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การศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ superoxide dismutase รวมทั้ง
องคประกอบของชนิดและปริมาณ carotenoid ของปูทะเล (Scylla serrata Forskål 1775) จํานวน 12 ระยะตลอด
วงจรการลอกคราบพบวา จํานวนเม็ดเลือดรวมมีคาอยูในชวง 5.02±1.90 ถึง 17.64±9.98 x106cellml-1   โดย
จํานวนเม็ดเลือดในระยะหลังลอกคราบมีคามากกวาปูในระยะปกติและระยะกอนลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ในตับ เหงือก เน้ือเย่ือใตกระดอง และเลือดพบวา   
มีคาอยูระหวาง 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 ซึ่งพบวา เอนไซมแสดงกิจกรรมเดนชัดในเหงือก แตตับและเน้ือเยื่อใต
กระดองมีคากิจกรรมคอนขางแปรปรวน สําหรับเลือดพบวา กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase มีคาสูงสุดใน
ระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง เน่ืองจากเม็ดเลือดและ phenoloxidase มีบทบาทที่เก่ียวของกับกระบวนการ 
sclerotization, melanization และระบบภูมิคุมกันของปู สวนกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในตับ 
เหงือก เน้ือเยื่อใตกระดอง และเลือด มีคาอยูในชวง 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 โดยคากิจกรรมสูงสุดของเอนไซม
พบในตับและเน้ือเยื่อใตกระดองของปูในระยะกระดองแข็งปกติ ในขณะที่กิจกรรมเอนไซมที่พบในเลือดและ
เหงือกมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 6 และ 12 ช่ัวโมง ตามลําดับ ซึ่ง superoxide dismutase มีหนาที่
เก่ียวของกับการกําจัด superoxide anion ที่ไดจากขบวนการ metabolism และกระบวนการ respiratory burst 
สําหรับปริมาณ carotenoid พบวา มีคาสูงสุดในเน้ือเยื่อใตกระดองของปูระยะปกติ (11.75±2.64 ถึง 53.43±0.98 
μg g wet  weight-1) รองลงมา ไดแก ตับ เหงือก และเลือด โดยมีคาเทากับ 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 การวิเคราะหชนิด carotenoid         
ดวยเทคนิค HPLC พบวา เน้ือเยื่อใตกระดอง เหงือก และเลือด มีการสะสม astaxanthin เปนหลัก ในขณะที่ตับ
พบ β-carotene มากที่สุด ผลงานวิจัยแสดงถึงความสัมพันธของเม็ดเลือด กิจกรรมเอนไซม และรงควัตถุที่สงผล
ตอกระบวนการลอกคราบ การเกิดสี กิจกรรม metabolism และระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
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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. 
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จํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของเอนไซมที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน และปริมาณ 

คาโรทีนอยดในวงจรการลอกคราบของปูทะเล (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) เปนสัตวน้ําท่ีมีความสําคัญในการประมงและจัดเปนสัตวเศรษฐกิจ
ท่ีสําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง เนื่องจากมีรสชาติดี มีคุณคาทางโภชนาการสูง และสามารถหา
บริโภคไดงาย โดยปูทะเลนับเปนสินคาสงออกท่ีทํารายไดดีและเปนท่ีนยิมของผูบริโภคท้ังภายใน
และภายนอกประเทศ ซ่ึงปริมาณการสงออกในป พ.ศ. 2548 เทากับ 8,749.44 ตัน คิดเปนมูลคา 
4,164.77 ลานบาท ปพ.ศ. 2549 เทากับ 7,824.99 ตัน คิดเปนมูลคา 3,351.43 ลานบาท และป พ.ศ. 
2550  เทากับ 12,584.89 ตัน คิดเปนมูลคา 3,725.00 ลานบาท (กรมประมง, 2551)  

 
ปูทะเลเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังท่ีมีกระดองแข็งหุมตัว จึงไมสามารถขยายหรือเพ่ิม

ขนาดได ปูจะเจริญเติบโตหรือมีขนาดใหญข้ึนก็ตอเม่ือไดสลัดเปลือกเกาท้ิงและสรางเปลือกใหมท่ี
ใหญกวาเดิมท่ีเรียกวา ปูลอกคราบ โดยความถ่ีของการลอกคราบข้ึนอยูกับอายุและขนาดของปู   
การลอกคราบของปูสามารถสังเกตไดจากการท่ีกระดองแยกออกจากเยื่อหุมตัวซ่ึงระยะน้ีเรียกวา    
ปูสองกระดอง เปนระยะท่ีปูเคล่ือนไหวชา มีกระบวนการสะสมสารอินทรียและการดงึ
สารประกอบของแคลเซียมและไคตินในเปลือกเกาไปใชในการสรางเปลือกใหม ปูท่ีลอกคราบ 
ใหม ๆ ผิวของกระดองจะนิ่มและยน หลังจากท่ีปูปรับระดับความเขมขนของเกลือแรและปริมาณ
น้ําในตัวใหเขาสูระดับปกตแิลวเปลือกใหมจะคอย ๆ ตึงและเพ่ิมขนาดตามสวนโดยในระยะน้ีปูจะ
ไมมีการเคล่ือนไหวนับเปนชวงเวลาวิกฤติท่ีปูมีความออนแอท่ีสุด กระบวนการลอกคราบน้ีจําตอง
อาศัยการทํางานรวมกนัของระบบตาง ๆ หลายระบบ เชน ระบบฮอรโมน ระบบขับถาย ระบบ
ภูมิคุมกัน และระบบหมุนเวยีนของเลือด เปนตน 

 
เนื่องจากสัตวในกลุมครัสเตเชีย เชน ปู มีระบบภูมิคุมกันโดยกําเนิด (innate immunity) 

เพียงอยางเดียว จึงไมมีระบบการจดจํา antigen และปฏิกิริยา antigen-antibody ท่ีใชตอตาน 
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ส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย ซ่ึงแตกตางจากสัตวมีกระดกูสันหลัง ทําใหปูจําเปนตองพัฒนากลไก
การปองกันตัวท่ีมีประสิทธิภาพ   ระบบหมุนเวยีนเลือดของปูเปนแบบเปดและในเลือดประกอบไป
ดวยเซลลเม็ดเลือดท่ีทําหนาที่กําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกายซ่ึงนบัเปนกระบวนการปองกันตัว
ท่ีสําคัญ  มีรายงานพบวา มีเอนไซมหลายชนิดทําหนาท่ีเกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุม   
ครัสเตเชีย เชน phenoloxidase ซ่ึงมีการแสดงออกของเอนไซมมากกวา 80% ในเม็ดเลือด 
(Perazzolo and Barracco, 1997; Söderhäll and Cerenius, 1992) superoxide dismutase ชวยปองกนั
เซลลจากอนุมูลอิสระ (free radical) และกระตุนกระบวนการกลืนกินเซลลและหอมลอมส่ิง
แปลกปลอม นอกจากนี้ยังมีการรายงานวา เอนไซม superoxide dismutase และรงควตัถุบางชนิดยัง
มีความสัมพันธกับการลดลงของการเกิดมะเร็ง การลดการอักเสบ และการเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ปองกันการเกดิอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Shingu et al., 1994; Aggarwal et al., 2006) ในสัตว
จําพวกหนูอีกดวย   

  
 ปูท่ีอยูในชวงเวลาหลังการลอกคราบใหม ๆ จะอยูในสภาพออนแอ ไมเคล่ือนท่ี และจําตอง
ดึงน้ําเขาตัวไปเปนจํานวนมากเพื่อขยายขนาดโครงราง ซ่ึงอาจทําใหรางกายปูไดรับจุลชีพหรือส่ิง
แปลกปลอมท่ีเขาไปพรอมกบัน้ําไดโดยงาย มีความเปนไปไดวาปูนาจะมีระบบภูมิคุมกันท่ีมี
ประสิทธิภาพเพื่อชวยในการปองกันตัวเองและรักษารางกายใหแข็งแรงพรอมท่ีจะเขาสูระยะ
กระดองแข็งตอไป จากขอมูลดังกลาวทําใหผูวิจยัมีความสนใจท่ีจะศึกษาความสัมพนัธระหวาง
กิจกรรมของเอนไซมดังกลาวกับจํานวนเม็ดเลือด รวมถึงการเปล่ียนแปลงปริมาณรงควัตถุตลอด
วงจรการลอกคราบของปูทะเล ท้ังนี้เพื่อใชองคความรูนีเ้ปนขอมูลพื้นฐานในการอธิบายหนาท่ีทาง
สรีรวิทยาในสัตวกลุมครัสเตเชียตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

2. เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน ไดแก phenoloxidase 
และ superoxide dismutase ในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

3. เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของ carotenoid ท่ีสะสมในวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทางชีววิทยาของปูทะเล 
 

1.1 อนุกรมวิธานของปูทะเล 
 
 ปูทะเลมีช่ือวทิยาศาสตรวา 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 
   

 ปูทะเลมีกระดองที่มีลักษณะนูนและเรียบเปนรูปหกเหล่ียม มีสีน้ําตาลปนเขียวหรือ
น้ําตาลปนเทา กวางประมาณ 1.5 เทาของความยาวกระดอง  ขอบกระดองดานหนามีหนามขนาด
เทากัน 4 อัน เบาตามีขนาดใหญ หนามในเบาตาดานทองมีลักษณะแหลมและยืน่ออกมา ขอบ
กระดองดานขางมีหนาม 9 อัน กาม (cheliped) เรียบ บนรยางคขาเดินปลองท่ี 4 (merus) และ 5 
(carpus) มีหนาม 3 อัน มือ (manus) มีลักษณะเรียบและพอง ผิวดานหลังมีสัน 2 สัน ขาวายน้ํามีผิว
เรียบ รยางคขาเดินปลองท่ี 4 มีความยาวประมาณ 1.5 เทาของความกวาง ขอบดานทายของรยางคขา
เดินปลองท่ี 6 (propodus) เรียบ ไมมีหนาม อวัยวะเพศผู (pleopod) คูแรกมีลักษณะทู แบนและมี
หนามจํานวนมากตรงบริเวณดานนอก กระดองตัวเต็มวยัเพศผูมีความยาวประมาณ  86.5 มิลลิเมตร 
กวาง 127.2 มิลลิเมตร ตัวเต็มวัยเพศเมียมีความยาวประมาณ 90.2 มิลลิเมตร กวาง 130.2 มิลลิเมตร 
ปูทะเลมักอาศัยบนพื้นทองทะเลท่ีเปนโคลนบริเวณแหลงน้ํากรอยไมหางจากชายฝง (Dai and 
Yang, 1991) สําหรับประเทศไทยพบชุกชุมในปาแสม โกงกาง และปาจากริมฝงทะเลท้ังอาวไทย
และอันดามนั (บรรจง และ บุญรัตน, 2545) 
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1.2 วงจรชีวิตและการลอกคราบของปูทะเล 
  
 วงจรชีวิตของปูทะเลเร่ิมจากปูตัวเต็มวัยจับคูผสมพันธุกันบริเวณปาชายเลน แลวจึง
วางไข โดยในอาวไทยจะวางไขท่ีระดับความลึก 20-30 เมตร หางจากฝงประมาณ 30-50 กิโลเมตร 
สวนในทะเลอนัดามันจะวางไขท่ีระดับความลึก 90-200 เมตร หางจากฝงประมาณ 80 กิโลเมตร 
และไขจะฟกเปนตัวเขาสูลูกปูวัยออนระยะท่ี 1 (zoea) ภายใน 10-15 วัน ลูกปูระยะนี้มีรูปรางไม
เหมือนพอแม ดํารงชีวิตแบบแพลงคตอนโดยลองลอยไปตามกระแสน้ํา และจะมีการลอกคราบ
ประมาณ 5 คร้ัง ใชเวลาท้ังหมด 15-20 วัน จึงเขาสูปูวัยออนระยะท่ี 2 (megalopa) ซ่ึงมีลักษณะคลาย
ปู แตสวนทายของทองยื่นยาว  อาจจะวายน้ําไดและมีการอพยพเขาใกลชายฝงมากข้ึนซ่ึงใชเวลา    
5-7 วัน แลวพฒันาเขาสูลูกปูขนาดเล็ก (instar) ซ่ึงมีลักษณะเปนลูกปูเหมือนพอแม มีกระดองกวาง
ประมาณ 3.5 เซนติเมตร โดยลูกปูจะเร่ิมจมตัวลงสูพื้นดนิ และอพยพเขาสูปาชายเลนและพัฒนาเปน
ปูตัวเต็มวัยตอไป (ชลธี, 2539) 
 

การเจริญเติบโตของปูทะเลเพื่อเขาสูระยะตาง ๆ อาศัยการลอกคราบเพราะปูมีกระดอง
แข็งจึงไมสามารถขยายหรือเพิ่มขนาดได จาํเปนตองสลัดเปลือกเกาออก (molting) ในวงจรการลอก
คราบจะมีการสะสมอาหารและเกลือแรท่ีจาํเปน นอกจากนี้ยังดึงเอาสารอาหารบางอยางจากเปลือก
เกามาใชซํ้า วงจรการลอกคราบแบงออกเปน 5 ระยะ (บรรจง และ บุญรัตน, 2545 อางถึง Drach, 
1939) ดังนี ้

 
1. ระยะกอนการลอกคราบ (stage D: proecdysis หรือ premolt) ระยะน้ีปูเร่ิมสรางช้ัน

เคลือบผิว (epicuticle) และหนาม โดยท่ีผิวช้ันนอก (epidermis) จะเร่ิมหล่ังสารเพ่ือยอยคราบเกา มี
การสะสมอาหารและแรธาตุเพื่อเตรียมพรอมสําหรับคราบใหม ระยะนีปู้จะกนิอาหารนอย มีการ
เคล่ือนไหวชา ชวงทายของระยะจะเกดิรอยปริแตกออกบริเวณ epimeral line และหยดุกินอาหาร 
ระยะนี้ใชเวลาประมาณรอยละ 24 ของวงจรการลอกคราบ 
 

2. ระยะลอกคราบ (stage E: ecdysis) เกิดการลอกคราบ โดยปูดึงน้ําเขาตัวอยาง
รวดเร็วเพื่อถอดเปลือกเกาออก ระยะนี้ปูจะไมเคล่ือนท่ีไมกินอาหารถือเปนชวงวิกฤตเนื่องจากปู
ออนแออาจถูกสัตวอ่ืนทํารายได ระยะนี้ใชเวลารอยละ 0.5 ของวงจรการลอกคราบ 
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3. ระยะกระดองนิ่ม (stage A: soft shell) เปนระยะหลังการลอกคราบใหมๆ กระดอง
จะมีความออนนุม ช้ันเคลือบผิว ช้ันเม็ดสีและช้ันเยื่อบุจะติดกันเปนช้ันเดียว ปูจะไมกนิอาหารและ
ไมคอยเคล่ือนไหว ระยะนีใ้ชเวลาประมาณรอยละ 1.5 ของวงจรการลอกคราบ 
 

4. ระยะกระดองเริ่มแข็ง (stage B: paper shell) เปนระยะท่ีกระดองใหมเร่ิมแข็ง 
เคลือบผิวช้ันใน (endocuticle) เร่ิมพัฒนา ช้ันเม็ดสีเร่ิมถอยกลับ แตปูจะยังไมกินอาหาร ระยะนี้ใช
เวลาประมาณรอยละ 8 ของวงจรการลอกคราบ 
 

5. ระยะเปลือกแข็ง (stage C: intermolt) ระยะกระดองแข็งเต็มท่ี ผิวช้ันนอก 
(epidermis) มีการจัดเรียงตัวอยางสมบูรณ การพัฒนาของช้ันเม็ดสีสมบูรณและถอยกลับเขาไปอยู
ฐานปลายขนเกา ระยะนี้ปูกนิอาหารตามปกติ มีการเคล่ือนไหวอยางวองไว เร่ิมมีการสะสม
สารอินทรียและสารอนินทรียเพื่อท่ีจะใชในการลอกคราบในรอบตอไป ระยะนี้ใชเวลาประมาณ
รอยละ 66 ของวงจรการลอกคราบ  

 
2. ลักษณะเม็ดเลือดของปูทะเล 
 
 ปูทะเลมีระบบหมุนเวียนเลือดแบบเปด ในน้ําเลือดประกอบไปดวยเซลลเม็ดเลือดท่ีเรียกวา  
ฮีโมไซต (haemocyte) ทําหนาท่ีกําจดัส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย อันมีความสําคัญใน
กระบวนการปองกันตัวท่ีมีประสิทธิภาพ (Smith and Söderhäll, 1986 อางถึง Bauchau, 1981) ใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีจําแนกเม็ดเลือดออกเปน 3 กลุม ซ่ึงมีหนาท่ีสําคัญแตกตางกนั
ดังนี ้
 
 1. Hyaline cell   เปนเซลลขนาดเล็กซ่ึงไมมี granule อยูภายใน มีความสามารถในการกลืน
กินเซลล (phagocytosis) โดยจะถูกกระตุนจากเอนไซม prophenoloxidase ในสัตวจําพวก decapod 
จะพบเซลลซ่ึงมีลักษณะเชนเดียวกับ hyaline cell เปนสวนใหญ  
 

2. Semigranular cell   เปนเซลลท่ีพบ granule ขนาดเล็กอยูภายใน ซ่ึงบรรจุเอนไซม
prophenoloxidase เซลลชนิดนี้มีความสามารถในการทําลายเช้ือโรคไดอยางรวดเร็ว โดยจะเขาทํา
ปฏิกิริยาเปนลําดับแรกในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดวยวิธีการปลดปลอยสารจาก granule 
(degranulation)  
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3. Granular cell   ประกอบดวย granule ขนาดใหญและมี secretory granule จํานวนมากใน 
cytoplasm มีหนาท่ีในการเกบ็สะสมเอนไซม prophenoloxidase เซลลไมมีกระบวนการกลืนกิน
เซลล มีแรงจับ (attach) ออนมากและมีการกระจายในวงจํากัด 

 
มีรายงานการศึกษาจํานวนและชนิดของเม็ดเลือดในสัตวกลุมครัสตาเชียหลายคณะ เชน 

Vázquez et al. (1997) จําแนกเม็ดเลือดของกุงน้ําจดืชนิด Macrobrachium rosenbergii ตามลักษณะ
สัณฐานออกเปน 3 ชนิด ไดแก เซลลเม็ดเลือดชนิด hyaline เปนชนิดท่ีมีมากท่ีสุด ซ่ึงมี cytoplasmic 
granule ขนาดใหญจํานวนนอย อัตราสวนของ nucleocytoplasmic มากและสามารถแบงตัวไดอยาง
อิสระในสภาวะท่ีไมมี anticoagulant ชนิดท่ีสองเปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมี granule หลายชนิด ซ่ึงมี
ขนาดและความหนาแนนของ granule แตกตางกันและมีการแสดงกิจกรรมการกลืนกนิเซลล สวน
เซลลเม็ดเลือดชนิดสุดทายยงัไมสามารถจัดจําแนกกลุมได ซ่ึงมีจํานวนนอยท่ีสุด  

 
Laxmilatha and Laxminarayana (2004) ไดจาํแนกเม็ดเลือดของกุง Indian white shrimp 

(Fenneropenaeus indicus H. Milne Edwards, 1837) โดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวา
ประกอบไปดวยเม็ดเลือดจํานวน 3 ชนิด ไดแก เม็ดเลือดท่ีไมมี granule (agranulocyte) เม็ดเลือดท่ีมี
จํานวน granular ปานกลาง (semi-dense granulocyte) และเม็ดเลือดท่ีมี granule จํานวนมาก (dense 
granulocyte) สวน Mix and Sparks (1980) ศึกษาระบบหมุนเวยีนเลือดของปู Tanner crab 
(Chionocetes bairdi) พบวา สามารถจําแนกเม็ดเลือดออกเปน 3 ชนิด ไดแก  hyalinocyte, 
intermediate granulocyte และ eosinophilic granulocyte และพบวา ปูท่ีตดิเช้ือรากลุม Ascomycete 
จะมีอัตราสวนของ granulocyte มากกวา hyalinocyte เม่ือเปรียบเทียบกับปูท่ีไมไดตดิเช้ือ 
นอกจากนี้ Yildiz and Atar (2002) ศึกษาเม็ดเลือดในปูน้ําจืดชนิด Potamon fluviatilis พบวา
สามารถจําแนกชนิดเม็ดเลือดออกเปน 3 กลุม คือ hyalinocyte, semigranulocyte และ granulocyte 
สัดสวนท่ีพบคือ 15%, 54.25% และ 30.75% ตามลําดับ สวน Jussila et al. (1997) ไดศึกษาจํานวน
เม็ดเลือดรวมและชนิดของเม็ดเลือดในกุงมังกร western rock lobster (Panulirus cygnus) ท่ีเกิด
ความเครียดจากการถูกจับและการขนสงพบวา เม็ดเลือดถูกแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก hyalinocyte, 
semi-granulocyte และ granulocyte ซ่ึงมีอัตราสวนอยูในชวง 29.1-37.0%, 51.1-62.9% และ        
5.1-13.1% ตามลําดับ สัดสวนของเม็ดเลือด granulocyte จะลดลงหลังจากกุงมังกรถูกจับมาเปนเวลา   
16 ช่ัวโมง  
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3. เอนไซมในระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
 

3.1 phenoloxidase (PO) 
 

 ภายในเม็ดเลือดของปูทะเลจะมีการทํางานของ phenoloxidase อันเปนโปรตีนท่ีสําคัญ
ของระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงเกิดจาก prophenoloxidase (proPO) ถูกเปล่ียนสภาพใหพรอมทํางานโดยถูก
กระตุนจากเอนไซม serine proteinase ท่ีอยูในรูป active form (Söderhäll and Cerenius, 1992 อาง
ถึง Söderhäll, 1983) (ภาพท่ี 1) และ phenoloxidase จะ oxidize tyrosine ไปเปน quinone และ
เกิดปฏิกิริยา polymerization จนได melanin ซ่ึงทําหนาท่ีในกระบวนการ melanization  ตอไป 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 ระบบการกระตุน prophenoloxidase ในสัตวกลุมครัสเตเชีย (Smith and Söderhäll, 1986) 
 

 มีการศึกษากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในสัตวกลุมครัสเตเซียโดย Söderhäll and 
Smith (1983) วิเคราะหองคประกอบทางชีวเคมีในเม็ดเลือดของปูชนิด Carcinus maenas และครัส
เตเชียกลุมอ่ืน ๆ พบวา มี prophenoloxidase อยูในเม็ดเลือดชนิด granular cell และ semigranular 
cell แตไมพบใน hyaline cell สวน Vargas-Albores et al. (2005) ศึกษาเม็ดเลือดในกุงกลุม penaeid 
(Farfantepenaeus californiensis, Litopenaeus vannamei และ L. stylirostris) พบวา กุงมีเม็ดเลือด   
3 ชนิด โดยมีขนาดของ cytoplasm ใน granule แตกตางกัน และเม็ดเลือดแตละชนดิจะมีลักษณะ 
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ทางชีวเคมีและหนาท่ีเฉพาะตัว เอนไซม prophenoloxidase สวนใหญมีอยูในเม็ดเลือดที่มี granule 
ขนาดใหญ (75%) ในขณะท่ีเม็ดเลือดท่ีมี granule ขนาดเล็กมีเพียง 25% 

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

japonica) เม่ือใช L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) เปน substrates พบวา phenoloxidase มี
สภาพเหมาะสม (optimum condition) ท่ี pH 6.0 อุณหภมิู 40 °C และมีคา Km ของ L-DOPA เทากับ 
3.41 นอกจากนี้ phenoloxidase ยังมีความไวตอสารบางชนิด ไดแก sodium sulfite,  1-phenyl-2-
thiourea,  thiourea และ benzoic acid แตจะถูกยับยั้งโดย Zn2+, Mg2+, ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) และ diethyldithiocarbamate (DECT)  

 
 Perazzolo and Barracco (1997) ศึกษาเอนไซมในระบบภูมิคุมกันของกุง Penaeus 

paulensis พบวามีการแสดงออกของ phenoloxidase มากกวา 80% ในเม็ดเลือด โดยเอนไซม 
phenoloxidase จะมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนเม่ือมี lipopolysaccharide, trypsin และ β-1, 3 glucan เปน
ตัวกระตุน นอกจากนี้ยังพบวาแคลเซียมและแมกนีเซียมท่ีระดับความเขมขน 5 mM และ 10 mM 
ตามลําดับ เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการทํางานของ phenoloxidase 

 
 Sritunyalucksana et al. (1999b) ศึกษา agglutination ในกิจกรรมของ 

phenoloxidase และการยับยั้งจุลชีพ (antibacterial) ในเลือดของกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) 
พบวาท่ีระดับ peptidoglycan 0.4% และ lipopolysaccharide 0.002% สามารถยับยั้งจุลชีล 
กระตุน agglutination และทําใหกิจกรรมของ phenoloxidase เพิ่มข้ึนถึง 22 และ 11 เทา 
ตามลําดับ แต laminarin (β-1,3 glucan) ไมสามารถกระตุนกิจกรรมของ phenoloxidase ได แต
ในเม็ดเลือดของกุงชนิด Penaeus californiensis พบวา prophenoloxidase จะมีประสิทธิภาพใน
การทํางานสูง เม่ือมี laminarin เปนตัวกระตุน (Hernández-López et al., 1996) 
 

3.2 superoxide dismutase (SOD) 
 

 superoxide dismutase เปน antioxidative enzyme (Holmblad and Söderhäll, 1999) ท่ีมี
อยูท่ัวไปในส่ิงมีชีวิตท่ีใชออกซิเจน เชน green pea, Streptococcus mutans, wheat germ, E. coli, 
Saccharomyces cerevisiae และ Neurospora crassa (Worthington Biochemical Corporation, 2006) 
โดยบริเวณ active site ของเอนไซมจะมีทองแดงและสังกะสี (CuSOD, ZnSOD) หรือแมงกานีส 



 10 

(MnSOD) หรือเหล็ก (FeSOD) เพื่อชวยปองกันจากการถูกออกซิไดส (oxidize) โมเลกุลออกซิเจน
และไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเอนไซมชนิดนีย้ังทําหนาท่ีกระตุนกระบวนการกลืนกินเซลลและ
การหอมลอมส่ิงแปลกปลอม (encapsulation) อีกดวย 

 
 Yao et al. (2004) สกัด superoxide dismutase จากกุงชนดิ Macrobrachium nipponense 

พบวาเอนไซมมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 21.7 kDa ดูดซับแสงท่ีความยาวคล่ืน 278 nm เอนไซมจะ
คงสภาพอยู 90 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25-45 °C  และกิจกรรมของเอนไซมถูกกระตุนโดย ZnCl2, SDS 
และ mercaptoethanol แตจะถูกยับยั้งจาก CaCl2, CuSO4, ZnCl2 และ K2Cr2O7  
  
 Campa-Córdova et al. (2002) ศึกษาระดับ superoxide dismutase ท่ีเหมาะสมในระบบ
ภูมิคุมกันของกุงขาว (Litopenaeus vannamei) ระยะ juvenile พบวา β-glucan และ sulphated 
polysaccharide สามารถกระตุนภูมิคุมกนัในกุงขาวได โดยทําใหระดับกิจกรรม superoxide 
dismutase ในเม็ดเลือดและกลามเนื้อเพ่ิมข้ึน 1.5 และ 1.4 เทา ตามลําดับ 
 

 Campa-Córdova et al. (2005) ศึกษากิจกรรมของ MnSOD ในระบบภมิูคุมกันของกุง
ขาว (Litopenaeus vannamei) ระยะ juvenile พบวากจิกรรมของ MnSOD สามารถกระตุนใหเกิด
การตานอนุมูลอิสระ โดยพบการตอบสนองสูงสุดหลังจากกระตุนดวย β-glucan,  lipopolysaccharide 
(LPS),  fucoidan และเช้ือวิบริโอ (Vibrio penaeicida)  ท่ีตายแลว ตามลําดับ 
 
4. รงควัตถุในปูทะเล 

 
 โครงสรางผิว (integument) ของปูแบงออกเปน 4 ช้ัน ดังนี้ (ภาพท่ี 2) (Warner, 1977)  

 
1. ช้ันเคลือบผิว (epicuticle)  เปนช้ันบางๆ ท่ีอยูดานนอกสุด ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน 

และแคลเซียม  แตไมพบการสะสมของไคตินในช้ันนี้ 
 

2. เคลือบผิวช้ันนอก (exocuticle) ประกอบดวยไคติน โปรตีน รงควัตถุ และแคลเซียม   
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ภาพท่ี 2 โครงสรางเปลือกของสัตวกลุมครัสเตเชีย (Warner, 1977) 
 

3. เคลือบผิวช้ันใน (endocuticle) ประกอบดวยไคติน โปรตีน คลายกับช้ัน exocuticle แต
ไมมีการสะสมของรงควัตถุในช้ันนี ้ 
 

4. ช้ันเยื่อบุ (membranous layer) เปนช้ันในสุดของช้ันเคลือบผิว ประกอบดวยโปรตีน และ    
ไคตินเปนสวนใหญ  
 

 รงควัตถุในกลุมครัสเตเชียสวนใหญจัดอยูใน carotenoid ซ่ึงเปนรงควัตถุท่ีมีโครงสราง
ของ isoprene 8 หนวยมาตอกัน สัตวกลุมครัสเตเชียมี carotenoid ในอวยัวะตาง ๆ เชน ตา น้ําเลือด 
ไข กระดอง ตับ (hepatopancreas) และรังไข   Bauernfeind (1981) แบง carotenoid เปนกลุมยอยได     
2 กลุม ดังนี ้

 
1. carotene เปนรงควัตถุในกลุม carotenoid ท่ีไมถูกออกซิไดส (oxidized) และประกอบ

ไปดวยสารไฮโดรคารบอนเพียงอยางเดียว (ภาพท่ี 3)  รงควัตถุในกลุมนี้ ไดแก α-carotene และ β-
carotene คาโรทีนมีสีสม สมเหลือง และเหลือง สะสมอยูในตับ แครอท และผักผลไม แตพบปริมาณ
นอยในสัตวกลุมครัสเตเชีย (Wikipedia, 2006b) 
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2. xanthophylls เปนรงควัตถุประเภท oxycarotenoid (ภาพท่ี 3) โดยชนดิท่ีพบมากท่ีสุด
ในสัตวกลุมครัสเตเชีย คือ astaxanthin ซ่ึงอาจพบอยูในรูปอิสระ (free form), esterified form หรือ 
carotenoprotein สวนมากจะพบในรูปของ free form ท่ีจบัอยูกับโปรตีน astaxanthin พบในส่ิงมีชีวติ
หลายชนิด เชน สาหรายขนาดเล็ก ยีสต ปลาแซลมอน ปลาเทราท ปกนกบางชนดิ และสัตว
กลุมครัสเตเชีย (Wikipedia, 2006a) 
 

 
 

α-carotene 

 

 
 

β-carotene 

 

 
 

astaxanthin 
 

ภาพท่ี 3 โครงสรางของรงควัตถุในกลุม carotenoid (Wikipedia, 2009a, 2009b; Ben Best, 2009) 
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 Czeczuga (1971) ศึกษาชนิดของ carotenoid ในหนวด (antennae) กานตา กระดอง 
กลามเนื้อ และลําไสของ crayfish ชนิด Astacus leptodactylus (Esch.) พบวา มีจํานวน 10 ชนิด 
ไดแก β-carotene, echinenone, canthaxanthin, cryptoxanthin,  lutein, zeaxanthin, violaxanthin, 
neoxanthin, ketocarotenoid และ astaxanthin 

 
 Sachindra et al. (2005) ศึกษาปริมาณ carotenoid ในเนื้อและเปลือกของปูทะเลชนิด 

Charybdis cruciata และปูน้ําจืดชนิด Potamon potamon พบวา ปูท้ัง 2 ชนิดมี carotenoid ปริมาณ
นอย 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 สวนปูน้าํจืดประกอบดวย zeaxanthin เปนหลัก โดยพบในเนื้อ    
42 g/100 g ของปริมาณ carotenoid ท้ังหมด และเปลือก 74.8 g/100 g ของปริมาณ carotenoid 
ท้ังหมด 

 
 Nègre-Sadargues et al. (2000) วิเคราะห carotenoid ในกุงทะเลลึกครอบครัว 

Alvinocarididae 3 ชนดิ ไดแก Rimicaris exoculata,  Chorocaris chacei และ Alvinocaris markensis    
ท่ีอาศัยอยูบริเวณปลองภเูขาไฟใตน้ําใน mid-Atlantic พบวา กุงชนิด Rimicaris exoculata  มีปริมาณ 
carotenoid เพิม่ข้ึนในระยะ juvenile ในขณะท่ีกุงชนดิ Chorocaris chacei และ Alvinocaris 
markensis  มี carotenoid ปริมาณนอย  

 
 Wade et al. (2005) ศึกษารงควัตถุกลุม carotenoid พวก astaxanthin ในเปลือกของ 

western rock lobster (Panulirus cygnus) ในระยะเกือบตัวเต็มวัย (sub-adult) ท่ีมีการลอกคราบจาก
ระยะ red phase สูระยะ white phase พบวาปริมาณ carotenoid ในระยะ red phase สูงเปน 2.4 เทา
ของระยะ white phase  

 
 



 14 

อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การเก็บตัวอยางปูทะเล 
 
 เก็บตัวอยางปูทะเล (Scylla serrata) จากฟารมปูนิ่ม อ. ขลุง จ. จันทบุรี ท่ีมีขนาดความกวาง
ของกระดองประมาณ  6.5-9.5 เซนติเมตร น้ําหนกัประมาณ 50-130 กรัม ซ่ึงอยูในระยะ (stage) ตาง 
ๆ กัน นําปูท่ีไดมาพักในตูเล้ียงท่ีภาควิชาวทิยาศาสตรทางทะเล คณะประมง ม. เกษตรศาสตร ซ่ึง
เปนระบบปดมีการเปล่ียนถายน้ําสัปดาหละ 2 คร้ัง อาหารท่ีเล้ียงปู ไดแก เนื้อปลาสับ และใหอาหาร
ปริมาณท่ีมากเกินพอทุก ๆ 2 วัน จากน้ันรอจนกระท่ังปูเขาสูระยะท่ีตองการของวงจรการลอกคราบ 
(molting cycle) จึงเก็บตัวอยางเพื่อนําไปวิเคราะหจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมเอนไซม ชนิดและ
ปริมาณ carotenoid ท่ีสะสมในปูทะเล โดยเก็บตัวอยางปูจาํนวน 12 ระยะ ไดแก  
 

1. ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 
2. ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 
3. ระยะกอนลอกคราบ 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) 

 
 เตรียมตัวอยางเลือด (haemolymph) จากปู 15 ตัว โดยใช ethanol 70% ทําความสะอาด
บริเวณโคนขาเดินคูท่ี 4 และ 5 จากนั้นใชเข็มฉีดยาเบอร 21 เจาะเลือดปูบริเวณโคนขาเดิน นําเลือด
เก็บในหลอดพลาสติกท่ีมี 10% trisodium citrate บรรจุอยู (อัตราสวนระหวาง 10% trisodium 
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citrate และเลือดเทากับ 1:4) ยอมเม็ดเลือดดวย tryphan blue แลวจึงนับเม็ดเลือดท่ีมีลักษณะสมบูรณ
โดยใช haemacytometer ภายใตกลองจุลทรรศน  
 
3. การศึกษากิจกรรมเอนไซม 
  

3.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

 หลังจากทําความสะอาดปูแลวจึงเตรียมตัวอยางเลือดและเนื้อเยื่อจากปูจาํนวน 9 ตัว 
แบงเปนซํ้าละ 3 ตัว โดยเจาะเลือดบริเวณโคนขาเดิน นําเลือดเก็บในหลอดพลาสติกท่ีมี 10% 
trisodium citrate บรรจุอยู (อัตราสวนระหวาง 10% trisodium citrate และเลือดเทากบั 1:5) จากนั้น
นําปูไปแชในน้ําเย็นจัดเพื่อทําใหปูสลบ แลวตัดเปดขอบกระดอง (carapace) โดยรอบ ใชปากคีบดงึ
เนื้อเยื่อใตกระดอง (integument) และตับ (hepatopancreas) ออกโดยมิใหเนื้อเยื่อฉีกขาด จากนั้นทํา
ความสะอาดบริเวณเหงือก (gill) ดวยน้ํากล่ันใหสะอาด ใชกรรไกรตัดบริเวณโคนเหงือก แลวจึงนํา
เนื้อเยื่อท่ีถูกตดัไปบดในโกรงท่ีเติม liquid nitrogen และ1 M Tris-HCl, pH 8 ท่ีเย็นจดัเพื่อชวยรักษา
สภาพเนื้อเยื่อ จากนั้นนําเลือดและเนื้อเยื่อไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g อุณหภูมิ 4 °C  นาน 20 
นาที แลวจึงเกบ็เฉพาะสวนใส (crude enzyme) เพื่อนําไปวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม  
 

3.2 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase  
 

 การวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ดําเนนิการจากวิธีการของ Christopher 
et al. (2006) และ Heinz et al. (2001) โดยนํา 2% SDS บมลงใน crude enzyme 100 μl ท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 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) โดยปริมาตรสุดทาย
ของ reaction mixture เทากับ 2 ml และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40 °C เปนเวลา 5 นาที แลวจึงวดัคา 
absorbance ท่ีความยาวคล่ืน 475 nm และคํานวณหากจิกรรมเอนไซม phenoloxidase (units mg 
protein-1) โดยกําหนดให 1 unit คือ ความสามารถของเอนไซมท่ีทําใหคา absorbance ของ 
dopamine ท่ี 475 nm เพิ่มข้ึน 0.01 หนวย ใน 1 นาที  

 
 

 



 16 

3.3 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase 
 

 วิธีการวิเคราะหเอนไซม superoxide dismutase ดําเนนิการตามวิธีการของ Marklund 
and Marklund (1974) ใน Pan and Zhang (2006) โดยนําสวนผสมของปฏิกริยา (reaction mixture)  
2 ml ซ่ึงประกอบดวย 97.5 mM Tris-HCl pH 7, 0.4 mM pyrogallol และ100 μl ของ crude enzyme      
นําสวนผสมของปฏิกิริยาบมท่ีอุณหภูมิ 40 °C เปนเวลา 5 นาที และวัดคา absorbance ท่ีความยาว
คล่ืน 325 nm คํานวณกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase (units mg protein-1) โดย 1 unit คือ 
ความสามารถของเอนไซมในการยับยั้งกระบวนการ oxidation ท่ีเพิ่มข้ึน 0.01 หนวย ใน 1 นาที  

 
4. การศึกษาชนิดและปริมาณ carotenoid ในปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบ 

 
4.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหชนิดและปริมาณ carotenoid    

 
   การศึกษา carotenoid ในปูทะเล โดยนําตัวอยางเลือดและเนื้อเยื่อของปูจํานวน 9 ตัว 
แบงออกเปน 3 ซํ้า ซ่ึงเก็บเลือดจากโคนขาเดินคูท่ี 4 และ 5 ท่ีไดรับการทําความสะอาดแลว  สําหรับ
เนื้อเยื่อใตกระดองไดจากการใชกรรไกรตัดขอบกระดองโดยรอบ จากนั้นใชปากคีบดึงเนื้อเยื่อใต
สวนของกระดองท่ีถูกตัดออกมา  สวนตับและเหงือกเก็บในสภาพท่ีดีไมใหฉีกขาด จากนัน้นํา
เนื้อเยื่อท้ังหมดไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

 
4.2 การวิเคราะหปริมาณ carotenoid  

 
 วิธีวิเคราะหปริมาณ carotenoid ดําเนินการตามวิธีของ Saito and Regier (1970) โดยนํา 

acetone ท่ีแชเย็นจดั 20 ml ใสลงในตัวอยางเน้ือเยื่อ 8 g แลวบดใหละเอียดในโกรง จากน้ันกรองเอา
เฉพาะสารสกดัไปใสกรวยแยกและเติม petroleum ether 20 ml ลงไป รอจนสารละลายแยกช้ันซ่ึง
รงควัตถุจะอยูในช้ันของ petroleum ether (ช้ันบน) ทําการสกัดซํ้าจนไมมีรงควัตถุเหลืออยู จากนัน้
นําสารละลายท่ีไดมาเติมน้ํา 20 ml เพื่อลาง acetone แลวกรองผาน Na2SO4 (anhydrous)  และนําไป
วัดคา absorbance ดวยเคร่ือง 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 น้ําหนักสดของตัวอยาง (g)  
  
 โดย A = คาการดูดกลืนแสง  
                           = คา extinction coefficient ของ β-carotene ใน petroleum ether;  

1 cm  A 1%                                          = 2592 
 

4.3 การวิเคราะหชนิดของ carotenoid  
 

 นํา crude extract ไปวิเคราะหดวยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) โดยใชคอลัมน Column Inertsil® ODS-3 ขนาด 5 μm ยาว 4.6x250 mm (2B186104)      
วัฏภาคไหลทีใ่ชในการชะสาร คือ สารละลายผสมระหวาง acetonitrile และนํ้า อัตราสวน 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 เนื้อเยื่อใตกระดอง  และเลือด
ของปูทะเล จํานวน 12 ระยะตลอดวงจรการลอกคราบ โดยเก็บตัวอยางจากฟารมปูนิม่ อ.ขลุง         
จ.จันทบุรี ระหวางเดือนกรกฎาคม 2550 ถึง ตุลาคม 2551 พบวา ปูท่ีอยูในระยะปกติ ระยะกอนลอก
คราบ และระยะหลังลอกคราบจะมีลักษณะภายนอกท่ีมีความแตกตางกนั สังเกตไดจาก ปูท่ีอยูใน
ระยะกระดองแข็งปกติ กระดองจะมีความแข็งมาก มีสีน้าํตาลเขม ปูสามารถเคล่ือนไหวไดอยาง
รวดเร็ว และมีพฤติกรรมท่ีกาวราว ไมสามารถเล้ียงใหอยูรวมกันได ปูในระยะนีก้ินอาหารได
ตามปกติ เลือดของปูระยะนีจ้ะใส ไมมีสี แตเม่ือปลอยท้ิงไว เลือดปูจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนใน
อากาศทําใหเปล่ียนเปนสีฟา ตามปฏิกริยาดังตอไปนี ้
 
 Cuprous (Cu+)              Cupric (Cu2+) O2 

   colorless (ใส)            blue (สีฟา)   
 
 สวนปูท่ีเขาสูระยะกอนลอกคราบจะพบวา มีการเปล่ียนแปลงลักษณะของกระดอง 
กลาวคือ กระดองจะมีความกรอบมากข้ึนเม่ือเขาใกลระยะลอกคราบ ปูท่ีใกลลอกคราบจะไมกิน
อาหาร เคล่ือนไหวชา หรือเกอืบไมเคล่ือนท่ี เม่ือสังเกตท่ีขาคูสุดทาย บริเวณ propodus และ 
dactylus จะปรากฏเปนแถบสีสมถึงแดง (ecdysial line) บริเวณรอยตอระหวางกระดองกับจับปง
พบวา มีการยดืออกและยกตัวข้ึน เลือดของปูในระยะท่ีใกลลอกคราบจะมีสีชมพูจาง เนื่องจากมีการ
ดึงกลับของรงควัตถุสําหรับไปสะสมคราบใหมท่ีอยูภายในตัว ขณะท่ีปูกําลังลอกคราบ ปูจะคอย ๆ 
ถอยออกทางสวนทายของลําตัว ขณะเดยีวกันกจ็ะมีการดงึน้ําเขาสูรางกายในปริมาณมาก ทําใหปูตวั
ใหมมีขนาดใหญกวาเดิมประมาณ 1/3 ถึง 2/3 เทาของขนาดเดิม ปูท่ีลอกคราบใหม ๆ จะมีรางกายท่ี
ออนนิ่ม ไมเคล่ือนไหวหรือเคล่ือนไหวไดชา และไมกนิอาหาร โดยเลือดของปูในระยะน้ี จะ
คอนขางแข็งตัวชากวาเลือดปูในระยะกระดองแข็งปกติ ปูจะเร่ิมเคล่ือนไหวและกินอาหารตามปกติ 
หลังจากลอกคราบแลวประมาณ 2 วัน 
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1. จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 
 ผลการนับจํานวนเม็ดเลือดรวมของปูทะเลภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 20x พบวา 
จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบมีคาเฉล่ียอยูระหวาง 5.02±1.90 x106cell ml-1 ถึง 
17.64±9.98 x106cell ml-1 (ตารางท่ี 1, ภาพที่ 4) ปูท่ีอยูในระยะกระดองแข็งปกติ (C) มีจํานวนเม็ด
เลือดรวมเทากบั 5.02±1.90 x106cell ml-1 ซ่ึงเปนระยะท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมต่ําสุด (p<0.05) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัทุกระยะ หลังจากนั้นจะพบวา จํานวนเม็ดเลือดเร่ิมเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 
2 สัปดาห (D1) (9.72±4.65 x106cell ml-1) ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.81±6.46 
x106cell ml-1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) และระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) ท่ีมีจํานวน
เม็ดเลือดรวมเทากับ 12.30±6.20 x106cell ml-1 และ 12.03±4.03 x106cell ml-1 ตามลําดับ หลังจากนัน้
จํานวนเม็ดเลือดรวมจะคอย ๆ ลดลงจากระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง จนถึงระยะหลังลอกคราบ 
 
ตารางท่ี 1  จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

ระยะ จํานวนเม็ดเลือดรวมเฉล่ีย (x106cell ml-1) 

กระดองแข็งปกติ (C) 5.02±1.90c 

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 9.72±4.65 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 10.81±6.46b 

กอนลอกคราบ 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: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกนัแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 



 20 

0

5

10

15

20

25

30

C D1 D2 D3 A1 A2.1 A2.2 B1 B2.1 B2.2 B2.3 B2.4

stage

x1
06 ce

ll m
l-1

 
 
ภาพท่ี 4  จํานวนเม็ดเลือดรวมตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล   
 
24 ช่ัวโมง (A2.2) (7.36±3.02 x106cell ml-1) และมาเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วอีกคร้ังในระยะหลังลอก
คราบ 2 วัน (B1) (14.35±6.08  x106cell ml-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) (17.64±9.98 
x106cell ml-1) ซ่ึงเปนระยะท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมสูงสุด (p<0.05) 
 
 เม่ือนําผลการศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมของปูทะเลระยะปกติ (C) (5.02±1.90 x106cell ml-1) 
มาเปรียบเทียบกับจํานวนเม็ดเลือดรวมของกุงในระยะเดียวกันท่ีไดจากการศึกษาของ van de Braak 
et al. (1996), Cheng and Chen, (2001) และ Cheng et al. (2005)  พบวา ปูมีจํานวนเม็ดเลือดรวม
นอยกวากุงกุลาดํา (Penaeus monodon) กุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) และกุงขาว 
(Litopenaeus vannamei) ซ่ึงมีจํานวนเม็ดเลือดรวมเทากบั 50.9±17.7 x106cell ml-1, 14.2±8.2 
x106cell ml-1 และ 9.8±11 x106cell ml-1 ตามลําดับ 
 
 เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) เปนท่ีนาสังเกตวา จํานวนเม็ดเลือดรวมจะมีปริมาณ
มากกวาระยะกระดองแข็งปกติ (C) อยางเห็นไดชัด ท้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาของ Le Moullac 
et al. (1997) ท่ีพบวา เซลลเม็ดเลือดของกุงชนิด P. stylirostris ในระยะกระดองแข็งปกติมีจํานวน
นอยกวาเม็ดเลือดในระยะกอนลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากในชวง 
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กอนลอกคราบ กระดองท่ีถูกสรางข้ึนมาใหมซ่ึงอยูภายใตกระดองเกาของปูมีโอกาสติดเช้ือโรคได
งาย เม็ดเลือดจงึถูกสรางเพิ่มข้ึนเพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอมเหลานี้ (Le Moullac et al., 1997) โดยการ
ทํางานของเม็ดเลือดในลักษณะนี้เปนระบบภูมิคุมกันแบบ cellular immunity ซ่ึงเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนดิ 
จะแบงหนาท่ีในการทํางานโดย hyaline cell ทําหนาท่ี phagocytosis และยังมีสวนในการสงเสริม
การทํางานแบบ humoral immunity คือ ชวยกระตุนการแข็งตัวของเลือด ในขณะท่ี semigranular 
cell ทําหนาท่ีในการกลืนกนิส่ิงแปลกปลอม (phagocytosis) การหอหุมเช้ือโรค (encapsulation) เก็บ
และปลดปลอยเอนไซม prophenoloxidase สวน granular cell ทําหนาท่ีเก็บและปลดปลอยเอนไซม 
prophenoloxidase (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
  
 นอกจากนี้ในระยะกอนลอกคราบ เม็ดเลือดชนิดท่ีภายในมีเม็ด granule ซ่ึงทําหนาท่ี
สังเคราะหและเก็บเอนไซม prophenoloxidase จะทําการปลดปลอยเอนไซมสูช้ัน epidermis 
(Terwilliger and Ryan, 2006) ซ่ึง prophenoloxidase เปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญในการเหนีย่วนํา
ใหเกิดปฏิกริยา sclerotization หรือ quinone tanning ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีกอใหเกิดการจับกัน 
(cross-linked) ระหวาง protein กับ quinone เพ่ือชวยคงสภาพ (stabilize) protein matrix และ
กอใหเกิดความแข็งของช้ัน cuticle รวมท้ังชวยยับยั้ง hydrolytic enzymes ท่ีผลิตจากเชื้อโรค 
(Klowden, 2007) โดย Krishnan (1951) พบวา กระบวนการ sclerotization ในช้ัน cuticle ของปู
ชนิด Carcinus maenas เกิดข้ึนหลังการลอกคราบเสร็จใหม ๆ ซ่ึง Vacca and Fingerman (1983) 
อธิบายวา เม็ดเลือดชนิด hyaline cell มีหนาท่ีผลิต diphenol สวนเม็ดเลือดชนิด granular cell จะทํา
หนาท่ีผลิต protein ท่ีกอใหเกิดกระบวนการ sclerotization ใน cuticle ของปู โดยในชวงท่ีปูกําลัง
ลอกคราบจนกระท่ังทําการลอกคราบเสร็จใหม ๆ พบวา บริเวณใกลกับ epidermis เต็มไปดวย 
hyaline cell ท่ีรวมตัวกันเปนกลุมใหญ หรือบางคร้ังอาจพบกลุมเม็ดเลือด hyaline cell รวมตัว
ลอมรอบเม็ดเลือด granulocyte ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีพบวา จาํนวนเม็ดเลือดของปูใน
ระยะหลังการลอกคราบใหม ๆ (A1) ยังคงมีจํานวนมากกวาระยะกระดองแข็งปกติ (C) อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) โดย Hose et al. (1992) สังเกตพบวา จํานวนเม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ 
granular cell ท่ีเพิ่มข้ึนของกุง penaeid shrimp (Sicyonia ingentis) ในระหวางการลอกคราบนั้น 
เกิดข้ึนเพื่อชวยในการซอมแซม (repair) exoskeleton และตอสูกับส่ิงแปลกปลอมหลังจากกุงลอก
คราบเสร็จ เนื่องจากกระดองมีลักษณะออนนิ่มและสามารถติดเช้ือไดงาย 
  
 มีความเปนไปไดวา การท่ีปูท่ีลอกคราบใหม ๆ มีโครงรางท่ีออนนิ่มและมีการดึงน้ําเขาสู
รางกายในปริมาณมากเพื่อเพิ่มขนาดรางกายน้ัน อาจสงผลทําใหปูเส่ียงตอการติดเช้ือไดงาย          
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เม็ดเลือดซ่ึงทําหนาท่ีในการปกปองและตอสูกับส่ิงแปลกปลอมจากภายนอกจะมีบทบาทสําคัญใน
ระบบภูมิคุมกนัแบบ non-self immunity โดย Hose et al. (1992) พบวา จํานวนเม็ดเลือดท่ีเพิ่มข้ึน
นั้น เพื่อชวยในการซอมแซมกระดองและตอสูกับส่ิงแปลกปลอมระหวางเกดิกระบวนการลอก
คราบ เนื่องจากกระดองใหมมีลักษณะนิ่มและงายตอการติดเช้ือ โดยเม็ดเลือดชนิด hyaline cell มี
ความสามารถในการ phagocytosis แบคทีเรีย (Walton and Smith, 1999) ในขณะท่ีเม็ดเลือดชนิด 
semi-granular cell และ granular cell ซ่ึงภายในเซลลมี granule ท่ีนอกจากจะสรางและเก็บสาร 
prophenoloxidase แลว ภายใน granule ยังสามารถสังเคราะหและเก็บสาร peroxinectin (Liu et al., 
2005) และ antimicrobial peptide เชน penaeidins (Destoumieux et al., 2000), crustin-like 
antibacterial peptide หรือ single whey-acidic-domain antibacterial peptide (Hauton et al., 2006) 
เปนตน 
 
 เม่ือพิจารณาปูท่ีลอกคราบแลวเปนเวลา 12 ช่ัวโมง (A2.1) และ 24 ช่ัวโมง (A2.2) พบวา 
จํานวนเม็ดเลือดคอย ๆ ลดลง แตอยางไรก็ตามจํานวนเม็ดเลือดรวมกย็ังคงมีจํานวนสูงกวาปูใน
ระยะกระดองแข็งปกติ (C) (p<0.05) ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษาในกุงกามกราม (Macrobrachium 
rosenbergii) ท่ีมีจํานวนเม็ดเลือดรวมใน 2 ระยะนี้นอยกวากุงปกติ (C) (p<0.05) (Cheng and Chen, 
2001) โดยจากผลของจํานวนเม็ดเลือดท่ีลดลงนี้อาจเปนไปไดวาในชวงเวลากอนการลอกคราบ
จนถึงระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) และ 24 ช่ัวโมง (A2.2) ปูจะไมคอยกินอาหารหรือกิน
อาหารนอยลงซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Verghese et al. (2008) ท่ีพบวา สภาพการขาดอาหาร
ของกุงมังกร Indian spiny lobster (Panulirus homarus) สงผลใหจํานวนเม็ดเลือดลดลงอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) 
 
 เม่ือปูพัฒนาเขาสูวันท่ี 2 หลังจากการลอกคราบ (B1) ปูเร่ิมมีพฤติกรรมการกินอาหารและ
พบวา เม็ดเลือดมีจํานวนเพิ่มข้ึนจนกระท่ังมีจํานวนเม็ดเลือดรวมสูงสุดในวันท่ี 5 (B2.2) ซ่ึงแตกตาง
จากระยะอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) และใหผลท่ีสอดคลองกับ Cheng and Chen (2001) ท่ีพบวา
กุง P. stylirostris มีจํานวนเม็ดเลือดสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ (B) (p<0.05) ซ่ึงอาจเปนไปไดวา
ในชวงหลังลอกคราบนี้ ปูเกดิกระบวนการ melanization เพื่อเพ่ิมรงควตัถุชนิด melanin ท่ีกอใหเกดิ
สีดําในช้ัน cuticle  (Krishnan, 1951) นอกจากนี้รางกายของปูอาจจะเกิดการสังเคราะห chitin ใน 
cuticle โดยจากรายงานวิจยัของ Chung (2008) พบวา เม็ดเลือดมีการสะสมน้ําตาล trehalose ใน
ระดับท่ีสูงกวาน้ําตาล glucose ถึง 50 เทา นอกจากนีย้ังพบวากิจกรรมเอนไซม trehalose 6-
phosphate synthase ภายในเซลลเม็ดเลือดมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ โดยเอนไซม trehalose  
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6-phosphate synthase และ trehalase เปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหและ metabolism 
น้ําตาล trehalose โดยนํ้าตาล trehalose จะถูกเอนไซม trehalase สลาย (break down) ไปเปน glucose 
เพื่อใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห chitin ในช้ัน cuticle ของปู เพื่อเหนีย่วนําใหเกิด
กระบวนการ calcification ท่ีเสริมสรางใหโครงรางมีความแข็งข้ึน 
  
 นอกจากนี้ Cheng and Chen (2001) เสนอแนะวา สารอาหารบางชนิดนาจะมีสวนชวย
กระตุนการสรางเม็ดเลือดใหเพิ่มข้ึนได โดย Huang et al. (2006) รายงานวา กุง Fenneropenaeus 
chinensis ท่ีไดรับสาร polysaccharide ท่ีสกัดจากสาหรายทะเลชนิด Sargassum fusiforme สงผลให
จํานวนเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01) เชนเดยีวกับกุงกุลาดําท่ีไดรับวิตามินอี
ปริมาณ 75 และ 100 mg kg diet-1 เสริมในอาหารชวยใหจํานวนเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึน (p<0.05) 
มากกวากุงท่ีไดรับวิตามินอีในปริมาณท่ีนอยกวา 50 mg kg diet-1 (Lee and Shiau, 2004) แตจาก
การศึกษาของ Liu et al. (2006) พบวา sodium alginate ไมมีผลตอการเปล่ียนแปลงจํานวนเม็ดเลือด
ของกุงกุลาดํา 
  
 ในขณะท่ีปจจยัทางกายภาพ เชน อุณหภูมิและความเค็ม กมี็อิทธิพลตอจํานวนเม็ดเลือดของ
สัตวในกลุม crustacean โดย Wang and Chen (2006b) พบวา กุงกุลาดําท่ีเล้ียงในนํ้าทะเลอุณหภูมิ 

22 และ 34 °C ทําใหจํานวนเม็ดเลือดและกจิกรรม phagocytosis ลดลง (p<0.05) คลายกับกุงกุลาดํา
ท่ีถูกนําไปเล้ียงในความเค็มตํ่า (5-15 ppt) ก็ทําใหจํานวนเม็ดเลือดลดลง (p<0.05) (Wang and Chen, 
2006a)  สวนการศึกษาของ Ravindranath (1977) พบวาเม็ดเลือดของปู mole-crab (Emerita 
asiatica) ชวงเชามีจํานวนนอยกวาชวงบาย 
 
 สําหรับผลกระทบตอเม็ดเลือดท่ีเกิดจากการติดเช้ือโรคพบวา ปู blue crab (Callinectes 
sapidus) ท่ีเปนโรค shell disease syndrome จะมีเม็ดเลือดลอมรอบบริเวณท่ีเกิดบาดแผลเปนจํานวน
มากเพื่อเหน่ียวนําใหเกดิกระบวนการ melanization  (Noga et al., 2000) แต Vogan and Rowley, 
(2002) พบวา โรค shell disease syndrome ไมสงผลกระทบตอจํานวนเม็ดเลือดรวมของปู edible 
crab (Cancer pagurus)  ในขณะท่ีกุงกุลาดํา (P. monodon) ท่ีเปนโรค white spot syndrome ก็พบ
เม็ดเลือดบริเวณท่ีติดเช้ือเชนกัน (van de Braak et al., 2002) สวน Liu et al. (2005) อธิบายวา กุง
ชนิด Litopenaeus vannamei ท่ีติดเช้ือ Vibrio alginolyticus นั้น เม็ดเลือดจะมีบทบาทในการสราง
สาร antibacterial peptide เพื่อกําจัดเช้ือโรค  
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2. กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ superoxide dismutase 
 

2.1 Phenoloxidase (PO) 
 

2.1.1 phenoloxidase ในตับ 
 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับพบวา มีคาเฉล่ียอยู

ระหวาง 0.65±0.13 ถึง 3.93±2.48 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5A) ในปูกระดองแข็งปกติ 
(C) พบวา มีกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase เทากับ 3.93±2.48 units mg protein-1 เม่ือปูพัฒนาเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมเอนไซมมีคาเทากับ 2.61±1.23 units mg protein-1 ซ่ึง
ลดลงจากเดิมจนผานเขาสูระยะหลังลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (1.35±0.44 units mg protein-1) แต
กิจกรรมของ phenoloxidase จะเพิ่มข้ึนอีกคร้ังเมื่อเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) เทากับ 
2.63±1.34 units mg protein-1 หลังจากปูลอกคราบแลวพบวา กิจกรรมเอนไซมลดลงและมีคา
คอนขางคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 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) พบวา กจิกรรม
เอนไซม phenoloxidase กลับเพิ่มสูงข้ึนเทากับ 3.84±1.91 units mg protein-1 

 
2.1.2 phenoloxidase ในเหงือก 

 
 จากการวิเคราะหพบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยู

ระหวาง 2.27±0.33 ถึง 7.40±0.85 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5B) ซ่ึงในระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีกิจกรรมเอนไซม phenoloixdase เทากับ 2.27±0.33 units mg protein-1 จากน้ัน 
phenoloxidase จะมีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.89±0.88 units mg 
protein-1) ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (3.77±0.54 units mg protein-1) และระยะกอน
ลอกคราบ 2 วัน (D3) (6.02±2.91 units mg protein-1) โดยจะมีคาคงท่ีจนกระท่ังปูเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (6±2.81 units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase จะ
ลดลงอยางรวดเร็วในระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (2.66±0.11 units mg protein-1) และมีคา
คอนขางคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 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 ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase (units mg protein-1) 
ระยะ 

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

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 2.61±1.23 2.89±0.88 1.54±0.68c 1.09±0.19 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 1.35±0.44b 3.77±0.54b 0.52±0.29d 1.31±0.14 

กอนลอกคราบ 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: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

2.1.3 phenoloxidase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 
 
 จากการวิเคราะหพบวา เอนไซม phenoloxidase ในเนื้อเยือ่ใตกระดองมีคาเฉล่ีย

อยูระหวาง 0.52±0.29 ถึง 4.89±1.72 units mg protein-1 (ตารางท่ี  2, ภาพท่ี  5C) โดยกิจกรรม
เอนไซมของปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคาเทากับ 1.41±0.70 units mg protein-1 และมีคาคงท่ีจนเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2  สัปดาห (D1) (1.54±0.68 units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมมีคาลดลง
อยางมากเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.52±0.29 units mg protein-1) เม่ือปูพัฒนา
เขาสูระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (D3) (2.37±0.93 units mg protein-1) พบวา กิจกรรมของ 
phenoloxidase  
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ภาพที่ 5  กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับ (A) เหงือก (B) เนื้อเยือ่ใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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กลับเพิ่มสูงข้ึนและมีคาคงที่จนปูลอกคราบเสร็จ (A1) (2.47±0.77 units mg protein-1) หลังจากนั้น
กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase คอย ๆ เพิ่มข้ึนจากระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 
(0.94±0.47 units mg protein-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) ซ่ึงมีคาสูงสุดเทากับ 4.89±1.72 
units mg protein-1 
 

2.1.4 phenoloxidase ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเลือด พบวา มีคาเฉล่ีย
ระหวาง 0.93±0.21 ถึง 3.65±1.80 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 5D) ในปูระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีกิจกรรมของ phenoloxidase เทากับ 1.42±0.31 units mg protein-1 โดยกิจกรรมเอนไซม
จะมีคาคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (1.09±0.19 units mg protein-1) ถึงระยะกอน
ลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) และระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) เทากับ 1.31±0.14 และ 1.31±0.41 
units mg protein-1 ตามลําดับ เม่ือปูเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา กจิกรรมเอนไซม 
phenoloxidase เพิ่มสูงสุดเทากับ 3.65±1.80 units mg protein-1 หลังจากนั้นกิจกรรมของ 
phenoloxidase ลดลงและคอนขางคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4)  
 
 จากผลการศึกษากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเลือดตลอดวงจรการลอก
คราบ (ภาพท่ี 5D) พบวา เอนไซม phenoloxidase ของปูในระยะหลังลอกคราบใหม ๆ (A1) มีคา
กิจกรรมมากกวาปูในระยะกระดองแข็งปกติ (C) และระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) อยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) แตกตางจากผลการศึกษาของ Verghese et al. (2008) และ Le Moullac et al. (1997) ท่ี
พบวา ระยะปกติของกุง Penaeus stylirostris และ Indian spiny lobster (Panulirus homarus) มี
กิจกรรมเอนไซมสูงกวาระยะกอนและหลังลอกคราบอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงนาจะเกิดจากเม็ด
เลือดหล่ังเอนไซม phenoloxidase สูเลือด โดยเอนไซม phenoloxidase (ภาพท่ี 6) จะทําหนาท่ี
ปองกันส่ิงแปลกปลอมในระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity ซ่ึงเอนไซม phenoloxidase 
(activate) เปนเอนไซมท่ีถูกเปล่ียนรูปมาจากเอนไซม prophenoloxidase (inactivate) ท่ีถูก
สังเคราะหและเก็บอยูภายในเม็ด granule ของเซลลเม็ดเลือดชนิด semigranular cell และ granular 
cell  
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ภาพที่ 6  กลไกการทํางานของเอนไซม phenoloxidase ในระบบภูมิคุมกันของสัตวกลุมครัสเตเชีย (Smith et al., 2003) 
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 ในขณะท่ีปูอยูในชวงสลัดคราบเกาออกน้ัน ปูจะมีการดึงน้ําปริมาณมากเขาสู
รางกายเพื่อขยายขนาดลําตัวไปพรอม ๆ กัน และเม่ือการลอกคราบเสร็จส้ิน รางกายของปูจะมี
ลักษณะออนนิม่ ดวยสาเหตุเหลานี้ อาจสงผลใหปูมีความไวตอการติดเช้ือโรคไดมากข้ึน             
(Le Moullac et al., 1997) จึงอาจสงผลใหกจิกรรมของ phenoloxidase ของเลือดเพิ่มข้ึนในระยะ
หลังลอกคราบเสร็จใหม ๆ โดยเม่ือเม็ดเลือดไดรับการกระตุนจากสารท่ีเปนโครงสรางของจุลชีพ 
เชน lipopolysaccharides ในแบคทีเรียแกรมลบ (Cárdenas et al., 2004), β-1,3-glucans ของยีสต
หรือรา (Vargas-Albores et al., 1996) และ peptidoglycan จากแบคทีเรียแกรมบวกท่ีรวมกับ 
pattern-recognition protein ทําใหเกิดการปลดปลอยเอนไซม prophenoloxidase จากเม็ด granule 
(degranulation) สูเลือด หลังจากนั้น prophenoloxidase จะถูกกระตุนการทํางานจาก 
prophenoloxidase-activation factor (Buda and Shafer, 2005) หรือ serine proteinase ในเม็ดเลือด
ของปูทะเล (Vaseeharan et al., 2006) เพื่อเปล่ียนใหอยูในรูปของ phenoloxidase ท่ีสามารถทํางาน
ได  
 
 เอนไซม phenoloxidase ในเลือดจะทําหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยา (catalyze) 
โครงสรางของ monophenol และ diphenol ใหเปน quinone อันเปนสารสําคัญท่ีมีความสามารถใน
การจับ (cross-linked) กับโปรตีน เพื่อเหนี่ยวนําใหเกดิโครงรางแข็งในกระบวนการ sclerotization 
บริเวณ cuticle ของปู ซ่ึงอาจสงผลใหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเนื้อเยื่อใตกระดองของปู  
ท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) และระยะท่ีเปนปูนิ่ม (A1) มีกิจกรรมสูงกวาปูท่ีมีกระดอง
แข็ง (C) อยางชัดเจน (p<0.05) (ภาพท่ี 5C) โดย Terwilliger and Ryan (2006) อธิบายวา ในชวงกอน
ลอกคราบ granule ท่ีอยูภายในเม็ดเลือดจะปลดปลอย prophenoloxidase สูเลือด หลังจากนั้น
เอนไซมจะถูกสงผานช้ัน epidermis ไปยังช้ัน cuticle ท่ีถูกสรางข้ึนมาใหม โดยเอนไซม 
prophenoloxidase จะถูกกระตุนใหเปน phenoloxidase ท่ีอยูในสภาพพรอมทํางานในระยะหลังลอก
คราบใหม ๆ (A1) โดยสอดคลองกับรายงานวิจยัของ Buda and Shafer (2005) ท่ีพบ mRNA ของ 
prophenoloxidase-activating factor (PPAF) ท่ีมีหนาท่ีกระตุนการทํางานของ prophenoloxidase ใน
ระยะกอนลอกคราบและหลังลอกคราบเสร็จใหม ๆ และการศึกษาของ Krishnan (1951) ใหขอมูลที่
ชวยสนับสนนุวา พบการเกิด phenolic tanning ในช้ัน cuticle ของปูท่ีลอกคราบเสร็จใหม ๆ   
   
 นอกจาก quinone จะเปนหนึง่ในผลิตภัณฑสําคัญท่ีเกิดจากการเรงปฏิกริิยาของ 
phenol โดยเอนไซม phenoloxidase แลว quinone ยังสามารถเปล่ียนโครงสราง (polymerize) เปน 
melanin ท่ีมีลักษณะเปนเม็ดสีดํา (melanization) สะสมอยูในช้ัน cuticle และมีความสามารถในการ 
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จับกับ protein matrix fiber อีกทั้งยังพบ melanin ในบริเวณของ cuticle ท่ีเกิดบาดแผลดวย 
(Ghidalia, 1985) ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังนี้พบวากิจกรรมเอนไซม phenoloxidase มีแนวโนมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) จนมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (p<0.05) ซ่ึง
อาจเปนไปไดวาในชวงนีเ้นือ้เยื่อใตกระดองของปูเกิดกระบวนการ melanization  เพื่อเพ่ิมรงควัตถุ
ชนิด melanin ท่ีกอใหเกิดสีดาํในช้ัน cuticle โดย Krishnan (1951) ไดอธิบายวาเลือดจะทําหนาท่ี
ลําเลียง tyrosine ไปยังช้ัน cuticle ในชวงทาย ๆ ของระยะหลังลอกคราบ โดย tyrosine จะถูก 
oxidize ไปเปน diphenol โดยมีเอนไซม phenoloxidase ในเลือดเปนตัวเรงปฏิกริยา  
 
 นอกจากกระบวนการ melanization จะมีบทบาทในกระบวนการ sclerotization 
และชวยในการสรางเม็ดสีดําในเน้ือเยื่อใตกระดองแลว Cerenius et al. (2008) สังเกตวา กระบวนการ 
melanization ยังมีความสัมพันธกับการกระตุนกระบวนการ phagocytosis และ encapsulation  
รวมท้ังยังเปนกระบวนการสุดทายท่ีเกิดข้ึนในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมโดยการสราง nodule 
(nodule formation) (Söderhäll and Cerenius, 1992) ซ่ึงกระบวนการท้ังหมดนีน้ับเปนกลไกท่ีสําคัญ
ในระบบการปองกันตัวแบบ cellular defense ของปู  
 
 สําหรับผลการศึกษาในเน้ือเยือ่ของตับ (ภาพท่ี 5A) และเหงือก (ภาพท่ี 5B) ของ
ปูทะเล อาจกลาวไดวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ท่ีพบในเนื้อเยื่อนั้น นาจะเปนกิจกรรมของ
เอนไซมท่ีเกิดจากเลือดท่ีไหลไปหลอเล้ียงอวัยวะท้ังสอง เนื่องจาก proenzyme ของ phenoloxidase 
คือ เอนไซม prophenoloxidase ถูกสังเคราะหและเก็บอยูภายในเม็ดเลือด (Sritunyalucksana et al., 
1999a) และระบบการไหลเวยีนเลือดของปูเปนแบบระบบเปด (open circulatory system) โดยเลือด
จะถูกสงไปยังตับดวยเสนเลือด hepatic artery ท่ีไหลออกจากหัวใจ ในขณะท่ีเลือดท่ีอยูในโพรง
เลือด (haemoceal) จะไหลไปท่ีแองเลือด infrabranchial sinus เพื่อสงเลือดไปยังเหงือก โดยเลือดจะ
ไหลผาน lamellae ของเหงือกแตละอัน (Ceccaldi, 1989) จึงอาจเปนไปไดวา phenoloxidase ท่ีพบ
ในตับและเหงือกเปนกจิกรรมเอนไซมท่ีเกดิจากเลือด  
 
 จากผลการวิเคราะหเอนไซม phenoloxidase ในตับของปูทะเลท่ีเขาสูระยะกอน
ลอกคราบ 2-1 สัปดาห (D1-D2) มีแนวโนมลดลง (p<0.05) จากปูท่ีอยูในระยะกระดองแข็ง (C) โดย
จากการศึกษาของ Adachi et al. (2004) พบวา ตับเปนอวัยวะท่ีสังเคราะห hemocyanin ซ่ึงเปนสารสี
ท่ีเกี่ยวกับกระบวนการหายใจ และอาจมีสวนรวมในกระบวนการ sclerotization โดย hemocyanin 
จะถูกปลอยเขาสูเลือด เพื่อสงไปยังช้ัน cuticle ซ่ึง Adachi et al. (2003) อธิบายวา hemocyanin  
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สามารถถูกเปล่ียนเปนเอนไซม phenoloxidase-like enzyme จากการกระตุนของเม็ดเลือด โดย 
Terwilliger and Ryan (2006) พบวา quaternary structure ของ hemocyanin มีความสามารถในการ
เรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปของ diphenol ไดคลายกับเอนไซม phenoloxidase  
 
 เม่ือปูเขาสูชวงใกลลอกคราบ (D3) พบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase ของ
ตับเพิ่มข้ึนแตไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับปูกระดองแข็งปกติ (p>0.05) อาจเปน
เพราะใกลลอกคราบ ปูจะเส่ียงตอการติดเช้ือไดงาย เพราะกระดองอันใหมท่ีสรางอยูภายใตกระดอง
อันเกา มีลักษณะออนนิ่มและอาจมีความสามารถในการปองกันอวยัวะภายในรางกายจากการ
รุกรานของเช้ือโรคนอยกวาปกติ จึงอาจสงผลใหปูมีการสรางภูมิคุมกันมากข้ึน ซ่ึงเม่ือปูพัฒนาเขาสู
ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ของตับเพิ่มข้ึนอีกคร้ัง (p<0.05) 
ซ่ึงมีคาเทากับปูปกติ โดยจากรายงานของ Burgents et al. (2005) พบวา ตับเปนอวยัวะท่ีพบ
แบคทีเรียเปนจํานวนมาก และ  Vogan et al. (2001) พบวา ภายใน haemal spaces ของตับจะมีการ
สราง nodules ซ่ึงเกิดจากเซลลเม็ดเลือดท่ีรวมตัวกันจํานวนมาก เพื่อลอมรอบเช้ือโรค 
(encapsulation) ท่ีมีขนาดใหญเกินกวาท่ีเม็ดเลือดจะทําลายดวยวิธี phagocytosis โดยผลของการเกดิ 
nodules formation จะเหนีย่วนําใหเกิดกระบวนการ melanization เพื่อกาํจัดเช้ือโรคตอไป 
(Jiravanichpaisal et al., 2006)  
 
 สําหรับผลการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในเหงือก (ภาพท่ี 5B) 
จะเห็นไดวา กจิกรรมเอนไซมเร่ิมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ตั้งแตปูในระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) จนกระท่ังปูลอกคราบและเขาสูระยะหลังลอกคราบใหม ๆ (A1) เนื่องจากเหงือกเปน
อวัยวะหนึ่งท่ีชวยในการปองกันจุลชีพจากภายนอก โดยกิจกรรมของ phenoloxidase ท่ีสูงข้ึน
ในชวงนี้ อาจเพราะในระหวางการลอกคราบปูจะตองดึงน้ําเขาสูรางกายผานเหงือกในปริมาณมาก 
และเหงือกอันเกาจะถูกลอกออกไปพรอมคราบเกา จึงอาจสงผลใหเหงือกไดรับเช้ือจลุชีพไดงายกวา
ปกติ ซ่ึงเหงือกจะมกีลไกในการตอสูกับจลุชีพดวยการสราง nodule เชนเดียวกับตับ ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาของ Martin et al. (1998) ท่ีพบวา แบคทีเรียท่ีอยูในเลือด (hemolymph) จะถูกสงไปยัง
เหงือก ซ่ึงหลังจากนั้นเม็ดเลือดจะรวมตัวกนัเพื่อสรางกลไกการปองกนัตัวแบบ nodule ภายใน 
vessels ของเหงือก โดย Vogan et al. (2001) พบวา โรค shell disease symdrome ท่ีเกิดบนกระดอง 
สงผลใหเกิด nodule formation ใน haemal sinus ของเหงือก หลังจากนัน้กิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase ในเหงือกเร่ิมสูงข้ึนอยางมีนยัสําคัญอีกคร้ัง (p<0.05) และมีคาคงท่ีจนปูเขาสูระยะ
หลังลอกคราบ   10 วัน (B2.4) 
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2.2 superoxide dismutase (SOD) 
 

2.2.1 superoxide dismutase ในตับ 
 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในตับพบวา กิจกรรม

มีคาระหวาง 5.25±1.46 ถึง 52.56±17.05 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7A) โดยในปูระยะ
กระดองแข็งปกติ (C) มีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 52.56±17.05 units mg protein-1 ซ่ึงเม่ือปูเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (16.84±8.92 units mg protein-1) พบวา superoxide dismutase  
มีคาลดลงอยางรวดเร็วผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.79±2.35 units mg protein-1) 
และระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (11.08±3.33 units mg protein-1) แตเม่ือเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวากจิกรรมเอนไซมมีคาสูงข้ึนเทากับ 16.56±8.14 units mg protein-1 
หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซมลดลงและมีคาคงท่ีตั้งแตระยะหลังลอกคราบ 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 ในเหงือกพบวา กิจกรรมเอนไซมมีคา

อยูระหวาง 8.67±1.33 ถึง 29.52±9.53 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7B) โดย  superoxide 
dismutase ของปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 10.92±2.72 units mg protein-1 และมี
คาคงท่ีจนถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.16±1.99 units mg protein-1) แตกิจกรรม
เอนไซมเร่ิมเพิม่ข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (14.53±5.36 units mg protein-1) ผานระยะ
หลังลอกคราบ 24 ชั่วโมง (A2.2) ซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดเทากับ 29.52±9.53 units mg protein-1 
หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase จะลดลงและมีคาคอนขางคงท่ีเม่ือพนระยะ
หลังลอกคราบ 2 วัน (D3) 

 
2.2.3 superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 
 จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 
พบวา มีคาระหวาง 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 ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของ  
     ปูทะเล 
 

กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase (units mg protein-1) 
ระยะ 

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

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 16.84±8.92 10.08±3.70 4.85±1.94 0.55±0.09 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 10.79±2.35 10.16±1.99 3.47±1.88 0.66±0.07 

กอนลอกคราบ 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: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
กระดองแข็งปกติ (C) มีกิจกรรมเอนไซมเทากับ 14.14±7.25 units mg protein-1 เม่ือเขาสูระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) พบวา superoxide dismutase มีคา
เทากับ 4.85±1.94 และ 3.47±1.88 units mg protein-1 ตามลําดับ แตกิจกรรมเอนไซมเร่ิมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ  2 วัน (D3) (7.48±1.19 units mg protein-1) จนผานเขาสูระยะหลังลอก
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) หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซมคอนขางแปรปรวนในระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) ถึง
ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) ซ่ึงมีคาระหวาง 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) เนื้อเยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของ   
ปูทะเล               34 
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2.2.4 superoxide dismutase ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหกจิกรรมของกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ในเลือดมี
คาระหวาง 0.53±0.16 ถึง 1.20±0.37 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 7D) ในปูกระดองแข็ง
ปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 0.53±0.16 units mg protein-1 โดยกิจกรรมเอนไซม superoxide 
dismutase มีคาคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.55±0.09 units mg protein-1) ผาน
ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.66±0.07 units mg protein-1) ถึงระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 
(D3) (0.53±0.13 units mg protein-1) แตเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา
กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase  เพิ่มสูงข้ึนเทากบั 1.07±0.07 units mg protein-1 หลังจาก
นั้น กิจกรรมเอนไซมลดลงและมีคาคงท่ีตัง้แตระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ถึงระยะหลัง
ลอกคราบ 3 วัน (B2.1) ซ่ึงมีคาระหวาง 0.57±0.10 ถึง 0.74±0.21 units mg protein-1 และกิจกรรมจะ
เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) และระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) เทากับ 
1.17±0.16 และ 1.20±0.37 units mg protein-1 ตามลําดับ 
 
 เอนไซม superoxide dismutase จัดเปน antioxidative enzyme ท่ีทําหนาที่ในการ
กําจัดหรือตานอนุมูลอิสระ (free radical) อันไดแก superoxide anion (O2

-) ซ่ึงเปนอนุมูลเร่ิมแรกท่ี
เกิดข้ึนจากขบวนการ metabolism ของเซลลท่ีมีการใชออกซิเจน และจากกระบวนการ respiratory 
burst ท่ีเกิดระหวางการกําจดัส่ิงแปลกปลอมแบบ phagocytosis หรือ encapsulation ของเซลลเม็ด
เลือด (ภาพท่ี 8) (Holmblad and Söderhäll, 1999) โดย peroxinectin จะทําหนาท่ีสงเสริมการกําจัด
ส่ิงแปลกปลอม ซ่ึงเอนไซม NADPH oxidase จะเปล่ียนโมเลกุลของ oxygen (O2) เปน superoxide 
anion จากนั้นเอนไซม superoxide dismutase จะเรงปฏิกริยาของ superoxide anion เพื่อให
เปล่ียนไปเปน hydrogen peroxide (H2O2) โดย peroxinectin ซ่ึงเปนโปรตีนที่ชวยสงเสริม
กระบวนการ phagocytosis จะเปล่ียน hydrogen peroxide ใหอยูในรูปของ hypochlorous acid 
(HOCl) เพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอม 

 
 กลไกในการกาํจัดอนุมูลอิสระน้ัน การทํางานของเอนไซมจะมีความสัมพันธกัน
เปนหวงโซ โดย superoxide dismutase จะทําหนาท่ีเรงปฏิกริยาระหวาง superoxide anion กับน้ํา 
ใหเปล่ียนเปน hydrogen peroxide (H2O2) และ oxygen (O2)  จากนัน้ hydrogen peroxide จะถูกกําจัด
ตอโดยเอนไซม catalase และเอนไซม peroxidase ดังสมการ 
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ภาพท่ี 8 การทํางานของเอนไซม superoxide dismutase ระหวางการทําลายส่ิงแปลกปลอม         

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

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

 Peroxidase: H2O2+AH2                2H2O+A 
 
 เอนไซม superoxide dismutase  จะถูกแบงกลุมตามชนิดโลหะท่ีอยูบริเวณแอค
ทีฟ (active site) เปน 3 กลุม คือ  mitochondria manganese superoxide dismutase (MnSOD) พบใน 
mitochondria, iron superoxide dismutase (FeSOD) พบในแบคทีเรีย และ copper/zinc superoxide 
dismutase (CuZnSOD) พบใน eukaryote โดย CuZnSOD ถูกแบงเปน extracellular และ cytosolic 
SOD (Holmblad and Söderhäll, 1999)  
 
 เลือดเปนแหลงของเอนไซม superoxide dismutase ชนิด extracellular 
CuZnSOD (ecCuZnSOD) เพียงชนดิเดยีว (Brouwer et al., 2003) เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซม 
superoxide dismutase ในเลือด (ภาพท่ี 7D) พบวา เอนไซมมีคาคอนขางคงท่ีตลอดวงจรการลอก 
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คราบ แตกิจกรรมเอนไซมมีคาตํ่ากวาอวัยวะอ่ืน ๆ โดยเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) 
เอนไซม superoxide dismutase ในเลือดมีคากิจกรรมเพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) ซ่ึงอาจเปน
เพราะรางกายปูเกิดกระบวนการ phagocytosis เพื่อปองกนัตัวจากจุลชีพในขณะท่ีปูลอกคราบ โดย 
phagocytosis ท่ีเกิดจากเซลลเม็ดเลือดชนดิ hyaline cell จะกอใหเกิดอนุมูลจากข้ันตอนการ 
respiratory burst  โดยส่ิงแปลกปลอมจะกระตุนใหเกดิปฎิกริยา reduction ใน oxygen consumption 
โดยมี NADPH-oxidase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีอยูบน membrane ของเม็ดเลือด เปนตัวเรงปฏิกริยา ทําให

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

เพิ่มข้ึน (Bachère et al., 1995) โดย ecSOD ท่ีถูกผลิตจากเม็ดเลือดและอยูบริเวณผิวเซลล (Brouwer 
et al., 2003) จะเรงปฏิกริยาการเปล่ียน superoxide anionใหเปน hydrogen peroxide โดย ecSOD จับ
อยูกับ peroxinectin ท่ีเปนโปรตีนที่สงเสริมการ phagocytosis  ซ่ึง peroxinectin จะเปล่ียน hydrogen 
peroxide ใหเปนสารประกอบท่ีเปนพิษ เชน hypochlorus acid เพื่อทําลายส่ิงแปลกปลอมตอไป 
 
 ตามรายงานของ Brouwer et al., (2003) พบเอนไซม superoxide dismutase       
3 ชนิดในตับของปู blue crab (Callinectes sapidus) คือ mtMnSOD, cytMnSOD และ ecCuZnSOD 
โดย mtMnSOD พบทุกระยะของวงจรการลอกคราบ สวนเอนไซมชนิด cytMnSOD พบวา มีคา
กิจกรรมสูงในระยะกระดองแข็งปกติ ในขณะท่ี ecCuZnSOD พบในระยะกอนและหลังลอกคราบ 
และพบวากิจกรรมของเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในตับของปูท่ีอยูระยะกระดองแข็ง
ปกติ (C) จะมีคามากกวาปูท่ีเขาสูระยะปูกระดาษ (papershell crab) สอดคลองกับผลการศึกษาท่ี
พบวา รูปแบบกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของตับปูทะเลในระยะปกติ มีเอนไซมสูงสุด 
(p<0.05) (ภาพท่ี 7A) แตในระยะอ่ืน ๆ มีคากิจกรรมคอนขางคงท่ีท้ังวงจรการลอกคราบ ซ่ึงอาจ
เปนไปไดวาตับนาจะทําหนาท่ีผลิตเอนไซม superoxide dismutase บางชนิด ซ่ึงคลายกับในกุง
กามกราม (Macrobrachium rosenbergii) ท่ีตับเปนอวยัวะที่ใชในการสังเคราะหเอนไซมชนิด 
CuZnSOD (Cheng et al., 2006) ท้ังนี้กิจกรรมของเอนไซม superoxide dismutase ท่ีเพิ่มข้ึนในตับ 
นาจะเปนผลมาจากการท่ี superoxide dismutase ชวยลดความเปนพษิของออกซิเจน (Tainer et al., 
1991) ท่ีเกิดจาก metabolism ในรางกายสัตว เนื่องจากตับเปนอวยัวะท่ีสะสมอินทรียสารและแรธาตุ
หลายชนิด เพือ่ใชเปนแหลงพลังงานสํารอง (Chang, 1995)  
   
 สําหรับเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในเหงือก (ภาพท่ี 7B) มีกิจกรรม
ของเอนไซมคอนขางคงท่ีตลอดวงจร ยกเวนในระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) ซ่ึงมีคาสูงกวา
ระยะอ่ืน ๆ (p<0.05) อาจเนือ่งมาจากเอนไซม superoxide dismutase ในเหงือกแสดงบทบาทในการ 
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ทําลาย O2
- ในระหวางกระบวนการหายใจ (respiration) ท้ังนี้เหงือกเปนอวัยวะท่ีใชในการขนสง

ออกซิเจน โดยทําหนาท่ีในการแลกเปล่ียนกาซออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดดวยวิธีการแพร 
(ประจวบ, 2538) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Mangum et al. (1985) ท่ีพบวา ความดันออกซิเจน
ภายนอก (blood PO2) ในเหงือกเพิ่มข้ึนในระยะกอนลอกคราบ และมีคาตํ่าสุดเม่ือปูกาํลังลอกคราบ 
แตจะมีคา blood PO2 สูงสุดในระยะหลังลอกคราบ นอกจากน้ีในเนื้อเยือ่ของเหงือกท่ีมีแบคทีเรียอยู 
สงผลใหเกิดการ phagocytosis ของ hyalinocyte เพิ่มข้ึน (Hauton et al., 1997)  
 
 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดอง มีกิจกรรม
ในระยะกอน (D1-D3) และหลังลอกคราบ (A1-B2.4) ต่ํากวาในระยะปกติ (C) แตอยางไรก็ตาม  
แนวโนมของกิจกรรมเอนไซมมีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) ถึงระยะหลัง
ลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) อยางเหน็ไดชัดเจน (p<0.05) ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษาของ    
Mangum et al. (1985) และ Skinner (1962) ท่ีอธิบายวา ปริมาณ oxygen ของเนื้อเยื่อใตกระดองใน
ช้ัน epidermis ของปู จะเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอกคราบ (D3) จนถึงระยะหลังลอกคราบใหม ๆ 
(A1) ซ่ึงมีปริมาณ oxygen uptake สูงกวาปูปกติ โดยปริมาณ oxygen ท่ีเพิ่มข้ึน เกิดจากกิจกรรมเมตา
บอลิสม (metabolic activity) ในชวงสรางกระดองใหม  (Mangum et al., 1985) ซ่ึงพบวา มีการ
สราง glycogen ในเนื้อเยื่อใตกระดองเพิ่มข้ึนในชวงกอนการลอกคราบ เนื่องจากปูเกิดการยอยและ
ดึงกลับสารอินทรียจากกระดองเกา เพื่อสรางกระดองใหมข้ึนมาแทน โดยมีเลือดเปนแหลงของ
กลูโคส (Skinner, 1962)  
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3. ชนิดและปริมาณ carotenoid ในอวัยวะตาง ๆ ของปูทะเล 
 

3.1 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในตับ 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในตับของปู พบวา มีคาเฉล่ียเทากบั 1.42±0.16 ถึง 
5.30±0.99 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9A) ระยะกระดองแข็งปกติ (C) พบวา มีปริมาณ 
carotenoid เทากับ 2.97±0.86 μg/g wet weight ซ่ึงปริมาณ carotenoid จะเร่ิมลดลงต้ังแตระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.62±0.88 μg/g wet weight) จนถึงระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 
(1.53±0.11 μg/g wet weight) แตเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) พบวา ปริมาณ 
carotenoid ในตับกลับเพิ่มสูงข้ึนเปน 5.12±0.21 μg/g wet weight และสูงสุดท่ีระยะหลังลอกคราบ   
6 ช่ัวโมง (A1) (5.30±0.99 μg/g wet weight) หลังจากนัน้ปริมาณ carotenoid คอย ๆ ลดลงจนมี
ปริมาณเทากับ 1.95±1.63 μg/g wet weight ในระยะหลังลอกคราบ 10 วนั (B2.4) 
 
 เม่ือแยกชนิดของ carotenoid ในตับของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบ (ตารางท่ี 5, 
ภาพท่ี 10A) ดวยเทคนิค HPLC พบวา ตับประกอบดวย carotenoid 2 ชนิด คือ astaxanthin และ     
β-carotene โดย astaxanthin มีปริมาณอยูระหวาง 0.05-0.42 μg/g wet weight และ β-carotene มี
ปริมาณอยูระหวาง 0.32-4.98 μg/g wet weight  

 
 ปริมาณ astaxanthin ของตับในระยะกระดองแข็งปกติมีปริมาณเทากับ 0.15 μg/g wet 
weight เม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) มีปริมาณเทากับ 0.06 μg/g wet weight ซ่ึง
ปริมาณ astaxanthin ลดลงจากระยะกระดองแข็งปกติถึง 2 เทา และคอย ๆ เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเมื่อปูเขาสู
ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.15 μg/g wet weight)  astaxanthin มีปริมาณสูงสุดในระยะ
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ซ่ึงมีคาเทากับ 0.42 μg/g wet weight หลังจากเขาสูระยะหลังลอกคราบ
สามารถตรวจสอบ astaxanthin ไดเพยีง 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 %) สวนระยะอ่ืน ๆ ท่ีเหลือมีปริมาณท่ีต่ํามาก 
 
 ในขณะท่ีปริมาณ β-carotene ในตับปูคอนขางแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ 
กลาวคือ ในระยะปูกระดองแข็งปกติมีปริมาณเทากับ 2.68 μg/g wet weight เม่ือเขาสูระยะกอนลอก
คราบ 1 สัปดาห (D2) พบวา β-carotene ลดลง เทากับ 1.89 μg/g wet weight และเม่ือผานเขาระยะ 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณ carotenoid ในอวยัวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
 

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

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

กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 2.62±0.88 1.14±0.25 42.82±7.07b 0.26±0.13 

กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 1.53±0.11b 1.60±0.30 26.75±7.42c 0.42±0.13 

กอนลอกคราบ 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: ตัวอักษรท่ีแตกตางกัน (superscript) ในคอลัมนเดียวกันแสดงใหเห็นถึงความแตกตาง
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) β-carotene กลับเพิ่มข้ึนเทากบั 1.94 μg/g wet weight แตหลังจากปูลอก
คราบเสร็จแลว  β-carotene ลดลงเกือบ 3 เทา (0.54 μg/g wet weight) ในระยะหลังลอกคราบ          
6 ช่ัวโมง (A1) ซ่ึงหลังจากนัน้ปริมาณ β-carotene ไมคงท่ี โดยพบวาในระยะหลังลอกคราบ 5 วัน 
(B2.2) มี β-carotene สูงสุดเทากับ 4.98 μg/g wet weight 
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ภาพที่ 9  ปริมาณ carotenoid ในตับ (A) เหงือก (B) เนื้อเยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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ตารางที่ 5  ชนดิของ carotenoid ที่พบในอวัยวะตาง 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
กอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 0.06 1.89 0.04 0.06 0.03 0.34 6.25 0.06 0.03
กอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) 0.15 0.32 0.09 0.04 0.03 0.55 0.53 0.07 nd
กอนลอกคราบ 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 เนื้อเยื่อใตกระดอง
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) เนือ้เยื่อใตกระดอง (C) และเลือด (D) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจร                      
การลอกคราบของปูทะเล      



 44 

3.2   ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเหงือก 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในเหงือกพบวา มีคาเฉล่ียระหวาง 0.53±0.22 ถึง 
3.54±1.58 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9B) ซ่ึงปูกระดองแข็งปกติ (C) มีปริมาณ carotenoid 
เทากับ1.10±0.16 μg/g wet weight โดยปริมาณ carotenoid เร่ิมเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องต้ังแตระยะกอน
ลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (1.14±0.25 μg/g wet weight) ผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 
(2.32±0.62 μg/g wet weight) จนเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ซ่ึงมีปริมาณ carotenoid 
สูงสุดเทากับ 3.54±1.58 μg/g wet weight แตปริมาณ carotenoid กลับลดลงอยางรวดเร็วเม่ือปูพัฒนา
เขาสูระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.58±0.19 μg/g wet weight) หลังจากนัน้ carotenoid มี
ปริมาณคอนขางคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

 
 สําหรับผลการวิเคราะหชนิด carotenoid ในเหงือก (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10B) พบวา มี    

3 ชนิด ไดแก 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
เทากับ 0.04, 0.08 และ 0.02 ตามลําดับ โดยปริมาณ astaxanthin เร่ิมเพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกอนลอก
คราบ 1 สัปดาห (D2) (0.09 μg/g wet weight) จนกระท่ังเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ท่ีมีการ
สะสมของ astaxanthin สูงสุดเทากับ 0.51 μg/g wet weight โดยหลังจากปูลอกคราบเสร็จแลว(A1) 
กลับพบวา astaxanthin ของเหงือกลดลงเกือบ 5 เทา (0.12 μg/g wet weight)  

 
 สวนการสะสม β-carotene ในเหงือกพบวา เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห 

(D1) (0.06 μg/g wet weight) ถึง 1 สัปดาห (D2) (0.04 μg/g wet weight) ปริมาณ β-carotene มีคา
คอนขางคงท่ี โดยปริมาณ β-carotene ในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) มีคาสูงสุดเทากับ 0.22 μg/g 
wet weight เม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวา ปริมาณ β-carotene ลดลงเหลือ     
0.04 μg/g wet weight และมีคาคงท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.05 μg/g wet 
weight)หลังจากนั้นปริมาณ β-carotene ในเหงือกคอนขางแปรปรวน  

  
 สําหรับ zeaxanthin ในเหงือกพบวา มีปริมาณคงท่ีระหวางระยะกอนลอกคราบ           

2 สัปดาห (D1) ถึง 1 สัปดาห (D2) เทากับ 0.03 μg/g wet weight แตไมพบ zeaxanthin เม่ือเขาสูระยะ
กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ถึงระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) หลังจากนัน้ zeaxanthin เร่ิมปรากฏอีก 
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คร้ังในชวงระยะหลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) โดยมีปริมาณสูงสุด
เทากับ 0.09 μg/g wet weight ในระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

 
3.3 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 
 จากการวิเคราะห carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดองพบวา มีปริมาณเฉล่ียระหวาง 
11.75±2.64 ถึง 53.43±0.98 μg/g wet weight (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9C) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) 
พบวา เนื้อเยื่อใตกระดองมีปริมาณ carotenoid สูงสุดเทากับ 53.43±0.98 μg/g wet weight ปริมาณ 
carotenoid ในเน้ือเยื่อใตกระดองเร่ิมลดลงต้ังแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (42.82±7.07 
μg/g wet weight) จนถึงระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (26.75±7.42 μg/g wet weight) กอน
จะมีปริมาณเพิม่ข้ึนอีกเล็กนอย เม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (34.80±5.40 μg/g 
wet weight) โดยหลังจากปูลอกคราบแลว (A1-B2.4) พบวา carotenoid ยังคงมีแนวโนมลดลง โดยมี
ปริมาณ carotenoid เฉล่ียระหวาง 11.75±2.64 ถึง 22.45±2.65 μg/g wet weight 

 
 เม่ือวิเคราะหเนื้อเยื่อใตกระดองของปูพบ carotenoid 2 ชนิด (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10C)  

ไดแก astaxanthin และ unknown โดยมีปริมาณอยูระหวาง 0.02-1.28 μg/g wet weight และ        
0.27-6.25 μg/g wet weight ตามลําดับ โดยพบวา astaxanthin ในระยะกระดองแข็งปกติ (C) มีคา
เทากับ 0.83 μg/g wet weight แตปริมาณ astaxanthin มีคาลดลงกวา 2 เทา เม่ือปูเขาสูระยะกอนลอก
คราบ 2 สัปดาห (D1) (0.55 μg/g wet weight) หลังจากนั้นปริมาณ astaxanthin คอย ๆ เพิ่มข้ึนเม่ือ
ผานระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (0.55 μg/g wet weight) จนกระทั่งมีปริมาณ astaxanthin 
สูงสุดเทากับ 1.28 μg/g wet weight ในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ภายหลังจากปูลอกคราบแลว
พบวา ปริมาณ astaxanthin ลดลงเกือบ 3 เทา (0.48 μg/g wet weight) ในระยะหลังลอกคราบ            
6 ช่ัวโมง (A1) ซ่ึงหลังจากนัน้ astaxanthin มีปริมาณคอนขางท่ีจนถึงระยะหลังลอกคราบ 10 วัน 
(B2.4) 

 
 สําหรับรูปแบบของ unknown พบวา มีความแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ 
กลาวคือ เม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) พบวา ปริมาณ unknown เพิ่มข้ึนสูงสุดเทากับ 
6.25 μg/g wet weight แตปริมาณ unknown ลดลงอยางรวดเร็วเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ            
1 สัปดาห (D2) และ 2 วัน (D3) เทากับ 0.53 และ 2.72 μg/g wet weight ตามลําดับ ซ่ึงหลังจากปูลอก
คราบแลวพบวา unknown มีปริมาณอยูระหวาง 0.27-1.53 μg/g wet weight 
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3.4 ชนิดและปริมาณ carotenoid ในเลือด 
 

 จากการวิเคราะหปริมาณ carotenoid ในเลือดตลอดวงจรการลอกคราบ มีคาเฉล่ียอยู
ระหวาง 0.05±0.02 ถึง 1.31±0.69 μg/ml haemolymph (ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 9D) ซ่ึงในปูกระดองแข็ง
ปกติ (C) พบปริมาณ carotenoid เทากับ 0.44±0.21 μg/ml haemolymph โดยปริมาณ carotenoid จะ
เพิ่มข้ึนอยางคงท่ีตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.26±0.13 μg/ml haemolymph) ผาน
ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (1.03±0.33 μg/ml haemolymph) จนถึงระยะหลังลอกคราบ             
6 ช่ัวโมง (A1) (1.31±0.69 μg/ml haemolymph) ซ่ึงเปนปริมาณ carotenoid สูงสุด จากนั้นปริมาณ 
carotenoid ลดลงอยางรวดเร็วเม่ือเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) 
 

 ผลการวิเคราะหชนิด carotenoid ในเลือด (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 10D) พบ 2 ชนิด คือ 
astaxanthin และ β-carotene ท่ีมีปริมาณอยูระหวาง 0.03-0.31 μg/g wet weight และ 0.01-0.08 μg/g 
wet weight ตามลําดับ โดยรูปแบบการสะสม astaxanthin พบวา ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มี
คาสูงสุดเทากับ 0.31 μg/g wet weight ซ่ึงเม่ือเขาสูระยะกอนลอกคราบ2 สัปดาห (D1) พบวา 
ปริมาณ astaxanthin ลดลงกวา 5 เทา (0.06 μg/g wet weight)  หลังจากนั้น astaxanthin มีแนวโนม
เพิ่มข้ึนจนผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) (0.11 μg/g wet weight) และเขาสูระยะหลังลอกคราบ 
6 ช่ัวโมง (A1) (0.12 μg/g wet weight) แตในระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) พบวา ปริมาณ 
astaxanthin ลดลงถึง 4 เทา (0.03 μg/g wet weight) โดยหลังจากนั้น astaxanthin มีคาคงท่ีจนถึง
ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) แตปริมาณ astaxanthin จะเพิ่มข้ึนอีกคร้ังเม่ือเขาสูระยะหลังลอก
คราบ 10 วัน (B2.4) (0.28 μg/g wet weight) ตรงขามกับ β-carotene ในเลือดมีปริมาณคอนขางตํ่า
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.03 μg/g wet weight) ผานระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 
(D3) (0.02 μg/g wet weight) โดยในระหวางระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) ถึงระยะหลังลอก
คราบ 7 วัน (B2.3) ซ่ึงแทบไมพบ β-carotene เลย แตปรากฏ β-carotene อีกคร้ังในระยะหลังลอก
คราบ 10 วัน (B2.4) (0.05 μg/g wet weight) 
 
 carotenoid เปนรงควัตถุกลุมหลักท่ีสะสมในเซลลผิวชั้นนอก (epidermis) หรือใน   
โครมาโตฟอร (chromatophores) โดย carotenoid พบในเนื้อเยื่อ peripheral tissues ท่ีอยูในอวัยวะ
ตาง ๆ ของสัตว (Ghidalia, 1985) เชน ตา เปลือก ตับ เลือด และรังไข (Bauernfeind, 1981) ซ่ึง    
รงควัตถุกลุมนี้มีสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนองคประกอบหลักและมีโครงสรางจัดอยูในกลุม     
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เตตราเทอพีนอยด โดยพืชและจุลชีพ (microorganisms) สามารถสังเคราะห carotenoid ได แตสัตว
ไมสามารถสังเคราะหไดเอง (Rock, 1997)  

 
 สําหรับรูปแบบการสะสม carotenoid ในเลือดจากภาพท่ี 9D แสดงใหเห็นวา ปริมาณ

carotenoid มีคาเพิ่มข้ึนต้ังแตปูอยูในระยะกอนลอกคราบ (D1-D3)  ถึงระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) อยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) แตกตางกับผลการศึกษาในปูเสฉวน (hermit crab, Clibanarius 
erythropus) ท่ีพบวา ปูระยะกระดองแข็งปกติมีปริมาณ carotenoid สูงสุด สวนรูปแบบ carotenoid 
ท่ีพบในเหงือก (ภาพท่ี 4B) มีลักษณะเหมือนกับรูปแบบของเลือด กลาวคือ ปริมาณ carotenoid
เพิ่มข้ึนต้ังแตระยะกระดองแข็งปกติและมีคาสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวา astaxanthin เปน carotenoid หลักท่ีสะสมอยูในเลือดและ
เหงือกของปูทุกระยะ สอดคลองกับผลการศึกษาของ Greenberg (1968) ท่ีพบวา เลือดและเหงือก
เปนอวยัวะท่ีมีการสะสม carotenoid ชนิด astaxanthin เปนสวนใหญ โดยจากภาพท่ี 10B และ 10D 
แสดงใหเห็นวา ปริมาณของ astaxanthin ในเลือดและเหงือกเร่ิมเพิ่มสูงข้ึนต้ังแตปูพฒันาเขาสูระยะ
กอนลอกคราบ (D1-D3) จนกระท่ังปูทําการลอกคราบเกาออกเปนปูนิม่ (A1) และปูกระดาษ (A2.1) 
ซ่ึงสอดคลองกับรูปแบบของปริมาณ carotenoid ท่ีพบในเลือดและเหงือก 

 
 การท่ีปริมาณ carotenoid และปริมาณของ astaxanthin ของเลือดสูงข้ึนในระยะกอน

ลอกคราบ (D1-D3) และระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) นาจะเปนเพราะวา เลือดเปนแหลง
หมุนเวียนและทําหนาท่ีในการขนสง carotenoid และสารอินทรียท่ีสําคัญจากอวยัวะหนึ่งไปยังอีก
อวัยวะหนึ่งในระยะกอนการลอกคราบ  ซ่ึงเปนระยะท่ีปูเร่ิมสรางกระดองใหม และกระดองเกาเร่ิม
แยกตัวออก ดงันั้นเพื่อมิใหสารอินทรียท่ีจําเปนตองลอกท้ิงไปพรอมกับกระดองเกา จึงทําใหปูตอง
ลําเลียงสารอินทรียจากกระดองเกาไปสูกระดองใหมผานทางเลือด (Ghidalia, 1985) ดวยเหตุผล
เหลานี้ จึงอาจสงผลใหปริมาณ carotenoid และปริมาณของ astaxanthin ท่ีพบในเหงือกเพิ่มข้ึน
ตั้งแตระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) จนผานเขาสูระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) นอกจากนี้ยงั
พบวา เหงือกเปนเนื้อเยื่อเพียงชนิดเดยีวท่ีพบการสะสม zeaxanthin ในเกือบทุกระยะ ยกเวนระยะ
กอนลอกคราบ (D3) ถึงระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) โดย Tanaka et al. (1976) อธิบายวา 
zeaxanthin ท่ีพบสะสมในกุง prawn, Penaeus japonicus ถูกเปล่ียนมาจาก β-carotene โดย 
zeaxanthin สามารถเปล่ียนรูปเปน astaxanthin ได  
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 จากภาพท่ี 9A แสดงถึงรูปแบบการสะสม carotenoid ในตับท่ีมีปริมาณคอนขางคงท่ี
ตลอดวงจรการลอกคราบ ยกเวนปูท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ 2 วัน (D3) ระยะหลังลอกคราบ         
6 ช่ัวโมง (A1) และระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) ท่ีมีการสะสม carotenoid เพิม่ข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) แตกตางกับ carotenoid ท่ีพบในตับของปูเสฉวน hermit crab (C. erythropus) ท่ี
มีปริมาณ carotenoid นอยในระยะกอนลอกคราบ (D) และระยะหลังลอกคราบใหม (A1) เนื่องจาก
ตับเปนอวยัวะที่ชวยในการสะสมสารอินทรียและแรธาตุ โดย carotenoid ท่ีลดลงในชวงกอนการ
ลอกคราบ อาจเกิดจากตับทําหนาท่ีสง carotenoid และสารอาหารท่ีมีความจําเปน โดยใชเลือดเปน
ตัวนําไปสงยังเนื้อเยื่อใตกระดอง เพื่อทําการสรางกระดองอันใหม  

 
 ในขณะท่ี ผลการศึกษา carotenoid ในเนื้อเยื่อใตกระดอง (ภาพท่ี 9C) พบวา มีปริมาณ
สูงกวาในเลือดและเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ซ่ึงแสดงวาเนื้อเยื่อใตกระดองเปนแหลงสะสม carotenoid หลักใน
ปูทะเล ซ่ึงสอดคลองกับ Gilchrist and Lee (1967)  ท่ีรายงานวา บริเวณเนื้อเยื่อใตกระดองเปนแหลง
ท่ีพบ carotenoid มากท่ีสุด โดยรูปแบบของการสะสม carotenoid ในเนือ้เยื่อใตกระดองของปูใน
ระยะกอนลอกคราบ (D1-D3) มีแนวโนมลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับปูระยะ
กระดองแข็งปกติ (C) อาจเปนเพราะเนื้อเยือ่ใตกระดองของปูท่ีอยูในระยะกอนลอกคราบ จะเกดิ
กระบวนการสะสม การดึงกลับและการสลายตัวของสารอินทรียหลายชนิด เพื่อสราง cuticle ใหแก
กระดองอันใหม โดยหลังจากปูลอกคราบเสร็จแลวพบวา แนวโนมของ carotenoid ในเน้ือเยื่อใต
กระดองมีปริมาณลดลงมาก (p<0.05) เม่ือเทียบกับปูระยะกระดองแข็งปกติ (C) ในขณะท่ีปริมาณ
carotenoid ของตับชวงใกลลอกคราบ (D3) จนกระท่ังถึงระยะหลังลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) กลับ
มีปริมาณ carotenoid เพิ่มข้ึนสูงมาก (p<0.05) อาจเปนไปไดวาการเปล่ียนแปลงของ carotenoid ท่ี
เกิดข้ึนในอวัยวะท้ังสองนี้มีความสัมพันธกัน   

 
 สําหรับผลการศึกษาชนดิ carotenoid พบวา β-carotene มีการสะสมมากในตับ (ภาพท่ี 
10A) สอดคลองกับรายงานของ Katayama et al. (1971) ท่ีพบวา ตับเปนเนื้อเยื่อท่ีมีปริมาณ 
carotenoid ชนดิ β-carotene มากท่ีสุด โดยรูปแบบการสะสมของ β-carotene คอนขางมีความ
แปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ แตกตางจากผลการศึกษา carotenoid ในเนื้อเยือ่ใตกระดองท่ี
พบวาเปนชนดิ astaxanthin ซ่ึงผลที่ไดเหมือนกับรายงานของ Gilchrist and Lee (1967) และ 
Greenberg (1968) ท่ีพบวา บริเวณเนื้อเยื่อใตกระดองเปนสวนท่ีมีการสะสม astaxanthin เปนหลัก 
(60-90%) โดยจะพบในรูปของ esterified form (Sagi et al., 1995) ดังนัน้จึงมีความเปนไปไดวา 
unknown ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดองนี้ อาจเปน carotenoid ชนิด esterified astaxanthin นอกจากนี ้
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เปนท่ีนาสังเกตวา ปริมาณ β-carotene ท่ีลดลงในตับอาจเกิดจากการเปล่ียนรูปไปเปน astaxanthin 
เพื่อสงไปสะสมยังเนื้อเยื่อใตกระดองในระหวางเกิดกระบวนการลอกคราบ 
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สรุป 
 

1. จํานวนเม็ดเลือดรวม 
 
 จากการศึกษาจํานวนเม็ดเลือดรวมในปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบพบวา ระยะหลังลอก
คราบมีจํานวนเม็ดเลือดรวมโดยเฉล่ียสูงกวาระยะกอนลอกคราบ โดยจํานวนเม็ดเลือดมีแนวโนม
เพิ่มข้ึน 2 ชวง คือ ชวงระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ถึงระยะหลังลอกคราบ 6 ช่ัวโมง และชวง
ระยะหลังลอกคราบ 2 วัน ถึงระยะหลังลอกคราบ 5 วัน โดยเม็ดเลือดทําหนาท่ีเกีย่วของกับการผลิต
เอนไซม prophenoloxidase สังเคราะหน้ําตาล และมีบทบาทในระบบภูมิคุมกัน 
 
2. กิจกรรมเอนไซม 
  

2.1 กิจกรรมเอนไซม phenoloxidase  
 
 รูปแบบกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase ในตับพบวา มีคาคอนขางตํ่าตลอดวงจรการ
ลอกคราบ เม่ือเปรียบเทียบกบัในเหงือก เนือ้เยื่อใตกระดอง และเลือด โดยกิจกรรมในตับของปู
ระยะกระดองแข็งปกติมีคาสูงสุด สําหรับกิจกรรมเอนไซมในเหงือกพบวา กิจกรรมเอนไซม 
phenoloxidase มีคาคอนขางสูงตลอดวงจรการลอกคราบ ในขณะท่ีกจิกรรมเอนไซมในเน้ือเยื่อใต
กระดองมีคาแปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ สวนเลือดพบวา กจิกรรมเอนไซม phenoloxidase 
ในระยะกอนลอกคราบมีกิจกรรมคอนขางคงท่ีและมีคานอยกวาระยะหลังลอกคราบ ซ่ึงเอนไซม 
phenoloxidase ชวยเหนีย่วนําใหเกิดกระบวนการ sclerotization, melanization, calcification ใน
กระดอง และชวยทําลายส่ิงแปลกปลอมในระบบภูมิคุมกันของปูทะเล 
 

2.2 กิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase 
  
 สําหรับกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase พบวา ตับมีคากิจกรรมคอนขางคงท่ี
ตลอดวงจรการลอกคราบ ยกเวนในระยะปูกระดองแข็งปกติท่ีมีคาสูงมาก ในขณะท่ีกิจกรรม
เอนไซมในเหงือกมีคากิจกรรมคอนขางสูงตลอดวงจรการลอกคราบ แตกิจกรรมเอนไซม 
superoxide dismutase ในเนื้อเยื่อใตกระดองพบวา มีคากจิกรรมคอนขางแปรปรวนตลอดวงจรการ
ลอกคราบ ในขณะท่ีรูปแบบกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase ของเลือดในระยะกอนลอก 
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คราบพบวา กจิกรรมเอนไซมมีรูปแบบคอนขางคงท่ีและมีคานอยกวาระยะหลังลอกคราบ โดย
เอนไซม superoxide dismutase จะชวยกําจดัอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากขบวนการ metabolism และ
กระบวนการ respiratory burst ในระหวางการทําลายจุลชีพแบบ phagocytosis ของเซลลเม็ดเลือดปู 
 
3. ปริมาณ carotenoid 
 
 ตับมีการสะสม carotenoid ในรูป β-carotene เปนหลัก โดยปริมาณ carotenoid ท่ีสะสมมีคา
คอนขางแปรปรวน เนื่องจากตับเปนอวัยวะท่ีสะสมสารอินทรีย ซ่ึงจะถูกดึงมาใชในระหวางท่ีมีการ
ลอกคราบ สวนเหงือกสะสม carotenoid 3 ชนิด คือ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin 
ในขณะท่ี carotenoid หลักท่ีพบในเลือด คือ astaxanthin โดยเหงือกและเลือดมีรูปแบบของปริมาณ 
carotenoid ท่ีคลายคลึงกัน กลาวคือ ปริมาณ carotenoid มีคาสูงในระยะหลังลอกคราบใหม ๆ โดย
เลือดมีบทบาทในการขนสง carotenoid จากอวัยวะหนึ่งไปยังอวยัวะตาง ๆ ของรางกาย สําหรับ 
carotenoid ท่ีพบในเนื้อเยื่อใตกระดองเปนชนิด astaxanthin ซ่ึงเนื้อเยือ่ใตกระดองมีการสะสม 
carotenoid สูงสุด เม่ือเปรียบเทียบกับอวัยวะอ่ืน ๆ โดยปริมาณ carotenoid สูงสุดพบในปูระยะ
กระดองแข็งปกติ ท้ังนี้ carotenoid จะถูกเกบ็สะสมไวภายในโครมาโตฟอร 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ผลการศึกษาจาํนวนเม็ดเลือดรวมและกิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และ superoxide 
dismutase สามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและระบบ
ภูมิคุมกันของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบได 
 
2. เนื่องจากปริมาณ carotenoid โดยเฉพาะชนดิ astaxanthin ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาคอนขางสูง 
จึงนาจะมีการนํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหารสัตวน้ํา  
 
3. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกับความสัมพนัธระหวางจํานวนเม็ดเลือดรวม กิจกรรมของ
เอนไซม และปริมาณ carotenoid ในระบบภูมิคุมกันของปูทะเลตลอดวงจรการลอกคราบตอไป 
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ภาคผนวก 
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A 

 
B 

 
ภาพผนวกท่ี 1 การเล้ียงปูนิ่ม (A) และลักษณะปูท่ีลอกคราบเสร็จใหม ๆ (B) 
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A 

 
B 

 

 

ภาพผนวกท่ี 2 ลักษณะภายนอกของปูระยะปกติ (A)  และกระดองเกาท่ีเกิดจากการลอกคราบ     
ของปูทะเล (B) 
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A 

 
B 

 

เนื้อเยื่อใตกระดอง 

ตับ 

เหงือก 

ภาพผนวกท่ี 3 การเก็บเลือดท่ีโคนขาคูท่ี 5 (A) และอวัยวะภายในของปู (B) 
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phenoloxidase superoxide dismutase BSA 
 
ภาพผนวกที่ 4 ลักษณะ end product ของเอนไซมและโปรตีนมาตรฐาน BSA 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

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

 
ภาพผนวกที่ 5 สารสกัด carotenoid จากตับในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

   

 

ระยะหลังลอกคราบ 3 วัน ระยะหลังลอกคราบ 7 วัน ระยะหลังลอกคราบ 10 วัน  
 
ภาพผนวกที่ 6 สารสกัด carotenoid จากเหงือกในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 

 
ระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

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

 
ภาพผนวกที่ 7 สารสกัด carotenoid จากเนือ้เยื่อใตกระดองในปูทะเลระยะตาง ๆ 
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ระยะปกติ 
 

ระยะกอนลอกคราบ 1 สัปดาห ระยะกอนลอกคราบ 2 วัน 

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

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

 
วิธีการวิเคราะห 

1. เตรียมสารละลาย BSA เจือจางท่ีระดับความเขมขน 0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 
0.1 mg/ml ตามลําดับ จากสารละลาย BSA เขมขน (stock solution) (โดยใชน้ํากล่ัน
เปน blank) 

2. เติม Bradford reagent ปริมาตร 1 ml ลงใน 100 μl ของสารละลายเจือจางระดับความ
เขมขนตาง ๆ ท่ีเตรียมไว ผสมใหเขากัน แลวบมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที 

3. จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว 595 nm 
4. นําผลท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 595 nm กับความ

เขมขนระดับตาง 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  
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ภาพผนวกท่ี 11 กราฟมาตรฐานของเอนไซม superoxide dismutase  
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กราฟมาตรฐานของ astaxanthin, β-carotene และ zeaxanthin 
 

วิธีการวิเคราะห 
1. เตรียมสารละลาย standard carotenoid ในระดับความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 

และ 4.0 ppm  
2. นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ carotenoid ชนิดนั้น ๆ 

แลวคํานวณความเขมขนจริงของสารละลายมาตรฐานดวยคา absorption 
coefficience 

3. นําสารละลายมาตรฐานแตละความเขมขนมาวัดคา peak area ดวย HPLC ท่ีการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 77 

 
 

 
 

y = 190474x
R2 = 0.9998

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Amount

Ar
ea

 
 
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 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  -  
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนผูชวยสอน  ภาคปลาย  ปการศึกษา 2548  

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ทุนสนับสนุนงานวิจยัระดับบัณฑิตศึกษา   
ประจําป 2549 บัณฑิตวิทยาลัย   
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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