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การศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ superoxide dismutase รวมทั้ง
องคประกอบของชนิดและปริมาณ carotenoid ของปูทะเล (Scylla serrata Forskål 1775) จํานวน 12 ระยะตลอด
วงจรการลอกคราบพบวา จํานวนเม็ดเลือดรวมมีคาอยูในชวง 5.02±1.90 ถึง 17.64±9.98 x106cellml-1   โดย
จํานวนเม็ดเลือดในระยะหลังลอกคราบมีคามากกวาปูในระยะปกติและระยะกอนลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ในตับ เหงือก เน้ือเย่ือใตกระดอง และเลือดพบวา   
มีคาอยูระหวาง 0.65±0.13 ถึง 3.93±2.48, 2.27±0.33 ถึง 7.40±0.85, 0.52±0.29 ถึง 4.89±1.72 และ 0.93±0.21 ถึง 
3.65±1.80 units mg proteins-1 ตามลําดับ ซึ่งพบวา เอนไซมแสดงกิจกรรมเดนชัดในเหงือก แตตับและเน้ือเยื่อใต
กระดองมีคากิจกรรมคอนขางแปรปรวน สําหรับเลือดพบวา กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase มีคาสูงสุดใน
ระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง เน่ืองจากเม็ดเลือดและ phenoloxidase มีบทบาทที่เก่ียวของกับกระบวนการ 
sclerotization, melanization และระบบภูมิคุมกันของปู สวนกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในตับ 
เหงือก เน้ือเยื่อใตกระดอง และเลือด มีคาอยูในชวง 5.25±1.46 ถึง 52.56±17.05, 8.67±1.33 ถึง 29.52±9.53, 
2.48±0.49 ถึง 14.14±7.25 และ 0.53±0.16 ถึง 1.20±0.37 units mg proteins-1 โดยคากิจกรรมสูงสุดของเอนไซม
พบในตับและเน้ือเยื่อใตกระดองของปูในระยะกระดองแข็งปกติ ในขณะที่กิจกรรมเอนไซมที่พบในเลือดและ
เหงือกมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 6 และ 12 ช่ัวโมง ตามลําดับ ซึ่ง superoxide dismutase มีหนาที่
เก่ียวของกับการกําจัด superoxide anion ที่ไดจากขบวนการ metabolism และกระบวนการ respiratory burst 
สําหรับปริมาณ carotenoid พบวา มีคาสูงสุดในเน้ือเยื่อใตกระดองของปูระยะปกติ (11.75±2.64 ถึง 53.43±0.98 
μg g wet  weight-1) รองลงมา ไดแก ตับ เหงือก และเลือด โดยมีคาเทากับ 1.42±0.16 ถึง 5.30±0.99, 0.53±0.22 
ถึง 3.54±1.58 และ 0.05±0.02 ถึง 1.31±0.69 μg g wet weight-1 ตามลําดับ การวิเคราะหชนิด carotenoid         
ดวยเทคนิค HPLC พบวา เน้ือเยื่อใตกระดอง เหงือก และเลือด มีการสะสม astaxanthin เปนหลัก ในขณะที่ตับ
พบ β-carotene มากที่สุด ผลงานวิจัยแสดงถึงความสัมพันธของเม็ดเลือด กิจกรรมเอนไซม และรงควัตถุที่สงผล
ตอกระบวนการลอกคราบ การเกิดสี กิจกรรม metabolism และระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
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The total haemocyte count, phenoloxidase and superoxide dismutase activities, quantitative and 

qualitative of carotenoid were determined in different tissues of the mud crab (Scylla serrata Forskål 1775) 

throughout 12 stages in the molting cycle. The total haemocyte counts ranged from 5.02±1.90 to 17.64±9.98 
x106cellml-1. The result showed that haemocyte numbers were higher in the postmolt than in the intermolt and 
premolt stages (p<0.05). Levels of phenoloxidase activities ranged from 0.65±0.13 to 3.93±2.48, 2.27±0.33 to 
7.40±0.85, 0.52±0.29 to 4.89±1.72 and 0.93±0.21 to 3.65±1.80 units mg proteins-1, in the hepatopancreas, gill, 
integument and haemolymph, respectively. Phenoloxidase showed predominant activities in the gill, while 
variation in activities throughout the molting cycle was observed in hepatopancreas and integument. 
However, haemolymph was distinctly high at early postmolt. The haemocyte and phenoloxidase play an 
important role in sclerotization, melanization and immunity system of the crab. On the other hand, activities 
of superoxide dismutase in the hepatopancreas, gill, integument and haemolymph ranged from 5.25±1.46 to 
52.56±17.05, 8.67±1.33 to 29.52±9.53, 2.48±0.49 to 14.14±7.25 and 0.53±0.16 to 1.20±0.37 units mg 
proteins-1, respectively. The highest activities were observed in the hepatopancreas and integument at 
intermolt, while in the haemolymph and gill the activities were highest at 6 and 24-hour postmolt, 
respectively.  Superoxide dismutase is responsible for eradication of superoxide anions being released from 
metabolic processes and respiratory burst. As for carotenoids, the highest content was evaluated in intermolt 
of the integument (11.75±2.64 to 53.43±0.98 μg g wet weight-1), followed by the contents in hepatopancreas 
gill and haemolymph ranging from 1.42±0.16 to 5.30±0.99, 0.53±0.22 to 3.54±1.58 and 0.05±0.02 to 
1.31±0.69 μg g wet weight-1. The tissues carotenoid analysed by HPLC technique revealed that the 
integument, gill and haemolymph mainly accumulated astaxanthin, while β-carotene was the major source in 
the hepatopancreas. This research has demonstrated that haemocyte, enzyme activities and carotenoid were 
important aspects in relavant to shedding, coloration, metabolism and immune system of the mud crab. 

 

     /  /  
Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   

 



 

กิตติกรรมประกาศ 

 
 ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร. จนิตนา สและนอย อาจารยท่ีปรึกษา
วิทยานิพนธหลัก ท่ีใหคําปรึกษาท้ังดานการศึกษา การวางแผนงานวิจัย ตลอดจนแนวทางในการทํา
วิทยานิพนธ ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. นนทวิทย อารียชน และอาจารย
ประพันธศักดิ์ ศีรษะภูมิ อาจารยท่ีปรึกษาวทิยานิพนธรวม รองศาสตราจารย ดร. ศรัณย เพ็ชรพิรุณ 
ประธานการสอบ และผูชวยศาสตราจารย ดร. จันทนา กาญจนกมล ผูทรงคุณวุฒิ ท่ีใหความกรุณา
แนะนําและตรวจทานแกไขวทิยานิพนธจนเสร็จสมบูรณ 
 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. ม่ิงขวัญ ม่ิงเมือง  ภาควิชาวิทยาศาสตร        
พื้นพิภพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดร. สุพิศ ทองรอด และเจาหนาท่ีสถาบันวจิัย
อาหารสัตวน้ําชายฝง กรมประมง อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี และคุณสุชลวัจน วองไวลิขิต ท่ีใหความ
อนุเคราะหสถานท่ี สารเคมี อุปกรณและเคร่ืองมือสําหรับการวิจยั รองศาสตราจารย ดร. อมรา    
ทองปาน ท่ีกรุณาตรวจทานและแกไขวิทยานิพนธ รวมท้ังขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ท่ีมอบทุนสนับสนุนงานวจิยัระดับบัณฑิตศึกษา  

 
ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารยเฉลิมวิไล ช่ืนศรี อาจารยธนาคม บัณฑิตวงศรัตน 

และครอบครัวสและนอย และขอขอบคุณ นางสาวจีรนนัท อินทาคม นางสาวอัชฌา ปานแกว 
นางสาวภควรรณ ปานขอยงาม นางสาวนยันา เปล่ียนผัน นางสาวภัทราวดี ศรีมีเทียน และ          
นายวุฒินันท เรืองศรี รวมท้ังเพื่อน พี่ นอง ชาวมีนกร และเจาหนาท่ีจากภาควิชาวิทยาศาสตรทาง
ทะเล และภาควิชาเพาะเล้ียงสัตวน้ํา คณะประมง และสาขาชีววิทยาของเซลลและโมเลกุล          
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ท่ีคอยชวยเหลือ ใหคําปรึกษา และเปนกําลังใจจนทํา
ใหวทิยานพินธสําเร็จดวยด ี

 
ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว รวมท้ัง คุณพรพมิล สวนมะพลับ ท่ี

สนับสนุนและเปนแรงใจสําคัญท่ีทําใหวทิยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยด ี
 

รพีพร  ฤกษพุฒิ 
เมษายน 2552 

 
 



 (1) 

สารบัญ 
 
 หนา 
  
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
คํานํา 1 
วัตถุประสงค 3 
การตรวจเอกสาร 4 
อุปกรณและวธีิการ    14 
ผลและวิจารณ            18 
สรุป 50 
ขอเสนอแนะ 52 
เอกสารและส่ิงอางอิง               53 
ภาคผนวก          65 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน           80 
       
       
       
       
       
       
        
  
                
 
 
 
 
 
 



 (2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี หนา 
  

1 จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 19 
2 กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบ

ของปูทะเล 
 

25 
3 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจร          

การลอกคราบของปูทะเล 
 

33 
4 ปริมาณ carotenoid ในอวยัวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 40 
5 ชนิด carotenoid ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 42 

   
   
   
   
   
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 (3) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา 
  

1 ระบบการกระตุน prophenoloxidase ในสัตวกลุมครัสเตเชีย 8 
2 โครงสรางเปลือกของสัตวกลุมครัสเตเชีย 11 
3 โครงสรางของรงควัตถุชนิด carotenoid 12 
4 จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล   20 
5 กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง และเลือด       

ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

26 
6 กลไกการทํางานของเอนไซม phenoloxidase ในระบบภมิูคุมกันของสัตว        

กลุมครัสเตเชีย 
 

28 
7 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดองและ

เลือดในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

34 
8 การทํางานของเอนไซม superoxide dismutase ระหวางการทําลายส่ิงแปลกปลอม 

โดยเม็ดเลือด 
 

36 
9 ปริมาณ carotenoid รวมในตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง และเลือดในระยะตาง ๆ 

ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

41 
10 ปริมาณ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin ในตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง

และเลือดในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

43 
   
ภาพผนวกท่ี  
   

1 การเล้ียงปูนิ่มและลักษณะปูท่ีลอกคราบเสร็จใหม ๆ 66 
2 ลักษณะภายนอกของปูระยะปกติ และกระดองเกาท่ีเกิดจากการลอกคราบของปู

ทะเล 
 

67 
3 การเก็บเลือดท่ีโคนขาคูท่ี 5 และอวยัวะภายในของปู 68 
4 ลักษณะ end product ของเอนไซมและโปรตีนมาตรฐาน BSA 69 
5 สารสกัด carotenoid จากตับในปูทะเลระยะตาง ๆ 70 
6 สารสกัด carotenoid จากเหงือกในปูทะเลระยะตาง ๆ 71 



 (4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี หนา 
  

7 สารสกัด carotenoid จากเนื้อเยื่อใตกระดองในปูทะเลระยะตาง ๆ 72 
8 สารสกัด carotenoid จากเลือดในปูทะเลระยะตาง ๆ 73 
9 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin 74 

10 กราฟมาตรฐานของเอนไซม phenoloxidase 75 
11 กราฟมาตรฐานของเอนไซม superoxide dismutase  75 
12 กราฟมาตรฐานของ astaxanthin 77 
13 กราฟมาตรฐานของ β-carotene 78 
14 กราฟมาตรฐานของ zeaxanthin 79 
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จํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซมที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน และปริมาณ 

คาโรทีนอยดในวงจรการลอกคราบของปูทะเล (Scylla  serrata Forskål 1775) 
 
Total Haemocyte Count, Immune Related Enzyme Activities and the Carotenoid 

Contents in the Molting Cycle of Mud Crab (Scylla  serrata Forskål 1775) 
 

คํานํา 
 

ปูทะเล (Scylla serrata) เปนสัตวน้ําท่ีมีความสําคัญในการประมงและจัดเปนสัตวเศรษฐกิจ
ท่ีสําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง เนื่องจากมีรสชาติดี มีคุณคาทางโภชนาการสูง และสามารถหา
บริโภคไดงาย โดยปูทะเลนับเปนสินคาสงออกท่ีทํารายไดดีและเปนท่ีนยิมของผูบริโภคท้ังภายใน
และภายนอกประเทศ ซ่ึงปริมาณการสงออกในป พ.ศ. 2548 เทากับ 8,749.44 ตัน คิดเปนมูลคา 
4,164.77 ลานบาท ปพ.ศ. 2549 เทากับ 7,824.99 ตัน คิดเปนมูลคา 3,351.43 ลานบาท และป พ.ศ. 
2550  เทากับ 12,584.89 ตัน คิดเปนมูลคา 3,725.00 ลานบาท (กรมประมง, 2551)  

 
ปูทะเลเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังท่ีมีกระดองแข็งหุมตัว จึงไมสามารถขยายหรือเพ่ิม

ขนาดได ปูจะเจริญเติบโตหรือมีขนาดใหญข้ึนก็ตอเม่ือไดสลัดเปลือกเกาท้ิงและสรางเปลือกใหมท่ี
ใหญกวาเดิมท่ีเรียกวา ปูลอกคราบ โดยความถ่ีของการลอกคราบข้ึนอยูกับอายุและขนาดของปู   
การลอกคราบของปูสามารถสังเกตไดจากการท่ีกระดองแยกออกจากเยื่อหุมตัวซ่ึงระยะน้ีเรียกวา    
ปูสองกระดอง เปนระยะท่ีปูเคล่ือนไหวชา มีกระบวนการสะสมสารอินทรียและการดงึ
สารประกอบของแคลเซียมและไคตินในเปลือกเกาไปใชในการสรางเปลือกใหม ปูท่ีลอกคราบ 
ใหม ๆ ผิวของกระดองจะนิ่มและยน หลังจากท่ีปูปรับระดับความเขมขนของเกลือแรและปริมาณ
น้ําในตัวใหเขาสูระดับปกตแิลวเปลือกใหมจะคอย ๆ ตึงและเพ่ิมขนาดตามสวนโดยในระยะน้ีปูจะ
ไมมีการเคล่ือนไหวนับเปนชวงเวลาวิกฤติท่ีปูมีความออนแอท่ีสุด กระบวนการลอกคราบน้ีจําตอง
อาศัยการทํางานรวมกนัของระบบตาง ๆ หลายระบบ เชน ระบบฮอรโมน ระบบขับถาย ระบบ
ภูมิคุมกัน และระบบหมุนเวยีนของเลือด เปนตน 

 
เนื่องจากสัตวในกลุมครัสเตเชีย เชน ปู มีระบบภูมิคุมกันโดยกําเนิด (innate immunity) 

เพียงอยางเดียว จึงไมมีระบบการจดจํา antigen และปฏิกิริยา antigen-antibody ท่ีใชตอตาน 
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ส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย ซ่ึงแตกตางจากสัตวมีกระดกูสันหลัง ทําใหปูจําเปนตองพัฒนากลไก
การปองกันตัวท่ีมีประสิทธิภาพ   ระบบหมุนเวยีนเลือดของปูเปนแบบเปดและในเลือดประกอบไป
ดวยเซลลเม็ดเลือดท่ีทําหนาที่กําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกายซ่ึงนบัเปนกระบวนการปองกันตัว
ท่ีสําคัญ  มีรายงานพบวา มีเอนไซมหลายชนิดทําหนาท่ีเกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุม   
ครัสเตเชีย เชน phenoloxidase ซ่ึงมีการแสดงออกของเอนไซมมากกวา 80% ในเม็ดเลือด 
(Perazzolo and Barracco, 1997; Söderhäll and Cerenius, 1992) superoxide dismutase ชวยปองกนั
เซลลจากอนุมูลอิสระ (free radical) และกระตุนกระบวนการกลืนกินเซลลและหอมลอมส่ิง
แปลกปลอม นอกจากนี้ยังมีการรายงานวา เอนไซม superoxide dismutase และรงควตัถุบางชนิดยัง
มีความสัมพันธกับการลดลงของการเกิดมะเร็ง การลดการอักเสบ และการเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ปองกันการเกดิอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Shingu et al., 1994; Aggarwal et al., 2006) ในสัตว
จําพวกหนูอีกดวย   

  
 ปูท่ีอยูในชวงเวลาหลังการลอกคราบใหม ๆ จะอยูในสภาพออนแอ ไมเคล่ือนท่ี และจําตอง
ดึงน้ําเขาตัวไปเปนจํานวนมากเพื่อขยายขนาดโครงราง ซ่ึงอาจทําใหรางกายปูไดรับจุลชีพหรือส่ิง
แปลกปลอมท่ีเขาไปพรอมกบัน้ําไดโดยงาย มีความเปนไปไดวาปูนาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมี
ประสิทธิภาพเพื่อชวยในการปองกันตัวเองและรักษารางกายใหแข็งแรงพรอมท่ีจะเขาสูระยะ
กระดองแข็งตอไป จากขอมูลดังกลาวทําใหผูวิจยัมีความสนใจท่ีจะศึกษาความสัมพนัธระหวาง
กิจกรรมของเอนไซมดังกลาวกับจํานวนเม็ดเลือด รวมถึงการเปล่ียนแปลงปริมาณรงควัตถุตลอด
วงจรการลอกคราบของปูทะเล ท้ังนี้เพื่อใชองคความรูนีเ้ปนขอมูลพื้นฐานในการอธิบายหนาท่ีทาง
สรีรวิทยาในสัตวกลุมครัสเตเชียตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

2. เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน ไดแก phenoloxidase 
และ superoxide dismutase ในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

3. เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของ carotenoid ท่ีสะสมในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทางชีววิทยาของปูทะเล 
 

1.1 อนุกรมวิธานของปูทะเล 
 
 ปูทะเลมีช่ือวทิยาศาสตรวา Scylla  serrata Forskål, 1775 และช่ือสามัญคือ mud crab 

หรือ mangrove crab ถูกจัดจาํแนกทางอนุกรมวิธานซ่ึงรวบรวมโดย Barne (1987) ดังนี้ 
 

  Phylum Arthropoda 
     Class Crustacea  
      Order Decapoda 
          Family Portunidae 
             Genus Scylla 
                Species Scylla serrata Forskål, 1775 
   

 ปูทะเลมีกระดองที่มีลักษณะนูนและเรียบเปนรูปหกเหล่ียม มีสีน้ําตาลปนเขียวหรือ
น้ําตาลปนเทา กวางประมาณ 1.5 เทาของความยาวกระดอง  ขอบกระดองดานหนามีหนามขนาด
เทากัน 4 อัน เบาตามีขนาดใหญ หนามในเบาตาดานทองมีลักษณะแหลมและยืน่ออกมา ขอบ
กระดองดานขางมีหนาม 9 อัน กาม (cheliped) เรียบ บนรยางคขาเดินปลองท่ี 4 (merus) และ 5 
(carpus) มีหนาม 3 อัน มือ (manus) มีลักษณะเรียบและพอง ผิวดานหลังมีสัน 2 สัน ขาวายน้ํามีผิว
เรียบ รยางคขาเดินปลองท่ี 4 มีความยาวประมาณ 1.5 เทาของความกวาง ขอบดานทายของรยางคขา
เดินปลองท่ี 6 (propodus) เรียบ ไมมีหนาม อวัยวะเพศผู (pleopod) คูแรกมีลักษณะทู แบนและมี
หนามจํานวนมากตรงบริเวณดานนอก กระดองตัวเต็มวยัเพศผูมีความยาวประมาณ  86.5 มิลลิเมตร 
กวาง 127.2 มิลลิเมตร ตัวเต็มวัยเพศเมียมีความยาวประมาณ 90.2 มิลลิเมตร กวาง 130.2 มิลลิเมตร 
ปูทะเลมักอาศัยบนพื้นทองทะเลท่ีเปนโคลนบริเวณแหลงน้ํากรอยไมหางจากชายฝง (Dai and 
Yang, 1991) สําหรับประเทศไทยพบชุกชุมในปาแสม โกงกาง และปาจากริมฝงทะเลท้ังอาวไทย
และอันดามนั (บรรจง และ บุญรัตน, 2545) 

 
 



 5 

1.2 วงจรชีวิตและการลอกคราบของปูทะเล 
  
 วงจรชีวิตของปูทะเลเร่ิมจากปูตัวเต็มวัยจับคูผสมพันธุกันบริเวณปาชายเลน แลวจึง
วางไข โดยในอาวไทยจะวางไขท่ีระดับความลึก 20-30 เมตร หางจากฝงประมาณ 30-50 กิโลเมตร 
สวนในทะเลอนัดามันจะวางไขท่ีระดับความลึก 90-200 เมตร หางจากฝงประมาณ 80 กิโลเมตร 
และไขจะฟกเปนตัวเขาสูลูกปูวัยออนระยะท่ี 1 (zoea) ภายใน 10-15 วัน ลูกปูระยะนี้มีรูปรางไม
เหมือนพอแม ดํารงชีวิตแบบแพลงคตอนโดยลองลอยไปตามกระแสน้ํา และจะมีการลอกคราบ
ประมาณ 5 คร้ัง ใชเวลาท้ังหมด 15-20 วัน จึงเขาสูปูวัยออนระยะท่ี 2 (megalopa) ซ่ึงมีลักษณะคลาย
ปู แตสวนทายของทองยื่นยาว  อาจจะวายน้ําไดและมีการอพยพเขาใกลชายฝงมากข้ึนซ่ึงใชเวลา    
5-7 วัน แลวพฒันาเขาสูลูกปูขนาดเล็ก (instar) ซ่ึงมีลักษณะเปนลูกปูเหมือนพอแม มีกระดองกวาง
ประมาณ 3.5 เซนติเมตร โดยลูกปูจะเร่ิมจมตัวลงสูพื้นดนิ และอพยพเขาสูปาชายเลนและพัฒนาเปน
ปูตัวเต็มวัยตอไป (ชลธี, 2539) 
 

การเจริญเติบโตของปูทะเลเพื่อเขาสูระยะตาง ๆ อาศัยการลอกคราบเพราะปูมีกระดอง
แข็งจึงไมสามารถขยายหรือเพิ่มขนาดได จาํเปนตองสลัดเปลือกเกาออก (molting) ในวงจรการลอก
คราบจะมีการสะสมอาหารและเกลือแรท่ีจาํเปน นอกจากนี้ยังดึงเอาสารอาหารบางอยางจากเปลือก
เกามาใชซํ้า วงจรการลอกคราบแบงออกเปน 5 ระยะ (บรรจง และ บุญรัตน, 2545 อางถึง Drach, 
1939) ดังนี ้

 
1. ระยะกอนการลอกคราบ (stage D: proecdysis หรือ premolt) ระยะน้ีปูเร่ิมสรางช้ัน

เคลือบผิว (epicuticle) และหนาม โดยท่ีผิวช้ันนอก (epidermis) จะเร่ิมหล่ังสารเพ่ือยอยคราบเกา มี
การสะสมอาหารและแรธาตุเพื่อเตรียมพรอมสําหรับคราบใหม ระยะนีปู้จะกนิอาหารนอย มีการ
เคล่ือนไหวชา ชวงทายของระยะจะเกดิรอยปริแตกออกบริเวณ epimeral line และหยดุกินอาหาร 
ระยะนี้ใชเวลาประมาณรอยละ 24 ของวงจรการลอกคราบ 
 

2. ระยะลอกคราบ (stage E: ecdysis) เกิดการลอกคราบ โดยปูดึงน้ําเขาตัวอยาง
รวดเร็วเพื่อถอดเปลือกเกาออก ระยะนี้ปูจะไมเคล่ือนท่ีไมกินอาหารถือเปนชวงวิกฤตเนื่องจากปู
ออนแออาจถูกสัตวอ่ืนทํารายได ระยะนี้ใชเวลารอยละ 0.5 ของวงจรการลอกคราบ 
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3. ระยะกระดองนิ่ม (stage A: soft shell) เปนระยะหลังการลอกคราบใหมๆ กระดอง
จะมีความออนนุม ช้ันเคลือบผิว ช้ันเม็ดสีและช้ันเยื่อบุจะติดกันเปนช้ันเดียว ปูจะไมกนิอาหารและ
ไมคอยเคล่ือนไหว ระยะนีใ้ชเวลาประมาณรอยละ 1.5 ของวงจรการลอกคราบ 
 

4. ระยะกระดองเริ่มแข็ง (stage B: paper shell) เปนระยะท่ีกระดองใหมเร่ิมแข็ง 
เคลือบผิวช้ันใน (endocuticle) เร่ิมพัฒนา ช้ันเม็ดสีเร่ิมถอยกลับ แตปูจะยังไมกินอาหาร ระยะนี้ใช
เวลาประมาณรอยละ 8 ของวงจรการลอกคราบ 
 

5. ระยะเปลือกแข็ง (stage C: intermolt) ระยะกระดองแข็งเต็มท่ี ผิวช้ันนอก 
(epidermis) มีการจัดเรียงตัวอยางสมบูรณ การพัฒนาของช้ันเม็ดสีสมบูรณและถอยกลับเขาไปอยู
ฐานปลายขนเกา ระยะนี้ปูกนิอาหารตามปกติ มีการเคล่ือนไหวอยางวองไว เร่ิมมีการสะสม
สารอินทรียและสารอนินทรียเพื่อท่ีจะใชในการลอกคราบในรอบตอไป ระยะนี้ใชเวลาประมาณ
รอยละ 66 ของวงจรการลอกคราบ  

 
2. ลักษณะเม็ดเลือดของปูทะเล 
 
 ปูทะเลมีระบบหมุนเวียนเลือดแบบเปด ในน้ําเลือดประกอบไปดวยเซลลเม็ดเลือดท่ีเรียกวา  
ฮีโมไซต (haemocyte) ทําหนาท่ีกําจดัส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย อันมีความสําคัญใน
กระบวนการปองกันตัวท่ีมีประสิทธิภาพ (Smith and Söderhäll, 1986 อางถึง Bauchau, 1981) ใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีจําแนกเม็ดเลือดออกเปน 3 กลุม ซ่ึงมีหนาท่ีสําคัญแตกตางกนั
ดังนี ้
 
 1. Hyaline cell   เปนเซลลขนาดเล็กซ่ึงไมมี granule อยูภายใน มีความสามารถในการกลืน
กินเซลล (phagocytosis) โดยจะถูกกระตุนจากเอนไซม prophenoloxidase ในสัตวจําพวก decapod 
จะพบเซลลซ่ึงมีลักษณะเชนเดียวกับ hyaline cell เปนสวนใหญ  
 

2. Semigranular cell   เปนเซลลท่ีพบ granule ขนาดเล็กอยูภายใน ซ่ึงบรรจุเอนไซม
prophenoloxidase เซลลชนิดนี้มีความสามารถในการทําลายเช้ือโรคไดอยางรวดเร็ว โดยจะเขาทํา
ปฏิกิริยาเปนลําดับแรกในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดวยวิธีการปลดปลอยสารจาก granule 
(degranulation)  
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3. Granular cell   ประกอบดวย granule ขนาดใหญและมี secretory granule จํานวนมากใน 
cytoplasm มีหนาท่ีในการเกบ็สะสมเอนไซม prophenoloxidase เซลลไมมีกระบวนการกลืนกิน
เซลล มีแรงจับ (attach) ออนมากและมีการกระจายในวงจํากัด 

 
มีรายงานการศึกษาจํานวนและชนิดของเม็ดเลือดในสัตวกลุมครัสตาเชียหลายคณะ เชน 

Vázquez et al. (1997) จําแนกเม็ดเลือดของกุงน้ําจดืชนิด Macrobrachium rosenbergii ตามลักษณะ
สัณฐานออกเปน 3 ชนิด ไดแก เซลลเม็ดเลือดชนิด hyaline เปนชนิดท่ีมีมากท่ีสุด ซ่ึงมี cytoplasmic 
granule ขนาดใหญจํานวนนอย อัตราสวนของ nucleocytoplasmic มากและสามารถแบงตัวไดอยาง
อิสระในสภาวะท่ีไมมี anticoagulant ชนิดท่ีสองเปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมี granule หลายชนิด ซ่ึงมี
ขนาดและความหนาแนนของ granule แตกตางกันและมีการแสดงกิจกรรมการกลืนกนิเซลล สวน
เซลลเม็ดเลือดชนิดสุดทายยงัไมสามารถจัดจําแนกกลุมได ซ่ึงมีจํานวนนอยท่ีสุด  

 
Laxmilatha and Laxminarayana (2004) ไดจาํแนกเม็ดเลือดของกุง Indian white shrimp 

(Fenneropenaeus indicus H. Milne Edwards, 1837) โดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวา
ประกอบไปดวยเม็ดเลือดจํานวน 3 ชนิด ไดแก เม็ดเลือดท่ีไมมี granule (agranulocyte) เม็ดเลือดท่ีมี
จํานวน granular ปานกลาง (semi-dense granulocyte) และเม็ดเลือดท่ีมี granule จํานวนมาก (dense 
granulocyte) สวน Mix and Sparks (1980) ศึกษาระบบหมุนเวยีนเลือดของปู Tanner crab 
(Chionocetes bairdi) พบวา สามารถจําแนกเม็ดเลือดออกเปน 3 ชนิด ไดแก  hyalinocyte, 
intermediate granulocyte และ eosinophilic granulocyte และพบวา ปูท่ีตดิเช้ือรากลุม Ascomycete 
จะมีอัตราสวนของ granulocyte มากกวา hyalinocyte เม่ือเปรียบเทียบกับปูท่ีไมไดตดิเช้ือ 
นอกจากนี้ Yildiz and Atar (2002) ศึกษาเม็ดเลือดในปูน้ําจืดชนิด Potamon fluviatilis พบวา
สามารถจําแนกชนิดเม็ดเลือดออกเปน 3 กลุม คือ hyalinocyte, semigranulocyte และ granulocyte 
สัดสวนท่ีพบคือ 15%, 54.25% และ 30.75% ตามลําดับ สวน Jussila et al. (1997) ไดศึกษาจํานวน
เม็ดเลือดรวมและชนิดของเม็ดเลือดในกุงมังกร western rock lobster (Panulirus cygnus) ท่ีเกิด
ความเครียดจากการถูกจับและการขนสงพบวา เม็ดเลือดถูกแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก hyalinocyte, 
semi-granulocyte และ granulocyte ซ่ึงมีอัตราสวนอยูในชวง 29.1-37.0%, 51.1-62.9% และ        
5.1-13.1% ตามลําดับ สัดสวนของเม็ดเลือด granulocyte จะลดลงหลังจากกุงมังกรถูกจับมาเปนเวลา   
16 ช่ัวโมง  
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3. เอนไซมในระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
 

3.1 phenoloxidase (PO) 
 

 ภายในเม็ดเลือดของปูทะเลจะมีการทํางานของ phenoloxidase อันเปนโปรตีนท่ีสําคัญ
ของระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงเกิดจาก prophenoloxidase (proPO) ถูกเปล่ียนสภาพใหพรอมทํางานโดยถูก
กระตุนจากเอนไซม serine proteinase ท่ีอยูในรูป active form (Söderhäll and Cerenius, 1992 อาง
ถึง Söderhäll, 1983) (ภาพท่ี 1) และ phenoloxidase จะ oxidize tyrosine ไปเปน quinone และ
เกิดปฏิกิริยา polymerization จนได melanin ซ่ึงทําหนาท่ีในกระบวนการ melanization  ตอไป 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 ระบบการกระตุน prophenoloxidase ในสัตวกลุมครัสเตเชีย (Smith and Söderhäll, 1986) 
 

 มีการศึกษากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในสัตวกลุมครัสเตเซียโดย Söderhäll and 
Smith (1983) วิเคราะหองคประกอบทางชีวเคมีในเม็ดเลือดของปูชนิด Carcinus maenas และครัส
เตเชียกลุมอ่ืน ๆ พบวา มี prophenoloxidase อยูในเม็ดเลือดชนิด granular cell และ semigranular 
cell แตไมพบใน hyaline cell สวน Vargas-Albores et al. (2005) ศึกษาเม็ดเลือดในกุงกลุม penaeid 
(Farfantepenaeus californiensis, Litopenaeus vannamei และ L. stylirostris) พบวา กุงมีเม็ดเลือด   
3 ชนิด โดยมีขนาดของ cytoplasm ใน granule แตกตางกัน และเม็ดเลือดแตละชนดิจะมีลักษณะ 
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ทางชีวเคมีและหนาท่ีเฉพาะตัว เอนไซม prophenoloxidase สวนใหญมีอยูในเม็ดเลือดที่มี granule 
ขนาดใหญ (75%) ในขณะท่ีเม็ดเลือดท่ีมี granule ขนาดเล็กมีเพียง 25% 

 
 Liu et al. (2006) ศึกษากิจกรรมของ phenoloxidase ในเลือดของปูหิน (Charybdis 

japonica) เม่ือใช L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) เปน substrates พบวา phenoloxidase มี
สภาพเหมาะสม (optimum condition) ท่ี pH 6.0 อุณหภมิู 40 °C และมีคา Km ของ L-DOPA เทากับ 
3.41 นอกจากนี้ phenoloxidase ยังมีความไวตอสารบางชนิด ไดแก sodium sulfite,  1-phenyl-2-
thiourea,  thiourea และ benzoic acid แตจะถูกยับยั้งโดย Zn2+, Mg2+, ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) และ diethyldithiocarbamate (DECT)  

 
 Perazzolo and Barracco (1997) ศึกษาเอนไซมในระบบภูมิคุมกันของกุง Penaeus 

paulensis พบวามีการแสดงออกของ phenoloxidase มากกวา 80% ในเม็ดเลือด โดยเอนไซม 
phenoloxidase จะมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนเม่ือมี lipopolysaccharide, trypsin และ β-1, 3 glucan เปน
ตัวกระตุน นอกจากนี้ยังพบวาแคลเซียมและแมกนีเซียมท่ีระดับความเขมขน 5 mM และ 10 mM 
ตามลําดับ เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการทํางานของ phenoloxidase 

 
 Sritunyalucksana et al. (1999b) ศึกษา agglutination ในกิจกรรมของ 

phenoloxidase และการยับยั้งจุลชีพ (antibacterial) ในเลือดของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) 
พบวาท่ีระดับ peptidoglycan 0.4% และ lipopolysaccharide 0.002% สามารถยับยั้งจุลชีล 
กระตุน agglutination และทําใหกิจกรรมของ phenoloxidase เพิ่มข้ึนถึง 22 และ 11 เทา 
ตามลําดับ แต laminarin (β-1,3 glucan) ไมสามารถกระตุนกิจกรรมของ phenoloxidase ได แต
ในเม็ดเลือดของกุงชนิด Penaeus californiensis พบวา prophenoloxidase จะมีประสิทธิภาพใน
การทํางานสูง เม่ือมี laminarin เปนตัวกระตุน (Hernández-López et al., 1996) 
 

3.2 superoxide dismutase (SOD) 
 

 superoxide dismutase เปน antioxidative enzyme (Holmblad and Söderhäll, 1999) ท่ีมี
อยูท่ัวไปในส่ิงมีชีวิตท่ีใชออกซิเจน เชน green pea, Streptococcus mutans, wheat germ, E. coli, 
Saccharomyces cerevisiae และ Neurospora crassa (Worthington Biochemical Corporation, 2006) 
โดยบริเวณ active site ของเอนไซมจะมีทองแดงและสังกะสี (CuSOD, ZnSOD) หรือแมงกานีส 
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(MnSOD) หรือเหล็ก (FeSOD) เพื่อชวยปองกันจากการถูกออกซิไดส (oxidize) โมเลกุลออกซิเจน
และไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเอนไซมชนิดนีย้ังทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการกลืนกินเซลลและ
การหอมลอมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) อีกดวย 

 
 Yao et al. (2004) สกัด superoxide dismutase จากกุงชนดิ Macrobrachium nipponense 

พบวาเอนไซมมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 21.7 kDa ดูดซับแสงท่ีความยาวคล่ืน 278 nm เอนไซมจะ
คงสภาพอยู 90 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25-45 °C  และกิจกรรมของเอนไซมถูกกระตุนโดย ZnCl2, SDS 
และ mercaptoethanol แตจะถูกยับยั้งจาก CaCl2, CuSO4, ZnCl2 และ K2Cr2O7  
  
 Campa-Córdova et al. (2002) ศึกษาระดับ superoxide dismutase ท่ีเหมาะสมในระบบ
ภูมิคุมกันของกุงขาว (Litopenaeus vannamei) ระยะ juvenile พบวา β-glucan และ sulphated 
polysaccharide สามารถกระตุนภูมิคุมกนัในกุงขาวได โดยทําใหระดับกิจกรรม superoxide 
dismutase ในเม็ดเลือดและกลามเนื้อเพ่ิมข้ึน 1.5 และ 1.4 เทา ตามลําดับ 
 

 Campa-Córdova et al. (2005) ศึกษากิจกรรมของ MnSOD ในระบบภมิูคุมกันของกุง
ขาว (Litopenaeus vannamei) ระยะ juvenile พบวากจิกรรมของ MnSOD สามารถกระตุนใหเกิด
การตานอนุมูลอิสระ โดยพบการตอบสนองสูงสุดหลังจากกระตุนดวย β-glucan,  lipopolysaccharide 
(LPS),  fucoidan และเช้ือวิบริโอ (Vibrio penaeicida)  ท่ีตายแลว ตามลําดับ 
 
4. รงควัตถุในปูทะเล 

 
 โครงสรางผิว (integument) ของปูแบงออกเปน 4 ช้ัน ดังนี้ (ภาพท่ี 2) (Warner, 1977)  

 
1. ช้ันเคลือบผิว (epicuticle)  เปนช้ันบางๆ ท่ีอยูดานนอกสุด ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน 

และแคลเซียม  แตไมพบการสะสมของไคตินในช้ันนี้ 
 

2. เคลือบผิวช้ันนอก (exocuticle) ประกอบดวยไคติน โปรตีน รงควัตถุ และแคลเซียม   
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ภาพท่ี 2 โครงสรางเปลือกของสัตวกลุมครัสเตเชีย (Warner, 1977) 
 

3. เคลือบผิวช้ันใน (endocuticle) ประกอบดวยไคติน โปรตีน คลายกับช้ัน exocuticle แต
ไมมีการสะสมของรงควัตถุในช้ันนี ้ 
 

4. ช้ันเยื่อบุ (membranous layer) เปนช้ันในสุดของช้ันเคลือบผิว ประกอบดวยโปรตีน และ    
ไคตินเปนสวนใหญ  
 

 รงควัตถุในกลุมครัสเตเชียสวนใหญจัดอยูใน carotenoid ซ่ึงเปนรงควัตถุท่ีมีโครงสราง
ของ isoprene 8 หนวยมาตอกัน สัตวกลุมครัสเตเชียมี carotenoid ในอวยัวะตาง ๆ เชน ตา น้ําเลือด 
ไข กระดอง ตับ (hepatopancreas) และรังไข   Bauernfeind (1981) แบง carotenoid เปนกลุมยอยได     
2 กลุม ดังนี ้

 
1. carotene เปนรงควัตถุในกลุม carotenoid ท่ีไมถูกออกซิไดส (oxidized) และประกอบ

ไปดวยสารไฮโดรคารบอนเพียงอยางเดียว (ภาพท่ี 3)  รงควัตถุในกลุมนี้ ไดแก α-carotene และ β-
carotene คาโรทีนมีสีสม สมเหลือง และเหลือง สะสมอยูในตับ แครอท และผักผลไม แตพบปริมาณ
นอยในสัตวกลุมครัสเตเชีย (Wikipedia, 2006b) 
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2. xanthophylls เปนรงควัตถุประเภท oxycarotenoid (ภาพท่ี 3) โดยชนดิท่ีพบมากท่ีสุด
ในสัตวกลุมครัสเตเชีย คือ astaxanthin ซ่ึงอาจพบอยูในรูปอิสระ (free form), esterified form หรือ 
carotenoprotein สวนมากจะพบในรูปของ free form ท่ีจบัอยูกับโปรตีน astaxanthin พบในส่ิงมีชีวติ
หลายชนิด เชน สาหรายขนาดเล็ก ยีสต ปลาแซลมอน ปลาเทราท ปกนกบางชนดิ และสัตว
กลุมครัสเตเชีย (Wikipedia, 2006a) 
 

 
 

α-carotene 

 

 
 

β-carotene 

 

 
 

astaxanthin 
 

ภาพท่ี 3 โครงสรางของรงควัตถุในกลุม carotenoid (Wikipedia, 2009a, 2009b; Ben Best, 2009) 
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 Czeczuga (1971) ศึกษาชนิดของ carotenoid ในหนวด (antennae) กานตา กระดอง 
กลามเนื้อ และลําไสของ crayfish ชนิด Astacus leptodactylus (Esch.) พบวา มีจํานวน 10 ชนิด 
ไดแก β-carotene, echinenone, canthaxanthin, cryptoxanthin,  lutein, zeaxanthin, violaxanthin, 
neoxanthin, ketocarotenoid และ astaxanthin 

 
 Sachindra et al. (2005) ศึกษาปริมาณ carotenoid ในเนื้อและเปลือกของปูทะเลชนิด 

Charybdis cruciata และปูน้ําจืดชนิด Potamon potamon พบวา ปูท้ัง 2 ชนิดมี carotenoid ปริมาณ
นอย โดย carotenoid ในเปลือกของปูทะเลมีปริมาณ 11 μg/g และเม่ือแยกชนดิของ carotenoid พบ 
astaxanthin ester ในเนื้อ 67.6 g/100 g ของปริมาณ carotenoid ท้ังหมด และเปลือก 65.5 g/100 g
ของปริมาณ carotenoid ท้ังหมด สวนปูน้าํจืดประกอบดวย zeaxanthin เปนหลัก โดยพบในเนื้อ    
42 g/100 g ของปริมาณ carotenoid ท้ังหมด และเปลือก 74.8 g/100 g ของปริมาณ carotenoid 
ท้ังหมด 

 
 Nègre-Sadargues et al. (2000) วิเคราะห carotenoid ในกุงทะเลลึกครอบครัว 

Alvinocarididae 3 ชนดิ ไดแก Rimicaris exoculata,  Chorocaris chacei และ Alvinocaris markensis    
ท่ีอาศัยอยูบริเวณปลองภเูขาไฟใตน้ําใน mid-Atlantic พบวา กุงชนิด Rimicaris exoculata  มีปริมาณ 
carotenoid เพิม่ข้ึนในระยะ juvenile ในขณะท่ีกุงชนดิ Chorocaris chacei และ Alvinocaris 
markensis  มี carotenoid ปริมาณนอย  

 
 Wade et al. (2005) ศึกษารงควัตถุกลุม carotenoid พวก astaxanthin ในเปลือกของ 

western rock lobster (Panulirus cygnus) ในระยะเกือบตัวเต็มวัย (sub-adult) ท่ีมีการลอกคราบจาก
ระยะ red phase สูระยะ white phase พบวาปริมาณ carotenoid ในระยะ red phase สูงเปน 2.4 เทา
ของระยะ white phase  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การเก็บตัวอยางปูทะเล 
 
 เก็บตัวอยางปูทะเล (Scylla serrata) จากฟารมปูนิ่ม อ. ขลุง จ. จันทบุรี ท่ีมีขนาดความกวาง
ของกระดองประมาณ  6.5-9.5 เซนติเมตร น้ําหนกัประมาณ 50-130 กรัม ซ่ึงอยูในระยะ (stage) ตาง 
ๆ กัน นําปูท่ีไดมาพักในตูเล้ียงท่ีภาควิชาวทิยาศาสตรทางทะเล คณะประมง ม. เกษตรศาสตร ซ่ึง
เปนระบบปดมีการเปล่ียนถายน้ําสัปดาหละ 2 คร้ัง อาหารท่ีเล้ียงปู ไดแก เนื้อปลาสับ และใหอาหาร
ปริมาณท่ีมากเกินพอทุก ๆ 2 วัน จากน้ันรอจนกระท่ังปูเขาสูระยะท่ีตองการของวงจรการลอกคราบ 
(molting cycle) จึงเก็บตัวอยางเพื่อนําไปวิเคราะหจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมเอนไซม ชนิดและ
ปริมาณ carotenoid ท่ีสะสมในปูทะเล โดยเก็บตัวอยางปูจาํนวน 12 ระยะ ไดแก  
 

1. ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 
2. ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 
3. ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3)  
4. ระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 
5. ระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 
6. ระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 
7. ระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 
8. ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 
9. ระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 
10. ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 
11. ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 
12. ปูระยะกระดองปกติ (C)   

 
2. การนับจํานวนเม็ดเลือดรวมของปูทะเล (Total Haemocyte Count: THC) 

 
 เตรียมตัวอยางเลือด (haemolymph) จากปู 15 ตัว โดยใช ethanol 70% ทําความสะอาด
บริเวณโคนขาเดินคูท่ี 4 และ 5 จากนั้นใชเข็มฉีดยาเบอร 21 เจาะเลือดปูบริเวณโคนขาเดิน นําเลือด
เก็บในหลอดพลาสติกท่ีมี 10% trisodium citrate บรรจุอยู (อัตราสวนระหวาง 10% trisodium 
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citrate และเลือดเทากับ 1:4) ยอมเม็ดเลือดดวย tryphan blue แลวจึงนับเม็ดเลือดท่ีมีลักษณะสมบูรณ
โดยใช haemacytometer ภายใตกลองจุลทรรศน  
 
3. การศึกษากิจกรรมเอนไซม 
  

3.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

 หลังจากทําความสะอาดปูแลวจึงเตรียมตัวอยางเลือดและเนื้อเยื่อจากปูจาํนวน 9 ตัว 
แบงเปนซํ้าละ 3 ตัว โดยเจาะเลือดบริเวณโคนขาเดิน นําเลือดเก็บในหลอดพลาสติกท่ีมี 10% 
trisodium citrate บรรจุอยู (อัตราสวนระหวาง 10% trisodium citrate และเลือดเทากบั 1:5) จากนั้น
นําปูไปแชในน้ําเย็นจัดเพื่อทําใหปูสลบ แลวตัดเปดขอบกระดอง (carapace) โดยรอบ ใชปากคีบดงึ
เนื้อเยื่อใตกระดอง (integument) และตับ (hepatopancreas) ออกโดยมิใหเนื้อเยื่อฉีกขาด จากนั้นทํา
ความสะอาดบริเวณเหงือก (gill) ดวยน้ํากล่ันใหสะอาด ใชกรรไกรตัดบริเวณโคนเหงือก แลวจึงนํา
เนื้อเยื่อท่ีถูกตดัไปบดในโกรงท่ีเติม liquid nitrogen และ1 M Tris-HCl, pH 8 ท่ีเย็นจดัเพื่อชวยรักษา
สภาพเนื้อเยื่อ จากนั้นนําเลือดและเนื้อเยื่อไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g อุณหภูมิ 4 °C  นาน 20 
นาที แลวจึงเกบ็เฉพาะสวนใส (crude enzyme) เพื่อนําไปวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม  
 

3.2 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase  
 

 การวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ดําเนนิการจากวิธีการของ Christopher 
et al. (2006) และ Heinz et al. (2001) โดยนํา 2% SDS บมลงใน crude enzyme 100 μl ท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนัน้เติม 97.5 mM Tris-HCl, pH 7 และ 2 mM L-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA ใน 100 mM phosphate buffer, pH 6.5) โดยปริมาตรสุดทาย
ของ reaction mixture เทากับ 2 ml และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40 °C เปนเวลา 5 นาที แลวจึงวดัคา 
absorbance ท่ีความยาวคล่ืน 475 nm และคํานวณหากจิกรรมเอนไซม phenoloxidase (units mg 
protein-1) โดยกําหนดให 1 unit คือ ความสามารถของเอนไซมท่ีทําใหคา absorbance ของ 
dopamine ท่ี 475 nm เพิ่มข้ึน 0.01 หนวย ใน 1 นาที  
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3.3 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase 
 

 วิธีการวิเคราะหเอนไซม superoxide dismutase ดําเนนิการตามวิธีการของ Marklund 
and Marklund (1974) ใน Pan and Zhang (2006) โดยนําสวนผสมของปฏิกริยา (reaction mixture)  
2 ml ซ่ึงประกอบดวย 97.5 mM Tris-HCl pH 7, 0.4 mM pyrogallol และ100 μl ของ crude enzyme      
นําสวนผสมของปฏิกิริยาบมท่ีอุณหภูมิ 40 °C เปนเวลา 5 นาที และวัดคา absorbance ท่ีความยาว
คล่ืน 325 nm คํานวณกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase (units mg protein-1) โดย 1 unit คือ 
ความสามารถของเอนไซมในการยับยั้งกระบวนการ oxidation ท่ีเพิ่มข้ึน 0.01 หนวย ใน 1 นาที  

 
4. การศึกษาชนิดและปริมาณ carotenoid ในปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบ 

 
4.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหชนิดและปริมาณ carotenoid    

 
   การศึกษา carotenoid ในปูทะเล โดยนําตัวอยางเลือดและเนื้อเยื่อของปูจํานวน 9 ตัว 
แบงออกเปน 3 ซํ้า ซ่ึงเก็บเลือดจากโคนขาเดินคูท่ี 4 และ 5 ท่ีไดรับการทําความสะอาดแลว  สําหรับ
เนื้อเยื่อใตกระดองไดจากการใชกรรไกรตัดขอบกระดองโดยรอบ จากนั้นใชปากคีบดึงเนื้อเยื่อใต
สวนของกระดองท่ีถูกตัดออกมา  สวนตับและเหงือกเก็บในสภาพท่ีดีไมใหฉีกขาด จากนัน้นํา
เนื้อเยื่อท้ังหมดไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

 
4.2 การวิเคราะหปริมาณ carotenoid  

 
 วิธีวิเคราะหปริมาณ carotenoid ดําเนินการตามวิธีของ Saito and Regier (1970) โดยนํา 

acetone ท่ีแชเย็นจดั 20 ml ใสลงในตัวอยางเน้ือเยื่อ 8 g แลวบดใหละเอียดในโกรง จากน้ันกรองเอา
เฉพาะสารสกดัไปใสกรวยแยกและเติม petroleum ether 20 ml ลงไป รอจนสารละลายแยกช้ันซ่ึง
รงควัตถุจะอยูในช้ันของ petroleum ether (ช้ันบน) ทําการสกัดซํ้าจนไมมีรงควัตถุเหลืออยู จากนัน้
นําสารละลายท่ีไดมาเติมน้ํา 20 ml เพื่อลาง acetone แลวกรองผาน Na2SO4 (anhydrous)  และนําไป
วัดคา absorbance ดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 470 nm 
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 การคํานวณปริมาณ carotenoid  
 

ปริมาณ carotenoid (μg/g) =  A x ปริมาตรของสารสกัด (ml) x 104  

1 cm  A 1% 

1 cm  A 1%                    x น้ําหนักสดของตัวอยาง (g)  
  
 โดย A = คาการดูดกลืนแสง  
                           = คา extinction coefficient ของ β-carotene ใน petroleum ether;  

1 cm  A 1%                                          = 2592 
 

4.3 การวิเคราะหชนิดของ carotenoid  
 

 นํา crude extract ไปวิเคราะหดวยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) โดยใชคอลัมน Column Inertsil® ODS-3 ขนาด 5 μm ยาว 4.6x250 mm (2B186104)      
วัฏภาคไหลทีใ่ชในการชะสาร คือ สารละลายผสมระหวาง acetonitrile และนํ้า อัตราสวน 9:1 (v/v) 
1,000 ml และ ethylacetate 1,000 ml โดยมีอัตราการไหล 20 μl/ 50 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 °C ความยาว
คล่ืน 450 nm 
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ผลและวิจารณ 
 

 การศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวม  กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ superoxide 
dismutase  รวมถึงชนิดและปริมาณรวมของ carotenoid ในตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง  และเลือด
ของปูทะเล จํานวน 12 ระยะตลอดวงจรการลอกคราบ โดยเก็บตัวอยางจากฟารมปูนิม่ อ.ขลุง         
จ.จันทบุรี ระหวางเดือนกรกฎาคม 2550 ถึง ตุลาคม 2551 พบวา ปูท่ีอยูในระยะปกติ ระยะกอนลอก
คราบ และระยะหลังลอกคราบจะมีลักษณะภายนอกท่ีมีความแตกตางกนั สังเกตไดจาก ปูท่ีอยูใน
ระยะกระดองแข็งปกติ กระดองจะมีความแข็งมาก มีสีน้าํตาลเขม ปูสามารถเคล่ือนไหวไดอยาง
รวดเร็ว และมีพฤติกรรมท่ีกาวราว ไมสามารถเล้ียงใหอยูรวมกันได ปูในระยะนีก้ินอาหารได
ตามปกติ เลือดของปูระยะนีจ้ะใส ไมมีสี แตเม่ือปลอยท้ิงไว เลือดปูจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนใน
อากาศทําใหเปล่ียนเปนสีฟา ตามปฏิกริยาดังตอไปนี ้
 
 Cuprous (Cu+)              Cupric (Cu2+) O2 

   colorless (ใส)            blue (สีฟา)   
 
 สวนปูท่ีเขาสูระยะกอนลอกคราบจะพบวา มีการเปล่ียนแปลงลักษณะของกระดอง 
กลาวคือ กระดองจะมีความกรอบมากข้ึนเม่ือเขาใกลระยะลอกคราบ ปูท่ีใกลลอกคราบจะไมกิน
อาหาร เคล่ือนไหวชา หรือเกอืบไมเคล่ือนท่ี เม่ือสังเกตท่ีขาคูสุดทาย บริเวณ propodus และ 
dactylus จะปรากฏเปนแถบสีสมถึงแดง (ecdysial line) บริเวณรอยตอระหวางกระดองกับจับปง
พบวา มีการยดืออกและยกตัวข้ึน เลือดของปูในระยะท่ีใกลลอกคราบจะมีสีชมพูจาง เนื่องจากมีการ
ดึงกลับของรงควัตถุสําหรับไปสะสมคราบใหมท่ีอยูภายในตัว ขณะท่ีปูกําลังลอกคราบ ปูจะคอย ๆ 
ถอยออกทางสวนทายของลําตัว ขณะเดยีวกันกจ็ะมีการดงึน้ําเขาสูรางกายในปริมาณมาก ทําใหปูตวั
ใหมมีขนาดใหญกวาเดิมประมาณ 1/3 ถึง 2/3 เทาของขนาดเดิม ปูท่ีลอกคราบใหม ๆ จะมีรางกายท่ี
ออนนิ่ม ไมเคล่ือนไหวหรือเคล่ือนไหวไดชา และไมกนิอาหาร โดยเลือดของปูในระยะน้ี จะ
คอนขางแข็งตัวชากวาเลือดปูในระยะกระดองแข็งปกติ ปูจะเร่ิมเคล่ือนไหวและกินอาหารตามปกติ 
หลังจากลอกคราบแลวประมาณ 2 วัน 
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1. จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 
 ผลการนับจํานวนเม็ดเลือดรวมของปูทะเลภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 20x พบวา 
จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบมีคาเฉล่ียอยูระหวาง 5.02±1.90 x106cell ml-1 ถึง 
17.64±9.98 x106cell ml-1 (ตารางท่ี 1, ภาพที่ 4) ปูท่ีอยูในระยะกระดองแข็งปกติ (C) มีจํานวนเม็ด
เลือดรวมเทากบั 5.02±1.90 x106cell ml-1 ซ่ึงเปนระยะท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมต่ําสุด (p<0.05) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัทุกระยะ หลังจากนั้นจะพบวา จํานวนเม็ดเลือดเร่ิมเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 
2 สัปดาห (D1) (9.72±4.65 x106cell ml-1) ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.81±6.46 
x106cell ml-1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) และระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) ท่ีมีจํานวน
เม็ดเลือดรวมเทากับ 12.30±6.20 x106cell ml-1 และ 12.03±4.03 x106cell ml-1 ตามลําดับ หลังจากนัน้
จํานวนเม็ดเลือดรวมจะคอย ๆ ลดลงจากระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง จนถึงระยะหลังลอกคราบ 
 
ตารางท่ี 1  จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

ระยะ จํานวนเม็ดเลือดรวมเฉล่ีย (x106cell ml-1) 

กระดองแข็งปกติ (C) 5.02±1.90c 

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 9.72±4.65 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 10.81±6.46b 

กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 12.30±6.20 

หลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 12.03±4.03 

หลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 8.58±3.67 

หลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 7.36±3.02 

หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 14.35±6.08 

หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 13.54±6.97 

หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 17.64±9.98a 

หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 9.11±6.21 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 12.33±6.03 

หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกนัแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4  จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล   
 
24 ช่ัวโมง (A2.2) (7.36±3.02 x106cell ml-1) และมาเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วอีกคร้ังในระยะหลังลอก
คราบ 2 วัน (B1) (14.35±6.08  x106cell ml-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) (17.64±9.98 
x106cell ml-1) ซ่ึงเปนระยะท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมสูงสุด (p<0.05) 
 
 เม่ือนําผลการศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมของปูทะเลระยะปกติ (C) (5.02±1.90 x106cell ml-1) 
มาเปรียบเทียบกับจํานวนเม็ดเลือดรวมของกุงในระยะเดียวกันท่ีไดจากการศึกษาของ van de Braak 
et al. (1996), Cheng and Chen, (2001) และ Cheng et al. (2005)  พบวา ปูมีจํานวนเม็ดเลือดรวม
นอยกวากุงกุลาดํา (Penaeus monodon) กุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) และกุงขาว 
(Litopenaeus vannamei) ซ่ึงมีจํานวนเม็ดเลือดรวมเทากบั 50.9±17.7 x106cell ml-1, 14.2±8.2 
x106cell ml-1 และ 9.8±11 x106cell ml-1 ตามลําดับ 
 
 เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) เปนท่ีนาสังเกตวา จํานวนเม็ดเลือดรวมจะมีปริมาณ
มากกวาระยะกระดองแข็งปกติ (C) อยางเห็นไดชัด ท้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาของ Le Moullac 
et al. (1997) ท่ีพบวา เซลลเม็ดเลือดของกุงชนิด P. stylirostris ในระยะกระดองแข็งปกติมีจํานวน
นอยกวาเม็ดเลือดในระยะกอนลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากในชวง 
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กอนลอกคราบ กระดองท่ีถูกสรางข้ึนมาใหมซ่ึงอยูภายใตกระดองเกาของปูมีโอกาสติดเช้ือโรคได
งาย เม็ดเลือดจงึถูกสรางเพิ่มข้ึนเพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอมเหลานี้ (Le Moullac et al., 1997) โดยการ
ทํางานของเม็ดเลือดในลักษณะนี้เปนระบบภูมิคุมกันแบบ cellular immunity ซ่ึงเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนดิ 
จะแบงหนาท่ีในการทํางานโดย hyaline cell ทําหนาท่ี phagocytosis และยังมีสวนในการสงเสริม
การทํางานแบบ humoral immunity คือ ชวยกระตุนการแข็งตัวของเลือด ในขณะท่ี semigranular 
cell ทําหนาท่ีในการกลืนกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) การหอหุมเช้ือโรค (encapsulation) เก็บ
และปลดปลอยเอนไซม prophenoloxidase สวน granular cell ทําหนาท่ีเก็บและปลดปลอยเอนไซม 
prophenoloxidase (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
  
 นอกจากนี้ในระยะกอนลอกคราบ เม็ดเลือดชนิดท่ีภายในมีเม็ด granule ซ่ึงทําหนาท่ี
สังเคราะหและเก็บเอนไซม prophenoloxidase จะทําการปลดปลอยเอนไซมสูช้ัน epidermis 
(Terwilliger and Ryan, 2006) ซ่ึง prophenoloxidase เปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญในการเหนีย่วนํา
ใหเกิดปฏิกริยา sclerotization หรือ quinone tanning ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีกอใหเกิดการจับกัน 
(cross-linked) ระหวาง protein กับ quinone เพ่ือชวยคงสภาพ (stabilize) protein matrix และ
กอใหเกิดความแข็งของช้ัน cuticle รวมท้ังชวยยับยั้ง hydrolytic enzymes ท่ีผลิตจากเชื้อโรค 
(Klowden, 2007) โดย Krishnan (1951) พบวา กระบวนการ sclerotization ในช้ัน cuticle ของปู
ชนิด Carcinus maenas เกิดข้ึนหลังการลอกคราบเสร็จใหม ๆ ซ่ึง Vacca and Fingerman (1983) 
อธิบายวา เม็ดเลือดชนิด hyaline cell มีหนาท่ีผลิต diphenol สวนเม็ดเลือดชนิด granular cell จะทํา
หนาท่ีผลิต protein ท่ีกอใหเกิดกระบวนการ sclerotization ใน cuticle ของปู โดยในชวงท่ีปูกําลัง
ลอกคราบจนกระท่ังทําการลอกคราบเสร็จใหม ๆ พบวา บริเวณใกลกับ epidermis เต็มไปดวย 
hyaline cell ท่ีรวมตัวกันเปนกลุมใหญ หรือบางคร้ังอาจพบกลุมเม็ดเลือด hyaline cell รวมตัว
ลอมรอบเม็ดเลือด granulocyte ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีพบวา จาํนวนเม็ดเลือดของปูใน
ระยะหลังการลอกคราบใหม ๆ (A1) ยังคงมีจํานวนมากกวาระยะกระดองแข็งปกติ (C) อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) โดย Hose et al. (1992) สังเกตพบวา จํานวนเม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ 
granular cell ท่ีเพิ่มข้ึนของกุง penaeid shrimp (Sicyonia ingentis) ในระหวางการลอกคราบนั้น 
เกิดข้ึนเพื่อชวยในการซอมแซม (repair) exoskeleton และตอสูกับส่ิงแปลกปลอมหลังจากกุงลอก
คราบเสร็จ เนื่องจากกระดองมีลักษณะออนนิ่มและสามารถติดเช้ือไดงาย 
  
 มีความเปนไปไดวา การท่ีปูท่ีลอกคราบใหม ๆ มีโครงรางท่ีออนนิ่มและมีการดึงน้ําเขาสู
รางกายในปริมาณมากเพื่อเพิ่มขนาดรางกายน้ัน อาจสงผลทําใหปูเส่ียงตอการติดเช้ือไดงาย          
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เม็ดเลือดซ่ึงทําหนาท่ีในการปกปองและตอสูกับส่ิงแปลกปลอมจากภายนอกจะมีบทบาทสําคัญใน
ระบบภูมิคุมกนัแบบ non-self immunity โดย Hose et al. (1992) พบวา จํานวนเม็ดเลือดท่ีเพิ่มข้ึน
นั้น เพื่อชวยในการซอมแซมกระดองและตอสูกับส่ิงแปลกปลอมระหวางเกดิกระบวนการลอก
คราบ เนื่องจากกระดองใหมมีลักษณะนิ่มและงายตอการติดเช้ือ โดยเม็ดเลือดชนิด hyaline cell มี
ความสามารถในการ phagocytosis แบคทีเรีย (Walton and Smith, 1999) ในขณะท่ีเม็ดเลือดชนิด 
semi-granular cell และ granular cell ซ่ึงภายในเซลลมี granule ท่ีนอกจากจะสรางและเก็บสาร 
prophenoloxidase แลว ภายใน granule ยังสามารถสังเคราะหและเก็บสาร peroxinectin (Liu et al., 
2005) และ antimicrobial peptide เชน penaeidins (Destoumieux et al., 2000), crustin-like 
antibacterial peptide หรือ single whey-acidic-domain antibacterial peptide (Hauton et al., 2006) 
เปนตน 
 
 เม่ือพิจารณาปูท่ีลอกคราบแลวเปนเวลา 12 ช่ัวโมง (A2.1) และ 24 ช่ัวโมง (A2.2) พบวา 
จํานวนเม็ดเลือดคอย ๆ ลดลง แตอยางไรก็ตามจํานวนเม็ดเลือดรวมกย็ังคงมีจํานวนสูงกวาปูใน
ระยะกระดองแข็งปกติ (C) (p<0.05) ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษาในกุงกามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) ท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมใน 2 ระยะนี้นอยกวากุงปกติ (C) (p<0.05) (Cheng and Chen, 
2001) โดยจากผลของจํานวนเม็ดเลือดท่ีลดลงนี้อาจเปนไปไดวาในชวงเวลากอนการลอกคราบ
จนถึงระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) และ 24 ช่ัวโมง (A2.2) ปูจะไมคอยกินอาหารหรือกิน
อาหารนอยลงซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Verghese et al. (2008) ท่ีพบวา สภาพการขาดอาหาร
ของกุงมังกร Indian spiny lobster (Panulirus homarus) สงผลใหจํานวนเม็ดเลือดลดลงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) 
 
 เม่ือปูพัฒนาเขาสูวันท่ี 2 หลังจากการลอกคราบ (B1) ปูเร่ิมมีพฤติกรรมการกินอาหารและ
พบวา เม็ดเลือดมีจํานวนเพิ่มข้ึนจนกระท่ังมีจํานวนเม็ดเลือดรวมสูงสุดในวันท่ี 5 (B2.2) ซ่ึงแตกตาง
จากระยะอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) และใหผลท่ีสอดคลองกับ Cheng and Chen (2001) ท่ีพบวา
กุง P. stylirostris มีจํานวนเม็ดเลือดสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ (B) (p<0.05) ซ่ึงอาจเปนไปไดวา
ในชวงหลังลอกคราบนี้ ปูเกดิกระบวนการ melanization เพื่อเพ่ิมรงควตัถุชนิด melanin ท่ีกอใหเกดิ
สีดําในช้ัน cuticle  (Krishnan, 1951) นอกจากนี้รางกายของปูอาจจะเกิดการสังเคราะห chitin ใน 
cuticle โดยจากรายงานวิจยัของ Chung (2008) พบวา เม็ดเลือดมีการสะสมน้ําตาล trehalose ใน
ระดับท่ีสูงกวาน้ําตาล glucose ถึง 50 เทา นอกจากนีย้ังพบวากิจกรรมเอนไซม trehalose 6-
phosphate synthase ภายในเซลลเม็ดเลือดมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ โดยเอนไซม trehalose  
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6-phosphate synthase และ trehalase เปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหและ metabolism 
น้ําตาล trehalose โดยนํ้าตาล trehalose จะถูกเอนไซม trehalase สลาย (break down) ไปเปน glucose 
เพื่อใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห chitin ในช้ัน cuticle ของปู เพื่อเหนีย่วนําใหเกิด
กระบวนการ calcification ท่ีเสริมสรางใหโครงรางมีความแข็งข้ึน 
  
 นอกจากนี้ Cheng and Chen (2001) เสนอแนะวา สารอาหารบางชนิดนาจะมีสวนชวย
กระตุนการสรางเม็ดเลือดใหเพิ่มข้ึนได โดย Huang et al. (2006) รายงานวา กุง Fenneropenaeus 
chinensis ท่ีไดรับสาร polysaccharide ท่ีสกัดจากสาหรายทะเลชนิด Sargassum fusiforme สงผลให
จํานวนเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01) เชนเดยีวกับกุงกุลาดําท่ีไดรับวิตามินอี
ปริมาณ 75 และ 100 mg kg diet-1 เสริมในอาหารชวยใหจํานวนเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึน (p<0.05) 
มากกวากุงท่ีไดรับวิตามินอีในปริมาณท่ีนอยกวา 50 mg kg diet-1 (Lee and Shiau, 2004) แตจาก
การศึกษาของ Liu et al. (2006) พบวา sodium alginate ไมมีผลตอการเปล่ียนแปลงจํานวนเม็ดเลือด
ของกุงกุลาดํา 
  
 ในขณะท่ีปจจยัทางกายภาพ เชน อุณหภูมิและความเค็ม กมี็อิทธิพลตอจํานวนเม็ดเลือดของ
สัตวในกลุม crustacean โดย Wang and Chen (2006b) พบวา กุงกุลาดําท่ีเล้ียงในนํ้าทะเลอุณหภูมิ 

22 และ 34 °C ทําใหจํานวนเม็ดเลือดและกจิกรรม phagocytosis ลดลง (p<0.05) คลายกับกุงกุลาดํา
ท่ีถูกนําไปเล้ียงในความเค็มตํ่า (5-15 ppt) ก็ทําใหจํานวนเม็ดเลือดลดลง (p<0.05) (Wang and Chen, 
2006a)  สวนการศึกษาของ Ravindranath (1977) พบวาเม็ดเลือดของปู mole-crab (Emerita 
asiatica) ชวงเชามีจํานวนนอยกวาชวงบาย 
 
 สําหรับผลกระทบตอเม็ดเลือดท่ีเกิดจากการติดเช้ือโรคพบวา ปู blue crab (Callinectes 
sapidus) ท่ีเปนโรค shell disease syndrome จะมีเม็ดเลือดลอมรอบบริเวณท่ีเกิดบาดแผลเปนจํานวน
มากเพื่อเหน่ียวนําใหเกดิกระบวนการ melanization  (Noga et al., 2000) แต Vogan and Rowley, 
(2002) พบวา โรค shell disease syndrome ไมสงผลกระทบตอจํานวนเม็ดเลือดรวมของปู edible 
crab (Cancer pagurus)  ในขณะท่ีกุงกุลาดํา (P. monodon) ท่ีเปนโรค white spot syndrome ก็พบ
เม็ดเลือดบริเวณท่ีติดเช้ือเชนกัน (van de Braak et al., 2002) สวน Liu et al. (2005) อธิบายวา กุง
ชนิด Litopenaeus vannamei ท่ีติดเช้ือ Vibrio alginolyticus นั้น เม็ดเลือดจะมีบทบาทในการสราง
สาร antibacterial peptide เพื่อกําจัดเช้ือโรค  
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2. กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ superoxide dismutase 
 

2.1 Phenoloxidase (PO) 
 

2.1.1 phenoloxidase ในตับ 
 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับพบวา มีคาเฉล่ียอยู

ระหวาง 0.65±0.13 ถึง 3.93±2.48 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5A) ในปูกระดองแข็งปกติ 
(C) พบวา มีกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase เทากับ 3.93±2.48 units mg protein-1 เม่ือปูพัฒนาเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมเอนไซมมีคาเทากับ 2.61±1.23 units mg protein-1 ซ่ึง
ลดลงจากเดิมจนผานเขาสูระยะหลังลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (1.35±0.44 units mg protein-1) แต
กิจกรรมของ phenoloxidase จะเพิ่มข้ึนอีกคร้ังเมื่อเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) เทากับ 
2.63±1.34 units mg protein-1 หลังจากปูลอกคราบแลวพบวา กิจกรรมเอนไซมลดลงและมีคา
คอนขางคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 
(0.65±0.13 ถึง 1.46±0.71 units mg protein-1) เม่ือปูลอกคราบได 10 วัน (B2.4) พบวา กจิกรรม
เอนไซม phenoloxidase กลับเพิ่มสูงข้ึนเทากับ 3.84±1.91 units mg protein-1 

 
2.1.2 phenoloxidase ในเหงือก 

 
 จากการวิเคราะหพบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยู

ระหวาง 2.27±0.33 ถึง 7.40±0.85 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5B) ซ่ึงในระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีกิจกรรมเอนไซม phenoloixdase เทากับ 2.27±0.33 units mg protein-1 จากน้ัน 
phenoloxidase จะมีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.89±0.88 units mg 
protein-1) ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (3.77±0.54 units mg protein-1) และระยะกอน
ลอกคราบ 2 วัน (D3) (6.02±2.91 units mg protein-1) โดยจะมีคาคงท่ีจนกระท่ังปูเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (6±2.81 units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase จะ
ลดลงอยางรวดเร็วในระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (2.66±0.11 units mg protein-1) และมีคา
คอนขางคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) จนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 
(5.02±0.22 ถึง 7.40±0.85 units mg protein-1) 
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ตารางท่ี 2  กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase (units mg protein-1) 
ระยะ 

ตับ เหงือก  เนื้อเยื่อใตกระดอง เลือด 
ปกติ (C) 3.93±2.48a 2.27±0.33c 1.41±0.70 1.42±0.31 

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 2.61±1.23 2.89±0.88 1.54±0.68c 1.09±0.19 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 1.35±0.44b 3.77±0.54b 0.52±0.29d 1.31±0.14 

กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 2.63±1.34 6.02±2.91a 2.37±0.93b 1.31±0.41 

หลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 1.46±0.71 6.00±2.18 2.47±0.77 3.65±1.80a 

หลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 0.65±0.13 2.66±0.11 1.47±0.12 2.14±0.48b 

หลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 0.89±0.23 5.97±1.56 0.94±0.47 1.04±0.26c 

หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 1.23±0.30 6.57±2.62 1.87±0.58 2.00±0.41 

หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 0.98±0.09 6.11±2.43 3.03±0.71 2.21±0.82 

หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 1.18±0.45 5.59±2.12 2.30±0.42 2.82±0.45 

หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 1.38±0.51 7.40±0.85 3.11±1.14 1.67±0.54 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 3.84±1.91 5.02±0.22 4.89±1.72a 0.93±0.21 

หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

2.1.3 phenoloxidase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 
 
 จากการวิเคราะหพบวา เอนไซม phenoloxidase ในเนื้อเยือ่ใตกระดองมีคาเฉล่ีย

อยูระหวาง 0.52±0.29 ถึง 4.89±1.72 units mg protein-1 (ตารางท่ี  2, ภาพท่ี  5C) โดยกิจกรรม
เอนไซมของปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคาเทากับ 1.41±0.70 units mg protein-1 และมีคาคงท่ีจนเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2  สัปดาห (D1) (1.54±0.68 units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมมีคาลดลง
อยางมากเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.52±0.29 units mg protein-1) เม่ือปูพัฒนา
เขาสูระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (D3) (2.37±0.93 units mg protein-1) พบวา กิจกรรมของ 
phenoloxidase  
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ภาพที่ 5  กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับ (A) เหงือก (B) เนื้อเยือ่ใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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กลับเพิ่มสูงข้ึนและมีคาคงที่จนปูลอกคราบเสร็จ (A1) (2.47±0.77 units mg protein-1) หลังจากนั้น
กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase คอย ๆ เพิ่มข้ึนจากระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 
(0.94±0.47 units mg protein-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) ซ่ึงมีคาสูงสุดเทากับ 4.89±1.72 
units mg protein-1 
 

2.1.4 phenoloxidase ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเลือด พบวา มีคาเฉล่ีย
ระหวาง 0.93±0.21 ถึง 3.65±1.80 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5D) ในปูระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีกิจกรรมของ phenoloxidase เทากับ 1.42±0.31 units mg protein-1 โดยกิจกรรมเอนไซม
จะมีคาคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (1.09±0.19 units mg protein-1) ถึงระยะกอน
ลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) และระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) เทากับ 1.31±0.14 และ 1.31±0.41 
units mg protein-1 ตามลําดับ เม่ือปูเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา กจิกรรมเอนไซม 
phenoloxidase เพิ่มสูงสุดเทากับ 3.65±1.80 units mg protein-1 หลังจากนั้นกิจกรรมของ 
phenoloxidase ลดลงและคอนขางคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4)  
 
 จากผลการศึกษากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเลือดตลอดวงจรการลอก
คราบ (ภาพท่ี 5D) พบวา เอนไซม phenoloxidase ของปูในระยะหลังลอกคราบใหม ๆ (A1) มีคา
กิจกรรมมากกวาปูในระยะกระดองแข็งปกติ (C) และระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) อยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) แตกตางจากผลการศึกษาของ Verghese et al. (2008) และ Le Moullac et al. (1997) ท่ี
พบวา ระยะปกติของกุง Penaeus stylirostris และ Indian spiny lobster (Panulirus homarus) มี
กิจกรรมเอนไซมสูงกวาระยะกอนและหลังลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงนาจะเกิดจากเม็ด
เลือดหล่ังเอนไซม phenoloxidase สูเลือด โดยเอนไซม phenoloxidase (ภาพท่ี 6) จะทําหนาท่ี
ปองกันส่ิงแปลกปลอมในระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity ซ่ึงเอนไซม phenoloxidase 
(activate) เปนเอนไซมท่ีถูกเปล่ียนรูปมาจากเอนไซม prophenoloxidase (inactivate) ท่ีถูก
สังเคราะหและเก็บอยูภายในเม็ด granule ของเซลลเม็ดเลือดชนิด semigranular cell และ granular 
cell  
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ภาพที่ 6  กลไกการทํางานของเอนไซม phenoloxidase ในระบบภูมิคุมกันของสัตวกลุมครัสเตเชีย (Smith et al., 2003) 

Inactive serine proteinase (pro ppA) 

Active serine proteinase (pro ppA) 

Prophenoloxidase (proPO) 

Phenoloxidase (PO) 

Phenolic compounds Quinones 

ß-1,3-glucans 
Peptidoglycan 

Bacterial antigen 

ß-1,3-glucan binding protein (ßGBP) 

Semigranular haemocytes 

Degranulation 

Granular haemocytes 

Antibacterial peptides 

Melanin 

Hyalinocytes 

Peroxinectin 

Degranulation 

Cell adhesion 
Release of reactive o-

2 

Opsonization

Phagocytosis 
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 ในขณะท่ีปูอยูในชวงสลัดคราบเกาออกน้ัน ปูจะมีการดึงน้ําปริมาณมากเขาสู
รางกายเพื่อขยายขนาดลําตัวไปพรอม ๆ กัน และเม่ือการลอกคราบเสร็จส้ิน รางกายของปูจะมี
ลักษณะออนนิม่ ดวยสาเหตุเหลานี้ อาจสงผลใหปูมีความไวตอการติดเช้ือโรคไดมากข้ึน             
(Le Moullac et al., 1997) จึงอาจสงผลใหกจิกรรมของ phenoloxidase ของเลือดเพิ่มข้ึนในระยะ
หลังลอกคราบเสร็จใหม ๆ โดยเม่ือเม็ดเลือดไดรับการกระตุนจากสารท่ีเปนโครงสรางของจุลชีพ 
เชน lipopolysaccharides ในแบคทีเรียแกรมลบ (Cárdenas et al., 2004), β-1,3-glucans ของยีสต
หรือรา (Vargas-Albores et al., 1996) และ peptidoglycan จากแบคทีเรียแกรมบวกท่ีรวมกับ 
pattern-recognition protein ทําใหเกิดการปลดปลอยเอนไซม prophenoloxidase จากเม็ด granule 
(degranulation) สูเลือด หลังจากนั้น prophenoloxidase จะถูกกระตุนการทํางานจาก 
prophenoloxidase-activation factor (Buda and Shafer, 2005) หรือ serine proteinase ในเม็ดเลือด
ของปูทะเล (Vaseeharan et al., 2006) เพื่อเปล่ียนใหอยูในรูปของ phenoloxidase ท่ีสามารถทํางาน
ได  
 
 เอนไซม phenoloxidase ในเลือดจะทําหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยา (catalyze) 
โครงสรางของ monophenol และ diphenol ใหเปน quinone อันเปนสารสําคัญท่ีมีความสามารถใน
การจับ (cross-linked) กับโปรตีน เพื่อเหนี่ยวนําใหเกดิโครงรางแข็งในกระบวนการ sclerotization 
บริเวณ cuticle ของปู ซ่ึงอาจสงผลใหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเนื้อเยื่อใตกระดองของปู  
ท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) และระยะท่ีเปนปูนิ่ม (A1) มีกิจกรรมสูงกวาปูท่ีมีกระดอง
แข็ง (C) อยางชัดเจน (p<0.05) (ภาพท่ี 5C) โดย Terwilliger and Ryan (2006) อธิบายวา ในชวงกอน
ลอกคราบ granule ท่ีอยูภายในเม็ดเลือดจะปลดปลอย prophenoloxidase สูเลือด หลังจากนั้น
เอนไซมจะถูกสงผานช้ัน epidermis ไปยังช้ัน cuticle ท่ีถูกสรางข้ึนมาใหม โดยเอนไซม 
prophenoloxidase จะถูกกระตุนใหเปน phenoloxidase ท่ีอยูในสภาพพรอมทํางานในระยะหลังลอก
คราบใหม ๆ (A1) โดยสอดคลองกับรายงานวิจยัของ Buda and Shafer (2005) ท่ีพบ mRNA ของ 
prophenoloxidase-activating factor (PPAF) ท่ีมีหนาท่ีกระตุนการทํางานของ prophenoloxidase ใน
ระยะกอนลอกคราบและหลังลอกคราบเสร็จใหม ๆ และการศึกษาของ Krishnan (1951) ใหขอมูลที่
ชวยสนับสนนุวา พบการเกิด phenolic tanning ในช้ัน cuticle ของปูท่ีลอกคราบเสร็จใหม ๆ   
   
 นอกจาก quinone จะเปนหนึง่ในผลิตภัณฑสําคัญท่ีเกิดจากการเรงปฏิกริิยาของ 
phenol โดยเอนไซม phenoloxidase แลว quinone ยังสามารถเปล่ียนโครงสราง (polymerize) เปน 
melanin ท่ีมีลักษณะเปนเม็ดสีดํา (melanization) สะสมอยูในช้ัน cuticle และมีความสามารถในการ 
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จับกับ protein matrix fiber อีกทั้งยังพบ melanin ในบริเวณของ cuticle ท่ีเกิดบาดแผลดวย 
(Ghidalia, 1985) ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังนี้พบวากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase มีแนวโนมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) จนมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (p<0.05) ซ่ึง
อาจเปนไปไดวาในชวงนีเ้นือ้เยื่อใตกระดองของปูเกิดกระบวนการ melanization  เพื่อเพ่ิมรงควัตถุ
ชนิด melanin ท่ีกอใหเกิดสีดาํในช้ัน cuticle โดย Krishnan (1951) ไดอธิบายวาเลือดจะทําหนาท่ี
ลําเลียง tyrosine ไปยังช้ัน cuticle ในชวงทาย ๆ ของระยะหลังลอกคราบ โดย tyrosine จะถูก 
oxidize ไปเปน diphenol โดยมีเอนไซม phenoloxidase ในเลือดเปนตัวเรงปฏิกริยา  
 
 นอกจากกระบวนการ melanization จะมีบทบาทในกระบวนการ sclerotization 
และชวยในการสรางเม็ดสีดําในเน้ือเยื่อใตกระดองแลว Cerenius et al. (2008) สังเกตวา กระบวนการ 
melanization ยังมีความสัมพันธกับการกระตุนกระบวนการ phagocytosis และ encapsulation  
รวมท้ังยังเปนกระบวนการสุดทายท่ีเกิดข้ึนในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมโดยการสราง nodule 
(nodule formation) (Söderhäll and Cerenius, 1992) ซ่ึงกระบวนการท้ังหมดนีน้ับเปนกลไกท่ีสําคัญ
ในระบบการปองกันตัวแบบ cellular defense ของปู  
 
 สําหรับผลการศึกษาในเน้ือเยือ่ของตับ (ภาพท่ี 5A) และเหงือก (ภาพท่ี 5B) ของ
ปูทะเล อาจกลาวไดวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ท่ีพบในเนื้อเยื่อนั้น นาจะเปนกิจกรรมของ
เอนไซมท่ีเกิดจากเลือดท่ีไหลไปหลอเล้ียงอวัยวะท้ังสอง เนื่องจาก proenzyme ของ phenoloxidase 
คือ เอนไซม prophenoloxidase ถูกสังเคราะหและเก็บอยูภายในเม็ดเลือด (Sritunyalucksana et al., 
1999a) และระบบการไหลเวยีนเลือดของปูเปนแบบระบบเปด (open circulatory system) โดยเลือด
จะถูกสงไปยังตับดวยเสนเลือด hepatic artery ท่ีไหลออกจากหัวใจ ในขณะท่ีเลือดท่ีอยูในโพรง
เลือด (haemoceal) จะไหลไปท่ีแองเลือด infrabranchial sinus เพื่อสงเลือดไปยังเหงือก โดยเลือดจะ
ไหลผาน lamellae ของเหงือกแตละอัน (Ceccaldi, 1989) จึงอาจเปนไปไดวา phenoloxidase ท่ีพบ
ในตับและเหงือกเปนกจิกรรมเอนไซมท่ีเกดิจากเลือด  
 
 จากผลการวิเคราะหเอนไซม phenoloxidase ในตับของปูทะเลท่ีเขาสูระยะกอน
ลอกคราบ 2-1 สัปดาห (D1-D2) มีแนวโนมลดลง (p<0.05) จากปูท่ีอยูในระยะกระดองแข็ง (C) โดย
จากการศึกษาของ Adachi et al. (2004) พบวา ตับเปนอวัยวะท่ีสังเคราะห hemocyanin ซ่ึงเปนสารสี
ท่ีเกี่ยวกับกระบวนการหายใจ และอาจมีสวนรวมในกระบวนการ sclerotization โดย hemocyanin 
จะถูกปลอยเขาสูเลือด เพื่อสงไปยังช้ัน cuticle ซ่ึง Adachi et al. (2003) อธิบายวา hemocyanin  
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สามารถถูกเปล่ียนเปนเอนไซม phenoloxidase-like enzyme จากการกระตุนของเม็ดเลือด โดย 
Terwilliger and Ryan (2006) พบวา quaternary structure ของ hemocyanin มีความสามารถในการ
เรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปของ diphenol ไดคลายกับเอนไซม phenoloxidase  
 
 เม่ือปูเขาสูชวงใกลลอกคราบ (D3) พบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ของ
ตับเพิ่มข้ึนแตไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับปูกระดองแข็งปกติ (p>0.05) อาจเปน
เพราะใกลลอกคราบ ปูจะเส่ียงตอการติดเช้ือไดงาย เพราะกระดองอันใหมท่ีสรางอยูภายใตกระดอง
อันเกา มีลักษณะออนนิ่มและอาจมีความสามารถในการปองกันอวยัวะภายในรางกายจากการ
รุกรานของเช้ือโรคนอยกวาปกติ จึงอาจสงผลใหปูมีการสรางภูมิคุมกันมากข้ึน ซ่ึงเม่ือปูพัฒนาเขาสู
ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ของตับเพิ่มข้ึนอีกคร้ัง (p<0.05) 
ซ่ึงมีคาเทากับปูปกติ โดยจากรายงานของ Burgents et al. (2005) พบวา ตับเปนอวยัวะท่ีพบ
แบคทีเรียเปนจํานวนมาก และ  Vogan et al. (2001) พบวา ภายใน haemal spaces ของตับจะมีการ
สราง nodules ซ่ึงเกิดจากเซลลเม็ดเลือดท่ีรวมตัวกันจํานวนมาก เพื่อลอมรอบเช้ือโรค 
(encapsulation) ท่ีมีขนาดใหญเกินกวาท่ีเม็ดเลือดจะทําลายดวยวิธี phagocytosis โดยผลของการเกดิ 
nodules formation จะเหนีย่วนําใหเกิดกระบวนการ melanization เพื่อกาํจัดเช้ือโรคตอไป 
(Jiravanichpaisal et al., 2006)  
 
 สําหรับผลการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเหงือก (ภาพท่ี 5B) 
จะเห็นไดวา กจิกรรมเอนไซมเร่ิมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ตั้งแตปูในระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) จนกระท่ังปูลอกคราบและเขาสูระยะหลังลอกคราบใหม ๆ (A1) เนื่องจากเหงือกเปน
อวัยวะหนึ่งท่ีชวยในการปองกันจุลชีพจากภายนอก โดยกิจกรรมของ phenoloxidase ท่ีสูงข้ึน
ในชวงนี้ อาจเพราะในระหวางการลอกคราบปูจะตองดึงน้ําเขาสูรางกายผานเหงือกในปริมาณมาก 
และเหงือกอันเกาจะถูกลอกออกไปพรอมคราบเกา จึงอาจสงผลใหเหงือกไดรับเช้ือจลุชีพไดงายกวา
ปกติ ซ่ึงเหงือกจะมกีลไกในการตอสูกับจลุชีพดวยการสราง nodule เชนเดียวกับตับ ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาของ Martin et al. (1998) ท่ีพบวา แบคทีเรียท่ีอยูในเลือด (hemolymph) จะถูกสงไปยัง
เหงือก ซ่ึงหลังจากนั้นเม็ดเลือดจะรวมตัวกนัเพื่อสรางกลไกการปองกนัตัวแบบ nodule ภายใน 
vessels ของเหงือก โดย Vogan et al. (2001) พบวา โรค shell disease symdrome ท่ีเกิดบนกระดอง 
สงผลใหเกิด nodule formation ใน haemal sinus ของเหงือก หลังจากนัน้กิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase ในเหงือกเร่ิมสูงข้ึนอยางมีนยัสําคัญอีกคร้ัง (p<0.05) และมีคาคงท่ีจนปูเขาสูระยะ
หลังลอกคราบ   10 วัน (B2.4) 



 32 

2.2 superoxide dismutase (SOD) 
 

2.2.1 superoxide dismutase ในตับ 
 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในตับพบวา กิจกรรม

มีคาระหวาง 5.25±1.46 ถึง 52.56±17.05 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7A) โดยในปูระยะ
กระดองแข็งปกติ (C) มีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 52.56±17.05 units mg protein-1 ซ่ึงเม่ือปูเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (16.84±8.92 units mg protein-1) พบวา superoxide dismutase  
มีคาลดลงอยางรวดเร็วผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.79±2.35 units mg protein-1) 
และระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (11.08±3.33 units mg protein-1) แตเม่ือเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวากจิกรรมเอนไซมมีคาสูงข้ึนเทากับ 16.56±8.14 units mg protein-1 
หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซมลดลงและมีคาคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ถึงระยะ
หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.2) (5.25±1.46 ถึง 15.38±3.06  units mg protein-1) 

 
2.2.2 superoxide dismutase ในเหงือก 

 
 จากการวิเคราะห superoxide dismutase ในเหงือกพบวา กิจกรรมเอนไซมมีคา

อยูระหวาง 8.67±1.33 ถึง 29.52±9.53 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7B) โดย  superoxide 
dismutase ของปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 10.92±2.72 units mg protein-1 และมี
คาคงท่ีจนถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.16±1.99 units mg protein-1) แตกิจกรรม
เอนไซมเร่ิมเพิม่ข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (14.53±5.36 units mg protein-1) ผานระยะ
หลังลอกคราบ 24 ชั่วโมง (A2.2) ซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 29.52±9.53 units mg protein-1 
หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase จะลดลงและมีคาคอนขางคงท่ีเม่ือพนระยะ
หลังลอกคราบ 2 วัน (D3) 

 
2.2.3 superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 
พบวา มีคาระหวาง 2.48±0.49 ถึง 14.14±7.25 units mg protein-1  (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7C) ซ่ึงในระยะ  
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ตารางท่ี 3  กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของ  
     ปูทะเล 
 

กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase (units mg protein-1) 
ระยะ 

ตับ เหงือก  เนื้อเยื่อใตกระดอง เลือด 
ปกติ (C) 52.56±17.05a 10.92±2.72 14.14±7.25a 0.53±0.16b 

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 16.84±8.92 10.08±3.70 4.85±1.94 0.55±0.09 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 10.79±2.35 10.16±1.99 3.47±1.88 0.66±0.07 

กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 11.08±3.33 14.53±5.36 7.48±1.19 0.53±0.13 

หลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 16.56±8.14 18.80±3.98 6.95±1.94 1.07±0.07a 

หลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 9.08±2.33 16.46±4.05 6.85±1.96 0.74±0.21 

หลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 7.75±4.55 29.52±9.53a 9.60±1.86 0.63±0.04 

หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 8.11±3.38 8.67±1.33c 2.48±0.49c 0.57±0.10 

หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 11.51±0.43 20.19±5.03b 9.25±2.97 0.65±0.12 

หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 5.25±1.46b 12.08±1.06 4.73±0.95 1.17±0.16 

หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 15.38±3.06 14.27±1.67 8.85±1.56b 1.20±0.37 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 13.25±0.64 12.80±2.05 7.96±2.71 0.58±0.05 

หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
กระดองแข็งปกติ (C) มีกิจกรรมเอนไซมเทากับ 14.14±7.25 units mg protein-1 เม่ือเขาสูระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) พบวา superoxide dismutase มีคา
เทากับ 4.85±1.94 และ 3.47±1.88 units mg protein-1 ตามลําดับ แตกิจกรรมเอนไซมเร่ิมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ  2 วัน (D3) (7.48±1.19 units mg protein-1) จนผานเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (6.95±1.94 units mg protein-1) และระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 
(6.85±1.96 units mg protein-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (9.60±1.86 units mg 
protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซมคอนขางแปรปรวนในระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) ถึง
ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) ซ่ึงมีคาระหวาง 2.48±0.49 ถึง 9.25±2.97 units mg protein-1 
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ภาพที่ 7    กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของตับ (A) เหงือก (B) เนื้อเยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของ   
ปูทะเล               34 
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2.2.4 superoxide dismutase ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหกจิกรรมของกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในเลือดมี
คาระหวาง 0.53±0.16 ถึง 1.20±0.37 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7D) ในปูกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 0.53±0.16 units mg protein-1 โดยกิจกรรมเอนไซม superoxide 
dismutase มีคาคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.55±0.09 units mg protein-1) ผาน
ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.66±0.07 units mg protein-1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 
(D3) (0.53±0.13 units mg protein-1) แตเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา
กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase  เพิ่มสูงข้ึนเทากบั 1.07±0.07 units mg protein-1 หลังจาก
นั้น กิจกรรมเอนไซมลดลงและมีคาคงท่ีตัง้แตระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ถึงระยะหลัง
ลอกคราบ 3 วัน (B2.1) ซ่ึงมีคาระหวาง 0.57±0.10 ถึง 0.74±0.21 units mg protein-1 และกิจกรรมจะ
เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) และระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) เทากับ 
1.17±0.16 และ 1.20±0.37 units mg protein-1 ตามลําดับ 
 
 เอนไซม superoxide dismutase จัดเปน antioxidative enzyme ท่ีทําหนาที่ในการ
กําจัดหรือตานอนุมูลอิสระ (free radical) อันไดแก superoxide anion (O2

-) ซ่ึงเปนอนุมูลเร่ิมแรกท่ี
เกิดข้ึนจากขบวนการ metabolism ของเซลลท่ีมีการใชออกซิเจน และจากกระบวนการ respiratory 
burst ท่ีเกิดระหวางการกําจดัส่ิงแปลกปลอมแบบ phagocytosis หรือ encapsulation ของเซลลเม็ด
เลือด (ภาพท่ี 8) (Holmblad and Söderhäll, 1999) โดย peroxinectin จะทําหนาท่ีสงเสริมการกําจัด
ส่ิงแปลกปลอม ซ่ึงเอนไซม NADPH oxidase จะเปล่ียนโมเลกุลของ oxygen (O2) เปน superoxide 
anion จากนั้นเอนไซม superoxide dismutase จะเรงปฏิกริยาของ superoxide anion เพื่อให
เปล่ียนไปเปน hydrogen peroxide (H2O2) โดย peroxinectin ซ่ึงเปนโปรตีนที่ชวยสงเสริม
กระบวนการ phagocytosis จะเปล่ียน hydrogen peroxide ใหอยูในรูปของ hypochlorous acid 
(HOCl) เพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอม 

 
 กลไกในการกาํจัดอนุมูลอิสระน้ัน การทํางานของเอนไซมจะมีความสัมพันธกัน
เปนหวงโซ โดย superoxide dismutase จะทําหนาท่ีเรงปฏิกริยาระหวาง superoxide anion กับน้ํา 
ใหเปล่ียนเปน hydrogen peroxide (H2O2) และ oxygen (O2)  จากนัน้ hydrogen peroxide จะถูกกําจัด
ตอโดยเอนไซม catalase และเอนไซม peroxidase ดังสมการ 
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ภาพท่ี 8 การทํางานของเอนไซม superoxide dismutase ระหวางการทําลายส่ิงแปลกปลอม         

โดยเม็ดเลือด (Holmblad and Söderhäll, 1999) 
 
 Superoxide dismutase: 2O2

-+2H+                H2O2+O2 
 Catalase: 2H2O2                2H2O+O2 

 Peroxidase: H2O2+AH2                2H2O+A 
 
 เอนไซม superoxide dismutase  จะถูกแบงกลุมตามชนิดโลหะท่ีอยูบริเวณแอค
ทีฟ (active site) เปน 3 กลุม คือ  mitochondria manganese superoxide dismutase (MnSOD) พบใน 
mitochondria, iron superoxide dismutase (FeSOD) พบในแบคทีเรีย และ copper/zinc superoxide 
dismutase (CuZnSOD) พบใน eukaryote โดย CuZnSOD ถูกแบงเปน extracellular และ cytosolic 
SOD (Holmblad and Söderhäll, 1999)  
 
 เลือดเปนแหลงของเอนไซม superoxide dismutase ชนิด extracellular 
CuZnSOD (ecCuZnSOD) เพียงชนดิเดยีว (Brouwer et al., 2003) เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซม 
superoxide dismutase ในเลือด (ภาพท่ี 7D) พบวา เอนไซมมีคาคอนขางคงท่ีตลอดวงจรการลอก 
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คราบ แตกิจกรรมเอนไซมมีคาตํ่ากวาอวัยวะอ่ืน ๆ โดยเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 
เอนไซม superoxide dismutase ในเลือดมีคากิจกรรมเพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงอาจเปน
เพราะรางกายปูเกิดกระบวนการ phagocytosis เพื่อปองกนัตัวจากจุลชีพในขณะท่ีปูลอกคราบ โดย 
phagocytosis ท่ีเกิดจากเซลลเม็ดเลือดชนดิ hyaline cell จะกอใหเกิดอนุมูลจากข้ันตอนการ 
respiratory burst  โดยส่ิงแปลกปลอมจะกระตุนใหเกดิปฎิกริยา reduction ใน oxygen consumption 
โดยมี NADPH-oxidase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีอยูบน membrane ของเม็ดเลือด เปนตัวเรงปฏิกริยา ทําให

เกิด superoxide anion, hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen (1O2), hydroxyl radical (.OH) 

เพิ่มข้ึน (Bachère et al., 1995) โดย ecSOD ท่ีถูกผลิตจากเม็ดเลือดและอยูบริเวณผิวเซลล (Brouwer 
et al., 2003) จะเรงปฏิกริยาการเปล่ียน superoxide anionใหเปน hydrogen peroxide โดย ecSOD จับ
อยูกับ peroxinectin ท่ีเปนโปรตีนที่สงเสริมการ phagocytosis  ซ่ึง peroxinectin จะเปล่ียน hydrogen 
peroxide ใหเปนสารประกอบท่ีเปนพิษ เชน hypochlorus acid เพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอมตอไป 
 
 ตามรายงานของ Brouwer et al., (2003) พบเอนไซม superoxide dismutase       
3 ชนิดในตับของปู blue crab (Callinectes sapidus) คือ mtMnSOD, cytMnSOD และ ecCuZnSOD 
โดย mtMnSOD พบทุกระยะของวงจรการลอกคราบ สวนเอนไซมชนิด cytMnSOD พบวา มีคา
กิจกรรมสูงในระยะกระดองแข็งปกติ ในขณะท่ี ecCuZnSOD พบในระยะกอนและหลังลอกคราบ 
และพบวากิจกรรมของเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในตับของปูท่ีอยูระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) จะมีคามากกวาปูท่ีเขาสูระยะปูกระดาษ (papershell crab) สอดคลองกับผลการศึกษาท่ี
พบวา รูปแบบกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของตับปูทะเลในระยะปกติ มีเอนไซมสูงสุด 
(p<0.05) (ภาพท่ี 7A) แตในระยะอ่ืน ๆ มีคากิจกรรมคอนขางคงท่ีท้ังวงจรการลอกคราบ ซ่ึงอาจ
เปนไปไดวาตับนาจะทําหนาท่ีผลิตเอนไซม superoxide dismutase บางชนิด ซ่ึงคลายกับในกุง
กามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ท่ีตับเปนอวยัวะที่ใชในการสังเคราะหเอนไซมชนิด 
CuZnSOD (Cheng et al., 2006) ท้ังนี้กิจกรรมของเอนไซม superoxide dismutase ท่ีเพิ่มข้ึนในตับ 
นาจะเปนผลมาจากการท่ี superoxide dismutase ชวยลดความเปนพษิของออกซิเจน (Tainer et al., 
1991) ท่ีเกิดจาก metabolism ในรางกายสัตว เนื่องจากตับเปนอวยัวะท่ีสะสมอินทรียสารและแรธาตุ
หลายชนิด เพือ่ใชเปนแหลงพลังงานสํารอง (Chang, 1995)  
   
 สําหรับเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในเหงือก (ภาพท่ี 7B) มีกิจกรรม
ของเอนไซมคอนขางคงท่ีตลอดวงจร ยกเวนในระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) ซ่ึงมีคาสูงกวา
ระยะอ่ืน ๆ (p<0.05) อาจเนือ่งมาจากเอนไซม superoxide dismutase ในเหงือกแสดงบทบาทในการ 
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ทําลาย O2
- ในระหวางกระบวนการหายใจ (respiration) ท้ังนี้เหงือกเปนอวัยวะท่ีใชในการขนสง

ออกซิเจน โดยทําหนาท่ีในการแลกเปล่ียนกาซออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดดวยวิธีการแพร 
(ประจวบ, 2538) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Mangum et al. (1985) ท่ีพบวา ความดันออกซิเจน
ภายนอก (blood PO2) ในเหงือกเพิ่มข้ึนในระยะกอนลอกคราบ และมีคาตํ่าสุดเม่ือปูกาํลังลอกคราบ 
แตจะมีคา blood PO2 สูงสุดในระยะหลังลอกคราบ นอกจากน้ีในเนื้อเยือ่ของเหงือกท่ีมีแบคทีเรียอยู 
สงผลใหเกิดการ phagocytosis ของ hyalinocyte เพิ่มข้ึน (Hauton et al., 1997)  
 
 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดอง มีกิจกรรม
ในระยะกอน (D1-D3) และหลังลอกคราบ (A1-B2.4) ต่ํากวาในระยะปกติ (C) แตอยางไรก็ตาม  
แนวโนมของกิจกรรมเอนไซมมีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) ถึงระยะหลัง
ลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) อยางเหน็ไดชัดเจน (p<0.05) ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษาของ    
Mangum et al. (1985) และ Skinner (1962) ท่ีอธิบายวา ปริมาณ oxygen ของเนื้อเยื่อใตกระดองใน
ช้ัน epidermis ของปู จะเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ (D3) จนถึงระยะหลังลอกคราบใหม ๆ 
(A1) ซ่ึงมีปริมาณ oxygen uptake สูงกวาปูปกติ โดยปริมาณ oxygen ท่ีเพิ่มข้ึน เกิดจากกิจกรรมเมตา
บอลิสม (metabolic activity) ในชวงสรางกระดองใหม  (Mangum et al., 1985) ซ่ึงพบวา มีการ
สราง glycogen ในเนื้อเยื่อใตกระดองเพิ่มข้ึนในชวงกอนการลอกคราบ เนื่องจากปูเกิดการยอยและ
ดึงกลับสารอินทรียจากกระดองเกา เพื่อสรางกระดองใหมข้ึนมาแทน โดยมีเลือดเปนแหลงของ
กลูโคส (Skinner, 1962)  
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3. ชนิดและปริมาณ carotenoid ในอวัยวะตาง ๆ ของปูทะเล 
 

3.1 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในตับ 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในตับของปู พบวา มีคาเฉล่ียเทากบั 1.42±0.16 ถึง 
5.30±0.99 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9A) ระยะกระดองแข็งปกติ (C) พบวา มีปริมาณ 
carotenoid เทากับ 2.97±0.86 μg/g wet weight ซ่ึงปริมาณ carotenoid จะเร่ิมลดลงต้ังแตระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.62±0.88 μg/g wet weight) จนถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 
(1.53±0.11 μg/g wet weight) แตเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) พบวา ปริมาณ 
carotenoid ในตับกลับเพิ่มสูงข้ึนเปน 5.12±0.21 μg/g wet weight และสูงสุดท่ีระยะหลังลอกคราบ   
6 ช่ัวโมง (A1) (5.30±0.99 μg/g wet weight) หลังจากนัน้ปริมาณ carotenoid คอย ๆ ลดลงจนมี
ปริมาณเทากับ 1.95±1.63 μg/g wet weight ในระยะหลังลอกคราบ 10 วนั (B2.4) 
 
 เม่ือแยกชนิดของ carotenoid ในตับของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบ (ตารางท่ี 5, 
ภาพท่ี 10A) ดวยเทคนิค HPLC พบวา ตับประกอบดวย carotenoid 2 ชนิด คือ astaxanthin และ     
β-carotene โดย astaxanthin มีปริมาณอยูระหวาง 0.05-0.42 μg/g wet weight และ β-carotene มี
ปริมาณอยูระหวาง 0.32-4.98 μg/g wet weight  

 
 ปริมาณ astaxanthin ของตับในระยะกระดองแข็งปกติมีปริมาณเทากับ 0.15 μg/g wet 
weight เม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) มีปริมาณเทากับ 0.06 μg/g wet weight ซ่ึง
ปริมาณ astaxanthin ลดลงจากระยะกระดองแข็งปกติถึง 2 เทา และคอย ๆ เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเมื่อปูเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.15 μg/g wet weight)  astaxanthin มีปริมาณสูงสุดในระยะ
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ซ่ึงมีคาเทากับ 0.42 μg/g wet weight หลังจากเขาสูระยะหลังลอกคราบ
สามารถตรวจสอบ astaxanthin ไดเพยีง 3 ระยะ คือ ระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (0.11 μg/g 
wet weight) ระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.13 μg/g wet weight) และระยะหลังลอกคราบ 
10 วัน (B2.4) (0.05 %) สวนระยะอ่ืน ๆ ท่ีเหลือมีปริมาณท่ีต่ํามาก 
 
 ในขณะท่ีปริมาณ β-carotene ในตับปูคอนขางแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ 
กลาวคือ ในระยะปูกระดองแข็งปกติมีปริมาณเทากับ 2.68 μg/g wet weight เม่ือเขาสูระยะกอนลอก
คราบ 1 สัปดาห (D2) พบวา β-carotene ลดลง เทากับ 1.89 μg/g wet weight และเม่ือผานเขาระยะ 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณ carotenoid ในอวยัวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

ปริมาณ carotenoid   
(μg/g wet weight หรือ μg/ml haemolymph) ระยะ 

ตับ เหงือก  เนื้อเยื่อใตกระดอง เลือด 
ปกติ (C) 2.97±0.86 1.10±0.16 53.43±0.98a 0.44±0.21 

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 2.62±0.88 1.14±0.25 42.82±7.07b 0.26±0.13 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 1.53±0.11b 1.60±0.30 26.75±7.42c 0.42±0.13 

กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 5.12±0.21 2.32±0.62b 34.80±5.40 1.03±0.33 

หลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 5.30±0.99a 2.13±1.08 17.52±4.34 1.31±0.69a 

หลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 4.49±1.36 3.54±1.58a 12.48±2.07 0.25±0.06 

หลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 2.56±0.18 0.58±0.19 16.29±6.64 0.13±0.05 

หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 2.42±1.04 0.94±0.04 12.01±5.85 0.08±0.02 

หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 2.08±0.09 0.53±0.22c 19.06±4.83 0.08±0.03 

หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 1.72±0.27 0.55±0.18 22.45±2.65 0.05±0.02b 

หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 1.42±0.16 0.62±0.05 20.47±1.02 0.09±0.03 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 1.95±1.63 0.65±0.17 11.75±2.64d 0.29±0.12 

หมายเหตุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) β-carotene กลับเพิ่มข้ึนเทากบั 1.94 μg/g wet weight แตหลังจากปูลอก
คราบเสร็จแลว  β-carotene ลดลงเกือบ 3 เทา (0.54 μg/g wet weight) ในระยะหลังลอกคราบ          
6 ช่ัวโมง (A1) ซ่ึงหลังจากนัน้ปริมาณ β-carotene ไมคงท่ี โดยพบวาในระยะหลังลอกคราบ 5 วัน 
(B2.2) มี β-carotene สูงสุดเทากับ 4.98 μg/g wet weight 
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ภาพที่ 9  ปริมาณ carotenoid ในตับ (A) เหงือก (B) เนื้อเยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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ตารางที่ 5  ชนดิของ carotenoid ที่พบในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

astaxanthin β-carotene astaxanthin β-carotene zeaxanthin astaxanthin unknown astaxanthin β-carotene

ปกติ (C) 0.15 2.68 0.04 0.08 0.02 0.83 2.37 0.31 0.08
กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 0.06 1.89 0.04 0.06 0.03 0.34 6.25 0.06 0.03
กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 0.15 0.32 0.09 0.04 0.03 0.55 0.53 0.07 nd
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 0.42 1.94 0.51 0.22 nd 1.28 2.72 0.11 0.02
หลังลอกคราบ 6 ชั่วโมง (A1) 0.11 0.54 0.12 0.04 nd 0.48 0.80 0.12 0.01
หลังลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) nd 2.16 0.06 0.05 nd 0.47 1.15 0.03 nd
หลังลอกคราบ 24 ชั่วโมง (A2.2) 0.13 0.98 0.09 0.05 nd 0.23 0.27 0.05 0.01
หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) nd 2.08 0.13 0.18 nd 0.38 1.15 0.06 nd
หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) nd 1.29 0.09 0.06 0.02 0.74 1.53 0.05 nd
หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) nd 4.98 0.03 0.09 0.03 0.02 0.44 0.04 0.01
หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) nd 0.32 0.03 0.04 0.09 0.11 1.31 0.06 0.01
หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 0.05 0.54 0.08 0.12 0.07 0.21 0.59 0.28 0.05

เลือดระยะ ตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง
ปริมาณ carotenoid (μg/g wet weight หรือ μg/ml haemolymph)

 
หมายเหตุ: nd = not detected 
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ภาพที่ 10  ปริมาณ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin ในตับ (A) เหงือก (B) เนือ้เยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจร                      
การลอกคราบของปูทะเล      
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3.2   ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเหงือก 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในเหงือกพบวา มีคาเฉล่ียระหวาง 0.53±0.22 ถึง 
3.54±1.58 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9B) ซ่ึงปูกระดองแข็งปกติ (C) มีปริมาณ carotenoid 
เทากับ1.10±0.16 μg/g wet weight โดยปริมาณ carotenoid เร่ิมเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องต้ังแตระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (1.14±0.25 μg/g wet weight) ผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 
(2.32±0.62 μg/g wet weight) จนเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ซ่ึงมีปริมาณ carotenoid 
สูงสุดเทากับ 3.54±1.58 μg/g wet weight แตปริมาณ carotenoid กลับลดลงอยางรวดเร็วเม่ือปูพัฒนา
เขาสูระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.58±0.19 μg/g wet weight) หลังจากนัน้ carotenoid มี
ปริมาณคอนขางคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

 
 สําหรับผลการวิเคราะหชนิด carotenoid ในเหงือก (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10B) พบวา มี    

3 ชนิด ไดแก astaxanthin (0.03-0.51 μg/g wet weight), β-carotene (0.04-0.22 μg/g wet weight) 
และ zeaxanthin (0.02-0.09 μg/g wet weight) โดยในระยะปูกระดองแข็งปกติ (C) ซ่ึงมีปริมาณ
เทากับ 0.04, 0.08 และ 0.02 ตามลําดับ โดยปริมาณ astaxanthin เร่ิมเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอก
คราบ 1 สัปดาห (D2) (0.09 μg/g wet weight) จนกระท่ังเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ท่ีมีการ
สะสมของ astaxanthin สูงสุดเทากับ 0.51 μg/g wet weight โดยหลังจากปูลอกคราบเสร็จแลว(A1) 
กลับพบวา astaxanthin ของเหงือกลดลงเกือบ 5 เทา (0.12 μg/g wet weight)  

 
 สวนการสะสม β-carotene ในเหงือกพบวา เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห 

(D1) (0.06 μg/g wet weight) ถึง 1 สัปดาห (D2) (0.04 μg/g wet weight) ปริมาณ β-carotene มีคา
คอนขางคงท่ี โดยปริมาณ β-carotene ในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) มีคาสูงสุดเทากับ 0.22 μg/g 
wet weight เม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา ปริมาณ β-carotene ลดลงเหลือ     
0.04 μg/g wet weight และมีคาคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.05 μg/g wet 
weight)หลังจากนั้นปริมาณ β-carotene ในเหงือกคอนขางแปรปรวน  

  
 สําหรับ zeaxanthin ในเหงือกพบวา มีปริมาณคงท่ีระหวางระยะกอนลอกคราบ           

2 สัปดาห (D1) ถึง 1 สัปดาห (D2) เทากับ 0.03 μg/g wet weight แตไมพบ zeaxanthin เม่ือเขาสูระยะ
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ถึงระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) หลังจากนัน้ zeaxanthin เร่ิมปรากฏอีก 
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คร้ังในชวงระยะหลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) โดยมีปริมาณสูงสุด
เทากับ 0.09 μg/g wet weight ในระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

 
3.3 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 
 จากการวิเคราะห carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดองพบวา มีปริมาณเฉล่ียระหวาง 
11.75±2.64 ถึง 53.43±0.98 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9C) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) 
พบวา เนื้อเยื่อใตกระดองมีปริมาณ carotenoid สูงสุดเทากับ 53.43±0.98 μg/g wet weight ปริมาณ 
carotenoid ในเน้ือเยื่อใตกระดองเร่ิมลดลงต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (42.82±7.07 
μg/g wet weight) จนถึงระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (26.75±7.42 μg/g wet weight) กอน
จะมีปริมาณเพิม่ข้ึนอีกเล็กนอย เม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (34.80±5.40 μg/g 
wet weight) โดยหลังจากปูลอกคราบแลว (A1-B2.4) พบวา carotenoid ยังคงมีแนวโนมลดลง โดยมี
ปริมาณ carotenoid เฉล่ียระหวาง 11.75±2.64 ถึง 22.45±2.65 μg/g wet weight 

 
 เม่ือวิเคราะหเนื้อเยื่อใตกระดองของปูพบ carotenoid 2 ชนิด (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10C)  

ไดแก astaxanthin และ unknown โดยมีปริมาณอยูระหวาง 0.02-1.28 μg/g wet weight และ        
0.27-6.25 μg/g wet weight ตามลําดับ โดยพบวา astaxanthin ในระยะกระดองแข็งปกติ (C) มีคา
เทากับ 0.83 μg/g wet weight แตปริมาณ astaxanthin มีคาลดลงกวา 2 เทา เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอก
คราบ 2 สัปดาห (D1) (0.55 μg/g wet weight) หลังจากนั้นปริมาณ astaxanthin คอย ๆ เพิ่มข้ึนเม่ือ
ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.55 μg/g wet weight) จนกระทั่งมีปริมาณ astaxanthin 
สูงสุดเทากับ 1.28 μg/g wet weight ในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ภายหลังจากปูลอกคราบแลว
พบวา ปริมาณ astaxanthin ลดลงเกือบ 3 เทา (0.48 μg/g wet weight) ในระยะหลังลอกคราบ            
6 ช่ัวโมง (A1) ซ่ึงหลังจากนัน้ astaxanthin มีปริมาณคอนขางท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน 
(B2.4) 

 
 สําหรับรูปแบบของ unknown พบวา มีความแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ 
กลาวคือ เม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) พบวา ปริมาณ unknown เพิ่มข้ึนสูงสุดเทากับ 
6.25 μg/g wet weight แตปริมาณ unknown ลดลงอยางรวดเร็วเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ            
1 สัปดาห (D2) และ 2 วัน (D3) เทากับ 0.53 และ 2.72 μg/g wet weight ตามลําดับ ซ่ึงหลังจากปูลอก
คราบแลวพบวา unknown มีปริมาณอยูระหวาง 0.27-1.53 μg/g wet weight 
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3.4 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในเลือดตลอดวงจรการลอกคราบ มีคาเฉล่ียอยู
ระหวาง 0.05±0.02 ถึง 1.31±0.69 μg/ml haemolymph (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9D) ซ่ึงในปูกระดองแข็ง
ปกติ (C) พบปริมาณ carotenoid เทากับ 0.44±0.21 μg/ml haemolymph โดยปริมาณ carotenoid จะ
เพิ่มข้ึนอยางคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.26±0.13 μg/ml haemolymph) ผาน
ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (1.03±0.33 μg/ml haemolymph) จนถึงระยะหลังลอกคราบ             
6 ช่ัวโมง (A1) (1.31±0.69 μg/ml haemolymph) ซ่ึงเปนปริมาณ carotenoid สูงสุด จากนั้นปริมาณ 
carotenoid ลดลงอยางรวดเร็วเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 
 

 ผลการวิเคราะหชนิด carotenoid ในเลือด (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10D) พบ 2 ชนิด คือ 
astaxanthin และ β-carotene ท่ีมีปริมาณอยูระหวาง 0.03-0.31 μg/g wet weight และ 0.01-0.08 μg/g 
wet weight ตามลําดับ โดยรูปแบบการสะสม astaxanthin พบวา ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มี
คาสูงสุดเทากับ 0.31 μg/g wet weight ซ่ึงเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ2 สัปดาห (D1) พบวา 
ปริมาณ astaxanthin ลดลงกวา 5 เทา (0.06 μg/g wet weight)  หลังจากนั้น astaxanthin มีแนวโนม
เพิ่มข้ึนจนผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (0.11 μg/g wet weight) และเขาสูระยะหลังลอกคราบ 
6 ช่ัวโมง (A1) (0.12 μg/g wet weight) แตในระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) พบวา ปริมาณ 
astaxanthin ลดลงถึง 4 เทา (0.03 μg/g wet weight) โดยหลังจากนั้น astaxanthin มีคาคงท่ีจนถึง
ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) แตปริมาณ astaxanthin จะเพิ่มข้ึนอีกคร้ังเม่ือเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 10 วัน (B2.4) (0.28 μg/g wet weight) ตรงขามกับ β-carotene ในเลือดมีปริมาณคอนขางตํ่า
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.03 μg/g wet weight) ผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 
(D3) (0.02 μg/g wet weight) โดยในระหวางระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) ถึงระยะหลังลอก
คราบ 7 วัน (B2.3) ซ่ึงแทบไมพบ β-carotene เลย แตปรากฏ β-carotene อีกคร้ังในระยะหลังลอก
คราบ 10 วัน (B2.4) (0.05 μg/g wet weight) 
 
 carotenoid เปนรงควัตถุกลุมหลักท่ีสะสมในเซลลผิวชั้นนอก (epidermis) หรือใน   
โครมาโตฟอร (chromatophores) โดย carotenoid พบในเนื้อเยื่อ peripheral tissues ท่ีอยูในอวัยวะ
ตาง ๆ ของสัตว (Ghidalia, 1985) เชน ตา เปลือก ตับ เลือด และรังไข (Bauernfeind, 1981) ซ่ึง    
รงควัตถุกลุมนี้มีสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนองคประกอบหลักและมีโครงสรางจัดอยูในกลุม     
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เตตราเทอพีนอยด โดยพืชและจุลชีพ (microorganisms) สามารถสังเคราะห carotenoid ได แตสัตว
ไมสามารถสังเคราะหไดเอง (Rock, 1997)  

 
 สําหรับรูปแบบการสะสม carotenoid ในเลือดจากภาพท่ี 9D แสดงใหเห็นวา ปริมาณ

carotenoid มีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตปูอยูในระยะกอนลอกคราบ (D1-D3)  ถึงระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) อยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) แตกตางกับผลการศึกษาในปูเสฉวน (hermit crab, Clibanarius 
erythropus) ท่ีพบวา ปูระยะกระดองแข็งปกติมีปริมาณ carotenoid สูงสุด สวนรูปแบบ carotenoid 
ท่ีพบในเหงือก (ภาพท่ี 4B) มีลักษณะเหมือนกับรูปแบบของเลือด กลาวคือ ปริมาณ carotenoid
เพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกระดองแข็งปกติและมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวา astaxanthin เปน carotenoid หลักท่ีสะสมอยูในเลือดและ
เหงือกของปูทุกระยะ สอดคลองกับผลการศึกษาของ Greenberg (1968) ท่ีพบวา เลือดและเหงือก
เปนอวยัวะท่ีมีการสะสม carotenoid ชนิด astaxanthin เปนสวนใหญ โดยจากภาพท่ี 10B และ 10D 
แสดงใหเห็นวา ปริมาณของ astaxanthin ในเลือดและเหงือกเร่ิมเพิ่มสูงข้ึนต้ังแตปูพฒันาเขาสูระยะ
กอนลอกคราบ (D1-D3) จนกระท่ังปูทําการลอกคราบเกาออกเปนปูนิม่ (A1) และปูกระดาษ (A2.1) 
ซ่ึงสอดคลองกับรูปแบบของปริมาณ carotenoid ท่ีพบในเลือดและเหงือก 

 
 การท่ีปริมาณ carotenoid และปริมาณของ astaxanthin ของเลือดสูงข้ึนในระยะกอน

ลอกคราบ (D1-D3) และระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) นาจะเปนเพราะวา เลือดเปนแหลง
หมุนเวียนและทําหนาท่ีในการขนสง carotenoid และสารอินทรียท่ีสําคัญจากอวยัวะหนึ่งไปยังอีก
อวัยวะหนึ่งในระยะกอนการลอกคราบ  ซ่ึงเปนระยะท่ีปูเร่ิมสรางกระดองใหม และกระดองเกาเร่ิม
แยกตัวออก ดงันั้นเพื่อมิใหสารอินทรียท่ีจําเปนตองลอกท้ิงไปพรอมกับกระดองเกา จึงทําใหปูตอง
ลําเลียงสารอินทรียจากกระดองเกาไปสูกระดองใหมผานทางเลือด (Ghidalia, 1985) ดวยเหตุผล
เหลานี้ จึงอาจสงผลใหปริมาณ carotenoid และปริมาณของ astaxanthin ท่ีพบในเหงือกเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) จนผานเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) นอกจากนี้ยงั
พบวา เหงือกเปนเนื้อเยื่อเพียงชนิดเดยีวท่ีพบการสะสม zeaxanthin ในเกือบทุกระยะ ยกเวนระยะ
กอนลอกคราบ (D3) ถึงระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) โดย Tanaka et al. (1976) อธิบายวา 
zeaxanthin ท่ีพบสะสมในกุง prawn, Penaeus japonicus ถูกเปล่ียนมาจาก β-carotene โดย 
zeaxanthin สามารถเปล่ียนรูปเปน astaxanthin ได  
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 จากภาพท่ี 9A แสดงถึงรูปแบบการสะสม carotenoid ในตับท่ีมีปริมาณคอนขางคงท่ี
ตลอดวงจรการลอกคราบ ยกเวนปูท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ระยะหลังลอกคราบ         
6 ช่ัวโมง (A1) และระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ท่ีมีการสะสม carotenoid เพิม่ข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) แตกตางกับ carotenoid ท่ีพบในตับของปูเสฉวน hermit crab (C. erythropus) ท่ี
มีปริมาณ carotenoid นอยในระยะกอนลอกคราบ (D) และระยะหลังลอกคราบใหม (A1) เนื่องจาก
ตับเปนอวยัวะที่ชวยในการสะสมสารอินทรียและแรธาตุ โดย carotenoid ท่ีลดลงในชวงกอนการ
ลอกคราบ อาจเกิดจากตับทําหนาท่ีสง carotenoid และสารอาหารท่ีมีความจําเปน โดยใชเลือดเปน
ตัวนําไปสงยังเนื้อเยื่อใตกระดอง เพื่อทําการสรางกระดองอันใหม  

 
 ในขณะท่ี ผลการศึกษา carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดอง (ภาพท่ี 9C) พบวา มีปริมาณ
สูงกวาในเลือดและเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ซ่ึงแสดงวาเนื้อเยื่อใตกระดองเปนแหลงสะสม carotenoid หลักใน
ปูทะเล ซ่ึงสอดคลองกับ Gilchrist and Lee (1967)  ท่ีรายงานวา บริเวณเนื้อเยื่อใตกระดองเปนแหลง
ท่ีพบ carotenoid มากท่ีสุด โดยรูปแบบของการสะสม carotenoid ในเนือ้เยื่อใตกระดองของปูใน
ระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) มีแนวโนมลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับปูระยะ
กระดองแข็งปกติ (C) อาจเปนเพราะเนื้อเยือ่ใตกระดองของปูท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ จะเกดิ
กระบวนการสะสม การดึงกลับและการสลายตัวของสารอินทรียหลายชนิด เพื่อสราง cuticle ใหแก
กระดองอันใหม โดยหลังจากปูลอกคราบเสร็จแลวพบวา แนวโนมของ carotenoid ในเน้ือเยื่อใต
กระดองมีปริมาณลดลงมาก (p<0.05) เม่ือเทียบกับปูระยะกระดองแข็งปกติ (C) ในขณะท่ีปริมาณ
carotenoid ของตับชวงใกลลอกคราบ (D3) จนกระท่ังถึงระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) กลับ
มีปริมาณ carotenoid เพิ่มข้ึนสูงมาก (p<0.05) อาจเปนไปไดวาการเปล่ียนแปลงของ carotenoid ท่ี
เกิดข้ึนในอวัยวะท้ังสองนี้มีความสัมพันธกัน   

 
 สําหรับผลการศึกษาชนดิ carotenoid พบวา β-carotene มีการสะสมมากในตับ (ภาพท่ี 
10A) สอดคลองกับรายงานของ Katayama et al. (1971) ท่ีพบวา ตับเปนเนื้อเยื่อท่ีมีปริมาณ 
carotenoid ชนดิ β-carotene มากท่ีสุด โดยรูปแบบการสะสมของ β-carotene คอนขางมีความ
แปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ แตกตางจากผลการศึกษา carotenoid ในเนื้อเยือ่ใตกระดองท่ี
พบวาเปนชนดิ astaxanthin ซ่ึงผลที่ไดเหมือนกับรายงานของ Gilchrist and Lee (1967) และ 
Greenberg (1968) ท่ีพบวา บริเวณเนื้อเยื่อใตกระดองเปนสวนท่ีมีการสะสม astaxanthin เปนหลัก 
(60-90%) โดยจะพบในรูปของ esterified form (Sagi et al., 1995) ดังนัน้จึงมีความเปนไปไดวา 
unknown ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดองนี้ อาจเปน carotenoid ชนิด esterified astaxanthin นอกจากนี ้
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เปนท่ีนาสังเกตวา ปริมาณ β-carotene ท่ีลดลงในตับอาจเกิดจากการเปล่ียนรูปไปเปน astaxanthin 
เพื่อสงไปสะสมยังเนื้อเยื่อใตกระดองในระหวางเกิดกระบวนการลอกคราบ 
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สรุป 
 

1. จํานวนเม็ดเลือดรวม 
 
 จากการศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมในปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบพบวา ระยะหลังลอก
คราบมีจํานวนเม็ดเลือดรวมโดยเฉล่ียสูงกวาระยะกอนลอกคราบ โดยจํานวนเม็ดเลือดมีแนวโนม
เพิ่มข้ึน 2 ชวง คือ ชวงระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ถึงระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง และชวง
ระยะหลังลอกคราบ 2 วัน ถึงระยะหลังลอกคราบ 5 วัน โดยเม็ดเลือดทําหนาท่ีเกีย่วของกับการผลิต
เอนไซม prophenoloxidase สังเคราะหน้ําตาล และมีบทบาทในระบบภูมิคุมกัน 
 
2. กิจกรรมเอนไซม 
  

2.1 กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase  
 
 รูปแบบกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับพบวา มีคาคอนขางตํ่าตลอดวงจรการ
ลอกคราบ เม่ือเปรียบเทียบกบัในเหงือก เนือ้เยื่อใตกระดอง และเลือด โดยกิจกรรมในตับของปู
ระยะกระดองแข็งปกติมีคาสูงสุด สําหรับกิจกรรมเอนไซมในเหงือกพบวา กิจกรรมเอนไซม 
phenoloxidase มีคาคอนขางสูงตลอดวงจรการลอกคราบ ในขณะท่ีกจิกรรมเอนไซมในเน้ือเยื่อใต
กระดองมีคาแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ สวนเลือดพบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase 
ในระยะกอนลอกคราบมีกิจกรรมคอนขางคงท่ีและมีคานอยกวาระยะหลังลอกคราบ ซ่ึงเอนไซม 
phenoloxidase ชวยเหนีย่วนําใหเกิดกระบวนการ sclerotization, melanization, calcification ใน
กระดอง และชวยทําลายส่ิงแปลกปลอมในระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
 

2.2 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase 
  
 สําหรับกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase พบวา ตับมีคากิจกรรมคอนขางคงท่ี
ตลอดวงจรการลอกคราบ ยกเวนในระยะปูกระดองแข็งปกติท่ีมีคาสูงมาก ในขณะท่ีกิจกรรม
เอนไซมในเหงือกมีคากิจกรรมคอนขางสูงตลอดวงจรการลอกคราบ แตกิจกรรมเอนไซม 
superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดองพบวา มีคากจิกรรมคอนขางแปรปรวนตลอดวงจรการ
ลอกคราบ ในขณะท่ีรูปแบบกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของเลือดในระยะกอนลอก 
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คราบพบวา กจิกรรมเอนไซมมีรูปแบบคอนขางคงท่ีและมีคานอยกวาระยะหลังลอกคราบ โดย
เอนไซม superoxide dismutase จะชวยกําจดัอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากขบวนการ metabolism และ
กระบวนการ respiratory burst ในระหวางการทําลายจุลชีพแบบ phagocytosis ของเซลลเม็ดเลือดปู 
 
3. ปริมาณ carotenoid 
 
 ตับมีการสะสม carotenoid ในรูป β-carotene เปนหลัก โดยปริมาณ carotenoid ท่ีสะสมมีคา
คอนขางแปรปรวน เนื่องจากตับเปนอวัยวะท่ีสะสมสารอินทรีย ซ่ึงจะถูกดึงมาใชในระหวางท่ีมีการ
ลอกคราบ สวนเหงือกสะสม carotenoid 3 ชนิด คือ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin 
ในขณะท่ี carotenoid หลักท่ีพบในเลือด คือ astaxanthin โดยเหงือกและเลือดมีรูปแบบของปริมาณ 
carotenoid ท่ีคลายคลึงกัน กลาวคือ ปริมาณ carotenoid มีคาสูงในระยะหลังลอกคราบใหม ๆ โดย
เลือดมีบทบาทในการขนสง carotenoid จากอวัยวะหนึ่งไปยังอวยัวะตาง ๆ ของรางกาย สําหรับ 
carotenoid ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดองเปนชนิด astaxanthin ซ่ึงเนื้อเยือ่ใตกระดองมีการสะสม 
carotenoid สูงสุด เม่ือเปรียบเทียบกับอวัยวะอ่ืน ๆ โดยปริมาณ carotenoid สูงสุดพบในปูระยะ
กระดองแข็งปกติ ท้ังนี้ carotenoid จะถูกเกบ็สะสมไวภายในโครมาโตฟอร 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ผลการศึกษาจาํนวนเม็ดเลือดรวมและกิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และ superoxide 
dismutase สามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและระบบ
ภูมิคุมกันของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบได 
 
2. เนื่องจากปริมาณ carotenoid โดยเฉพาะชนดิ astaxanthin ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาคอนขางสูง 
จึงนาจะมีการนํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหารสัตวน้ํา  
 
3. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกับความสัมพนัธระหวางจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของ
เอนไซม และปริมาณ carotenoid ในระบบภูมิคุมกันของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบตอไป 
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A 

 
B 

 
ภาพผนวกท่ี 1 การเล้ียงปูนิ่ม (A) และลักษณะปูท่ีลอกคราบเสร็จใหม ๆ (B) 
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ภาพผนวกท่ี 2 ลักษณะภายนอกของปูระยะปกติ (A)  และกระดองเกาท่ีเกิดจากการลอกคราบ     
ของปูทะเล (B) 
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A 

 
B 

 

เนื้อเยื่อใตกระดอง 

ตับ 

เหงือก 

ภาพผนวกท่ี 3 การเก็บเลือดท่ีโคนขาคูท่ี 5 (A) และอวัยวะภายในของปู (B) 
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phenoloxidase superoxide dismutase BSA 
 
ภาพผนวกที่ 4 ลักษณะ end product ของเอนไซมและโปรตีนมาตรฐาน BSA 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

    
ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน ระยะหลังลอกคราบ 5 วัน ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน 

 
ภาพผนวกที่ 5 สารสกัด carotenoid จากตับในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

   

 

ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน  
 
ภาพผนวกที่ 6 สารสกัด carotenoid จากเหงือกในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

    
ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน ระยะหลังลอกคราบ 5 วัน ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน 

 
ภาพผนวกที่ 7 สารสกัด carotenoid จากเนือ้เยื่อใตกระดองในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 
 

ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน 
 
ภาพผนวกที่ 8 สารสกัด carotenoid จากเลือดในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) 
 

สารเคมี 
- 1.0 mg/ml BSA (stock solution) 
- Bradford reagent 

 
วิธีการวิเคราะห 

1. เตรียมสารละลาย BSA เจือจางท่ีระดับความเขมขน 0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 
0.1 mg/ml ตามลําดับ จากสารละลาย BSA เขมขน (stock solution) (โดยใชน้ํากล่ัน
เปน blank) 

2. เติม Bradford reagent ปริมาตร 1 ml ลงใน 100 μl ของสารละลายเจือจางระดับความ
เขมขนตาง ๆ ท่ีเตรียมไว ผสมใหเขากัน แลวบมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที 

3. จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว 595 nm 
4. นําผลท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 595 nm กับความ

เขมขนระดับตาง ๆ ของ BSA 
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ภาพผนวกท่ี 9 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin 
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กราฟมาตรฐานของเอนไซม phenoloxidase และ superoxide dismutase 
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ภาพผนวกท่ี 10 กราฟมาตรฐานของเอนไซม phenoloxidase  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.01x 
R2 = 1

0
0.02
0.04
0.06
0.08

0.1
0.12
0.14
0.16
0.18

0.2

0 5 10 15 20

units of superoxide dismutase product

A
bs

or
ba

nc
e 

(O
D

 4
75

 n
m

)

 
ภาพผนวกท่ี 11 กราฟมาตรฐานของเอนไซม superoxide dismutase  
 



 76 

กราฟมาตรฐานของ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin 
 

วิธีการวิเคราะห 
1. เตรียมสารละลาย standard carotenoid ในระดับความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 

และ 4.0 ppm  
2. นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ carotenoid ชนิดนั้น ๆ 

แลวคํานวณความเขมขนจริงของสารละลายมาตรฐานดวยคา absorption 
coefficience 

3. นําสารละลายมาตรฐานแตละความเขมขนมาวัดคา peak area ดวย HPLC ท่ีการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด  
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ภาพผนวกท่ี 12 กราฟมาตรฐานของ astaxanthin 
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ภาพผนวกท่ี 13 กราฟมาตรฐานของ β-carotene 
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ภาพผนวกท่ี 14 กราฟมาตรฐานของ zeaxanthin 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 

ช่ือ –นามสกุล นางสาวรพีพร  ฤกษพุฒ ิ
วัน เดือน ป ท่ีเกิด วันท่ี 3 ธันวาคม 2523 
สถานท่ีเกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (ประมง)  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน - 
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