยพบปริมาณรวมของสารประกอบ
บิวทิลทินมากที่สุดในจังหวัดระยองมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 5.98 ng/g dry weight โดยตรวจพบอนุพันธ์ DBT 
เพียงอย่างเดียว รองลงมาคือจังหวัดชลบุรีมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.04 ng/g dry weight ประกอบด้วยอนุพันธ์ 
TBT และ DBT 0.68 และ 0.36 ng/g dry weight ตามล าดับ ไม่พบ MBT ส่วนจังหวัดตราดมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
0.95 ng/g dry weight ตรวจพบอนุพันธ์ DBT ส่วนอนุพันธ์ TBT พบได้เล็กน้อยคือมีปริมาณมากกว่า
ขีดจ ากัดของการวิเคราะห์ปริมาณ (LOQ; <0.10 ng/g dry weight) แต่มีปริมาณน้อยกว่าขีดจ ากัดของการ
ตรวจวัด (LOD; <0.50 ng/g dry weight) และไม่พบอนุพันธ์ MBT เนื่องจากการศึกษาในอดีตพบรายงาน
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ปริมาณการสะสมของสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อในหน่วย ng/g ของน้ าหนักสด (wet weight) ดังนั้น
เพ่ือให้ง่ายต่อการเปรียบเทียบ ผู้วิจัยจึงได้ท าการเปลี่ยนหน่วยจาก dry weight เป็นหน่วย wet weight โดย
ใช้ข้อมูลน้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของเนื้อหอยในตารางที่ 1 ท าให้ได้ข้อมูลเปรียบเทียบดังแสดงในตารางที่ 
4-6 ซึ่งท าให้ปริมาณรวมของสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่ในพบในจังหวัดชลบุรี ระยอง และ
ตราด มีค่าเท่ากับ 0.23, 0.10 และ 0.15 ng/g wet weight ตามล าดับ และมีค่าเฉลี่ยของทุกพ้ืนที่รวมกัน
เป็น 0.49 ng/g dry weight สามารถเทียบเป็นน้ าหนักแห้งได้ดังตารางที่ 4-8 

 
 

 
 
ภาพที่ 4-16 โครมาโตรแกรมของสารประกอบบิวทิลทินที่ผ่านกระบวนการ derivatization ด้วย (NaB(Et)4) 

และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS พบ TIC chromatograms ของสารประกอบบิวทิลทินทั้ง 3 
ชนิด ได้แก่ Monobutyltin (MBT), Dibutyltin (DBT) และ Tributyltin (TBT) ที่เวลา 7.52, 
8.65 และ 9.78 นาทีตามล าดับ และ พบ internal standard Tripropyltin (TPrT) ที่ เวลา 
7.98 นาท ี
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ภาพที่ 4-17 Mass spectra ของ MBT (A), DBT (B) and TBT (C) ที่ท าการวิเคราะห์ด้วย GC-MS ในโหมด 

Scan 
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ตารางท่ี 4-5  ไอออนและ Retention time ของสารประกอบบิวทิลทิน และ internal standard 
Tripropyltin (TPrT) 

 
Butyltin compounds Ions (m/z) Target ion Retention time (min) 
Monobutyltin (MBT) 233 - 179 - 177 235 7.52 
Dibutyltin (DBT) 261 - 179 - 177 263 8.65 
Tributyltin (TBT) 289 - 261 - 263 291 9.78 
Tripropyltin (TPrT) 191 - 249 - 247 193 7.98 
 

 
ตารางท่ี 4-6 ค่าคุณลักษณะของวิธีการวัดด้วยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ (n=3) 

 
Butyltin compounds LOD 

(ng/g) 
LOQ 
(ng/g) 

Precision 
(%RSD) 

Recovery 
(%) 

Linearity 
(r2) 

Monobutyltin (MBT) 0.10 0.50 13 112 0.991 
Dibutyltin (DBT) 0.10 0.50 12 135 0.992 
Tributyltin (TBT) 0.10 0.50 16 120 0.993 
 
 

ตารางที่ 4-7 ปริมาณสารประกอบบิวทิลทินที่ตรวจพบการสะสมในหอยแมลงภู่ชนิด P. viridis น้ าหนักแห้ง    
มีหน่วยเป็น ng/g dry weight  

 

N.D: below detection limit, LOQ: Limit of quantification  
 
 
 
 
 
 
 

Location Tributyltin 
(TBT) 

Dibutyltin  
(DBT) 

Monobutyltin 
(MBT) 

∑BTs 
(TBT + DBT + MBT) 

Chonburi 0.68  0.14 0.36  0.10 N.D. 1.04 
Rayong N.D. 5.98  3.36 N.D. 5.98 
Trat <LOQ 0.95  0.83 N.D. 0.95 

Average 0.23 2.43  N.D. 2.66  
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ตารางท่ี 4-8   ปริมาณสารประกอบบิวทิลทินที่ตรวจพบการสะสมในหอยแมลงภู่ชนิด P. viridis น้ าหนักสด 
หน่วยเป็น ng/g wet weight 

 

N.D: below detection limit, LOQ: Limit of quantification  
 
 
 
 

Location 
Tributyltin 
(TBT) 

Dibutyltin  
(DBT) 

Monobutyltin 
(MBT) 

∑BTs 
(TBT + DBT + MBT) 

Chonburi 0.13  0.03 0.07  0.02 0.03  0.02 0.23 
Rayong N.D. 1.10  0.62 N.D. 1.10 
Trat <LOQ 0.15  0.13 N.D. 0.15 

Average 0.05 0.44 N.D. 0.49 



     
 

 
บทท่ี 5 

 
อภิปรายและสรุปผล 

 
อภิปรายผล 
5.1 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อชีววิทยาการเจริญของตัว

อ่อนหอยนางรมปากจีบ (larva developmental biology) 
การทดสอบในห้องปฏิการในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสาร DDT ในน้ าทะเลส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการ

เจริญของตัวอ่อนหอยนางรม โดยพบว่าแม้ความเข้มข้นในน้ าทะเลต่ าเพียง 0.25 -10 µg/L หรือคิดเป็น 
0.00025 ppm ก็ส่งผลกระทบต่อตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบได้ ความรุนแรงของผลกระทบแปรผันตาม
ระยะเวลาและความเข้มข้นของสารดีดีที ซึ่งสาร DDT นี้ท าให้ตัวอ่อนระยะ gastrula ระยะ trochophore 
และ ระยะ D-shape veliger เจริญผิดรูป และเข้าสู่ระยะต่าง ๆ ได้ช้าลง ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้เป็นข้อมูลที่
ยืนยันให้เห็นว่าปริมาณของสาร DDT ในน้ าทะเลในระดับที่ต่ ามากก็สามารถส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการ
เจริญของตัวอ่อน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร DDT ที่ปนเปื้อนในน้ าเพียง 0.25-10 µg/L อาจส่งผลต่อประชากร
ของหอยนางรมในสภาพแวดล้อมจริงได้ ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นที่สามารถตรวจวัดได้ในแหล่งน้ า จาก
การตรวจสอบการปนเปื้อนของสารกลุ่มออร์แกโนคลอรีน บริเวณแม่น้ าเจ้าพระยา พบการปนเปื้อนในในน้ า
สูงถึง 90 µg/L (ชลีรัตน์ พะยอมแย้ม , 2519) ซึ่งผลการศึกษาในตัวอ่อนหอยนางรม ซึ่งเป็นสัตว์ทะเล 
ชี้ให้เห็นว่า หากมีการปนเปื้อนในน้ าสูงถึง 90 µg/L ดังกล่าว อาจส่งผลกระทบต่อตัวอ่อนของสัตว์น้ าที่อาศัย
อยู่ในแหล่งน้ านั้นได้ เนื่องจากสารกลุ่มนี้มาการสะสมในสิ่งแวดล้อมได้ยาวนาน แม้จะมีการห้ามใช้แล้วแต่ควร
มีการติดตามตรวจสอบสถาณภาพการปนเปื้อนของสารกลุ่มนี้ด้วย   

การทดสอบในห้องปฏิการในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสาร DDT ในน้ าทะเลส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการ
เจริญของตัวอ่อนหอยนางรม โดยพบว่าแม้ความเข้มข้นในน้ าทะเลต่ าเพียง 0.25 -10 µg/L หรือคิดเป็น 
0.00025 ppm ก็ส่งผลกระทบต่อตัวอ่อนหอยนางรมปากจีบได้ ความรุนแรงของผลกระทบแปรผันตาม
ระยะเวลาและความเข้มข้นของสาร DDT ซึ่งสารดีดีทีนี้ท าให้ตัวอ่อนระยะ gastrula ระยะ trochophore 
และ ระยะ D-shape veliger เจริญผิดรูป และเข้าสู่ระยะต่างๆ ได้ช้าลง ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้เป็นข้อมูลที่
ยืนยันให้เห็นว่าปริมาณของสาร DDT ในน้ าทะเลในระดับที่ต่ ามากก็สามารถส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการ
เจริญของตัวอ่อน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร DDT ที่ปนเปื้อนในน้ าเพียง 0.25-10 µg/L อาจส่งผลต่อประชากร
ของหอยนางรมในสภาพแวดล้อมจริงได้     
 
5.2 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่ออัตราการตายของหอย

นางรมปากจีบตัวเต็มวัย 
ผลจากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสาร DDT ต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบตัว

เต็มวัยในครั้งนี้ พบว่าสาร DDT มีพิษต่อหอยนางรมปากจีบท าให้หอยในกลุ่มทดสอบตาย โดยอัตราการตาย
ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร DDT ที่ใช้ทดสอบ นอกจากนี้ยังมีผลต่อพฤติกรรมการตอบสนองของหอย
นางรมอีกด้วย เมื่อท าการวิเคราะห์หาค่า LC50 (50% lethal concentration) สามารถค านวณหาค่า LC50 
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ณ เวลา 96 ชั่วโมง ได้เท่ากับ 891.25 µg/L ซึ่งหมายความว่า เมื่อหอยนางรมปากจีบได้รับสัมผัสสารที่
ระดับควมเข้มเข้น 891.25 µg/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง จะท าให้หอยน่างรมปากจีบตายลงครึ่งหนึ่ง เมื่อท าการ
เปรียบเทียบกับปลาเพิร์ช (Micrometrus minimus) ซึ่งเป็นสัตว์มีกระดูกสันหลัง เมื่อท าการทดสอบความ
เป็นพิษเฉียบพลันของสาร DDT พบว่าค่า LC-50 ที่เวลาทดสอบ 96 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 26 µg/L (Earnest 
& Benville, 1971) (Therapy & Support, 2002) แสดงให้เห็นว่า DDT มีผลกระทบต่อปลาเพิร์ชมากกว่า
หอยนางรมปากจีบ ทั้งนี้อาจมาจากหอยนางรมมีเปลือกสามารถปิดเปลือกเพ่ือป้องกันอันตรายจาก
สิ่งแวดล้อมได้ ท าให้มีความทนทานต่อความเป็นพิษของสารเคมีมากกว่า  

นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาความเป็นพิษของสาร DDT กับสารปนเปื้อนบริเวณชายฝั่ง
ชนิดอื่น เช่น สารทีบีที (TBT, tributyltin) ซ่ึงเป็นสารปนเปื้อนท่ีพบได้ท่ัวไปในบริเวณชายฝั่ง พบว่าสาร DDT
นี้มีระดับความเป็นพิษน้อยกว่าสาร TBT เนื่องจากมีค่า LC-50 ที่เวลาทดสอบ 96 ชั่วโมง ของสาร TBT มี
เท่ากับ 59.69 µg/L (Kingtong, 2009) ซึ่งท าการศึกษาในหอยนางรมปากจีบชนิด Saccostrea cucullata 
เช่นเดียวกับการศึกษาครั้งนี้  
 
5.3 ผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมตัว
เต็มวัย 
 การศึกษาผลกระทบของสารของสารประกอบกลุ่มออร์แกโนคลอรีนต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมตัว
เต็มวัยแสดงให้เห็นว่าสาร DDT สามารถส่งผลกระทบของต่อเนื้อเยื่อของหอยนางรมปากจีบ โดยจะพบเซลล์
สร้างเมือกบริเวณเนื้อเยื่อแมนเทิลเพ่ิมมากข้ึน ซึ่งในสภาวะปกติเซลล์สร้างเมือกจะท าหน้าที่สร้างและหลั่งสาร
เมือกหรือมิวซินออกมาปกคลุมร่างกาย เพ่ือป้องกันอวัยวะต่าง ๆ การหลั่งเมือกในสภาวะปกติจะพบการสร้าง
และหลั่งเมือกอยู่แล้ว โดยอาศัยการท างานของ Cytoskeleton ล าเลียงแกรนูลเพ่ือหลั่งเมือกออกนอกเซลล์ 
แต่ในสภาวะที่หอยนางรมถูกกระตุ้นจากการได้รับสารเคมี จะท าให้เกิดการสร้างเมือกออกมามากขึ้น ซึ่ง
ลักษณะดังกล่าวเป็นกลไกของสิ่งมีชีวิตในระดับสรีรวิทยา เพ่ือตอบสนองต่อสภาวะเครียดจากการได้รับความ
เป็นพิษจากสารเคมี เช่นเดียวกันกับในเหงือกของหอยนางรม กลุ่มที่ได้รับสาร DDT ความเข้มข้น 10 และ 
100 µg/L พบว่ามีการจัดเรียงตัวของเซลล์บุผิวไม่เป็นระเบียบ และมีขนาดเซลล์ใหญ่ขึ้นในกลุ่มทดลองที่
ได้รับสัมผัสจากสาร DDT ที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L ซึ่งอาจส่งผลให้ประสิทธิภาพในการแลกเปลี่ยน
แก๊สลดลง นอกจากนี้ยังพบอาการบวมบริเวณเซลล์เยื่อบุผิว รวมถึงมีการหลั่งเมือกเพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่สัตว์ทดลองเกิดความเครียดจากการได้รับสารเคมี จะมีการตอบสนองโดย
การหลั่งเมือกออกมาเพ่ือป้องกันตัวเอง (defensive organism) ซึ่งกิจกรรมดังกล่าวนี้โดยส่วนใหญ่พบได้มาก
ในสิ่งมีชีวิตจ าพวกปลา เช่นในปลาหมอสี (Sarotherodon melanotheron) ที่ได้รับสัมผัสกับสาร DDT 
แสดงให้เห็นถึงลักษณะที่โป่งพองของ lamellae และเส้น เกิดการขยายตัวที่หนาขึ้นของเยื่อบุผิว ซึ่งจะส่งผล
ให้เกิดการรวมตัวกันของเซลล์ที่อยู่ใกล้กัน ในส่วนของ Secondary lamellae พบเยื่อบุผิวมีบวมส่งผลท าให้
แยกออกจากเยื่อฐาน (Basement membrane) อีกทั้งยังพบว่ามีการสร้างเมือกเป็นจ านวนมากซึ่งแตกต่าง
จากกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนจากสาร DDT (Riou et al., 2012) จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า
หอยนางรมมีกลไกในการป้องกันตัวเองจากปัจจัยรบกวนภายนอกที่ได้รับ เช่น การปนเปื้อนของสารเคมีใน
สิ่งแวดล้อม แต่ในขณะเดียวกันเมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์น้ าในกลุ่มปลาซึ่งถึงแม้ว่าจะเป็นสัตว์ที่มีกระดูกสัน
หลัง แต่อาศัยในน้ า ซึ่งมีแนวโน้มที่จะได้รับการปนเปื้อนเช่นเดียวกัน กลับพบว่าสาร DDT สามารถส่งผล
กระทบต่อปลามากกว่าในหอยนางรม อาจเนื่องมาจากพฤติกรรมในการกรองกิน (filter feeder) รวมถึงการ
อยู่อาศัยโดยการเกาะอยู่กับที่ (sessile organism) และการมีเปลือกที่แข็งแรง ดังนั้นจึงท าให้มีกลไกการ
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ปรับตัวด้านสรีรวิทยา (physiological adaptation) ที่ดีเพ่ือความอยู่รอด โดยการสร้างเมือกออกมาเพ่ือปก
คลุมล าตัวเมื่อถูกรบกวนจากปัจจัยที่ท าให้เกิดความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ ซึ่งกลไกดังกล่าวที่กล่าว
มานี้อาจเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้หอยนางรมทนต่อความเป็นพิษของสารเคมีได้มากกว่ากลุ่มปลาที่ได้รายงาน
ไปข้างต้น 
 
5.4 การวิเคราะห์โปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบ 
 การวิเคราะห์โปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรมปากจีบในครั้งนี้ เมื่อท าการสกัดโปรตีนจาก
เนื้อเยื่อแมนเทิล และแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าแบบเจลสองมิติ และย้อมด้วยสี Coomassie Blue แล้วใช้
โปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software สามารถระบุ protein spot ได้ประมาณ 300 จุด 
และระบุชนิดของโปรตีน 31 ชนิด ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นข้อมูลพื้นฐานส าหรับการศึกษาโปรตีโอมใน
เนื้อเยื่อของหอยนางรมปากจีบต่อไปในอนาคต 
 
5.5 การวิเคราะห์โปรตีโอมและผลกระทบของสาร DDT ต่อโปรตีโอมเนื้อเยื่อแมนเทิลของ
หอยนางรมปากจีบ  

การศึกษาด้านพิษวิทยาระดับโมเลกุล (Molecular Toxicology) ในสิ่งมีชีวิต เป็นการศึกษาถึงการ
เปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาภายในร่างกาย ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการน ามาใช้ประเมินผลกระทบจาก
สิ่งแวดล้อมที่เกิดขึ้น ในการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับโปรตีนของ
กลุ่มตัวอย่างแมนเทิลของหอยนางรมที่ได้รับการสัมผัสกับสาร DDT เพ่ือเปรียบเทียบกับแมนเทิลของหอย
นางรมในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการสัมผัสกับสาร DDT โดยใช้เทคนิคโปรทีโอมิกส์ (Proteomics) ซึ่งเป็นการ
ตรวจสอบโปรตีนที่มีการแสดงออกภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต โดยใช้ หลักการที่ว่า การท างานของเซลล์จะถูก
ควบคุมโดยยีนซึ่งการท างานของยีนจะอาศัยการสร้าง mRNA เพ่ือแปลรหัสให้กลายเป็นโปรตีน จากนั้น
โปรตีนจึงจะท าหน้าที่ต่าง ๆ ภายในเซลล์ต่อไป ในกรณีที่สิ่งมีชีวิตได้รับผลกระทบจากปัจจัยภาพนอก เช่น 
การปนเปื้อนของสารเคมีในสิ่งแวดล้อม ซึ่งจะส่งผลต่อการท างานของเซลล์ โดยอาจส่งผลให้เกิดการกระตุ้น
หรือยับยั้งการท างานของยีน ซึ่งจะท าให้โปรตีนที่สร้างจากยีนนั้น ๆ มีระดับการแสดงออกของโปรตีนที่
เพ่ิมข้ึนหรือลดลงไปจากระดับปกติ  

การศึกษาในครั้งนี้ยังท าให้ทราบถึงผลกระทบของสาร DDT ว่ามีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน
หลายชนิด โดยภายหลังจากการได้รับสาร DDT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ยังส่งผลต่อการ
แสดงออกของโปรตีนในหลายกลุ่ม ได้แก่  โปรตีนที่ เกี่ยวกับโครงสร้างแล ะการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
(Cytoskeleton and cellular movement) โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการสร้างพลังงานภายในเซลล์ 
(Energy metabolism) โปรตีนที่ตอบสนองต่อภาวะเครียด (Stress response protein) โปรตีนที่ท าหน้าที่
สร้างโปรตีนในเซลล์ (Protein synthesis) โปรตีนที่ เกี่ ยวข้องกับกระบวนการแลกเปลี่ยนก๊าซ (Gas 
exchange) และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการขนส่งโมเลกุลของสาร (Ion transport) โดยสามารถสรุป
เป็นประเด็น ได้ดังนี้ 
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กลุ่มที่ 1 Cytoskeleton 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) 

สาร DDT สามารถกระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่มโครงสร้างของเซลล์หรือ cytoskeleton เพ่ิมขึ้น 
โดยพบทั้งโปรตีนกลุ่ม tubulin ได้แก่ tubulin beta chain (spot # 17) tubulin alpha 3 chain (spot # 
18) tubulin alpha 3C/D chain (spot # 19) และ tubulin beta 4 B chain (spot # 21) และโปรตีน
กลุ่ม actin ได้แก่ actin (spot # 25) และ actin, muscletype A1 (spot # 29)  

โปรตีน tubulin เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง microtubule ซึ่งจ าเป็นต่อการเคลื่อนย้ายของ
โครโมโซมในกระบวนการแบ่งเซลล์ การที่สาร DDT รบกวนสมดุลของโปรตีนโครงสร้างเหล่านี้จะส่งผล
กระทบต่อโครงสร้างของเซลล์และเนื้อเยื่อได้ เนื่องจากโปรตีนในกลุ่มนี้เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนไหวของ
ร่างกายโดยตรง โดยพบว่ามีรายงานในสัตว์กลุ่มหอยสองฝามีรายงานว่าโปรตีนโครงสร้างจะถูกกระตุ้นเมื่อ
ได้รับสัมผัสจากสารพิษจากสิ่งแวดล้อม เช่น หอยกาบ (Chamaelea gallina) ที่ได้รับ arsenic และ TBT 
(Rodríguez-Ortega et al., 2003) ทองแดง (Geret et al., 2004) bisphenol-A (Apraiz et al., 2006) 
และแคดเมียม (Jo et al., 2008) ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการศึกษาเนื้อเยื่อของหอยนางรมที่
ได้รับสัมผัสกับสาร DDT ส่งผลกระทบต่อเนื้อเยื่อท าให้โครงสร้างเนื้อเยื่อผิดปกติในทุกอวัยวะที่ท าการศึกษา 
กล่าวคือดีดีทีจะเข้าไปกระตุ้นให้เกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (hyperplasia) เมื่อสิ่งมีชีวิตได้รับสารเคมีที่
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
 
โปรตีนที่ถูกยับย้ังด้วยสาร DDT (Dose-dependent down-regulated protein) 

หอยนางรมที่ ได้รับสาร DDT พบความผิดปกติของโครงสร้างเซลล์ เนื่องจากโปรตีน  actin 
(Fragment) (spot # 11) ซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญของโครงร่างเซลล์ (Cytoskeleton) ลดลง นอกจากนี้
กิจกรรมการเคลื่อนที่ระดับเซลล์อาจลดลงเนื่องจากโปรตีน tropomyosin (spot # 13) ลดลง โปรตีน
ดังกล่าวท าหน้าที่ส าคัญในการเคลื่อนที่ระดับเซลล์ เช่น การเคลื่อนไหวของกล้ามเนื้อ เป็นต้น 

สารดีดีทีสามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนในกลุ่มโครงสร้างของเซลล์หรือ cytoskeleton โดยพบ
โปรตีน actin (fragment) (spot # 11) ถูกยับยั้งให้สร้างน้อยลง ซึ่งจะมีผลต่อการสร้างไมโครทิวบูล และ
ส่งผลต่อโครงสร้างของเซลล์ เช่น ซิเลียหายไป นอกจากนี้ยังอาจส่งผลกระทบต่อกิจกรรมอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้อง
กับการท างานของ microtubule เคยมีรายงานการศึกษาผลกระทบของสาร DDT ต่อโครงสร้างเหงือกของ
ปลากระเบน (Dwivedi & Trombetta, 2006) และ หอยแมลงภู่ชนิด Mytilus galloprovicialis (Micić et 
al., 2001) แต่ยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัด งานวิจัยครั้งนี้เผยให้เห็นว่าสาเหตุที่โครงสร้างเหงือกถูกท าลาย เกิด
จากการที่ดีดีทีไปยับยั้งการสร้าง microtubule นั่นเอง 
 
กลุ่มที่ 2 Stress response 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) 

โปรตีนในกลุ่มนี้จะถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นเมื่อสิ่งมีชีวิตอยู่ในสภาวะเครียด ซึ่งเป็นกลไกของ
สิ่งมีชีวิตที่ถูกกระตุ้นเพ่ือท าหน้าที่ป้องกันอันตรายจากผลกระทบอันเกิดจากความเครียดจากสารเคมีที่
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 

ผลการศึกษาในครั้งชี้แสดงให้เห็นว่าสาร DDT ท าให้เกิดความเครียดระดับเซลล์ในหอยนางรมปาก
จีบ เนื่องจากพบการกระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการต้านความเครียดจากการได้รับสารเคมี
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ที่ เพ่ิมขึ้น ได้แก่ โปรตีนต่อไปนี้  catalase (spot # 14, 15 และ 16 ), annexin A1 (spot # 31), และ 
aldehyde dehydrogenase (spot # 36) 

Annexin A1 เกี่ยวข้องกับความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เป็นสภาวะความเครียดใน
ระดับเซลล์เมื่อร่างกายมีกลไกในการป้องกันจากผลกระทบหรือสิ่งแปลกปลอมอันมาจากการได้รับสารเคมี  

Aldehyde dehydrogenase (ALDH) เป็น เอนไซม์ที่ ช่วยกระตุ้น ให้ เกิดปฏิกิ ริยา aldehyde 
oxidation ซึ่งเกี่ยวข้องกับกลไกการก าจัดพิษของแอลดีไฮด์ทั้งภายนอกและภายในเซลล์ เอนไซม์ catalase 
เป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการก าจัดพิษของแอลดีไฮด์ทั้งภายนอกและภายในเซลล์  โดยจะเปลี่ยน
ปฏิกิริยา 2H2O2 → 2H2O + O2 ซึ่งจะช่วยลดความเป็นพิษของสารประกอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อ
เซลล์ ท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระ และปกป้องเซลล์จากความเครียดที่เกิดจากสารเคมี  นิยมใช้เป็นตัวดัชนีชี้วัด
สภาวะความเครียดออกซิเดชันที่เกิดจากการตอบสนองของสิ่งมีชีวิตเมื่อได้รับสารพิษและเกิดการเหนี่ยวน าให้
สิ่งมีชีวิตเกิดความเครียด โดยปกติแล้วสารพิษจะเข้าไปชักน า ให้มีการสร้างสารอนุมูลอิสระขึ้นได้แก่ 
Superoxide anion radical และ H2O2 ซึ่งเป็นสารที่มีความไวในการเกิดปฏิกิริยา และเป็นอันตรายต่อ
ส่วนประกอบของเซลล์ ได้แก่ โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต และดีเอ็นเอ ร่างกายจึงจ าเป็นต้องมีกลไกในการ
ก าจัดสารอนุมูลอิสระนี้ (antioxidant defense system) ซึ่งเกิดจากการท างานของสารต้านอนุมูลอิสระต่าง 
ๆ ตัวอย่างเช่น เอนไซม์ catalase เพ่ือควบคุมอนุมูลอิสระต่าง ๆ ให้อยู่ในระดับสมดุล ในสัตว์กลุ่มหอยสอง
ฝามีรายงานว่าเอนไซม์กลุ่มนี้จะถูกกระตุ้นเมื่อได้รับสัมผัสจากสารพิษจากสิ่งแวดล้อม เช่น bisphenol-A 
(Apraiz et al., 2006) และแคดเมียม (Jo et al., 2008) ในภาพรวมจะเห็นได้ว่าเอนไซม์ ในกลุ่มนี้ มี
ความส าคัญต่อการป้องกันผลกระทบต่อเซลล์ที่เกิดจากสาร DDT 
 
โปรตีนที่ถูกยับย้ังด้วยสาร DDT (Dose-dependent down-regulated protein) 

สาร DDT สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการต้านความเครียด ได้แก่ โปรตีน
ต่ อ ไป นี้  Fructose-bisphosphate aldolase A (spot # 32) Heat shock cognate 71 kDa protein 
(spot # 36) Chaperone protein DnaK (spot # 38) และ Retinal dehydrogenase 1 (spot # 39)  

โปรตีนในกลุ่มนี้ท าหน้าที่ส าคัญในการรักษาสภาพของโปรตีนในเซลล์ไม่ให้ถูกท าลายจากสภาวะ
ความเป็นพิษจากสารเคมี เนื่องจากจะช่วยคืนสภาพและซ่อมแซมให้กับโปรตีนที่เกิดการเสียสภาพ เมื่อหอย
นางรมถูกรบกวนจากสาร DDT จึงสามารถส่งผลต่อการยับยั้งท างานของโปรตีนในกลุ่มนี้ ให้มีประสิทธิภาพ
ในการท างานที่ลดลงได้ งานวิจัยที่ท าการศึกษาโปรตีนที่พบในเนื้อเยื่อแมนเทิลของหอยนางรม European 
oyster (Ostrea edulis)  ที่ได้รับสารประกอบแคดเมียมคลอไรด์ พบการกระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่ม 
Hsp70 family (Piano et al., 2004) เช่นเดียวกับในหอยสองฝา Ruditapes decussatus มีรายงานพบว่า
สาร DDT สามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีนในกลุ่ ม  heat shock (hsp; 60, 70 and 90 kDa) 
(Dowling et al., 2006) ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าสาร DDT สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนในกลุ่ม heat 
shock ได้แก่ Heat shock cognate 71 kDa protein ที่ลดลง อาจเป็นผลมาจากการที่เซลล์ต้องเผชิญกับ
สภาวะความเครียด อันเนื่องจากการได้รับสารเคมีจึงท าให้ประสิทธิภาพในการท างานลดลง ซึ่งโปรตีนในกลุ่ม
นี้จะท าหน้าที่ส าคัญในการรักษาสภาพของโปรตีนในเซลล์ไม่ให้ถูกท าลายและช่วยคืนสภาพให้กับโปรตีนที่เสีย
สภาพจากสภาวะความเป็นพิษที่ได้รับจากสารเคมี 
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กลุ่มที่ 3 Protein synthesis 
โปรตีนที่ถูกยับย้ังด้วยสาร DDT (Dose-dependent down-regulated protein) 

สาร DDT สามารถยับยั้งการสร้างไรโบโซมหน่วยเล็ก หรือ 40S ribosomal protein S7 (spot # 6) 
ไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ส าคัญในกระบวนการสร้างโปรตีน ท าหน้าที่แปลรหัสโคดอนบนสาย mRNA เพ่ือ
สร้างเป็นโปรตีน การลดลงของไรโบโซมชี้ให้เห็นว่า กิจกรรมการสร้างโปรตีนภายในเซลล์อาจลดลง อันเป็น
ผลมาจากถูกรบกวนจากสารเคมี  

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในหอยแมลงภู่ (P. viridis) ที่ได้รับ
สารเคมีผสม ระหว่าง 2,4′-DDT และ benzo(a)pyrene พบว่าสารเคมีชนิดดังกล่าวส่งผลต่อการยับยั้ง
ท างานของโปรตีน 40S ribosomal protein S7 ให้มีประสิทธิภาพในการท างานที่ (Song et al., 2016) อีก
ทั้งยังมีรายงานในหอยสองฝาชนิด Ruditapes philippinarumin พบว่า โปรตีน 40S ribosomal protein 
S7 เพ่ิมขึ้นเมื่อหอยได้รับ endosulfan (Tao et al., 2013) ซึ่งขัดแย้งกับผลการศึกษาผลกระทบของสาร 
DDT ในสิ่งแวดล้อมในครั้งนี้ 
 
กลุ่มที่ 4 Energy metabolism 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) 

หอยนางรมที่ได้รับสาร DDT พบความผิดปกติเกี่ยวกับกลไกการสร้างพลังงาน โดยพบว่าโปรตีน
ส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงานภายในเซลล์ (energy metabolism) มีการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้น 
จ านวน 2 ชนิด คือ SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily A containing DEAD/H box 1A (spot # 5)  และ ATP synthase subunit beta (spot # 
20) SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A 
containing DEAD/H box 1A เป็นโปรตีนที่ช่วยบ่งบอกว่าเซลล์มีความต้องการพลังงานเพ่ิมมากขึ้นในการ
ท ากิจกรรมต่าง ๆ ที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตและความอยู่รอด ตลอดจนการเพ่ิมจ านวนเซลล์การแสดงออกที่
เพ่ิมขึ้นของโปรตีนชนิดนี้ในแมนเทิลเมื่อหอยนางรมปากจีบได้รับสัมผัสกับสารดีดีทีที่ระดับ 10 และ 100 
ไมโครกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง บ่งบอกว่าเซลล์มีความต้องการพลังงานสูงมาก จึงมีการ
แสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงานออกมามากขึ้น การกระตุ้นให้เกิดการสร้างโปรตีน ATP 
synthase subunit beta แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีความต้องการในการใช้พลังงานมากข้ึน พลังงานที่สร้างขึ้นนี้
อาจถูกน ามาใช้ส าหรับรักษาเสถียรภาพของเซลล์ให้ปกติ  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ท าการศึกษาใน
หอยแมลงภู่ (Perna viridis) พบโปรตีนในเหงือกของหอยแมลงภู่ที่ได้รับสาร Benzo(a)pyrene ที่ความ
เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 7 วัน มีการกระตุ้นให้เกิดการสร้างโปรตีน ATP synthase subunit 
beta ที่เพ่ิมข้ึน (Song et al., 2016) 
 
กลุ่มที่ 5 Ion transport 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) 

โปรตีนกลุ่มนี้ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการขนส่งโมเลกุลของสาร ซึ่งพบว่าสาร DDT สามารถ
กระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่มนี้ ได้แก่ voltage-dependent anion-selective channel protein 2 หรือ 
VDAC-2 (spot # 34) และ guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 (GNB2L1) 
(spot # 35) ซึ่งเป็นโปรตีนสมาชิกในกลุ่ม VDAC ประกอบไปด้วย VDAC1, VDAC2 และ VDAC3 โปรตีน
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เหล่านี้จะรวมตัวกันเป็น ion chanel มีหน้าที่ควบคุมไอออนและโมเลกุลขนาดเล็กต่าง ๆ รวมถึง Ca2+ ที่
ผ่านเข้าออกระหว่างไมโทคอนเดรียและไซโทพลาซึม (Rizzuto et al., 2009) 

มีรายงานในหอยแมลงภู่ (M. galloprovincialis) ที่ ได้รับสาร 2,2 ,4,4 -tetrabromodiphenyl 
ether (BDE 47) ซึ่งเป็นสารเคมีที่ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมผลิตแผงวงจรอิเล็กทรอนิกส์ เพ่ือป้องกันไม่ให้
เกิดการลัดวงจร มีความคงทนสูง ย่อยสลายยากในสิ่งแวดล้อม มีการกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน
ในเหงือกหอยแมลงภู่ ซึ่งเป็นโปรตีนในกลุ่ม Ion transport ได้แก่ VDAC-2 เป็นโปรตีนที่พบในไมโทคอนเด
รีย สอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่พบว่าสาร DDT สามารถกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน VDAC-2 ซึ่งจัด
ว่าเป็นโปรตีนกลุ่มที่มีความส าคัญต่อการรักษาสมดุลของ Ca2+ ภายในเซลล์ หากโปรตีน VDAC ถูกรบกวน 
อาจท าให้เสียสมดุลภายในเซลล์และท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้ ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้แสดงให้เห็นว่า
หากโปรตีน VDAC เสียสมดุลก็จะส่งผลต่อการควบคุมเมแทบอซึมของ Ca2+ ซึ่งมีความส าคัญต่อระบบการ
สร้างเปลือกของหอยนางรม เนื่องจากเปลือกหอยนางรมเกิดจากการสร้างแคลเซียมคาร์บอเนตทับลงไปบน
เปลือกเดิม โดยอวัยวะที่ท าหน้าที่สร้างเปลือก ได้แก่ แมนเทิล ดังนั้นหากกลไกการควบคุม แคลเซียมไอออน
ถูกรบกวน ก็จะส่งผลกระทบต่อกระบวนการสร้างเปลือกของหอยนางรมโดยตรง (Shoshan-Barmatz et 
al., 2017) 

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 (GNB2L1) จี โ ป ร ตี น  ห รื อ 
guanine nucleotide-binding proteins เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นสวิตช์โมเลกุลภายในเซลล์ มีหน้าที่ใน
การส่งผ่านสัญญาณจากสิ่งเร้าในรูปแบบต่าง ๆ นอกเซลล์เข้าสู่ภายในเซลล์ จีโปรตีนจะควบคุมกลไกต่าง ๆ 
รวมทั้งเอนไซม์ ช่องไอออน โปรตีนขนส่ง และกลไกการท างานของเซลล์อ่ืน ๆ ซึ่งเป็นการควบคุมการ
ถอดรหัสยีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ การหดเกร็ง (contractility) รวมถึงการหลั่งสาร เช่น กระตุ้นให้เกิด
การหลั่งเมือกของหอยนางรมที่เพ่ิมขึ้น เป็นกลไกการป้องกันตัวเอง (defensive mechanism) เมื่อได้
ผลกระทบจากสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกาย (Pales et al., 2016) 
 
กลุ่มที่ 6 Gas exchange 
โปรตีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร DDT (Dose-dependent up-regulated protein) 

สาร DDT สามารถกระตุ้นการสร้างโปรตีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแลกเปลี่ยนแก๊ส ได้แก ่
Hemoglobin subunit beta (spot # 4) Hb เปนโปรตีนที่ส าคัญในเม็ดเลือดแดง ท าหนาที่ในการขนสงออก
ซิเจนไปยังส่วนต่าง ๆ ภายในรางกาย โครงสรางประกอบดวย 4 subunits โดยแตละ subunit ประกอบดวย 
heme และ globin chain รวมกันเปน quaternary structure โดยปกติแล้วเลือดของสัตว์จ าพวกหอยสอง
ฝาจะพบฮีโมไซยานิน (haemocyanin) ท าหน้าที่เป็นโปรตีนตัวพา หรือช่วยสะสมออกซิเจนในเลือด ฮีโมไซ
ยานินจะมีโลหะทองแดง (Cu) จับกับโมเลกุลของโปรตีนในเลือด ซึ่งฮีโมไซยานินมีคุณสมบัติในการจับกับ
ออกซิเจนได้น้อยกว่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin) (Chen et al., 2017) เมื่อหอยนางรมได้รับสาร DDT เข้าสู่
ร่างกาย จะท าให้ประสิทธิภาพในการท างานลดลงหรือไม่สามารถขนสงออกซิเจนไปยังส่วนต่าง ๆ ของ
ร่างกายได้ ดังนั้นถ้าร่างกายได้รับโปรตีนไม่เพียงพอ จะท าให้ไม่มีโกลบินไปจับกับฮีม เม็ดเลือดแดงที่ได้จะมี
ความผิดปกติ และน ามาซึ่งสาเหตุของเลือดจาง แต่ยังมีหอยสองฝาบางชนิดที่สามารถพบฮีโมโกลบินได้ เช่น 
หอยแครง Arca (Anadara satowi) เป็นต้น (Ohnoki et al., 1973) 
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5.6 การหาตัวชี้วัดชีวภาพระดับโปรตีน (protein biomarker) เพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้การ
ปนเปื้อนของสารดีดีทีในหอยนางรมปากจีบ 

ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่ามีโปรตีนที่น่าสนใจและมีแนวโน้ มที่ดีส าหรับ น ามาใช้เป็น 
potential biomarker เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของสาร DDT ในสิ่งแวดล้อม โดยใช้หอยนางรมปากจีบ
เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพ ซึ่งจะต้องเป็นโปรตีนที่ถูกกระตุ้นและยับยั้งเมื่อได้รับความเข้มข้นของสาร DDT ที่
เพ่ิมขึ้น โปรตีนที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) และจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่ามี
โปรตีนที่มีแนวโน้มการแสดงออกของโปรตีนสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสาร DDT ทั้งสิ้น 25 จุด มีแนวโน้มที่
ดีส าหรับใช้เป็น potential biomarker ซึ่งโปรตีนดังกล่าวแสดงการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนคิดเป็น
จ านวน fold change ระหว่าง กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L กลุ่มทดสอบ DDT ที่ระดับ
ความเข้มข้น 100 µg/L เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0 µg/L) โดยใช้ค่า %s spot volume ที่อ่านได้จาก
โปรแกรม ImageMaster™ 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare, Sweden)   

โปรตีนทั้ง 25 ชนิดที่มีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็น potential biomarker เพ่ือตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของสารดีดีทีในสิ่งแวดล้อม มี 2 กลุ่ม ดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent up-
regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่ถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมขึ้นในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัสกับสาร 
DDT ที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 18 ชนิด ได้แก่ hemoglobin subunit beta 
(spot #4), SWI/SNF related matrix associated actin dependent regulator of chromatin 
subfamily A containing DEAD/H box 1A (spot #5), uncharacterized protein ycf23 (spot #9), 
catalase (spot # 14, 15 และ 16), tubulin beta chain (spot #17), tubulin alpha 3 chain (spot # 
18), tubulin alpha 3C/D chain (spot #19), ATP synthase subunit beta (spot # 20), tubulin 
beta 4  B chain (spot #21), actin (spot #25), uncharacterized protein PM1449 (spot #26), 
actin, muscletype A1 (spot #29), annexin A1 (spot #31), voltage-dependent anion-selective 
channel protein 2 (VDAC-2) (spot #34), guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-
like 1 (GNB2L1) (spot #35), aldehyde dehydrogenase (spot #41),  

กลุ่มที่ 2 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผกผันตามความเข้มข้นของสาร DDT (Dose-dependent 
down-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่มีการสร้างลดลงในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัสกับสาร DDT 
ที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 7 ชนิด ได้แก่ 40S ribosomal protein S7 (spot 
#6), tropomyosin (spot #13), fructose-bisphosphate aldolase A (spot #32), actin (Fragment) 
(spot #34), heat shock cognate 71 kDa protein (spot #36) , chaperone protein DnaK (spot 
#38), retinal dehydrogenase 1 (spot #39)  

ส่วนโปรตีนบางจุดมีปริมาณแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่ทิศทาง
หรือรูปแบบการเปลี่ยนแปลงปริมาณไม่สัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารทดสอบ (fluctuated protein) นั้น
ไม่ควรใช้เป็น potential protein biomarker เนื่องจากมีความแปรปรวนต่อปริมาณสารทดสอบ  
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5.7 ผลกระทบของสารดีดีทีต่อโปรตีนในเมือกที่สร้างและหลั่งออกมาจากเซลล์สร้างเมือกของ
หอยนางรมปากจีบ    

ผลการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของจุดโปรตีนในเมือกที่สร้างและหลั่งออกมาจากเซลล์สร้าง
เมือกของหอยนางรมปากจีบ เมื่อหอยนางรมปากจีบได้รับสัมผัสกับสาร DDT ที่ระดับ 100 µg/L เป็น
ระยะเวลา 96 ชั่วโมง พบว่า DDT มีผลต่อปริมาณโปรตีนในเมือกของหอยนางรม ในกลุ่มทดสอบที่มีปริมาณ
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจ านวนทั้งสิ้น  14 จุด (P < 0.05) โดยพบว่าสาร DDT 
กระตุ้นให้สร้างโปรตีนในเมือกเพ่ิมขึ้นจ านวน 10 จุด และยับยั้งการสร้างโปรตีนท าให้ปริมาณโปรตีนในเมือก
ลดลงจ านวน 4 จุด เมื่อท าการระบุชนิดของโปรตีนในกลุ่มนี้   สามารถระบุชนิดของโปรตีนในกลุ่มที่มีการ
กระตุ้น 3 ชนิด ได้แก่ 1. Immunoglobulin kappa constant 2. Actin และ 3. Sarcoplasmic calcium-
binding protein (Fragment) และสามารถระบุ โปรตีนในกลุ่มที่ มีการยับยั้ งได้  1 ชนิด คือ Serum 
albumin แสดงให้เห็นว่าสาร DDT มีผลต่อการสร้างและหลั่งโปรตีนที่พบในเมือก นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ท า
การสุ่มวิเคราะห์โปรตีนที่มีปริมาณมากและสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ 2 ชนิด คือ 1. Haptoglobin และ 
2. SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A 
containing DEAD/H box 1A   

 
 โปรตีนที่ถูกเพิ่มปริมาณด้วยสาร DDT                       
 1. Immunoglobulin kappa constant (P01834, จุดโปรตีนหมายเลข 8) MW = 11.76 KDa  
โปรตีน Immunoglobulin kappa constant เป็นส่วนประกอบของ Immunoglobulin หรือ แอนติบอดี
 โครงสร้างของ Immunoglobulin หรือ แอนติบอดี ประกอบด้วย พอลิเพปไทด์ 4 สาย เชื่อมกัน
ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ พอลิเพปไทด์ทั้ง 4 สาย ประกอบด้วยสายยาวหรือสายหนัก (heavy chain) 2  และสาย
สั้นหรือสายเบา (light chain) 2 สาย ทั้งสายหนักและสายเบา ประกอบด้วย 2 บริเวณ คือ บริเวณที่พบ
ล าดับกรดอะมิโนมีการเปลี่ยนแปลงได้มาก (variable region) กับบริเวณที่พบล าดับกรดอะมิโนคงที่ 
(constant region) โดยโปรตีน Immunoglobulin kappa constant (P01834) ที่ระบุได้ในครั้งนี้ตรงกับ
บริเวณที่พบล าดับกรดอะมิโนคงที่ (constant region) ในสายยาวของ Immunoglobulin ซึ่งจะถูกกระตุ้น
ให้มีการหลั่งเพ่ิมขึ้นในเมือกหอยที่ได้รับสัมผัสสาร DDT เนื่องจากโปรตีน Immunoglobulin เป็นแอนติบอดี 
ที่สร้างจากเม็ดเลือดขาวชนิด B lymphocytes จึงพบโปรตีนชนิดนี้ภายนอกเซลล์ เช่น พบในน้ าเลือด หรือ
บริ เวณ  extracellular matrix ของเนื้ อ เยื่ อ  โดย Immunoglobulin kappa constant เป็น โปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน (immune defense) ท าหน้าที่เป็น immune system 
process (Janardhan et al., 2014)   
 การศึกษาในสัตว์มีกระดูกสันหลังด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบโปรตีน Immunoglobulin ชนิด Ig 
kappa chain V-III region WOL และ Ig lambda VI THO ในเมือกบริเวณผิวหนังของปลา  Chinese 
giant salamander (Andrias davidianus) (Geng et al., 2015) ยืนยันได้ว่าในเมือกของสัตว์มีกระดูกสัน
หลังมีแอนติบอดีอยู่ด้วย         
 การศึกษาในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบโปรตีน Immunoglobulin ชนิด 
IgGFc-binding protein ในเมือกของหอยนางรมตะวันออก (Crassostrea virginica) (Pales et al., 2016) 
ยืนยันได้ว่าในเมือกของหอยนางรมมีแอนติบอดีอยู่ด้วย ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่พบการแสดงออกของโปรตีน 
Immunoglobulin kappa constant ที่เพ่ิมขึ้นในกลุ่มทดสอบ คาดว่ามาจาก hemocyte แสดงให้เห็นว่า
เมื่อหอยนางรมด ารงชีวิตอยู่ภายใต้สภาวะเครียดจากสาร DDT ที่เจือปนอยู่ในน้ า อาจไปกระตุ้นหอยนางรม
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ให้ก าจัดหรือท าลายสิ่งแปลกปลอมที่ร่างกายไม่ต้องการให้สร้างแอนติบอดีเพ่ิมขึ้นเพ่ือตอบสนองต่อสาร DDT 
ที่ได้รับเป็นเวลา 96 ชั่วโมง เป็นเครื่องบ่งชี้ถึงการตอบสนองต่อภาวะเครียดทางชีวภาพ                     
 2. Actin (Q00214, จุดโปรตีนหมายเลข 32) MW = 42.33 KDa โปรตีน Actin เป็นโปรตีนชนิด
รูปร่างกลม (Globular protein หรือ G-actin) ในภาวะที่ถูกกระตุ้น Globular actin จะเกิดการรวมตัวเป็น
เกลียวคู่  (actin polymerization) ได้อย่างรวดเร็ว เกิดเป็นโครงสร้างใหม่ เรียกว่า Double-helical 
filaments หรือ F-actin ซึ่งโปรตีน Actin มักอยู่ใต้ชั้นของเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) โปรตีน Actin มี
การท างานที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ exocytosis ของเซลล์ที่ต้องการขนส่งสารที่เซลล์นั้น ๆ สร้างขึ้นและถู
กบบรรจุไว้ในถุง vesicle ออกไปนอกเซลล์ (Porat-Shliom et al., 2013) โดยโปรตีน Actin (Q00214) ที่
ระบุได้ในครั้งนี้พบมากขึ้นในเมือกหอยนางรมปากจีบที่ได้รับสัมผัสกับสาร DDT ที่ความเข้มข้น 100 µg/L                                                                                                                                    
 การศึกษาในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบว่าโปรตีน Actin (Q00214) 
เกี่ยวข้องกับผลกระทบทางพิษวิทยาของสารผสมระหว่าง DDT และ BaP ที่ระดับความเข้มข้น 10 µg/L 
ตามล าดับ เป็นระยะเวลา 7 วัน บริเวณเหงือกในหอยแมลงภู่ (Perna viridis) ระบุว่าการเปลี่ยนแปลงของ 
Actin แสดงถึงการเกิดกระบวนการ apoptosis และ ความเครียดของเซลล์ต่อสารผสมระหว่าง DDT และ 
BaP (Song et al., 2016) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่พบการแสดงออกของ Actin ที่เพ่ิมสูงขึ้นในกลุ่มทดสอบ 
บ่งบอกว่าร่างกายของหอยนางรมปากจีบมีความพยายามในการหลั่งเมือกที่อยู่ในรูปของมิวซินแกรนูลออกมา
มากขึ้น ด้วยกระบวนการ exocytosis แบบ apocrine ภายหลังจากการสัมผัสกับสาร DDT ซึ่งกระบวนการ
หลั่งเมือกที่อยู่ในรูปของมิวซินแกรนูลออกจากเซลล์สร้างเมือกนี้เองจะท าให้มีโปรตีน Actin หลุดออกมาด้วย 
ซึ่งตรงกับผลการศึกษาทางมิญชวิทยาถึงผลกระทบของสาร DDT ต่อโครงสร้างของเซลล์สร้างเมือกในหอย
นางรมปากจีบที่ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น คือ สาร DDT มีผลไปกระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเซลล์สร้างเมือก ท า
ให้หอยนางรมปากจีบหลั่งเมือกออกมามากขึ้นภายหลังจากท่ีหอยนางรมปากจีบได้รับสัมผัสกับสาร DDT 
 3. Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909, จุดโปรตีนหมายเลข 76) 
MW = 8.42 KDa โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) เป็นหนึ่งในกลุ่มของ
โปรตีนที่มีหน้าที่จับกับแคลเซียม (calcium binding proteins)  
 โครงสร้างของ Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ประกอบด้วยต าแหน่ง EF-
hand motif หรือ calcium-binding motif ที่ท าหน้าที่ในการจับกับแคลเซียมไอออน (Ca2+) สิ่งมีชีวิตมี
กลไกในการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม โดยสิ่ งมีชีวิตจะอาศัยสัญญาณที่ถูกสร้างขึ้นจาก
ภายในเซลล์ เมื่อมีการกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อม เช่น ความเค็ม ความแห้งแล้ง การเกิด
บาดแผล การถูกโจมตีจากเชื้อโรค สารเคมีที่เป็นพิษ จะส่งผลให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของระดับแคลเซียมไอออน
ภายในไซโทซอล (cytosol) อย่างรวดเร็ว เมื่อระดับแคลเซียมไอออนเพ่ิมสูงขึ้น จะท าให้เกิดการกระตุ้น
โปรตีนรับสัญญาณแคลเซียม (Ca2+ sensor protein) เช่น โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding 
protein (Fragment) ซึ่งจะมีต าแหน่ง EF-hand motif หรือ calcium-binding motif ที่ท าหน้าที่ในการจับ
กับแคลเซียมไอออน เมื่อจับกับแคลเซียมไอออนแล้วจะเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง จึงท าให้สามารถกระตุ้น
โปรตีนเป้าหมาย เพ่ือส่งผ่านสัญญาณต่อไปเป็นล าดับ จนกระทั่งถึงการแสดงออกของยีนที่ส าคัญต่อการ
ปรับตัวของสิ่งมีชีวิต เพ่ือตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดล้อมต่างๆ ในระดับเซลล์ได้อย่าง
เหมาะสม ทั้งนี้ภายในไซโทซอลจะมีโปรตีนจ านวนมาก ที่อยู่ในกระบวนการส่งสัญญาณแคลเซียมนี้ แต่ตัวมัน
เองไม่สามารถจับกับแคลเซียมได้โดยตรง โปรตีนเหล่านี้จึงต้องอาศัยโปรตีนรับสัญญาณแคลเซียม เช่น 
โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) มาเป็นโปรตีนรับสัญญาณแคลเซียมขั้นต้น 
จึงเรียกได้ว่า โปรตีน Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) เป็นโปรตีนที่มีหน้าที่การ
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ท างานที่หลากหลาย เนื่องจากมีความสามารถในการก าหนด activity ของโปรตีนอ่ืนๆ โดยโปรตีน 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) ที่ระบุได้ในครั้งนี้ถูกกระตุ้นให้มีการหลั่ง
เพ่ิมข้ึนในเมือกหอยที่ได้รับสัมผัสสารดีดีที   
 การศึกษาในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบการแสดงออกของโปรตีน 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) ใน spermatophore ของกุ้ง crayfish 
(Pacifastacus leniusculus) ในการท าแผนที่โปรตีน ระบุว่าการพบโปรตีน Sarcoplasmic calcium-
binding protein (Fragment) (P86909) แสดงถึงบทบาทของแคลเซียมในการกระตุ้น spermatozoon 
เกี่ยวข้องกับการเกิด acrosome reaction (Niksirat et al., 2014) 
 ยังพบโปรตีนชนิดนี้ในรายงานการศึกษาโปรตีนที่พบในเมือกบริเวณแมนเทิล เหงือก และแผ่นปากใน
หอยนางรมตะวันออก (Crassostrea virginica) ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์  แบบเจล 1 มิติ เนื่องจาก 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงทางเคมีที่
เกิดขึ้นภายในเซลล์ เช่น การส่งสัญญาณของ Ca2+ (Gao et al., 2006) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่พบการ
แสดงออกของ Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) ที่เพ่ิมสูงขึ้นในกลุ่มทดสอบ บ่งบอก
ว่าร่างกายของหอยนางรมปากจีบเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีภายในเซลล์ภายหลังจากการสัมผัสกับสาร
ดีดีที ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับการเกิดกระบวนการ exocytosis ขณะที่หอยนางรมหลั่งเมือกออกมา 
 โปรตีนที่มีปริมาณลดลงด้วยสารดีดีที 
 1. Serum albumin (P02769, จุดโปรตีนหมายเลข 4) โปรตีน Serum albumin เป็นโปรตีนใน
กลุ่มของ plasma protein                                       
 โครงสร้างของ Serum albumin ประกอบด้วย โปรตีนรูปร่างกลม (globular protein) ชนิด 
simple protein มี polar group และประจุลบสุทธิมากจึงละลายน้ าได้ดี หน้าที่ของ Serum albumin คือ 
การขนส่งสารต่างๆในเลือด ท าหน้าที่เป็น buffer และรักษาระดับ pH ของเลือด โดยสามารถจับกับ H+ ที่
เกิดขึ้นในร่างกาย จึงช่วยลดความเป็นกรดในเลือดได้ โดยการเปลี่ยนแปลงระดับของ Serum albumin นี้จะ
บ่งชี้ถึงภาวะทางโภชนาการของร่างกายในระยะยาว โดยโปรตีน Serum albumin (P02769) ที่ระบุได้ใน
ครั้งนี้ถูกยับยั้งให้มีการหลั่งน้อยลงในเมือกหอยที่ได้รับสัมผัสสารดีดีที   
 การศึกษาในมนุษย์ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบว่าโปรตีน Serum albumin (P02769) เกี่ยวข้องกับ
ระบาดวิทยาของโรคมะเร็ง โดยพบการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี้ในซีรัม (serum) ของผู้ป่วยโรคมะเร็งเยื่อ
บุโพรงมดลูก[71] (Kikuchi et al., 2007) และยังพบโปรตีนชนิดนี้ในรายงานการศึกษาโปรตีนที่พบใน
พลาสมาของผู้ป่วยโรคหลอดเลือดสมอง ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ [72] (Lopez et al., 2015) เนื่องจาก 
Serum albumin เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ยึดจับกับสารต่างๆ เพ่ือให้ร่างกายสามารถน าสารนั้นไปใช้ในการ
ท างานของเซลล์ได้ โปรตีนชนิดนี้ยังเกี่ยวข้องกับภาวะการติดเชื้อ และโปรตีนชนิดนี้จะค่อยๆ ถูกลดการ
แสดงออกลง หากเนื้อเยื่อเกิดการอักเสบเรื้อรัง ซึ่งโปรตีนชนิดนี้ยังท าหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ เมื่อ
สิ่งมีชีวิตต้องเผชิญกับสภาวะ oxidative stress (Prakash, 2017) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่พบการแสดงออก
ของ Serum albumin ที่ลดลงในกลุ่มทดสอบ บ่งบอกว่าร่างกายของหอยนางรมปากจีบเกิดการตอบสนอง
ต่อสภาวะเครียดภายหลังจากการสัมผัสกับสารดีดีที 
 ทั้งนี้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาโปรตีนทั้ง 4 ชนิด ข้างต้น แสดงให้เห็นว่าสารดีดีทีมีผลต่อหอยนางรม
ปากจีบ โดยท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนในเมือกของหอยนางรมปากจีบ ได้แก่ 
โปรตีนที่แสดงออกเพ่ิมขึ้นด้วยสารดีดี ที (1. Immunoglobulin kappa constant (P01834), 2. Actin 
(Q00214) แ ล ะ  3. Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) (P86909) แ ล ะ โป รตี น ที่
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แสดงออกลดลงด้วยสารดีดีที (Serum albumin (P02769)) การแสดงออกของโปรตีนเหล่านี้บ่งบอกถึงการ
ปรับตัวในร่างกายของหอยนางรมปากจีบ เพ่ือตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมที่มีสารดีดีที โดยมีการตอบสนอง
พ้ืนฐานที่เกี่ยวกับการสร้างโปรตีนที่ส าคัญ และระบบการท าลายโปรตีนที่เสียสภาพ ซึ่งสารดีดีทีน่าจะสามารถ
กระตุ้นให้มีการสร้างอนุมูลอิสระได้ สอดคล้องกับการพบโปรตีนที่เกี่ยวกับกระบวนการ oxidative stress 
response ในสภาวะแวดล้อมที่มีสารดีดีทีของหอยนางรมปากจีบ องค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์หาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarkers) ซึ่งใช้ติดตามการปนเปื้อนของ
ดีดีทีในสิ่งแวดล้อม                                                                                                  
 โปรตีนที่มีปริมาณมากและไม่เปลี่ยนแปลง (unchanged abundant proteins)                               
 ในการศึกษาครั้งนี้สามารถระบุโปรตีนที่มีปริมาณมากและไม่เปลี่ยนแปลงได้ 2 ชนิด ได้แก่                    
 1. Haptoglobin (P50417, จุดโปรตีนหมายเลข 35) โปรตีน Haptoglobin เป็นโปรตีนประเภท 
glycoprotein                                                                                                                                           
 โครงสร้างของโปรตีน Haptoglobin ประกอบด้วย โปรตีนรูปร่างกลม (globular protein) บทบาท
ทางชีววิทยาของ Haptoglobin มีหลายอย่าง แต่หน้าที่หลัก คือ การป้องกันการสูญเสียธาตุเหล็ก (iron) โดย 
Haptoglobin จะไปจับกับ hemoglobin เกิดเป็นโครงสร้างที่คงตัวที่เรียกว่า haptoglobin-haemoglobin 
complex โดยในสภาวะที่เกิดเม็ดเลือดแดงแตกในหลอดเลือด (intravascular hemolysis) โครงสร้าง
ดังกล่าวนี้จะไม่ถูกรองผ่านไตเนื่องจากมีขนาดที่ใหญ่ และยังเชื่อว่ามีบทบาทยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 
(bacteriostatic effect) โดย Haptoglobin จะไปจับกับ hemoglobin ท าให้มีเหล็กไม่เพียงพอที่แบคทีเรีย
บางชนิดน าไปใช้เพ่ือการเจริญเติบโต เช่น Escherichaia coli โดยโปรตีน Haptoglobin (P50417) ที่ระบุ
ได้ ใ น ค รั้ ง นี้ มี ป ริ ม า ณ ม า ก แ ล ะ ไม่ เป ลี่ ย น แ ป ล ง ใน เมื อ ก ห อ ย ที่ ไ ด้ รั บ สั ม ผั ส ส า ร ดี ดี ที                                                                                                                           
 การศึกษาในสัตว์มีกระดูกสันหลังด้ วยเทคนิคโปรตี โอมิกส์พบการแสดงออกของโปรตีน 
Haptoglobin (P50417) ระบุว่าในโคที่มีสุขภาพปกติจะมีระดับของ Haptoglobin ในกระแสเลือดต่ ากว่า 
0.1g/L เมื่อโคมีการติดเชื้อพบว่าระดับของ Haptoglobin จะเพ่ิมข้ึนมากกว่า 1.62±0.47 g/L (Mean±SEM) 
ภายในระยะเวลา 2 วัน (Ceciliani et al., 2012)  
 การศึกษาในมนุษย์ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์พบการแสดงออกของโปรตีน Haptoglobin (P50417) 
ระบุว่าผู้ป่วยที่มีความบกพร่องทางพันธุกรรมในการสร้างโปรตีน Haptoglobin มีความเสี่ยงต่อการเป็นโรค
ภูมิแพ้ (Ko et al., 2013) เนื่องจาก Haptoglobin เป็นไกลโคโปรตีน ท าหน้าที่หลักในการจับกับฮีโมโกลบิน
อิสระ เพื่อการก าจัดฮีโมโกลบินอิสระ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการท าลายความเสียหายจากการเกิดอนุมูลอิสระ (Shih 
et al., 2014) และ Haptoglobin ยังมีหน้าที่ป้องกันความเสียหายจากการเกิดกระบวนการ oxidative ใน
เนื้อเยื่อ จึงมีบทบาทส าคัญในการป้องกันสารต้านอนุมูลอิสระของร่างกาย  (Yang et al., 2003) ดังนั้น
การศึกษาครั้งนี้ที่พบ Haptoglobin ในเมือกของหอยนางรมปากจีบ บ่งบอกว่าหอยนางรมปากจีบมีการสร้าง
และหลั่งโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันความเสียหายจากการเกิดกระบวนการ oxidative เพ่ือตอบสนอง
ต่อสภาวะเครียดต่างๆ ที่ได้รับจากสิ่งแวดล้อมออกมาพร้อมกับการหลั่งเมือก ซึ่งเมือกที่หลั่งออกมานี้จะ
เคลือบทั่วล าตัวของหอยนางรม เมือกจึงเป็นปราการแรกในการป้องกันอันตรายจากสิ่งแวดล้อมภายนอก  
 2. SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily A containing DEAD/H box 1A (B0R061, จุดโปรตีนหมายเลข 53) โดยโปรตีน SWI/SNF-
related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A containing 
DEAD/H box 1A (B0R061) ที่ระบุได้ในครั้งนี้มีปริมาณมากและไม่เปลี่ยนแปลงในเมือกหอยที่ได้รับสัมผัส
สารดีดีท ี
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 พบโปรตีนชนิดนี้ในรายงานการศึกษาโปรตีนที่พบในเมือกบริเวณแมนเทิล เหงือก และแผ่นปากใน
หอยนางรมตะวันออก (Crassostrea virginica) ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์แบบเจล 1 มิติ (Pales et al., 
2016) เนื่ อ งจาก  SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily A containing DEAD/H box 1A เป็นโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงานภายในเซลล์ 
(energy synthesis) พบโปรตีนชนิดนี้ได้ในเซลล์ที่มีความต้องการพลังงานในการด าเนินกิจกรรมต่างๆ ที่
จ าเป็นต่อการอยู่รอด และการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (Al Kubaisy et al., 2016) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่พบ 
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A 
containing DEAD/H box 1A  บ่งบอกว่าโปรตีนชนิดนี้ควรท างานภายในเซลล์ ดังนั้นถ้าพบในเมือกอาจไม่
เกี่ยวข้องกับหน้าที่สร้างพลังงาน 
 นอกจากโปรตีนที่สามารถระบุชนิดได้ดังกล่าวแล้ว ยังมีจุดโปรตีนหลายจุดที่ไม่สามารถวิเคราะห์ได้
ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งอาจเกิดสาเหตุจากหลายประการ เช่น องค์ประกอบของเมือกที่ มีไกลโคโปรตีนเป็น
องค์ประกอบหลักซ่ึงเป็นอุปสรรคต่อการวิเคราะห์โปรตีน LC-MS/MS ท าให้การระบุโปรตีนท าได้ยาก (Pales 
et al., 2016) ประเด็นส าคัญอีกประการหนึ่งคือปัญหาในการวิเคราะห์ เนื่องจากข้อจ ากัดด้านฐานข้อมูล 
และเมือกมีองค์ประกอบหลังคือไกลโคโปรตีน ดังนั้นท าให้การระบุชนิดของโปรตีนท าได้ยากขึ้น นอกจากนี้
อาจเกิดจากเทคนิคของผู้วิจัย เนื่องจากการศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์นั้น มีขั้นตอนการศึกษาที่
ซับซ้อนจึงอาจเกิดข้อผิดพลาดระหว่างข้ันตอนการศึกษาได้ 
 ข้อจ ากัดอีกประการหนึ่งของเทคนิคเจล 2 มิติ คือปริมาณโปรตีนที่จะวิเคราะห์ต้องมีปริมาณมากพอ 
ซึ่งในทางปฏิบัติมักจะท าการตัดจุดโปรตีนที่สามรถมองเห็นด้วยตาเปล่าส าหรับการวิเคราะห์ ซึ่งโปรตีนที่มี
ปริมาณน้อยเกินไปอาจไม่เหมาะส าหรับการศึกษา และนอกจากนี้ไม่สามารถใช้ได้กับโปรตีนที่มีน้ าหนักมาก
หรือน้อยเกินไป หรือโปรตีนที่มีค่า pI สูงหรือต่ ากว่าที่ก าหนดในเจล (Issaq & Veenstra, 2008) ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งต่อไปจึงควรน าเทคนิคเจล 1 มิติ มาวิเคราะห์ร่วมด้วย ซึ่งอาจช่วยให้สามารถระบุชนิดของ
โปรตีนได้เพ่ิมข้ึน  
 
5.8 การศึกษาการปนเปื้อนของประกอบบิวทิลทินบริเวณชายฝั่งภาคตะวันออก  

เมื่อเปรียบเทียบกับการผลศึกษาการสะสมของสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่บริเวณ
ชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด จากการศึกษาในครั้งนี้กับในอดีตพบว่าปริมาณการสะสมของสาร
กลุ่มนี้ในหอยแมลงภู่ลดลงอย่างมาก โดยในอดีตที่มีการเก็บตัวอย่างในปี ค.ศ. 1994/1995 ที่พบปริมาณการ
สะสมของสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่ในจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราดเท่ากับ 32, 73 และ 
16 ng/g wet weight ตามล าดับ (Kan-Atireklap et al., 1997) และในปี ค.ศ. 2004 ที่พบรายงานใน
จังหวัดชลบุรี 70 ng/g wet weight (Harino et al., 2006) ปัจจุบันลดลงเหลือ 0.23, 0.10 และ 0.15 ng/g 
wet weight ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าประกาศขององค์การทางทะเลระหว่างประเทศ (IMO) ที่ห้ามใช้สี
ทาเรือที่มีส่วนผสมของสาร TBT ในปี ค.ศ. 2008 มีผลท าให้ปริมาณการสะสมของสารบิวทิลทินใน
หอยแมลงภู่มีแนวโน้มลดลงในจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด    

เมื่อพิจารณาตามมาตรฐานความปลอดภัยของสารปนเปื้อนในอาหาร พบว่าไม่มีการระบุเกณฑ์ขั้นต่ า
ของสารสารประกอบบิวทิลทินในอาหาร เนื่องจากสารกลุ่มนี้ไม่พบข้อมูลความเป็นพิษท่ีแน่นอนต่อมนุษย์และ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม แต่มีผลกระทบรุนแรงต่อสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง โดยเฉพาะกลุ่มสัตว์กลุ่มหอย 
(mollusk) แต่เนื่องจากสารประกอบบิวทิลทินมีดีบุก หรือ Tin (Sn) เป็นองค์ประกอบ เมื่อพิจารณาตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 (ค.ศ. 1986) เรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน 
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ก าหนดให้ตรวจพบปริมาณดีบุกได้ไม่เกิน 250 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม หรือเท่ากับ 250,000 ng/g wet 
weight (Ministry of Public Health, 1986) ดังนั้นเมื่อเทียบกับปริมาณที่พบในงานวิจัยครั้งนี้จึงไม่เกิน
เกณฑ์มาตรฐานที่ระบุไว้ในมาตรฐานข้างต้น อย่างไรก็ตามแม้ว่าปริมาณการสะสมของสารประกอบบิวทิลทิน
ในเนื้อเยื่อหอยแมลงภู่จะอยู่ในระดับที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค แต่ก็ควรติดตามตรวจสอบต่อไปเนื่องจากความ
เข้มข้นดังกล่าวอาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพประชากรของหอยแมลงภู่รวมถึงสัตว์น้ าชนิดอ่ืน ในระยะยาวอาจ
ส่งผลต่อโครงสร้างของประชากรได้ ซึ่งควรท าการศึกษาต่อไปในอนาคต 

เมื่อพิจารณาสถานการณ์การปนเปื้อนของสารประกอบบิวทิลทินทั่วโลก ภายหลังที่ IMO ประกาศห้าม
ใช้สีทาเรือที่มีส่วนผสมของสารประกอบบิวทิลทินในปี ค.ศ. 2008 พบว่า ได้มีการเฝ้าระวังและติดตาม 
ตรวจสอบการปนเปื้อนสารประกอบบิวทิลทินที่สะสมและแพร่กระจายในระบบนิเวศต่างๆ อย่างต่อเนื่องทั้ง
ในมวลน้ า สิ่งมีชีวิต และตะกอนดิน ซึ่งท าให้ทราบถึงแนวโน้มการสะสมสารประกอบบิวทิลทินอย่างต่อเนื่อง 
การศึกษาในปัจจุบันพบว่าสถานการณ์การปนเปื้อนสารประกอบบิวทิลทินในสิ่งแวดล้อมมีแนวโน้มลดลงใน
หลายประเทศ ยกตัวอย่าง เช่น ประเทศเกาหลีใต้ ในปี ค.ศ. 2008/2009 ตรวจพบปริมาณสารประกอบบิวทิ
ลทินในน้ าทะเลเฉลี่ย 2 ng/L ซึ่งลดลงอย่างมาก เมื่อเทียบกับปี ค.ศ. 1995/1997 ที่พบปริมาณสารประกอบ
บิวทิลทินในน้ าทะเลเฉลี่ย 34 ng/L และพบปริมาณสารประกอบบิวทิลทินในเนื้อเยื่อหอยนางรมลดลง
ประมาณ 4 เท่า คือจาก 714 ng/g dry weight ในปี ค.ศ. 1995/1997 ลดลงเป็น 158 ng/g dry weight 
ในปี ค.ศ. 2008/2009 อย่างไรก็ดีปริมาณการสะสมของสารประกอบบิวทิลทินในดินตะกอนไม่มีแนวโน้ม
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ กล่าวคือพบการสะสมของสารประกอบบิวทิลทินในตะกอนดินเฉลี่ย 284 ng/g dry 
weight ในปี ค.ศ. 1995/1997 และ 256 ng/g dry weight ในปี ค.ศ. 2008/2009 (Shim et al., 1998; 
Kim et al., 2014) อย่างไรก็ดีในบางประเทศยังสามารถตรวจพบสารประกอบบิวทิลทินได้ในปริมาณสูง เช่น 
ประเทศชิ ลี  มี การตรวจวัด ใน เนื้ อ เยื่ อของหอยฝาเดี ยว  3  ชนิ ด  ได้ แก่  Acanthina monodon, 
Xanthochorus cassidiformis และ Oliva peruviana บริเวณชายฝั่งทะเลตอนกลางของประเทศ พบการ
ปนเปื้อนในเนื้อเยื่อสูง และในบางพ้ืนที่พบได้สูงสุดถึง 600 ng/g ซึ่งความเข้มข้นดังกล่าวอาจส่งผลกระทบต่อ
สิ่งมีชีวิตในบริเวณชายฝั่งทะเลของประเทศชิลีได้ อีกทั้งปริมาณการสะสมในตะกอนดินยังไม่มีแนวโน้มลดลง
เมื่อเทียบกับอดีต (Batista et al., 2016) และปริมาณดังกล่าวสอดคล้องกับประเทศอ่ืนๆ ที่อยู่ในภูมิภาค
เดียวกัน เช่น เปรู (Castro et al., 2018) เนื่องจากประเทศชิลีและเปรูไม่ได้ลงนามในข้อตกลงของ IMO จึง
ท าให้แนวโน้มการปนเปื้อนยังมีปริมาณสูงอยู่   
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สรุปผลการวิจัย 
1.  สารดีดีทีที่ระดับความเข้ามข้น 0.25 -10 µg/L ในน้ าทะเล ส่งผลกระทบต่อชีววิทยาการ

เจริญของตัวอ่อนหอยนางรม ความรุนแรงของผลกระทบแปรผันตามระยะเวลาและความเข้มข้นของสาร
ทดสอบ โดยสารดีดีทีนี้ท าให้ตัวอ่อนระยะ gastrula ระยะ trochophore และ ระยะ D-shape veliger 
เจริญผิดรูป และมีพัฒนาการช้าลง 

2. ผลจากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารดีดีทีต่ออัตราการตายของหอยนางรมปากจีบตัว
เต็มวัย พบว่าสารดีดีทีมีพิษต่อหอยนางรมปากจีบท าให้หอยในกลุ่มทดสอบตาย และมีค่า LC50 (50% 
lethal concentration) ณ เวลา 96 ชั่วโมง เท่ากับ 891.25 µg/L 

3. สารดีดีทีส่งผลกระทบต่อเนื้อเยื่อแมนเทิล เหงือก และ ต่อมย่อยอาหาร ของหอยนางรมปากจีบ
ในกลุ่มทดสอบที่ได้รับสัมผัสสารดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 100 µg/L  

4.  สารดีดีทีส่งผลกระทบต่อโปรตีโอมของเนื้อเยื่อแมนเทิลหอยนางรมปากจีบโดยในกลุ่มทดสอบที่
ได้รับสัมผัสสารดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 100 µg/L โดยมีผลต่อโปรตีนในกลุ่ม cytoskeleton, 
stress response, energy metabolism, protein systhesis, ion transport และ gas exchange 

5. โปรตีนที่มีแนวโน้มเหมาะสมส าหรับใช้เป็น potential biomarker เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อน
ของสารดีดีทีในสิ่งแวดล้อม มี 25 ชนิด แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 

5.1 กลุ่มที่ 1 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผันตามความเข้มข้นของสารดีดีที  (Dose-
dependent up-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่ถูกกระตุ้นให้สร้างเพ่ิมข้ึนในหอยนางรมที่ได้รับ
สัมผัสกับสารดีดีทีที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 18 ชนิด ได้แก่ hemoglobin 
subunit beta (spot #4), SWI/SNF related matrix associated actin dependent regulator of 
chromatin subfamily A containing DEAD/H box 1A (spot #5), uncharacterized protein ycf23 
(spot #9), catalase (spot # 14, 15 และ  16), tubulin beta chain (spot #17), tubulin alpha 3 
chain (spot # 18), tubulin alpha 3C/D chain (spot #19), ATP synthase subunit beta (spot # 
20), tubulin beta 4  B chain (spot #21), actin (spot #25), uncharacterized protein PM1449 
(spot #26), actin, muscletype A1 (spot #29), annexin A1 ( spot #31) , voltage-dependent 
anion-selective channel protein 2 (VDAC-2) (spot #34), guanine nucleotide-binding protein 
subunit beta-2-like 1 (GNB2L1) (spot #35) และ aldehyde dehydrogenase (spot #41),  

5.2 กลุ่มที่ 2 โปรตีนที่มีการแสดงออกแปรผกผันตามความเข้มข้นของสารดีดีที  (Dose-
dependent down-regulated protein) หมายถึงโปรตีนกลุ่มที่มีการสร้างลดลงในหอยนางรมที่ได้รับสัมผัส
กับสารดีดีทีที่มีระดับความเข้มข้นสูงขึ้น โปรตีนในกลุ่มนี้มีจ านวน 7 ชนิด ได้แก่ 40S ribosomal protein 
S7 (spot #6), tropomyosin (spot #13), fructose-bisphosphate aldolase A (spot #32) , actin 
(Fragment) (spot #34), heat shock cognate 71 kDa protein (spot #36) , chaperone protein 
DnaK (spot #38) และ retinal dehydrogenase 1 (spot #39)  

6. สารดีดีทีส่งผลกระทบต่อโปรตีโอมของเมือกหอยนางรมปากจีบโดยในกลุ่มทดสอบที่ได้รับสัมผัส
สารดีดีทีที่ระดับความเข้มข้น 100 µg/L โดยสารดีดีทีสามารถเพ่ิมความเครียดภายในเซลล์สร้างเมือกได้ โดย
ที่สารดีดีทีมีผลไปเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน 3 ชนิด ในเมือกที่สร้างและหลั่งออกมาจากเซลล์สร้างเมือก
ข อ งห อ ย น า งรม ป าก จี บ  คื อ  1. Immunoglobulin kappa constant 2. Actin, muscle แ ล ะ  3. 
Sarcoplasmic calcium-binding protein (Fragment) 
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7. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบบิวทิลทินโดยเทคนิคการสกัดแบบ solid-liquid extraction 
และใช้สาร Sodium tetraethylborate (NaB(Et)4) ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารประกอบทิน และ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Gas chromatography–mass spectrometer (GC-MS) ในครั้งนี้ สามารถวิเคราะห์
สารประกอบบิวทิลทินในหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis บริเวณชายฝั่งภาคจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด 
พบมีค่าเฉลี่ยค่าเท่ากับ 1.04, 5.98 และ 0.95 ng/g dry weight ตามล าดับ ซึ่งเมื่อคิดเป็นหน่วยในน้ าหนัก
สดจะเทียบเท่ากับ 0.23, 0.10 และ 0.15 ng/g wet weight ตามล าดับ แม้ว่ายังคงพบการปนเปื้อน
สารประกอบบิวทิลทินในสิ่งมีชีวิต แต่มีแนวโน้มการปนเปื้อนลดลงอย่างมากเมื่อเทียบกับการรายงานการ
ปนเปื้อนสารประกอบบิวทิลทินในอดีต และเมื่อพิจารณาตามมาตรฐานความปลอดภัยของสารปนเปื้อนใน
ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขเรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อนพบว่าไม่เกินเกณฑ์มาตรฐานที่ระบุไว้ 
นอกจากนี้ผลจากการศึกษาในครั้งนี้และในรายงานจากประเทศอ่ืน ๆ  แสดงให้เห็นว่ามาตรการที่ IMO 
ประกาศใช้เป็นผลท าให้การปนเปื้อนลดลงในหลายพ้ืนที่ทั่วโลก รวมถึงในพ้ืนที่ชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรี 
ระยอง และตราด อย่างไรก็ดียังสามารถพบการสะสมของสารกลุ่มนี้สูงในบางประเทศโดยเฉพาะประเทศท่ีไม่
มีกฏหมายควบคุมการใช้สารกลุ่มนี้โดยตรง นอกจากนี้การศึกษาครั้งนี้ท าการวิเคราะห์ในตัวอย่างสัตว์เท่านั้น 
และท าการเก็บตัวอย่างจากพ้ืนที่สามจังหวัด ดังนั้นจึงควรมีการตรวจวัดเพ่ิมเติมอย่างต่อเนื่องในอนาคต โดย
ควรท าการตรวจวัดในมวลน้ าและในดินตะกอนเปรียบเทียบด้วย ซึ่งจะท าให้เห็นแนวโน้มการปนเปื้อนได้
ชัดเจนขึ้น เนื่องจากสารกลุ่มนี้เป็นสารที่มีการสะสมยาวนาน persistent organic pollutants (POPs) จึง
อาจมีการสะสมในสิ่งแวดล้อมได้ยาวนาน  
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ผลผลิต (Output) 
1. ผลผลิตจากโครงการวิจัยดังกล่าวมีเป้าหมายเผยแพร่ผลการศึกษาดังนี้ 

1.1 เผยแพร่ในวารสารวิจัยระดับนานาชาติในฐานข้อมูล ISI 1 เรื่อง ดังนี้ 
Effect of DDT on proteome profile of oyster tissue and potential biomarker of DDT 

exposure ในวารสาร Proteomics โดยมีคณะผู้วิจัย ได้แก ่Supatta Chueycham, 
Chantragan Srisomsap, Daranee Chokchaichamnankit, Jisnuson Svasti, Sutin 
Kingtong*  

1.2 เผยแพร่ในวารสารวิจัยระดับชาติในฐานข้อมูล TCI 2 เรื่อง ดังนี้ 
1. ปาริชาต สิงห์โตทอง สุภัททา เฉื่อยฉ่ า และ สุทิน กิ่งทอง.  2561.  ผลกระทบของดีดีทีต่อเซลล์

สร้างเมือกจากหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea cucullata). Veridian E-Journal, 
Science and Technology Silpakorn University, 5(4), 82-95. (published) 

2. ชนพพล กลิ่นกลบ กิตติยา เชียร์แมน นิตยา สุดศิริ อาภาพร บุญมี  และ สุทิน กิ่งทอง.  2562. 
สารประกอบบิวทิลทินในหอยแมลงภู่ชนิด Perna viridis บริเวณชายฝั่งทะเลจังหวัดชลบุรี 
ระยอง และตราด. วารสาร มทร. อีสาน (accepted)  

1.3 เผยแพร่ในงานประชุมนานาชาติ 1 เรื่อง  
ในงานประชุมวิชาการ PROTEOMIC FORUM 2019, March 24–28, 2019, Germany)  
เ รื่ อ ง ที่ น า เส น อ คื อ  “Effect of DDT on proteome profile of oyster tissue and 
potential biomarker of DDT exposure” (Supatta Chueycham, Chantragan 
Srisomsap, Daranee Chokchaichamnankit, Jisnuson Svasti, Sutin Kingtong*)  

โดย นางสาวสุภัททา เฉื่อยฉ่ า ได้รับเชิญให้เป็นผู้น าเสนอผลงานประเภทโปสเตอร์ในงานประชุม
ดังกล่าว และจะเดินทางเข้าร่วมงานประชุมวิชาการและน าเสนอผลงานเรื่องดังกล่าว ณ เมือง
เบอร์ลิน ประเทศเยอรมันระหว่างวันที่ 22 มีนาคม – 5 เมษายน พ.ศ. 2562  

 
2. ได้แผนที่อ้างอิงโปรตีน (proteome reference map) ส าหรับการศึกษาโปรตีโอมในเนื้อเยื่อแมนเทิลของ

หอยนางรมปากจีบในอนาคต 
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