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การศึกษาผลของเมทลัโลโปรตีนต่อการเจริญเติบโต การรอดตาย และระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จ าเพาะของ
กุง้ขาวแวนนาไม (Litopenaeus  vannamei) ในหอ้งปฏิบติัการ แบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ี
ไดรั้บอาหารปกติและชุดการทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1 กรัมต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม ชุดการทดลองละ 4 ซ ้ า โดยแต่ละซ ้ าใช ้กุง้ขาวแวนนาไมระยะโพสลาร์วา 15  จ านวน 50 ตวั เล้ียงในถงัขนาด 
500 ลิตร ใหอ้าหารวนัละ 4 ม้ือ เล้ียงเป็นระยะเวลา 60 วนั พบวา่กุง้ในชุดท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีน มี
น ้ าหนกัตวัเฉล่ียเท่ากบั 5.72 ± 0.98 กรัม สูงกวา่กุง้ชุดท่ีไดรั้บอาหารปกติ (3.52 ± 0.56 กรัม) แต่อตัราการรอดตายไม่
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ในขณะท่ีผลการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัและอตัราการอด
ตายของกุง้หลงัจากไดรั้บเช้ือ Vibrio harveyi ในหอ้งปฏิบติัการ พบวา่กุง้ชุดท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีน มี
ปริมาณเมด็เลือดรวม กระบวนการท าลายแบคทีเรีย การกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดกุง้ กิจกรรมของเอนไซม ์
phenoloxidase  การผลิตเอนไซม ์superoxide dismutase และอตัราการรอดตายหลงัจากไดรั้บเช้ือ V. harveyi สูงกวา่กุง้
ชุดท่ีไดรั้บอาหารปกติ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) การศึกษาผลของสารเมทลัโลโปรตีน ต่อการเจริญเติบโต 
การรอดตายและระบบภูมิคุม้กนัของกุง้ขาว แวนนาไม ในสภาวะท่ีไดรั้บออกซิเจนท่ีระดบัต่างกนั แบ่งการทดลอง
ออกเป็น 3 ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ชุดการทดลองท่ีไดรั้บอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนปกติหรือกลุ่มควบคุม, ชุดการ
ทดลองท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในสภาวะออกซิเจน
ต ่าและชุดการทดลองท่ีไดรั้บอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนต ่า ชุดการทดลองละ 3 ซ ้ า แต่ละซ ้ าใชกุ้ง้ขาวแวนนาไม
น ้ าหนกัเฉล่ีย 7.5 ± 0.5 กรัม จ านวน 30 ตวั เล้ียงเป็นระยะเวลา 55 วนั พบวา่กลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารปกติ ในสภาวะ
ออกซิเจนปกติ มีน ้ าหนกัตวัเฉล่ียเท่ากบั 15.00 ± 1.36 กรัม สูงกวา่ชุดท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีนท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในสภาวะออกซิเจนต ่า (12.11 ± 1.13 กรัม) และชุดท่ีไดรั้บอาหารปกติ ใน
สภาวะออกซิเจนต ่า (12.00 ± 2.85 กรัม) (P<0.05) อตัราการรอดตายของกุง้กลุ่มควบคุมเท่ากบั 84.44 ± 1.92 เปอร์เซ็นต ์
มากกวา่กุง้ท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในสภาวะ
ออกซิเจนต ่า (61.11 ± 1.92 เปอร์เซ็นต)์ และอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนต ่า (45.56 ± 3.85 เปอร์เซ็นต)์ และเม่ือ
พิจารณากลุ่มท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนต ่า พบวา่ กลุ่มท่ีไดรั้บสารเมทลัโลโปรตีนมีอตัราการรอดตายสูงกวา่กลุ่มท่ี
ไม่ไดรั้บสารน้ี อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ผลการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในกุง้ขาวแวนนาไม 
พบวา่ปริมาณเมด็เลือดรวม กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม ค่าปริมาณเอนไซม ์phenoloxidase และการผลิต
เอนไซม ์superoxide dismutase ของกุง้ชุดควบคุมและชุดท่ีไดรั้บอาหารผสมสารเมทลัโลโปรตีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
1 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในสภาวะออกซิเจนต ่า ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) และสูงกวา่ชุดท่ีไม่ไดรั้บอาหารผสมสาร
เมทลัโลโปรตีน ในสภาวะออกซิเจนต ่า (P<0.05) ผลจากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ การใชส้ารเมทลัโลโปรตีนมีผล
ช่วยในการเสริมระดบัภูมิคุม้กนัของกุง้ขาวแวนนาไมไดใ้นสภาวะออกซิเจนต ่า ซ่ึงจะท าใหกุ้ง้มีอตัราการรอดตาย
เพ่ิมข้ึน 
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A study of the effects of metalloprotein on growth, survival and immune response in Pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) was conducted under laboratory conditions. Laboratory tests were carried out in two 
treatments (with four replicates/treatment). Each replicate consisted  of 50 shrimp (PL 15) in 500 liter fiberglass tanks. 
Shrimp were fed four times daily for 60 days with pelleted feed containing levels of metalloprotein (0 g and 1 g per kg 
of feed. After 60 days of dietary administration, shrimp fed with 1 g metalloprotein per kg of feed had an average body 
weight (5.72 ± 0.98 g) which was significantly higher (P<0.05) than the control group (3.52 ± 0.56 g), but survival rate 
was not significantly different (P>0.05). Total hemocyte count (THC), bactericidal activity, phagocytic activity, 
phenoloxidase activity superoxide dismutase activity and survival rate of shrimp after experimental infection with 
Vibrio harveyi revealed that shrimp fed  with 1 g metalloprotein per kg of  feed had significantly higher than control 
group (P<0.05). A study of the effects of metalloprotein on growth, survival and immune response was conducted 
under different oxygen level. The experiment was carried out in three treatments (with three replicates per treatment). 
Each replicate consisted of 30 shrimp (7.5 ± 0.5 g) and rearing for 55 days. Treatment 1 or control group, shrimp were 
fed with pelleted feed with normal oxygen conditions. Treatment 2, 1g metalloprotein/kg of the feed was added and 
rearing in low oxygen conditions. Treatment 3, shrimp were fed with normal feed without metalloprotein also in low 
oxygen conditions. After 55 days of dietary administration. shrimp fed with normal feed with normal oxygen 
conditions had an average body weight (15.00 ± 1.36 g) which was significantly higher (P<0.05) than shrimp fed with 1 
g metalloprotein per kg of the feed in low oxygen conditions  (12.11 ± 1.13 g) and the group that fed with normal feed 
in low oxygen conditions(12.00 ± 2.85 g) respectively. Survival rate of shrimp was significantly higher in the group 
that fed with normal feed in normal oxygen conditions (84.44 ± 1.92 percent) than that shrimp fed with 1g 
metalloprotein/kg of the feed in low oxygen conditions (61.11 ± 1.92 percent) and normal feed in low oxygen 
conditions (45.56 ± 3.85 percent) (P<0.05) respectively. However, shrimp fed with 1 g metalloprotein per kg of the 
feed had significantly higher survival rate than the group without metalloprotein (P<0.05). The immune characteristics 
revealed that THC, phagocytic activity, phenoloxidase activity and superoxide dismutase activity of shrimp from 
control group and shrimp fed 1 g metalloprotein per kg of the feed in low oxygen conditions were not significantly 
different (P>0.05) but higher than the group without metalloprotein (P<0.05). The present study indicate that oral 
administration of metalloprotein could increase immune response and survival rate of L. vannamei in low oxygen 
conditions. 
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คํานํา 
 

อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงของประเทศไทยทําเงินรายไดเขาประเทศปละหลายหม่ืนลาน

บาทมาเปนระยะเวลากวา 20 ป เนื่องจากเปนผูนําดานการสงออกมาโดยตลอดและในชวง 4-5  ปท่ี
ผานมาอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงของประเทศไทยเปลี่ยนจากการเพาะเล้ียงกุงกุลาดําเปนการ

เล้ียงกุงขาวแวนนาไม  เนื่องจากกุงขาวแวนนาไมไดผานการปรับปรุงสายพันธมาเปนระยะ
เวลานาน  จึงเปนกุงท่ีโตเร็ว  เล้ียงงาย ใหผลผลิตสูง (ชลอ และพรเลิศ, 2547) เนื่องจากระบบการ
เล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทยเปนการเล้ียงแบบหนาแนน  เกษตรกรสวนใหญจะปลอยลูก
กุงขาวในอัตราต้ังแต 100,000 ตัวตอไรข้ึนไป  ทําใหในชวงเดือนสุดทายของการเล้ียง ปริมาณส่ิง
ขับถายและอาหารท่ีเหลือจะมีปริมาณมากข้ึนจนถึงระดับท่ีทําใหคุณภาพน้ําอยูในระดับท่ีไม

เหมาะสมตอการเจริญเติบโต โดยเฉพาะปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในนํ้าลดต่ําลงและเพิ่ม

ความเครียดใหกับกุงซ่ึงจะทําใหกุงออนแอ   ภูมิคุมกันของรางกายต่ําลง ในชวงท่ีกุงออนแอนี้เช้ือ
โรคจะเขาทําอันตรายตอกุงไดงายและทําใหกุงเกิดโรคในที่สุด (บุญรัตน, 2553) 

 
สภาพการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมแบบหนาแนนและปญหาท่ีพบในระหวางการเล้ียง ทําให

เกษตรกรสวนใหญแกปญหาโดยเพิ่มเคร่ืองใหอากาศ ซ่ึงสามารถแกปญหาตางๆไดในระดับหนึ่ง 
แตมีผลทําใหตนทุนในการผลิตสูงข้ึนดวย เนื่องจากปริมาณออกซิเจนในระดับสูงมีความสัมพันธ
ตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนา ในรางกายส่ิงมีชีวิตจะมีสารชีวโมเลกุล ซ่ึงเปน
องคประกอบเซลลและทําหนาท่ีตางๆ อยางหลากหลาย  เชนโปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรตและกรด
นิวคลีอิก   โปรตีนเปนสารอาหารที่รางกายขาดไมได  รางกายส่ิงมีชีวิตจะใชโปรตีนเปน
สวนประกอบของเซลลและสังเคราะหสาร ท่ีจําเปนตองใชในการควบคุมกระบวนการเมทาบอลิซึม
เพื่อใหการทํางานของรางกายดําเนินไปตามปกติ เชน เอนไซมและฮอรโมน เปนตน   หากแบง
ประเภทของโปรตีนดวยองคประกอบทางเคมีจะพบวามีกลุมของโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบ
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รวม เรียกวา เมทัลโลโปรตีน (metalloprotein) เมทัลโลโปรตีนท่ีอยูในกลุมขนสงออกซิเจน 
(dioxygen transport) มีความสําคัญในกุงทําหนาท่ีในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจน ซ่ึงเปน
วัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจ โดยมีเหล็กและทองแดงเปนโลหะท่ีสําคัญในกลุมนี้ (อธิป, 
2536) การเล้ียงกุงขาวอยางหนาแนนจําเปนตองเพิ่มประสิทธิภาพการลําเลียงกาซออกซิเจนโดยตอง
เพิ่มการทํางานของโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบรวมในเลือดกุง ไดแก เมทัลโลโปรตีน  

 
สารประกอบเมทัลโลโปรตีนเปนสารชีวโมเลกุลในกลุมโปรตีนท่ีผลิตข้ึนเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนท่ีมีความจําเปนโดยเฉพาะ กุงจะสามารถอยูใน
สภาพการเล้ียงที่มีปริมาณออกซิเจนละลายในน้ําต่ําในชวงสุดทายของการเล้ียงได  ความเครียดท่ี
เกิดจากปริมาณออกซิเจนท่ีลดตํ่าลงในชวงสุดทายของการเล้ียงเปนสาเหตุทําใหกุงเกิดความออนแอ

และงายตอการติดเช้ือโรค ดังนั้นการใหกุงไดรับสารประกอบเมทัลโลโปรตีน จะทําใหกุงไดรับ
ออกซิเจนเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะทําใหอัตราการรอดตายสูงข้ึน ผลผลิตจากการเล้ียงจะเพิ่มข้ึนสามารถลด
ปญหาท่ีเกิดข้ึนในระหวางการเล้ียงได 
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วัตถุประสงค 
  

1. เพ่ือศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต อัตราการรอดตายและการต 
อบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 

2.  เพื่อศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน  ตอความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ของกุงขาว
แวนนาไมในหองปฏิบัติการ 

 
3. เพื่อศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงในน้ําที่มีปริมาณออกซิเจนตํ่า 
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การตรวจเอกสาร 

1. กุงขาวแวนนาไม 
 

กุงขาวแปซิฟก (Litopenaeus vannamei) หรือท่ีเกษตรกรไทยนิยมเรียกกันวา กุงขาวแวนนา
ไมเปนกุงพ้ืนเมืองในทวีปอเมริกาใต (Holthuis, 1980) มีการเล้ียงกันอยางแพรหลายในประเทศ
เอกวาดอร เม็กซิโก เปรู ปานามา ฮอนดูรัส โคลอมเบีย และบราซิล เปนตน (Rosenberry, 1993; 
FAO, 1994) ในทวีปเอเชียมีการนําเขากุงชนิดนี้เขามาเล้ียงคร้ังแรกท่ีประเทศไตหวันในป พ.ศ. 
2539 สําหรับประเทศไทย ในป พ.ศ. 2545 กรมประมงอนุญาตใหนําพอแมพันธุกุงขาวท่ีปลอดเช้ือ 
(Specific Pathogen Free, SPF) จากตางประเทศเขามาทดลองเล้ียง รวมระยะเวลาท่ีอนุญาต 11 เดือน  
โดยอนุญาตใหนําเขาพอแมพันธุกุงขาวไดจากแหลงท่ีกรมประมง รับรองแลวเทานั้น (มาลินีและ 
สมยศ, 2548) เกษตรกรบางสวนทดลองเล้ียงกุงขาวใหผลคอนขางดีทําใหเกษตรกรจํานวนมากหัน
มาเล้ียงกุงขาวกันมากข้ึน 
 
 2.  การเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยเร่ิมมีการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมตั้งแตป พ.ศ. 2545 หลังจากกรมประมงได

อนุญาตใหนําเขาพอแมพันธุกุงขาวท่ีปลอดเช้ือจากตางประเทศมาทดลองเล้ียง  ซ่ึงชวงเวลาดังกลาว
การเล้ียงกุงกุลาดําในประเทศไทยประสบปญหากุงโตชา เกษตรกรสวนใหญประสบปญหาขาดทุน  
ขณะเดียวกันมีเกษตรกรบางสวนทดลองเล้ียงกุงขาวใหผลคอนขางดีทําใหเกษตรกรจํานวนมากหัน

มาเล้ียงกุงขาวกันมากข้ึน (ปยนุช, 2550)  ปจจุบันเกษตรกรสวนใหญเปล่ียนจากการเล้ียงกุงกุลาดํา
เปนกุงขาวแวนนาไม เนื่องจากเปนกุงท่ีโตเร็ว เล้ียงงาย ใหผลผลิตสูง สามารถเล้ียงไดในอัตราความ
หนาแนนสูงเพราะไดผานการปรับปรุงคัดเลือกสายพันธุมาแลวอยางตอเนื่องมาเปนเวลานาน (ชลอ 
และพรเลิศ, 2547) ซ่ึงอัตราความหนาแนนแตกตางตามวัตถุประสงคหรือเปาหมายของการผลิตและ
ความพรอมของฟารม  ซ่ึงแบงไดเปน  

 
 2.1 ระบบพัฒนาหรือความหนาแนนสูง (intensive system) ฟารมกุงท่ีใชระบบนี้สวน
ใหญจะมีพื้นท่ีบอประมาณ 3-6 ไร การเตรียมบอและการจัดการมีความละเอียดมากข้ึน ฟารมสวน
ใหญจะมีบอพักน้ําคิดเปนประมาณ 30 เปอรเซ็นตของพื้นท่ีบอเล้ียง มีอัตราการปลอยลูกกุงอยาง
หนาแนนระหวาง 60-90 ตัวตอตารางเมตรหรือมากกวานี้ ข้ึนอยูกับความเหมาะสมของแตละพื้นท่ี
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และความพรอมของแตละฟารม โดยมีการใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปและมีการใหอากาศอยางเพียงพอ
ท่ีสามารถรวมตะกอนของเสียไวรวมกันกนบอ ลักษณะการเล้ียงแบบนี้จะใหผลผลิตสูง (ชลอ และ
พรเลิศ, 2547) 
 
 2.2 ระบบพัฒนาหรือความหนาแนนสูงมาก (superintensive system) ฟารมเล้ียงกุงใน
ระบบนี้บางฟารมจะต้ังอยูในโรงเรือน (greenhouse) ผลผลิตตอปอาจสูงถึง 3.2-16 ตันตอไรหรือ
อาจสูงกวานี้ แตมีฟารมจํานวนนอยในประเทศไทยและประเทศสหรัฐอเมริกาและในบางประเทศ
เทานั้นท่ีใชระบบการเลี้ยงกุงแบบนี้ ตัวอยางของฟารมท่ีมีการพัฒนาและใชเทคโนโลยีในการ
จัดการฟารม คือบริษัท Belize Aquaculture Ltd. (BAL) ในประเทศเบลิสและฟารมเล้ียงกุงขาวแวน
นาไม Ocean Boy Farms ท่ีมลรัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา ระบบนี้จะไมมีการเปล่ียนถายน้ํา
แตมีปริมาณเคร่ืองใหอากาศจํานวนมาก  จัดการระบบน้ําหมุนเวียนปองกันน้ําเสียโดยใชผลผลิต
จากธรรมชาติ (McIntosh, 2000) 

 
ในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม เกษตรกรสวนใหญจะนิยมปลอยลูกกุงอยางหนาแนน มีการ

ใหอาหารสําเร็จรูป มีสูตรการใหอาหารท่ีเพิ่มจํานวนม้ือและปริมาณอาหาร เพื่อชวยเรงการ
เจริญเติบโตและเพ่ือท่ีจะใหไดผลผลิตตอหนวยพื้นท่ีสูงสุด ภายในระยะเวลาท่ีส้ันเทาท่ีจะทําไดจึง
ทําใหเกิดการสะสมของสารอินทรียในพื้นบอเล้ียงกุงเปนสาเหตุใหคุณภาพน้ําในบอเล้ียงเส่ือมถอย

ลงอยางรวดเร็ว  มีผลตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง  การที่มีอินทรียสารหรือสารท่ีเปนของ
เสียตกคางอยูในบอเปนจํานวนมาก จะมีผลตอคุณสมบัติของนํ้าโดยเฉพาะปริมาณออกซิเจนท่ีลด
ต่ําลง จนถึงระดับท่ีกุงเกิดความออนแอและเกิดโรคติดเช้ือตามมาในท่ีสุด สงผลใหผลผลิตของการ
เล้ียงไมไดตามเปาหมาย (วัฒนาและคณะ, 2549)   

 
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา เปนปจจัยท่ีมีความสําคัญท่ีสุดตอการเล้ียงกุง เนื่องจากมี

ผลตออัตราการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย ซ่ึงพบวาปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําท่ีระดับ
ต่ํากวา 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลทําใหประสิทธิภาพการลอกคราบลดลงเนื่องจากในขณะท่ีกุงลอก
คราบ การดูดซึมออกซิเจนของกุงจะมีประสิทธิภาพต่ําลง ถาออกซิเจนอยูในระดับตํ่าอาจทําใหกุง
ตายไดงายระหวางลอกคราบ เนื่องจากอาการขาดออกซิเจน  นอกจากนี้แลวออกซิเจนยังเปนปจจัย
สําคัญตอส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กและจุลินทรียในน้ํา  เพราะถาในสภาวะท่ีมีออกซิเจน สารอินทรียจะถูก
ใชไปโดยสภาพท่ีใชออกซิเจนและเปล่ียนเปนสารท่ีไมมีพิษแทน  เชน น้ํา คารบอนไดออกไซดและ
ไนเตรท ถาหากออกซิเจนไมเพียงพอ สภาพการยอยสลายแบบไมใชออกซิเจนจะเกิดข้ึนแทน แลว
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ไดผลผลิตท่ีเปนพิษตอกุง เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด มีเทน แอมโมเนียและกรดอินทรีย เปนตน  
อาหารที่เหลือเม่ือมีการสะสมมากข้ึนเร่ือยๆ ตามระยะเวลาในการเล้ียง จะมีผลทําใหหมีการใช
ออกซิเจนในการยอยสลายมากข้ึน จนทําใหเปล่ียนเปนสภาพขาดออกซิเจนได (วัฒนา และคณะ, 
2549)   
 
3. ระบบภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 

 
 กุงขาวแวนนาไมเปนสัตวท่ีไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในกลุม arthropod  มีระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะ (non-specific immune response) เปนระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด(Bachère et 
al., 2000) โดยจะไมมีการตอบสนองและการสรางสารน้ําท่ีเรียกวา แอนติบอดี้ (antibody) หรืออิมมู
โนโกลบูลิน (immnoglobulin) (กิจการ และคณะ, 2543 ค) เนื่องจากระบบหมุนเวียนเลือดของกุง
เปนระบบเปด (open circulatory system) (Söderhäll et al., 1996)ประกอบดวยหัวใจ แองเลือด และ
น้ําเหลือง เลือดจากหัวใจจะไหลเขาไปในแองเลือด จากน้ันจะไหลไปเล้ียงสวนตางๆ ของรางกาย 
อวัยวะในการสรางเม็ดเลือด เรียกวา hematopoietic tissue พบท่ีตําแหนงดานบนของกระเพาะ
อาหารและโคนขาเดิน พบอยูเปนชุด ๆ ภายในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน และบริเวณใกลกับแองเลือด  น้ํา
เลือดกุงมีแรธาตุคารบอน (C), ไนโตรเจน (N), ไฮโดรเจน (H), ซัลเฟอร (S) และคอปเปอร (Cu) 
เปนองคประกอบท่ีสําคัญ รงควัตถุท่ีทําหนาท่ีในการแลกเปล่ียนกาซ คือ haemocyanin โดยมี

ประมาณ 60-95 เปอรเซ็นตในน้ําเลือดท้ังหมด มีแรธาตุคอปเปอรเปนองคประกอบ ทําใหน้ําเลือด
ของกุงมีสีน้ําเงิน (Djangmah, 1970) ซ่ึงจะมีการเปล่ียนแปลงตามเพศ ขนาดของตัวกุง และวงจรการ
ลอกคราบของตัวกุง (Chen and Cheng, 1993)  เม็ดเลือดของกุงจะมีหนาท่ีหลักในการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกัน ปริมาณเม็ดเลือดมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา จะมีปริมาณลดลงเม่ือกุงเกิดการติด
เช้ือโรค จากนั้นเม็ดเลือดใหมจะถูกสรางข้ึนมาในปริมาณท่ีเหมาะสม เม็ดเลือดเปนศูนยกลางการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันท่ีสําคัญ เกิดจากกิจกรรมของเซลลเม็ดเลือด น้ําเลือดและเนื้อเยื่อตางๆ ใน
รางกาย (Söderhäll and Cerenius, 1992)  กลไกการปองกันตัวเองจากส่ิงแปลกปลอม สามารถแบง
ออกไดเปน 2 กลไก คือ 
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 3.1 กลไกการปองกันตนเองโดยโครงสรางภายนอกของรางกาย (external defence 
mechanism) 
 
 กุงมีโครงสรางแข็งภายนอก (exoskeleton structure) เปนสารพวก chitin และ chitosan
โดยบริเวณเนื้อเยื่อภายใตโครงสรางปกคลุมท่ีเรียกวา เปลือก จะมีเซลลท่ีทําหนาท่ีในการสรางสาร
เมือก (mucopolysaccharide หรือ mucous) และหล่ังสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมโปรทีเอส 
(protease inhibitor) ท่ีสรางจากเช้ือกอโรคได นอกจากนี้ในขณะท่ีกุงลอกคราบ (molting) เพื่อการ
เจริญเติบโต กุงก็จะสามารถกําจัดพวกปรสิตบริเวณผิวตัวออกไปพรอมกับเปลือกแข็งดวย 
 

3.2  กลไกการปองกันตนเองภายในรางกาย (internal defence mechanism) 
 

 เม่ือส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคสามารถเขาสูรางกายได กุงจะมีการตอบสนอง

ภายในรางกาย 2 ระบบ คือ 
 
 3.2.1 ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล (cellular defence mechanism)  

 
 การทํางานของเซลลเม็ดเลือดในการทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรค

สามารถเขาสูรางกาย เซลลเม็ดเลือด (hemocyte) ท่ีมีบทบาทสําคัญมี 3 ชนิด คือ hyaline cell, semi-
granular และ large granular (Martin and Graves, 1985; Hose et al., 1987) กระจายอยูท่ัวไปตาม
เนื้อเยื่อ ภายในกระแสเลือด ตอมน้ําเหลือง (lymphoid organ) กลามเนื้อหัวใจ hepatopancreas และ
อวัยวะอื่นๆ จําแนกโดยอาศัยการมีหรือไมมี จํานวน การยอมสีและโครงสรางของแกรนูลในไซ
โทพลาซึม ไดแก  
 

               1)  hyaline cells หรือ  hyaline hemocyte (hyalinocyte หรือ hyalocytes) หรือ 
non-granular cells  เปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด รูปรางกลมแบน ผิวเรียบ ไมมีแกรนูล 
นิวเคลียสขนาดใหญอยูกลางเซลลมีขอบเขตของไซโทพลาซึมนอย มีหนาท่ีเกี่ยวของกับการกําจัด
ส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย โดยกระบวนการกลืนกิน (phagocytosis) (Söderhäll and Smith, 
1986) 
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 2) semi-granular cells หรือ semi-granular  hemocyte (semigranulocyte) มี
ลักษณะกึ่งกลางระหวาง hyaline cell และ granulocyte มีรูปรางเปนรูปไขหรือรูปกระสวย ขนาด
ของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมโครเมตร ยาว 9.0-14.2 ไมโครเมตร (กิจการ และคณะ, 2543ข) 
นิวเคลียสมีขนาดเล็กตรงกลางเซลลหรือขอบเซลล ภายในไซโทพลาซึมมีแกรนูล (cytoplasmic 
granule) ขนาดเล็กและพบจํานวนนอย ลักษณะเซลลไมแนนอน มักแตกสลายตัวไดงาย เปนเซลลท่ี
เกาะพื้นผิวแกวไดดี มีสวนยื่นของเซลล (cell process) หรือเทาเทียมคอนขางมาก บริเวณผิวเซลล
อาจพบ microvilli ไดเล็กนอย เปนเม็ดเลือดท่ีทําหนาท่ีโดยตรงในการหอมลอม และตอบสนองตอ
ส่ิงแปลกปลอม โดยกระบวนการ nodule formation และ encapsulation รวมท้ังในกระบวนการ 
phenoloxidase activating system นอกจากนี้ semi-granular cells ยังสามารถกําจัดส่ิงแปลกปลอม
โดยกระบวนการกลืนกินไดอีกดวย (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
 
 3) large granular cell หรือ large granular hemocyte (granulocyte) เซลลชนิดนี้
มีขนาดใหญท่ีสุด รูปรางเปนรูปไข นิวเคลียสมีขนาดเล็ก รูปรางโคงคลายไต เสนผานศูนยกลางของ
เซลล 8-10 ไมโครเมตร กวาง 7.2-7.8 ไมโครเมตร ยาว 12.2-14.6 ไมโครเมตร (กิจการ  และคณะ, 
2543ข) ภายในไซโทพลาซึมมีแกรนูล (cytoplasmic granule) ขนาดใหญและพบจํานวนมาก เม่ือ
เทียบกับ semi- granular cell (Baucha, 1981) ลักษณะการยืดของเทาเทียมหรือสวนยื่นของเซลล
ชนิดนี้เห็นไดชัดเจน มีหนาท่ีหลักในการทํางานในกระบวนการ phenoloxidase activating system  
รวมท้ังยังสามารถทําการลอมและทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคได โดยกระบวนการที่

เรียกวา nodule formation และ encapsulation (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
 
 ปริมาณเม็ดเลือดรวมที่เพิ่มมากข้ึนจะสงผลใหประสิทธิภาพการทํางานของ

ระบบภูมิคุมกันจะมีคาสูงข้ึน (พรรณวไล, 2551) รางกายของสัตวน้ําจะสามารถตอตานส่ิง

แปลกปลอมหรือเช้ือโรคท่ีจะเขาสูรางกายไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเซลลเม็ดเลือดเปน

ศูนยกลางในการตอบสนองแบบไมจําเพาะของกุง โดยอาศัยการทํางานของเซลลเม็ดเลือดและสาร
น้ําในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย 
  
 การศึกษาเม็ดเลือดของกุงโดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล (molecular technique) รวมกับ
เทคนิคทางดานภูมิคุมกันมาศึกษาโปรตีนในเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด โดยใชเทคนิค in situ hybridization 
(Keyser, 1999), enzyme activity (Söderhäll and Smith, 1983 a; Smith and Söderhäll, 1983; 
Sequeira et al., 1996), immunogold (Liang et al., 1992), immunofluorescence (Johansson et al., 
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1999) และ immunoprecipitation (Liang et al., 1992) พบวาโปรตีนชนิด prophenoloxidase 
(proPO) และ peroxinectin สามารถพบไดในเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ large granular 
cell สวนโปรตีนชนิด cell-surface superoxide dismutase และ α-macroglobulin พบมากในเม็ด
เลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell แตพบนอยในเม็ดเลือดชนิด hyaline cell สวน
โปรตีนชนิด transglutaminase พบไดในเม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ semigranular cell แตไม
พบในเม็ดเลือดชนิด large granular cell เม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิดนี้จะไหลเวียนไปกับเลือดท่ัวรางกาย 
ปริมาณเม็ดเลือดภายในตัวกุงมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา และจะมีปริมาณลดลง เม่ือกุงเกิดการติด
เช้ือโรคจากน้ันเม็ดเลือดใหมจะถูกสรางข้ึนมาทดแทนเม็ดเลือดท่ีตายไปในปริมาณท่ีเหมาะสม 
 
 ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล มีกระบวนการปองกันและทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอ
โรค โดยมีกระบวนการหลักๆ 3 แบบ ไดแก 
 
 1) กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 

 
 เปนกลไกพื้นฐานในการทําลายหรือกําจัดเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมผานช้ันผิวปกคลุมเขามา

สูรางกาย โดยการทํางานของเซลลเม็ดเลือด hyaline cell เปนหลัก และมีการทํางานรวมกับ semi-
granular cell บาง เปนกระบวนการท่ีไมจําเพาะ ซ่ึงจะเร่ิมจากการยึดกันระหวางส่ิงแปลกปลอมกับ
ผิวของเซลลเม็ดเลือด หลังจากนั้นผิวของเซลลจะเวาเขาไปหรือมีการโอบลอมโดยการใช             
ไซโทพลาซึมยืดออกเปนเทาเทียม เกิดเปน phagosome ซ่ึงจะสัมผัสกับlysosome ท่ีอยูภายในเซลล 
ไดเปน phago-lysosome ภายใน lysosome บรรจุเอนไซมหลายชนิดท่ีทําหนาท่ียอยสลาย เรียกวา 
acid hydrolases รวมถึงเอนไซมท่ีสามารถทําลายสารพันธุกรรมท้ัง deoxyribonucleic acid (DNA) 
ไดแก เอนไซม DNases, เอนไซมท่ีทําลายสาร ribonucleic acid (RNA) ไดแก เอนไซม RNases, 
เอนไซมท่ีสามารถทําลายสารโปรตีน ไดแก proteases, เอนไซมท่ีสามารถทําลายสารจําพวก

ฟอสเฟต ไดแก phosphatases และเอนไซมท่ีสามารถทําลายสารพวกไขมัน ไดแก lipases ท่ีสามารถ
ไปลดขนาดของโมเลกุลส่ิงแปลกปลอมท้ังหลายใหเหลือเปนหนวยยอยๆ และกระตุนใหเกิด

กระบวนการ hydrolysis ที่ผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยจําแนกไดเปน 6 ชนิดไดแก c-type, g-type, 
plant lysozyme, phage lysozyme, i-type และ bacteria-lysozyme (Hikima et al., 2003) 

 
การที่ส่ิงแปลกปลอมเกาะบนผนังเซลลของเซลลเม็ดเลือด และมีการยื่นไซโทพลาซึม

ลอมรอบส่ิงแปลกปลอม นําไปสูการเพ่ิมการนําออกซิเจน (O2) เขาสูเซลล (respiratory burst) ซ่ึง



 10 

 

ออกซิเจนเหลานี้จะถูกรีดิวซ (reduce) เปน superoxide anion (O2-) ดวยเอนไซม nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase (NADPH oxidase) ตอจากนั้น superoxide anion จะถูก
เปล่ียนเปน hydrogen peroxide (H2O2) โดยการเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม superoxide dismutase 
(SOD) (สมบัติ, 2542; Klein, 1982) ดังสมการตอไปนี้ 
 

NADPH oxidase 
  2O2 +  NADPH      2O2

- + NADP+ + H+ 
     SOD 

  O2
- + O2

- + 2 H+                   H2O2 + O2  
 

superoxide anion อาจถูกเปล่ียนเปน hydrogen peroxide ไดอีกทางหน่ึงโดยการเกิดเองตาม
ธรรมชาติไมตองอาศัยเอนไซม และไดออกซิเจน 1 โมเลกุล (singlet oxygen; 1O2) เปนผลผลิต
รวมกับ hydrogen peroxide นอกจากนี้ superoxide anion ยังทําปฏิกิริยารวมกับ hydrogen peroxide 
เกิดเปน hydroxyl radicle (OH) (สมบัติ, 2542; Klein, 1982) ดังสมการตอไปนี้ 

 
O2

-   +  O2 
- + 2 H+     H2O2 + 1O2 

 
O2

-   +   H2O2      OH  +  OH -  +  O2 
 

จากปฏิกิริยาขางตน superoxide anion, hydrogen peroxide, ออกซิเจน 1 โมเลกุล และ 
hydroxyl radical มีบทบาทสําคัญในการทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกเซลลเม็ดเลือดนําเขาสูเซลล ซ่ึง
มีผูรายงานไวในกุงกุลาดํา (สมบัติ, 2542; Song and Hsieh, 1994; Sung and Song, 1996) 

 
 2) กระบวนการ nodule formation 
 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีมีขนาดเล็กบุกรุกเขามา

เปนจํานวนมากเกินกวาความสามารถท่ีกระบวนการกลืนทําลายจะกําจัดได (Jiravanichpaisan et al., 
2006) โดยจะมีการลอมส่ิงแปลกปลอม โดยเซลลเม็ดเลือด ทําใหเกิดเปน nodule จะเกิดข้ึนเพื่อ
ปองกันไมใหส่ิงแปลกปลอมกระจายท่ัวรางกาย มักพบการสราง nodule ท่ีเหงือก และ

hepatopancreas พรอมท้ังการสรางเม็ดสี melanin ในกระบวนการ prophenoloxidase activating 
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system ซ่ึงเปนกระบวนการตอบสนองทางดานระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด เซลลเม็ดเลือด ท่ีทํา
หนาท่ีในการหอหุมส่ิงแปลกปลอม ไดแก semi-granular cell และ large granular cell (Johansson 
and Söderhäll, 1989) 

 
 3) กระบวนการ encapsulation 
 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีมีขนาดใหญมากกวา 
10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) เชน เช้ือรา หนอนตัวกลม ไขของปรสิต และสัตวเซลลเดียวขนาด
ใหญ เปนตน (Jiravanichpaisan et al., 2006) จนเซลลเม็ดเลือดไมสามารถกําจัดไดทัน  นอกจากนี้
กลไกการกําจัดส่ิงแปลกปลอมโดยกระบวนการ encapsulation จะอาศัยองคประกอบใน

กระบวนการ prophenoloxidase activating system พรอมกับการเกิดเม็ดสี melanin (Ratcliffe et al., 
1985) เซลลเม็ดเลือดท่ีทําหนาท่ีในการหอหุมส่ิงแปลกปลอมเปนชนิดเดียวกันกับการเกิด

กระบวนการ nodule formation จากการศึกษาของ กิจการ และคณะ (2543 ง) ไดทําการทดลองโดย
ใชยีสต (Saccharomyces  cerevisiae) เปนส่ิงแปลกปลอมเพื่อติดตามและตรวจสอบการตอบสนอง
ของเซลลและเนื้อเยื่อท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของในระบบภูมิคุมกันโรคของกุงกุลาดํา ดวยวิธีนับเม็ดเลือด
รวมและเนื้อเยื่อวิทยา จากการทดลองหลังจากฉีดเซลลยีสตเขาสูตัวกุง 1 ช่ัวโมง ปริมาณเม็ดเลือด
ในระบบไหลเวียนลดลง หลังจากนั้นปริมาณเม็ดเลือดคอยๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ช่ัวโมง และผล
การศึกษาเนื้อเยื่อพบวา เหงือก ตอมน้ําเหลือง หัวใจ hepatopancreas และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน สามารถ
กําจัดส่ิงแปลกปลอมไดดี สวนกลามเนื้อและระบบประสาทกําจัดไดเพียงเล็กนอย โดยพบเซลลเม็ด
เลือดและเซลลท่ีจับกินอยูกับท่ี (fixed phagocyte) ทําหนาท่ีในการดักจับส่ิงแปลกปลอมในเน้ือเยื่อ
ดังกลาว กลไกการกําจัดส่ิงแปลกปลอมเกิดข้ึนโดยเร่ิมจากมีเซลลเดี่ยวเขามาลอมจับ หลังจากนั้น
ช่ัวโมงที่ 3-9 พบวามีเซลลเม็ดเลือดเขามารายลอมมากข้ึนจนกลายเปนลักษณะท่ีเรียกวา nodule 
formation และ encapsulation ทําใหปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนลดลงและสุดทายมีการ
สรางเม็ดสี melanin ข้ึน และถูกกําจัดออกนอกรางกาย ผลการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
พบความแตกตางของโครงสรางเม็ดเลือด และเซลลท่ีจับกินอยูกับท่ี โดยเซลลไมพบ granule 
ภายในไซโทพลาซึมมี vacuole ขนาดใหญในไซโทพลาซึมและพบเศษเซลล (debris) และลักษณะ
ของ myelin figure แสดงใหเห็นถึงการจับกินส่ิงแปลกปลอมและเกิด autophagic vacuole (กิจการ
และคณะ, 2543 ค) 
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 3.2.2 ระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด (humoral immunity) 
 

 มีการทํางานตอหรือพรอมกับระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล โดยเซลลเม็ดเลือด
ของกุงจะมีการผลิตสารโปรตีนทําหนาท่ีชวยในการจดจําและเขาจับกันไดกับโมเลกุลของส่ิง

แปลกปลอมหรือเช้ือกอโรค ซ่ึงมีช่ือเรียกวา pattern recongition protein (PRPs) มีน้ําหนักประมาณ
100 กิโลดาลตัน (kDa) จะไหลเวียนอยูในกระแสเลือด โดย PRPs มีช่ือเรียกตางๆ กันตาม
ความสามารถในการจับกับโมเลกุลของเช้ือกอโรค เชน ถา PRPs จับกับโมเลกุลของเบตากลูแคนซ่ึง
สามารถสกัดไดจากผนังเซลล (cell wall) ของยีสต (yeast) และ hyphae ของเช้ือรา จะมีช่ือเรียกวา 
β-glucan binding protein (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ในสวนของเปปติโดกลัย
แคนสามารถสกัดไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวก จะมีช่ือเรียกวา peptidoglycan binding 
protein และไลโพโพลีแซคคารไรด สามารถสกัดไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ จะมีช่ือ

เรียกวา lipopolysaccharide binding protein (ชัยชาญ, 2545) 
 
โดยโมเลกุลของสารเบตากลูแคน ไลโพโพลีแซคคารไรด และเปปติโดกลัยแคน เรียก

รวมๆ วา pathogen associated molecular pattern (PAMPs) เม่ือ PAMPs แตละชนิดเขามาในกระแส
เลือดกุง โมเลกุลของ PRPs จะเคล่ือนท่ีเขาไปจับกับ PAMPs สงผลใหไดเปนโมเลกุลเชิงซอน 
(protein complex) ไดแก β-1,3-glucan-binding protein complex (Sritunyalucksana et al., 1999), 
lipopolysaccharide-binding protein complex และ peptidoglycan-binding protein complex         
(ชัยชาญ, 2545) โมเลกุลเชิงซอนท่ีเกิดข้ึนจะไปกระตุนเซลลเม็ดเลือดใหเคล่ือนท่ีเขามา (migration) 
ซ่ึงบนผิวของเซลลเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell มีสวนรองรับแบบ
จําเพาะ (receptor) ซ่ึงสามารถรองรับโมเลกุลเชิงซอน และกระตุนใหเกิดกระบวนการ 
degranulation ของเม็ดเลือด (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ซ่ึงภายในกรานูลจะ
ประกอบไปดวยเอนไซมและสารประกอบโปรตีนตางๆ ไดแก เอนไซม transglutaminase (TGase), 
lectin, peroxinectin, protein released และเอนไซมในกระบวนการ prophenoloxidase activating  
system โดยสารท้ังหมดท่ีหล่ังออกมากระตุนใหเกิดกระบวนการตางๆ ดังนี้ 

 
 1) กระบวนการแข็งตัวของเลือด 

 
 เปนปฏิกิริยาท่ีสําคัญเพื่อปองกันการสูญเสียเลือดจากบาดแผล โดยเอนไซม

transglutaminase จะไปกระตุนโปรตีนหลักท่ีเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด (clotting protein) ซ่ึง
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ไหลเวียนอยูในน้ําเลือดกุง (วัชริยา, 2547) โดย transglutaminase จะทํางานรวมกับ calcium ion 
(Ca2+) กระตุน clotting protein monomer สงผลใหเกิดกระบวนการทางชีวเคมี ไดเปนสารท่ีเกิดการ
จับตัวเปนกอน (clot polymer) ทําใหเม็ดเลือดเกิดการแข็งตัว (blood clotting) ดังแสดงในสมการ
ตอไปนี้ 
 
     transglutaminase; TGase 

clotting protein monomer      clot polymer 
 Ca2+    

blood clotting 
  
 2) การหล่ังสาร lectin 

 
  เปนสารชนิดโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน (glycoproteins) ท่ีมีคุณสมบัติในการจับ

ไดอยางจําเพาะกับสารพวกคารโบไฮเดรทบนผนังเซลลแบคทีเรีย โดยเรียกวา carbohydrate 
recognition domain (CRD) มี 2 ชนิด คือ C-type lectins และ S-type lectins (Freire Marques and 
Barracco, 2000) โดย lectin มีลักษณะเปน bivalent จึงสามารถเช่ือมตอกับเซลลแบคทีเรียไดถึง 2 
เซลล ทําใหเกิดการตกตะกอนของเซลลแบคทีเรียได รวมทั้งทําหนาท่ี opsonin ไดอีกดวย 
(เสาวลักษณ, 2550) สาร lectin สามารถพบไดท้ังในสัตวท่ีมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง 
พบวามีบทบาทสําคัญในการตอบสนองแบบไมจําเพาะของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Vasta et al., 
1994) 
 

 3) การหล่ังสารโปรตีนพวก peroxinectin 
 
  เปนสารท่ีคลายไซโทไคน (cytokine-like factors) ในสัตวมีกระดูกสันหลัง ทํา

หนาท่ีชวยในการประสานงาน (พชรวดี, 2549) ในระบบภูมิคุมกันของรางกาย โดยสาร 
peroxinectin เปนสารชนิดโปรตีนมีขนาดของโมเลกุลประมาณ 89.1 kDa (Liu et al., 2004) จะทํา
หนาท่ีเปนสาร opsonin เคลือบบนผนังเซลลของเช้ือกอโรคท่ีอยูในกระแสเลือด โดยจะกระตุนให
เซลลเม็ดเลือดเคล่ือนท่ีเขาและเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือด (Smith and 
Chisholm, 1992) nodule formation และ encapsulation โดยชวยในการยึดติดระหวางเซลลเม็ดเลือด
กับเช้ือกอโรค และชวยใหเซลลเม็ดเลือดเกิดกระบวนการ degranulation มากข้ึน สงผลใหเอนไซม
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และสารโปรตีนตางๆ ภายในกรานูลถูกปลอยออกมามากข้ึน โดยเฉพาะเอนไซมในกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system 
 
 บนผนังเซลลของเซลลเม็ดเลือดกุงมีสวนรองรับ (receptor) แบบจําเพาะกับสาร

peroxinectin ท่ีเรียกวา integrin, interkin และ extracellular superoxide dismutase (ECSOD) ทํา 
หนาท่ีเปนสวนรองรับของเซลลเม็ดเลือดชนิด hyaline cell ทําใหเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิง

แปลกปลอมและมีการหล่ังเอนไซม NADPH oxidase ออกสูผิวเซลลเม็ดเลือด มีการใชออกซิเจนสูง 
มากภายนอกเซลล ไดผลผลิตเปน reactive oxygen intermediates (ROI) ชนิดตางๆ ซ่ึงไดแก
superoxide anion, hydrogen peroxide และ hypochorus acid (HOCl) ท่ีมีคุณสมบัติในการฆาเช้ือ
โรค โดยเฉพาะ hypochorus acid ซ่ึงมีสภาพเปนกรดรุนแรง สงผลใหผนังเซลลเช้ือแบคทีเรียแตก
ออกได 
 
 4) การหล่ังสารโปรตีน (protein released) 
 

 เปนสารโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการตอตานแบคทีเรียกอโรค (antimicrobial 
peptide) มีการหล่ังอยางรวดเร็วเม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ของเซลลเม็ดเลือดและมีการ
ตอบสนองอยางรวดเร็วตอแบคทีเรีย โดยมีขนาดโมเลกุลโปรตีนประมาณ 6.5 kDa สารโปรตีนบาง
ชนิดท่ีหล่ังออกมานั้นมีความจําเพาะตอเช้ือแบคทีเรียบางชนิดมาก เชน  

 
lysosome C type หนาท่ีในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย โดยทําลายระบบ osmoregulation ของ

ผนังเซลลแบคทีเรีย สงผลใหผนังเซลลแบคทีเรียถูกทําลาย  
 
penedin เปนสารโปรตีนท่ีมีประจุบวก (cationic antibacterial peptide) หนาท่ีเขาไปเคลือบ

บนผนังเซลลเช้ือกอโรค สงผลใหประจุจากเช้ือกอโรคมีสภาวะเปนกลางและหมดความสามารถใน
การกอโรค (Destoumieux et al., 1997) 

 
crustin หนาท่ีเขาไปเคลือบบนผนังเซลลทําใหเกิดการจับกันเปน nodule เพื่อปองกันการ

แพรกระจายของเช้ือแบคทีเรีย (Cuthbertson et al., 2002) 
 
peptide (Schnapp et al., 1996) และ callinectin (Khoo et al., 1999) 
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สารโปรตีนพวก protein released สามารถพบไดท้ังสวนของน้ํา ซีรัมและในสารละลายเม็ด
เลือดท่ีแตก (hemocyte lysate supernatant) 
 

 5) กระบวนการ prophenoloxidase activating system 
 
 เปนกระบวนการท่ีสําคัญในการทําลายส่ิงแปลกปลอมและควบคุมการกระจาย

ของเช้ือโรคภายในตัวกุง เม่ือเกิดกระบวนการ degranulation สงผลใหเกิดการหล่ังสารพวก 
proenzyme และ substrates ตางๆ ไดแก เอนไซม prophenoloxidase ซ่ึงเปนสารท่ีสําคัญใน
กระบวนการ prophenoloxidase activating system โดยเอนไซม prophenoloxidase ซ่ึงเปนสารท่ียัง
อยูในรูปท่ีไมสามารถทํางานได (inactive) จะตองถูกกระตุนดวยสารที่เรียกวา serine proteinase 
homologues (SPHs) ทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร รวมกับเอนไซม prophenoloxidase activating 
factor/enzyme (PPAFs) (Söderhäll and Cerenius, 1998) และมีการทํางานรวมกับแคลเซียมไอออน
กระตุนใหเอนไซม prophenoloxidase สามารถทํางานได (active) (Hose et al., 1987) โดย
เปล่ียนเปนสารท่ีเรียกวา เอนไซม phenoloxidase (PO) ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา สามารถกระตุนให
เกิดปฏิกิริยา hydroxilation เปล่ียน tyrosinase ใหเปน dihydroxylation และออกซิไดซสารกลุมฟ
นอล (phenol) ซ่ึงไดแก dihydroxyphenylalanin (DOPA) ใหเปนสารประกอบควิโนน (quinone) 
หลังจากนั้น     ควิโนนจะเปล่ียนไปอยูในรูปของ dopachrome และเกิดกระบวนการ polymerization 
เกิดเปนสาร melanin กระบวนการเกิดสาร melanin มีช่ือเรียกอีกวา melanin formation หรือ 
melanization (ดังสมการ) โดยหนาท่ีของ melanin จะชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา (Smith and Chisholm, 1992; Söderhäll and Cerenius, 1992; Bachère 
et al., 2004) และปองกันไมใหส่ิงแปลกปลอมแพรกระจายไปยังสวนตางๆ ของรางกาย (Söderhäll 
and Smith, 1986; Sung et al., 1996) และทําหนาท่ีเปนสารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial 
substances) 
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PPAFs (inactive)                 PPAFs (active) 
 

prophenoloxidase (inactive)            phenoloxidase (active) 
 

phenol               quinone 
          (polymerization) 
melanins 
 

โดยเอนไซม prophenoloxidase อยูในกรานูลในไซโทพลาซึมของเม็ดเลือดถึง 90 
เปอรเซ็นต รวมถึงในซีรัมของกุง (Perrazzolo and Barracco, 1997) และมีการแพรกระจายอยูใน
เนื้อเยื่อหลายสวนของตัวกุง (Sung et al.,1996; Perazzolo and Barracco, 1997) จากการศึกษาของ 
Söderhäll and Smith (1983 b) ไดทําการแยกเซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุม crustacean หลายชนิด
โดยใชสารละลาย Percoll 60 เปอรเซ็นต พบวาเซลลเม็ดเลือดชนิด granular cell มีคาเอนไซม
prophenoloxidase สูงถึง 1,249.51 ±  313.36 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนใน hyaline cell
มีคาเอนไซม prophenoloxidase คอนขางตํ่า คือ 198.95 ± 78.75 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 
 ทวีศักดิ์ (2547) รายงานวาปริมาณของเอนไซม prophenoloxidase ในกุงกุลาดําอายุ 1-4 
เดือน มีการเพิ่มข้ึนตามอายุท่ีเพิ่มข้ึนของกุง โดยกุงกุลาดําอายุ 1-4 เดือน พบวามีคาอยูในชวง 14.22-
36.44 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนวากุงกุลาดําอายุ 4 เดือน มีปริมาณเอนไซม 
prophenoloxidase สูงท่ีสุด 
 

Moullac et al. (1998) พบวาปฏิกิริยาของเอนไซม prophenoloxidase ในสัตวกลุม

crustacean ลดลงเม่ืออยูในสภาวะเครียด ชวงระยะเวลาของการลอกคราบ (intermoult) และระยะ
กอนการลอกคราบ (premoult) มีผลกระทบตอกิจกรรมของเอนไซม prophenoloxidase  

 
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีเขาสูรางกายกุง มีการทํางานของเซลล

เม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด โดยจะตอบสนองท้ังภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลลเม็ดเลือดและภูมิคุมกันในน้ําเลือด 
สงผลใหปริมาณของเซลลเม็ดเลือดมีการเปล่ียนแปลงหลังจากท่ีไดรับเช้ือกอโรค โดยจํานวนเซลล
เม็ดเลือดจะลดลงทันทีในช่ัวโมงแรกและลดลงอยางตอเนื่องในช่ัวโมงท่ีสองและท่ีสาม ปริมาณเม็ด
เลือดจะไมมีการเปล่ียนแปลงซ่ึงอยูในระดับตํ่าคงท่ีหลังจากช่ัวโมงท่ีส่ี จากน้ันปริมาณเม็ดเลือดใน
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กุงจะคอย ๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ช่ัวโมง (กิจการ และคณะ, 2543 ค) นอกจากนี้พบวาอวัยวะ ไดแก 
เหงือก หัวใจ และตอมน้ําเหลือง เปนบริเวณท่ีมีการกําจัดส่ิงแปลกปลอมไดดีและผลผลิตสุดทาย
ของการกําจัดส่ิงแปลกปลอมก็จะมีการสรางเม็ดสี melanin ข้ึน เนื่องจากกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system  

 
อวัยวะท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในกุง คือ ตอมน้ําเหลือง (Martin et al., 1993) 

hemopoitic tissue ซ่ึงเปนเซลลท่ีทําหนาท่ีสรางเม็ดเลือด รวมท้ังเซลลเม็ดเลือดท้ังสามชนิดโดย
เซลลเม็ดเลือดมีการกระจายอยูตามเนื้อเยื่อหลายสวน เชน หัวใจ เหงือก ทางเดินอาหาร เซลล เม็ด
เลือดท่ีมักจะพบ คือ hyaline cell ซ่ึงพบเศษเซลล และลักษณะของ myelin figure ซ่ึงแสดงใหเห็น
ถึงการจับกินส่ิงแปลกปลอม และเกิด autophagic vacuoles (กิจการและคณะ, 2543 ค) 
 

Fontaine and Lightner (1975) ศึกษาเกี่ยวกับระบบการตอบสนองของเซลลตอการบาดเจ็บ
ของกุงสกุล Penaeus พบวาเม่ือกุงไดรับอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม โดยมีการทําใหเกิดการ

บาดเจ็บหรือเปนแผลข้ึนปฏิกิริยาแรกท่ีกุงมีการตอบสนอง คือ มีการเคล่ือนท่ีของเซลลเม็ดเลือดไป
ยังบริเวณท่ีเกิดบาดเจ็บ จากน้ันเซลลเม็ดเลือดกุงจะเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมข้ึน ซ่ึง
เปนการกําจัดเช้ือโรคในข้ันตอนแรก จากน้ันจะเกิดปฏิกิริยา encapsulation มี cellular infiltration 
จะเกิดโครงขายของ fibroblast หนาแนนข้ึน และมี collagen like fibers เกิดเปนแผลถาวรและมีการ
สรางเม็ดสี melanin จากกระบวนการ melanization 
 

4.  โรคและอาการผิดปกติของกุงขาวแปซิฟกท่ีมีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย Vibrio sp. 
 
 โรค Vibriosis 
 
โรค Vibriosis มีสาเหตุจากแบคทีเรียในกลุม Vibrio ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเปน

แทงส้ัน (short rod) สําหรับเช้ือ Vibrio ชนิดท่ีกอใหเกิดโรคในกุงขาวแปซิฟก ไดแก V. harveyi, V. 
vulnificus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. penaeicida และ Vibrio sp. (Mohney et al., 
1994; Lightner, 1996; Gomez-Gil et al., 1998) โรค Vibriosis เปนสาเหตุหนึ่งท่ีกอใหเกิดความ
เสียหายตออุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงเปนอยางมากโดยเฉพาะในโรงเพาะฟก เม่ือเกิดการระบาด
ลูกกุงมักจะติดเช้ือเกือบท้ังหมด (Brock and Main, 1994; Hu and Tao, 2000) 
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โดยปกติ Vibrio spp. เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปในการเล้ียงกุง สามารถพบแบคทีเรียกลุม
นี้ในทางเดินอาหาร ตับและตับออน และนํ้าเลือดของกุงปกติ (Gomez-Gil et al., 1998; Moss et al., 
2000) แตจะกอโรคเม่ือสภาวะแวดลอมเหมาะสมแลวมีการเพิ่มจํานวนสูงข้ึน ซ่ึงสาเหตุท่ีทําใหกุง
ติดเช้ือสวนใหญมาจากความเครียดอันเนื่องมาจากระบบการเล้ียงท่ีหนาแนนเกินไป และการ

เปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอม เนื่องจากกุงท่ีอยูในสภาวะเครียดจะมีภูมิคุมกันตํ่าทําใหมีโอกาส
ติดเช้ืองายข้ึน (Burrell et al., 1991; Nash et al., 1992; Mohney et al., 1994; Mikulski et al., 2000; 
Labric, 2001) เม่ือกุงไดรับเช้ือเขาไปในรางกายเช้ือจะเขาไปทําลายเนื้อเยื่อหรือแพรกระจายไปใน
ระบบตางๆ ท่ัวรางกาย เม่ือมีการติดเช้ือบริเวณเปลือกทําใหปรากฏเปนแผลสีดําหรือน้ําตาลท่ี

บริเวณดังกลาวเรียกวา โรคจุดดําหรือน้ําตาล (black or brown spot disease) นอกจากนี้พบวาถามี
การติดเช้ืออยางรุนแรงอาจทําใหเกิดการตายถึง 70 เปอรเซ็นต   Lightner (1996) รายงานวา กุงใน
บอดินท่ีติดเชื้อ Vibrio spp. จะเจริญเติบโตชาและมีอัตราการตายสูง สําหรับกุงขาวแปซิฟกท่ีเปน
โรค Vibriosis พบวาอาการของโรคมีท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเร้ือรัง โดยกุงจะแสดงลักษณะและ
พฤติกรรมภายนอกผิดปกติ ไดแก เบ่ืออาหาร วายน้ําไรทิศทาง และมักข้ึนมาอาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา
และขอบบอเนื่องจากปริมาณออกซิเจนในเลือดต่ํา (hypoxia) (Robertson et  al., 1998) บริเวณ
เปลือก รยางคและเหงือกจะเกิดการอักเสบ กลามเน้ือขุนกลามเนื้อตาย รยางคขาด (Takahashi et al., 
1985; Sindermann, 1990; Brock and Main, 1994) กรณีการติดเช้ือ Vibrio spp. จะพบวาบริเวณตับ
และตับออนจะมีการสะสมไขมัน (liquid vacuolation) ท่ีเปนพลังงานสํารองนอยลง (Anderson et 
al., 1988; Cuellar et al., 1998) นอกจากนี้พบวาเกิด septic hemocytic nodules ในตอมน้ําเหลือง 
หัวใจ เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือก ตับและตับออน antennal gland ปมประสาท แพนหาง และ
กลามเนื้อ (Anderson et al., 1988; Jiravanichpaisal and Miyazaki, 1994; Mohney et al., 1994) 
สําหรับการเล้ียงกุงทะเลในประเทศไทยความเสียหายจากเช้ือ Vibrio สวนใหญเกิดจาก V. harveyi  
ซ่ึงทําใหเกิดโรคเรืองแสง ทําใหลูกกุงในโรงเพาะฟกมีอัตราการตายสูงมากและทําใหกุงกุลาดําใน
บอเลี้ยงเสียหายเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะในชวงท่ีน้ํามีความเค็มสูง (ชลอ, 2543) 
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5.  ปริมาณออกซิเจนท่ีมีผลตอการเจริญเติบโต การรอดตาย ระบบภูมิคุมกันและปริมาณโปรตีนใน 
     น้ําเลือดของกุงขาวแวนนาไม 
 
 ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํามีผลตอการกินอาหาร การเจริญเติบโตและสุขภาพกุง ถา
ปริมาณออกซิเจนตํ่าเกินไป อาจมีผลทําใหกุงตายได ปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้าในบอจะ

เปล่ียนแปลงคลายกับพีเอชคือมีคาตํ่าในตอนเชาและสูงสุดในชวงบายท่ีมีแสงแดด ในสภาวะท่ี
ออกซิเจนละลายน้ําตํ่า จะสงผลตอการเจริญเติบโต การรอดตายและระบบภูมิคุมกันของกุง  
 
 Ocampo et al. (2000) พบวาเม่ือเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับออกซิเจน 5.8 มิลลิกรัมตอ
ลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิท่ีระดับ 19, 23 และ 27 องศาเซลเซียส กุงขาวแวนนาไมจะมีการ
เจริญเติบโตเทากับ  4, 17 และ 26 มิลลิกรัมตอวัน สูงกวากลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีคา
เพียง 2, 12 และ 24 มิลลิกรัมตอวัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเม่ือศึกษาอัตราการรอดตายพบวา 
กุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับออกซิเจน 5.8 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการรอดตายเทากับ 77-82 
เปอรเซ็นต สูงกวากลุมท่ีไดรับออกซิเจน 2.6 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงมีคาเพียง 68-85 เปอรเซ็นต  โดย
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 
 Jiang et al. (2005) รายงานวา กุงขาวแวนนาไมที่เล้ียงในสภาวะออกซิเจน 7.5 และ 5.5 
มิลลิกรัมตอลิตร จะไมมีการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดรวม แตเม่ือกุงไดรับออกซิเจนระดับตํ่ากวา 
เทากับ  3.5 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังคงท่ี
หลังจาก 24 ช่ัวโมง  และเม่ือศึกษากิจกรรม phenoloxidase, bacteriolytic activity และ antibacterial 
activity ของกุงท่ีเล้ียงในปริมาณออกซิเจน 7.5 และ 5.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาไมมีการ
เปล่ียนแปลง แตเม่ือเล้ียงกุงในปริมาณออกซิเจน 3.5 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร จะพบวา กิจกรรม 
phenoloxidase เพิ่มข้ึน, bacteriolytic activity และ antibacterial activity ลดลง อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  
 
 Cheng et al. (2002)  ทําการศึกษากุงกามกรามโดยการฉีดเช้ือ Enterococcus และเล้ียงท่ี
ระดับออกซิเจนตางกัน พบวา เม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะตายหลังจาก 6 ช่ัวโมง 
และเม่ือเล้ียงท่ีระดับออกซิเจนเพิ่มข้ึนเทากับ 2.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะตายหลังจากไดรับเช้ือเปน
เวลานานข้ึนเทากับ 12 ช่ัวโมง เม่ือตรวจสอบระดับภูมิคุมกัน โดยเล้ียงกุงท่ีระดับออกซิเจนตางกัน 
เปนเวลา 120 ช่ัวโมง พบวา ไมมีความแตกตางของปริมาณเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ 
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granular cell  แตเม่ือเล้ียงในปริมาณออกซิเจน 2.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 120 ช่ัวโมง พบวา
เม็ดเลือดชนิด hyaline cell และปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลง 39 เปอรเซ็นต และ 36 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง พบวากิจกรรม 
phenoloxidase และ respiratory burst ลดลง 33 เปอรเซ็นต และ 11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง พบวากระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม
และประสิทธิภาพการกําจัดแบคทีเรียลดลง 44 เปอรเซ็นต และ 54 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  
  
 Moullac et al. (1998) ทําการทดลองศึกษาระดับภูมิคุมกันกุง Penaeus  stylirostris ท่ีเล้ียง
ในสภาวะออกซิเจนอยูในระดับตํ่า 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาเม็ดเลือดชนิด 
semi-granular cell และ hyaline cell ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้มีการลดลงของ
กิจกรรม respiratory burst ในทางตรงกันขาม กิจกรรม phenoloxidase เพิ่มข้ึน อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ และสัมพันธกับการยับยั้งแบคทีเรียของ plasma ในกระบวนการ prophenoloxidase  เม่ือ

ทดลองฉีดเช้ือแบคทีเรีย V. alginolyticus ใตกลามเน้ือกุง พบวา กุงท่ีไดรับสภาวะขาดแคลน
ออกซิเจนนี้ มีการตาย 48 เปอรเซ็นต  ในขณะที่กลุมควบคุมมีการตายเพียง 32 เปอรเซ็นต ซ่ึง

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 
 Cheng et al. (2003) ศึกษาน้ําเลือดของกุงกามกรามเพ่ือหาปริมาณออกซีฮีโมไซยานิน 
(oxyhemocyanin) และโปรตีนท่ีละลายในน้ําเลือดท่ีระดับออกซิเจนตางกัน พบวา คาฮีโมไซยานินมี
คาระหวาง 65.46-65.84 เปอรเซ็นต  และไมมีการเพ่ิมปริมาณออกซีฮีโมไซยานินและโปรตีนในน้ํา
เลือด หลังจากอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน (2.75, 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
และมีคาสูงสุดหลังจาก 48 ช่ัวโมง จากการศึกษา Cheng et al. (2003) พบวา การตอบสนองเพื่อ
ชดเชยสภาวะท่ีขาดออกซิเจนของกุง คือการเพิ่มการดึงออกซิเจนโดยการเพ่ิมปริมาณฮีโมไซยานิน  
โดยปริมาณฮีโมไซยานินท่ีเพิ่มข้ึนนี้เปนผลใหความสามารถในการจับออกซิเจนเพิ่มข้ึน ในทํานอง
เดียวกัน ผลผลิตท่ีเกี่ยวของกับการหายใจ, PCO2 และไบคารบอเนต (HCO-

3) มีปริมาณเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเร็ว หลังจากอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน เปนเวลา 6 ช่ัวโมง เปนผลใหเลือดมีปริมาณไบ
คารบอเนตมากผิดปกติ (alkalosis)  
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6. สารชีวโมเลกุล     
 

ในรางกายส่ิงมีชีวิตท้ังพืชและสัตว จะมีสารชีวโมเลกุลท่ีเปนองคประกอบของเซลลและทํา
หนาท่ีตางๆ อยางหลากหลาย สารดังกลาวประกอบดวย polymer ของหนวยยอย (subunit หรือ 
monomer) แบงไดเปน 4 ชนิด ไดแก โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิค สารชีว
โมเลกุลเหลานี้ประกอบดวยหนวยยอยคือ กรดอะมิโน  กรดไขมัน น้ําตาล และนิวคลีโอไทด 
ตามลําดับ การรวมตัวกันของหนวยยอยเล็กๆ ตองอาศัยคุณสมบัติท้ังทางเคมีและฟสิกสของสารแต
ละโมเลกุล  

 
สารชีวโมเลกุลท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารตางๆ ท่ีจําเปนตองใชในการควบคุม

กระบวนการเมตาบอลิซึมเพ่ือใหการทํางานในสวนตางๆ ของรางกายดําเนินไปตามปกติ ไดแก 
โปรตีน รางกายจะใชโปรตีนเปนสวนประกอบของเซลล จึงเปนสารอาหารสําคัญท่ีรางกายจะขาด
ไมได โปรตีนเปนโพลีเปปไทดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยกรดอะมิโน 50 ตัวข้ึนไป 
โดยท่ัวไปโปรตีนจะมีการขดตัวใหมีรูปราง (conformation) ตางๆ กัน เพื่อใหเหมาะสมกับหนาท่ี 

 
ความสําคัญของโปรตีน 

 

โปรตีนมีบทบาทท่ีสําคัญในรางกายของส่ิงมีชีวิต เพราะเปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีหนาท่ี

หลากหลายท่ีสุด เชน ทําหนาท่ีเปนเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาตางๆ ในเซลล  เปนฮอรโมน หรือ
เปนตัวขนสงสารตางๆ ในรางกาย ในทางการแพทยจะมีการวิเคราะหโปรตีน หรือเอนไซมบางชนิด
ใน biological fluids ตางๆ เพื่อประโยชนในการวินิจฉัย หรือติดตามอาการหรือการรักษาโรคหน่ึงๆ 
ได เชน การวิเคราะหลิโพโปรตีนในพลาสมาจะชวยวินิจฉัยภาวะไขมันในเลือดสูงหรือต่ํา

(hyperlipoproteinemia หรือ hypolipoproteinemia) การหาปริมาณเอนไซม lactate dehydrogenase 
ท่ีมีหลาย isozyme จะบงบอกถึงภาวะ myocardial infraction ได เปนตน 
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ประเภทของโปรตีน 
 

โปรตีนสามารถแบงออกไดหลายประเภท  ดังนี้ (อธิป, 2536) 
 
1. การแยกประเภทตามรูปราง 

 
 1.1  โปรตีนท่ีมีรูปรางเปนสายยาวหรือสานกันเปนรางแห (fibrous protein) มักเปน

โปรตีนท่ีละลายน้ํายากและใหความเหนียว (tough) จึงเปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเปนโครงสราง เชน 
collagen ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีพบมากท่ีสุดในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue), elastin, keratin เปน
โปรตีนท่ีพบท่ีผิวหนัง ผม และเล็บ เปนตน 

 1.2  โปรตีนท่ีมีรูปรางกลมหรือรี (globular protein) เปนโปรตีนท่ีละลายนํ้าไดดี ทํา
หนาท่ีตางๆ เชน เปนเอนไซม  ฮอรโมน  อิมมูโนโกลบูลินชนิดตางๆ โปรตีนท่ีทําหนาที่ขนสงสาร
ตางๆ ในรางกาย เชน ฮีโมโกลบิน ทําหนาท่ีขนสง O2 ในเลือด และแอลบูมินทําหนาท่ีขนสงกรด
ไขมัน เปนตน 

โปรตีนบางชนิดมีท้ังสวนท่ีเปนท้ัง fibrous และ globulin อยูดวยกัน เชน myosin ซ่ึงทํา
หนาท่ีเปนโปรตีนของกลามเนื้อ 

 2. การแยกประเภทตามการละลาย 

 2.1  แอลบูมิน (albumin) เปนโปรตีนท่ีพบในซีรัมและไขขาว ละลายในน้ํา ตกตะกอน
ไดดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวและแข็งตัวเปนล่ิมไดดวยความรอน 

 2.2 โกลบูลิน (globulin) เปนโปรตีนท่ีพบในซีรัม ละลายในน้ําเกลือเจือจาง ตกตะกอน
ไดดวยแอมโมเนียมซัลเฟตคร่ึงอ่ิมตัว แข็งตัวเปนล่ิมไดถาถูกความรอน 

 2.3  ฮิสโตน (histone) เปนโปรตีนที่รวมกับ DNA ในสัตวช้ันสูงเปนโครโมโซม ละลาย
ในน้ํา แตไมละลายในแอมโมเนียมไฮดรอกไซด และไมแข็งเปนล่ิมดวยความรอน 

 2.4  โปรตามีน (protamine) เปนโปรตีนท่ีพบในสวนหัวของ sperm ละลายในน้ําและ
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด ไมแข็งตัวเปนล่ิมดวยความรอน 

 2.5  โปรลามีน (prolamines) ละลายในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เชน zein ในขาวโพด 
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 2.6  สเคลอโรโปรตีน (scleroproteins) หรือ albuminoids เปนโปรตีนท่ีไมละลายในตัว
ทําละลายชนิดใดเลย ไดแก collagen, elastin และ keratin   เปนตน   
 

 3. การแยกประเภทตามสวนประกอบทางเคมี 
 

 3.1  Simple proteins เปนโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโนลวนๆ ไมมีสารอ่ืนปนอยู
เลย  เชน  แอลบูมิน   keratin 
 

 3.2  Complex หรือ Conjugated proteins ประกอบดวย simple protein และสารประกอบ
อ่ืนท่ีไมใชโปรตีน (prosthetic group) รวมอยูดวย เรียกวา holoprotein แตถาขาด prosthetic group 
ไป โปรตีนสวนท่ีเหลือมีช่ือเรียกวา apoprotein สําหรับ prosthetic group นี้จะมีความสําคัญท่ีทําให 
conjugated protein มีหนาท่ีตางๆ ตัวอยาง prosthetic group ท่ีจับอยูกับโปรตีน ไดแก  

           Prosthetic group       Conjugated protein 

กรดนิวคลีอิก   นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) 

  ไขมัน    ลิโพโปรตีน (lipoprotein) 

  คารโบไฮเดรต   ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) 

  หมูโลหะ (metal ion)  เมทัลโลโปรตีน (metalloprotein) 

  ฮีม    ฮีโมโปรตีน (hemoprotein) 

  ฟอสเฟต   ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) 

 4. การแยกประเภทตามคุณคาทางโภชนาการ 

 4.1  Complete proteins เปนโปรตีนท่ีมีคุณภาพสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิโนจําเปน
ครบทุกชนิด ไดแก โปรตีนจากสัตว (ยกเวนเจลาติน) และถ่ัวเหลือง 

 4.2  Incomplete proteins เปนโปรตีนท่ีมีคุณภาพไมสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิโน
จําเปนไมครบทุกชนิด ไดแกโปรตีนจากพืชท่ัวๆ ไป ยกเวนถ่ัวเหลือง 
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 5. การแยกประเภทตามหนาท่ีในรางกาย 

โปรตีนเปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีหนาท่ีหลากหลายที่สุดในส่ิงมีชีวิต จึงอาจแยกโปรตีน
เหลานี้ ตามลักษณะการทําหนาท่ีตางๆ ไดดังนี้ 

 
 5.1  เปนเอนไซม ท่ีทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาตางๆ ในรางกาย 
 
 5.2  เปนโครงสรางของเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ ทําใหเกิดความแข็งแรง เชน collagen, 

elastin และ fibroin ซ่ึงเปนโปรตีนของเสนไหม (silk) เปนตน  
 
 5.3  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการเคล่ือนไหว ในชวงท่ีเซลลกําลังมีกิจกรรม

ตางๆ เชน การแบงเซลล  endocytosis, exocytosis  การเคล่ือนท่ีแบบ amoeboid ของเซลลเม็ดเลือด
ขาว ตัวอยางของโปรตีนชนิดนี้ เชน actin, tubulin เปนตน 

 
 5.4   เปนโปรตีนที่ทําหนาท่ีปองกันอันตรายท่ีอาจจะเกิดกับเซลลของรางกาย เชน

fibrinogen และ thrombin เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด  อิมมูโนโกลบู
ลิน หรือแอนติบอดี้ ทําหนาท่ีเปนภูมิคุมกันของรางกายและทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีเขามาใน

รางกาย 
 
 5.5  เปนฮอรโมน ท่ีทําหนาท่ีควบคุมการทํางานตางๆ ของรางกายใหเปนปกติ เชน 
insulin   glucagon  ทําหนาท่ีควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด growth hormone ทําหนาท่ีควบคุมการ
เจริญเติบโตของรางกาย 

 
 5.6  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีขนสงสารตาง ๆ ในรางกาย เชน ฮีโมโกลบิน ทําหนาท่ี 

ขนสงออกซิเจนจากปอดไปยังเนื้อเยื่อตางๆ  ไลโปโปรตีน ทําหนาท่ีขนสงไขมันจากตับและลําไส
ไปยังอวัยวะตางๆ   transferrin ขนสงเหล็ก เปนตน 

 
 5.7  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีสะสม เชน ferritin ทําหนาท่ีสะสมเหล็กไวในเนื้อเยื่อ, 

thyroglobulin  ทําหนาท่ีเก็บธัยรอยดฮอรโมนไวในตอมธัยรอยด เปนตน 
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นอกจากนี้ยังมีโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเฉพาะอีกมาก ตลอดจนยังมีโปรตีนอีกหลายชนิดท่ีทํา
หนาท่ีไดหลายอยาง (conjugated protein) ประกอบดวย simple protein และสารประกอบอ่ืนท่ีไมใช
โปรตีน (prosthetic group) รวมอยูดวย เรียกวา holoprotein แตถาขาด prosthetic group ไป โปรตีน
สวนท่ีเหลือมีช่ือเรียกวา apoprotein  

 
Prosthetic group ท่ีจับอยูกับโปรตีน เชน หมูโลหะ (metal ion) จะทําใหเกิด conjugated 

protein ท่ีเรียกวา เมทัลโลโปรตีน ซ่ึงเปนกลุมโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบรวม  
 
เมทัลโลโปรตีนท่ีสําคัญ ไดแก  
 
1. Hydrolytic enzyme ไดแก carbonic anhydrase ( Zn ใน Carbonic anhydrase)  

 
• Zn2+ เปน active metal center  ทําหนาท่ีเปล่ียน H2O และ CO2 ใหเปนกรดคารบอนิก 

H2O + CO2    H2CO3     H+ + HCO3
-  

 
กอนทําปฏิกิริยา Zn2+ เกิดพันธะโมเลกุลน้ํา เกิดเปน tetrahedral coordination (x-ray 

structure) และหลังจากทําปฏิกิริยาเกิด ligand chelate complex: Zn2+ สรางพันธะกับ HCO3
-  

 
2.  Dehydrogenase : Alcohol dehydrogenase  
 Dehydrogenase ทําหนาท่ีเปล่ียนแอลกอฮอลใหเปนอัลดีไฮด  ดังสมการ 

                        CH3CH2OH + NAD+                      CH3CHO + NADH + H+  
 Zn2+ จํานวน 2 ไอออนซ่ึงทําหนาท่ีแตกตางกัน โดย Zn2+ ตัวท่ีหนึ่งมีบทบาทโดยตรงใน

การทําปฏิกิริยาอยูท่ี  catalytic domain  สวน Zn2+ ตัวท่ีสองเกี่ยวของกับการ stabilize โครงสรางของ
โปรตีนอยูท่ี dimer interface, Liver alcohol dehydrogenase ขนาด 40 kDa ทํางานในสภาพเปน 
dimer  
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3.  nitrogenase : การตรึงไนโตรเจนดวยเอนไซม nitrogenase 
 ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation) เปนปฏิกิริยารีดอกซท่ีมีการถายเท 8  

อิเลคตรอน ดังสมการ      N2 + 8e- + 8H+     2NH3  +  H2   ซ่ึงปฏิกิริยานี้ใชเอนไซม nitrogenase 
ชวยในการทําปฏิกิริยา มีโลหะ คือ Fe  และ Mo  โดยกลุมของ Fe จะจับกับ S จํานวนหนึ่งสราง
เปนคลัสเตอร เรียกวา Iron-sulfur cluster และมี molypdenum ท่ีมีสวนชวยในการทําปฏิกิริยา 

 
 4.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสง O2 (Dioxygen Transport)  รับผิดชอบในการลําเลียงและ
เก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจ  มี Fe และ Cu เปนโลหะท่ีสําคัญ
ในกลุมนี้     dioxygen transport ไดแก 

1. Hemoglobin-myoglobin family 
2. Hemocyanins  
3. Hemoerythins  
 

5.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมถายโอนอิเลคตรอน (Electron transfer) 
 เปนตัวกลางถายโอนอิเลคตรอนจากโปรตีนหนึ่งไปสูอีกโปรตีนหนึ่ง โดยเปนปฏิกิริยา       

รีดอกซซ่ึงในระบบชีววิทยาสวนใหญจะเกี่ยวของกับกระบวนการตรึงไนโตรเจน และการ
สังเคราะห เปนตน   เมทัลโลโปรตีนในกลุมนี้สวนใหญจะใช Fe2+ เปน active center 
 
 6.  เมทัลโลโปรตีนในกลุม Ion channels  

 ทําหนาท่ีควบคุมปริมาณไอออนอัลคาไล และอัลคาไลเอิรทของเซลล แทรกอยูบริเวณ
เซลลเมมเบรน มีความจําเพาะตอชนิดของสาร โดยมีบทบาทท่ีสําคัญในระบบประสาท การ
ตอบสนองและการสงสัญญาณของเซลลประสาท การควบคุมสมดุลของปริมาณสารภายในเซลล 

 
7.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสงและกักเก็บโลหะ (Transport and Storage of Metal-Ion) 
 ทําหนาท่ีขนสงและกักเก็บโลหะ โดยเฉพาะเหล็ก  ซ่ึงเปนชนิดท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด 

นอกจากนี้ยังควบคุมปริมาณโลหะในเซลลและการใชประโยชนจากโลหะ (transferin และ ferritin) 
เชน transferrin เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีขนสงเหล็กในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (ในแบคทีเรียเรียก 
siderophores) สวนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีกักเก็บเหล็กเรียกวา ferritin ในกรณีท่ีมีปริมาณเหล็กมาก
เกินไป metallothionein จะเขามาทําหนาท่ีกําจัดออก ลดความเปนพิษตอเซลล  
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 8.  Cu-Zn superoxide dismutase (สารตานอนุมูลอิสระ) 
  เปนเมทัลโลเอนไซมกําจัดสาร (O2

-) ท่ีเปนอันตรายตอรางกาย   disproportionation of 
superoxide ion ดังสมการ 

2O2
- + 2H+  H2O2 + O2 

2H2O2    H2O + O2 
 

 9.  Photosystem II เมทัลโลเอนไซมในกระบวนการสังเคราะหแสง 

2H2O       O2 +   4H+  +  4e-  

7.  ความสําคัญของทองแดง (คอปเปอร) ตอการดํารงชีวิตของกุง  

ทองแดงเปนแรธาตุท่ีมีปริมาณตํ่ามากในน้ําทะเล จึงทําใหกุงไดรับไมเพียงพอตอความ
ตองการเพ่ือนําไปใชในกระบวนการทางสรีระเคมีภายในรางกายกุง ทองแดงทําหนาท่ีใน
กระบวนการสรางเม็ดเลือด (haematopoiesis) โดยกุงตองใชทองแดงเพื่อเปนองคประกอบของ       
ฮีโมไซยานิน ซ่ึงเปนรงควัตถุท่ีเกี่ยวกับการหายใจ (respiratory pigment) ฮีโมไซยานินผลิตจาก mid 
gut (Mangum, 1989) ทําหนาท่ีหลักในการจับออกซิเจน (oxygen affinity) (Mangum, 1989) และ
ลําเลียงออกซิเจน (Dallinger, 1997) โปรตีนในเลือดกุงท่ีเปน  macrocrustacean จะมีฮีโมไซยานิน
เปนสวนประกอบถึง 80-95 เปอรเซ็นต (Claybook, 1983) และฮีโมไซยานิน เปนรงควัตถุท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุลสูงซ่ึงประกอบดวยทองแดง 0.17 เปอรเซ็นต, carbohydrate นอยกวา 4 เปอรเซ็นต
และมี lipid, polypeptide เล็กนอยในโครงสรางท่ีมีรูปแบบ hexamer ซ่ึงมีประสิทธิภาพคอนขางสูง
ในการจับออกซิเจน นอกจากน้ีทองแดงยังมีการใชในกิจกรรมของเอนไซม (enzyme activity) 
หลายชนิด เชน lysyl oxidase, cytochrome c oxidase (CCO), ferroxidase, tyrosinase และ 
superoxide   dismutase (SOD) (O’Dell, 1976)  

จากการทดลองท่ีมีการเสริมทองแดงที่อยูในรูปของสารอินทรียใหกับกุงขาวแวนนาไม 
พบวากุงชุดท่ีไดรับทองแดง ท่ีอยูในรูปของสารอินทรียในอัตราท่ีเหมาะสม สามารถทนตอสภาพท่ี
ขาดออกซิเจนที่ต่ําและระยะเวลานานข้ึนกวาชุดควบคุมถึงเทาตัว (บุญรัตน, 2553) จึงทําใหกุงมี
โอกาสรอดตายสูงข้ึน  ในการเล้ียงจริงในฟารมท่ีมักประสบปญหาออกซิเจนต่ําในชวงเชามืดหรือ
ในสภาวะพ้ืนบอเส่ือมโทรมหลังจากการเล้ียงไปแลวประมาณ 2 เดือน จากการทดลองพบความ
เขมขนของโปรตีนและทองแดง ในเลือดกุงสูงข้ึน (บุญรัตน, 2553) จึงเปนไปไดวากุงกลุมดังกลาว
สามารถจับออกซิเจนและลําเลียงออกซิเจนไดมีประสิทธิภาพสูงกวา   
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เม่ือกุงไดรับทองแดงในปริมาณท่ีเหมาะสมจะชวยเสริมสรางระบบภูมิคุมกัน (immune 
enhancement) ในตัวกุงได เนื่องจากไปกระตุนการสรางจํานวนเม็ดเลือดท้ังหมดใหสูงข้ึน เพราะ
เม็ดเลือดกุงสวนหน่ึงจะชวยในกระบวนการกําจัดส่ิงแปลกปลอมของรางกาย คลายกับการทํางาน
ของเม็ดเลือดขาวในสัตวมีกระดูกสันหลัง (vertebrate leukocyte) ยังสงผลใหเลือดกุงมีการผลิต 
superoxide anion (O2

-) ภายในเซลลใหสูงข้ึนดวย (Lee and Shiau, 2002) สงผลใหกุงมีอัตรารอด
ตายสูงข้ึน เพราะขาดปจจัยเส่ียงของความเครียดท่ีเกิดข้ึนจากการขาดออกซิเจนแบบเฉียบพลันและ
เร้ือรัง 

Lee and Shiau (2002) พบวา ความเขมขนของทองแดงท่ีเหมาะสมตอน้ําหนักท่ีเพิ่มข้ึน
และประสิทธิภาพการกินอาหาร เทากับ 15-21 มิลลิกรัมทองแดงตอกิโลกรัมของอาหารและระดับ
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ เทากับ 10-30 มิลลิกรัมทองแดงตอกิโลกรัมของอาหาร 

จากเหตุผลท่ีกุงมีประสิทธิภาพการรับออกซิเจนไดดี ข้ึน จึงนาจะสงผลทําใหเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยอาหารและการลําเลียงสารอาหาร  เพราะวากระบวนการยอยดวยเอนไซมตอง
ใชออกซิเจน เม่ือมีประสิทธิภาพในการลําเลียงออกซิเจนไดดีก็ยอมสงผลตอกระบวนการน้ี จึงเปน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการเปล่ียนอาหารเปนเนื้อ (ลด feed conversion rate(FCR)) และ
เจริญเติบโตไดดีข้ึน เพราะสามารถจัดสรรพลังงานมาดําเนินการไดอยางมีประสิทธิภาพ  หากกุง
ไดรับทองแดงในอาหารตํ่าเกินความตองการแลว จะไปมีผลตอการเจริญเติบโต (บุญรัตน, 2553; 
Lee and Shiau, 2002) เนื่องจากทองแดงเปนแรธาตุท่ีมีความสําคัญตอกระบวนสรางเน้ือเยื่อและ
เปลือก (soft and hard tissue mineralization) (Davis and Lawrence, 1997)  ออกซิเจนที่ต่ําใน
รางกายกุงยังสงผลลบตอการกินอาหาร (feed ingestion) และการเจริญเติบโตของกุงน้ําจืดและกุง
ทะเลหลายชนิด เชน กุงกามกราม (Macrobranchium  rosenbergii ) (Llobera , 1983) กุงขาวแวนนา
ไม และกุงกุลาดํา  (Seidman and Lawrence, 1985) แตไมมีผลตอประสิทธิภาพการยอยอาหารรวม 
ไขมันและโปรตีน  แตนาจะมีผลตอการใชกรด      อะมิโนบางชนิดเพ่ือเปนแหลงพลังงาน (Pouliot 
and de la Noue, 1989) 

ออกซิเจนท่ีมากเพียงพอในรางกายกุงนั้นยังสงผลตอความสําเร็จในการลอกคราบของกุง

อีกดวย เนื่องจากชวงท่ีกุงลอกคราบ  กําลังลอกคราบและหลังจากลอกคราบนั้น กุงจะมีการใช
พลังงานอยางมากในการควบคุมสมดุลเกลือแรและการสรางแรงดันน้ําภายในรางกาย (hydrostatic 
pressure) ชวยกอนลอกคราบ  และตองมีพลังงานมากในการปรับสมดุลเกลือแรภายหลังลอกคราบ 
ซ่ึง Mangum (1989) พบวา ฮีโมไซยานินมีประสิทธิภาพต่ําสุดในการจับออกซิเจนหลังลอกคราบ
ใหมๆ จึงเปนวิกฤติมากสําหรับการดํารงชีวิตของกุง ซ่ึงกุงตองเผชิญอยางตอเนื่อง ซ่ึงกิจกรรม
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ท้ังหมดนี้ตองใชพลังงานและตองการออกซิเจนสูง ดังนั้นเม่ือกุงมีออกซิเจนในรางกายมากพอ 
สงผลใหกุงมีโอกาสรอดตายมากข้ึนในกระบวนการลอกคราบรวมถึงการเจริญเติบโตดวย 

อยางไรก็ตาม ประสิทธิภาพการจับออกซิเจนของฮีโมไซยานินจะเกิดข้ึนไดดีเม่ืออุณหภูมิ
น้ําลดลง, มีปริมาณ Ca2+, Mg2+ จากโซเดียมคลอไรด (NaCl), โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) ในน้ําท่ี
เพียงพอและเหมาะสม (Mangum, 1989) ขณะท่ีความเค็มลดลงจะสงผลลบตอการจับออกซิเจนใน
เลือดดวย (Truchot, 1973; Mangum, 1989) 

นอกจากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายอยูในน้ําแลว ควรคํานึงถึงออกซิเจนในรางกายกุง    
หากกุงมีขอจํากัดในการรับออกซิเจน การเติมออกซิเจนลงในน้ําไปมากเพียงใด ก็ไมเปนผลดีตอกุง
และท่ีสําคัญทําใหตนทุนการผลิตสูงข้ึนอีก ดังนั้นควรใหความสําคัญในเร่ืองการสรางกลไกสราง
ตัวรับออกซิเจน คือ ฮีโมไซยานิน ซ่ึงทําใหกุงมีประสิทธิภาพในการรับและลําเลียงออกซิเจนไปใช
ในรางกายไดอยางมีประสิทธิภาพ (บุญรัตน, 2553) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีละลายในน้าํปกต ิตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 
 การศึกษาคร้ังนี้ใชผลิตภัณฑเมทัลโลโปรตีน จากบริษัท CISCHEM AGRICULTURE 
จํากัด ประเทศไทย  ลักษณะของเมทัลโลโปรตีน เปนผงละเอียดสีขาวผสมกับผลึกสีฟา มี
สวนประกอบหลักไดแก  โปรตีนและทองแดง (Cu2+) 
  

1.  การวางแผนการทดลอง 
 
 แบงการทดลองออกเปน 2 ชุดการทดลอง โดยในแตละชุดการทดลองมี 4 ซํ้า 
 
ชุดการทดลองท่ี 1  คือ ชุดของอาหารควบคุม (control) เปนอาหารสําเร็จรูปปกติสําหรับกุง

ขาวแวนนาไม 
ชุดการทดลองท่ี 2  คือ ชุดของอาหารสําเร็จรูปปกติผสมกับสารเมทัลโลโปรตีน ท่ีระดับ

ความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
2.  การเตรียมสัตวทดลอง 
 
 นํากุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 10 จากโรงเพาะฟกในจังหวัดฉะเชิงเทรามาปรับ

สภาพกอนเร่ิมการทดลองเปนระยะเวลา 5 วัน ในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 500 ลิตร บรรจุน้ํา
ความเค็ม 25 พีพีที เล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 
08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. มีการติดต้ังเคร่ืองใหอากาศอยางเพียงพอ เปล่ียนถายน้ํา
และดูดตะกอนทุก 3 วัน เม่ือกุงไดระยะโพสลารวา 15 คัดเลือกลูกกุงท่ีมีขนาดใกลเคียงกัน  สุมลูก
กุงบางสวนนํามาช่ังน้ําหนักกอนการทดลอง นําลูกกุงขาวแวนนาไมท่ีคัดเลือกมาเล้ียงในถังทดลอง
ขนาด 500 ลิตร บรรจุดวยน้ําความเค็ม 25 พีพีที ปริมาตร 100 ลิตร จํานวน 8 ถังและใสกุงจํานวนถัง
ละ 50 ตัว (100 ตัวตอตารางเมตร)   ดูดตะกอนและเปล่ียนถายน้ําทุก 10 วัน 
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3.  การเล้ียงและการใหอาหาร 
 
ชุดการทดลองท่ี 1 คือ ชุดของอาหารควบคุม เปนอาหารสําเร็จรูปปกติสําหรับกุงขาว 

แวนนาไม 
ชุดการทดลองท่ี 2  คือ ชุดของอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีน ท่ีระดับความ

เขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
เตรียมอาหารทดลองในชุดการทดลองที่ 2 โดยนําสารเมทัลโลโปรตีน ละลายในน้ํา นําไป

คลุกกับอาหารเม็ดและเคลือบดวยน้ํามันปลาหมึก สวนอาหารทดลองในชุดการทดลองท่ี 1 จะคลุก
กับน้ํามันปลาหมึกเชนเดียวกับชุดการทดลองท่ี 2 

ใหอาหารวันละ  4 คร้ัง ท่ีเวลาประมาณ 08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. ปรับ
ปริมาณการใหอาหารตามนํ้าหนักของกุง  ตามวิธีของ ชลอ และพรเลิศ (2547) ตลอดระยะเวลาการ
เล้ียง 60 วัน  อาหารที่ใชในการทดลองคร้ังนี้จะมีการเตรียมใหมทุกม้ือ 

 
4.  การศึกษาการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 
- บันทึกอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ในวันท่ี 0, 20, 40 และ 60 วัน 
- สุมช่ังน้ําหนักกุงเม่ือกุงมีอายุ 40 วัน และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 60 วัน 
- วิเคราะหความแตกตางทางสถิติและเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี T-test ท่ีระดับความ

เช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 
 
 5.  การวิเคราะหคุณสมบัติของนํ้า 
  
 ในระหวางทําการทดลอง เก็บตัวอยางน้ําจากถังทดลองมาวิเคราะหในหองปฏิบัติการ
ทุกสัปดาหโดยคาพารามิเตอรและวิธีการวิเคราะห  ดังนี้ 
 1. วัดปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําท่ีละลายในน้ํา และวัดอุณหภูมิโดยใชเคร่ือง 
YSIDO200-4M 

 2. วัดพีเอชของน้ําโดยใช pH meter ORION Model Sa520 
 3. วัดความเค็มโดย salinometer 
 4. แอมโมเนียรวม (Total ammonia nitrogen:TAN) ใชวิธี phenol-hypochloride ตามวิธี

ของ APHA et al. (1995) 
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5. ไนไตรท (nitrite-nitrogen) ใชวิธี Colorimetric Method ตามวิธีของ APHA et al. 
(1995) 

 6. ความกระดางรวม (Total Hardness) ใชวิธี Tritation Method ตามวิธีของ APHA et al. 
(1995) 

 7. ความเปนดางรวม (Total Alkalinity) ใชวิธี Tritation Method ตามวิธีของ APHA  
et al. (1995) 

 
6.  การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 

 
 การศึกษาระดับภูมิคุมกันในแตละชุดการทดลอง ทําการสุมกุงในแตละชุดการทดลอง

ซํ้าละ 10 ตัว โดยเจาะเลือดจากแองเลือด (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉีดยาซ่ึง
ภายในบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัว (anticoagulant) (อัตราสวนเลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว 
เทากับ 1:2) หลังจากการเล้ียงเปนเวลา 60 วัน นําเลือดท่ีไดไปวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือด  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของ
เม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase (phenoloxidase activating system) และการผลิต 
superoxide dismutase  ดวยวิธีดังนี้ 
 

 6.1  การตรวจนับปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุง (Total Hemocyte Count) 
 
  6.1.1 ดูดเลือดจากแองเลือด โดยในหลอดฉีดยาบรรจุสารปองกันเลือด (อัตราสวน
เลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว เทากับ 1:2) นําเลือดใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีผานการฆา
เช้ือแลว ใสลงในน้ําแข็งเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการแข็งตัวของเลือดชาลง 

6.1.2 ใช micropipette ดูดสารละลายเลือดกุงจํานวน 20 ไมโครลิตร แลวนับ
จํานวนเซลลโดยใช hemocytometer 

6.1.3 คํานวณปริมาณเม็ดเลือดเปนจํานวนเซลลตอลูกบาศกมิลลิลิตร  
 

 6.2  กิจกรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง ตามวิธีของกิจการ และคณะ (2543ก) 
 

6.2.1 เตรียมเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi บริสุทธ์ิ โดยนํามาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
TSA (Tryptic Soy Agar) บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (เนื่องจากเช้ือท่ีอยู
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บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA สามารถนําไปละลายในน้ําเกลือไดงายกวาเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร TCBS จึง
นิยมใชเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA) 
  6.2.2 เตรียมสารละลายเช้ือ V. harveyi  โดยนําเช้ือท่ีเปนโคโลนีเดี่ยว ละลายใน
น้ําเกลือปลอดเช้ือท่ีความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต โดยเตรียมน้ําเกลือประมาณ 10 มิลลิลิตร (หรือมาก
จนเกินพอสําหรับการทดลองคร้ังนั้นๆ) จากนั้นนําสารละลายเช้ือท่ีไดไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร ใหไดคา OD ประมาณ 0.08-0.1  บันทึกคา OD ท่ีเลือกใช 

6.2.3 เจาะเลือดกุงจากแองเลือด โดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ใน
อัตราสวน 1:1 โดยดูดเลือดกุง 1 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร   

6.2.4 นํามาแยกซีรัมออกจากเม็ดเลือดกุงโดยนํามาหมุนเหวี่ยงดวยเคร่ือง 
centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,000 rpm นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนใสดานบน
มาใช 
  6.2.5 นําซีรัมมาเจือจางโดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 2.6 เปอรเซ็นต เปนตัว
เจือจางในระดับ 1:2 1:4 1:8 1:16 และ 1:32 โดยปรับปริมาตรในการเจือจางใหไดหลอดละ 0.5 
มิลลิลิตร 
  6.2.6 นําสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไวในขอ 6.2.2 มาเติมในหลอดทดลองท่ี
เจือจางซีรัม ในแตละความเขมขนไวแลว เติมสารละลายเช้ือแบคทีเรียปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และบม
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

6.2.7 นําสวนผสมแตละหลอดมานับปริมาณเช้ือแบคทีเรีย ทําการเจือจางสวนผสม
แตละหลอด โดยใชน้ําเกลือปลอดเช้ือท่ีความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ใชวิธี spread plate ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ TCBS agar จดบันทึกคาของการเจือจางซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรียลงได 50 
เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 3 ช่ัวโมง โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 
2.6 เปอรเซ็นต ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร รวมกับสารละลายแบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตร 
 

 6.3  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (Phagocytic activity) ของเม็ด
เลือดกุงตามวิธีของ Itami  et al. (1994)    

 
 6.3.1 เจาะเลือดจากแองเลือด โดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ในอัตราสวน 
(เลือดกุง:anticoagulant) 1:2 โดยดูดเลือดกุง 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาที่มีสารปองกันการแข็งตัว
ของเลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
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6.3.2  หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี 5 องศา
เซลเซียส เพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดกุง โดยนําสวนใสดานบนท้ิง ทําการลางตะกอนเม็ดเลือด โดยเติม 
shrimp saline 2-3 มิลลิลิตร โดยใช pipette ดูดข้ึนลงเบาๆ เพื่อใหสารละลายเขากัน 

6.3.3  หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 10 นาที โดยมีการควบคุม
อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส โดยทําเชนนี้ 2 คร้ัง 

6.3.4  ละลายตะกอนเม็ดเลือดใน shrimp saline 1 มิลลิลิตร และใช pipette ดูดข้ึน
ลงเบาๆ เพื่อใหสารละลายเขากัน 

6.3.5  นําสารละลายท่ีไดผสมกับ trypan blue ในอัตราสวน 1:1 โดยใช trypan blue 
50 ไมโครลิตรและสารละลายเม็ดเลือด 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํามา 50 ไมโครลิตร นับ
จํานวนเม็ดเลือดกุงใน hemocytometer แลวนํามาคํานวณใหไดเซลลประมาณ 1×106 เซลลตอ

มิลลิลิตร 
6.3.6  นําสารละลายเซลลเม็ดเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร เล้ียงบน cover glass 

โดย spread ท้ิงไว 20 นาที 
6.3.7  ลางดวย shrimp saline 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
6.3.8  หยดสารละลาย heat- killed yeast 2  มิลลิลิตร ท้ิงไวเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
6.3.9  ลางดวย shrimp saline 5 คร้ัง 
6.3.10  หยดสารละลาย fixative  1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 นาที 
6.3.11  ลางดวยนํากล่ัน 3 คร้ัง ท้ิงใหแหง 20- 60 นาที 
6.3.12  ยอมดวยสี Giemsa stain 5 นาที 
6.3.13  ลางดวยนํากล่ัน 3 คร้ัง ตั้งท้ิงใหแหงขามคืน 
6.3.14  ปดสไลดดวย permount 

 
นําขอมูลไปวิเคราะหโดยการนับจํานวนเซลล  โดยสุมนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด 

200 เซลล ในแตละ cover glass นับเซลลเม็ดเลือดท่ีกินยีสต และไมกินยีสตเขาไป คํานวณคาไดจาก      
 

รอยละของเม็ดเลือดกุงท่ีเกิดกระบวนการ     =   จํานวนเซลลเม็ดเลือดท่ีกินเซลลยีสตเขาไป    × 100    
กลืนกินส่ิงแปลกปลอม (% phagocytosis)                      จํานวนเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด 
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 6.4  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase  
 
 การเก็บตัวอยางเลือดกุงและการเตรียม hemocyte lysate (HLS) ตามวิธีของกิจการ และ
คณะ (2543ก) 

6.4.1 เก็บตัวอยางเลือดจากกุงแตละตัว  โดยเจาะเลือดจากบริเวณแองเลือด 
ประมาณ 0.5 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต เปนสาร
ปองกันเลือดแข็งตัวจนไดปริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  

6.4.2 หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,500 rpm เปนเวลา 2 นาที อุณหภูมิท่ี 4 องศา
เซลเซียส 

6.4.3 นําสวนใสดานบนท้ิง นําสวนตะกอนเม็ดเลือดท่ีไดนํามาลางในสารละลาย K 
-199 และละลายในสารละลาย cacodylate buffer พีเอช 7.4 

6.4.4 ทําใหสวนของเซลลเม็ดเลือดแตก โดยใช Sonicator : vibracell ท่ีแอมพลิจูด 
30 เปนเวลา 5 วินาที 

6.4.5 นําสารละลายท่ีไดมาหมุนเหว่ียงใหตกตะกอน ท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 10 
นาที ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 

6.4.6 แยกสวนใสดานบนออก ซ่ึงเปน hemocyte lysate (HLS) เก็บไวใชใน

ข้ันตอนตอไป 
 
การวิเคราะหความวองไวของเอนไซม phenoloxidase ดัดแปลงจากวิธีการของ Söderhäll 

and Hall (1984) 
 

1) นํา HLS ท่ีเตรียมได 200 ไมโครลิตร ผสมรวมกับสารละลายทริปซิน (0.1 เปอรเซ็นต ใน 
cacodylate buffer) 200 ไมโครลิตร ท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาประมาณ 2 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง (28 องศา
เซลเซียส) 
 2) เติมสารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 200 
ไมโครลิตร และท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 
 3) นํามาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ทุกๆ 2 นาที โดยเปรียบเทียบกับ
สารละลายควบคุม (blank) ซ่ึงใชน้ํากล่ันผสมกับสารละลายปองกันเลือดแข็งตัว สารละลาย K-199 
พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต ผสมกับทริปซิน  L-dihydroxyphenylalanine และ
cacodylatebuffer  แทนการใช HLS ทําการวัดคา OD จนปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ 
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 4) วิเคราะหปริมาณโปรตีนใน HLS โดยวิธีของ Lowry et al. (1951)  นําคาท่ีไดมาคํานวณ
หนวย (unit) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยคํานวณหาคาดังนี้ 
 
                            1 หนวยของฟนอลออกซิเดส  =      OD 490 / นาที / มิลลิกรัมโปรตีน 
 

 6.5 การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

ทําการศึกษาโดยใชชุดการทดลองสําเร็จรูป (test kit) RANSOD@ superoxide 
dismutase โดยเตรียมชุดมาตรฐานใชในการเปรียบเทียบเพ่ือหาปริมาณเอนไซม superoxide 
dismutase ในตัวอยางเม็ดเลือดกุง  
 

       6.5.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน S1-S6 จากสารละลาย CAL standard และ

สารละลาย phosphate buffer 0.01 เปอรเซ็นต  
 6.5.2 นําสารละลายมาตรฐาน  S1-S6 เตรียมใหได 50 ไมโครลิตร ผสมกับ R1 1,700 
ไมโครลิตรและเติมสารละลาย R2 250 ไมโครลิตร มาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโน
เมตร  โดยจดบันทึกคา A1 ท่ี 30 วินาที และจดบันทึกคา A2 ท่ี 3 นาที 30 วินาที โดยเปรียบเทียบกับ 
air blank 
 

วิธีการหาปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ในตัวอยางเม็ดเลือดกุง 
 1) เก็บตัวอยางเลือดจากกุงแตละตัว  โดยเจาะเลือดจากบริเวณแองเลือด ประมาณ 0.5 
มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต เปนสารปองกันเลือด
แข็งตัวจนไดปริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  
 2) หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส 

3) นําสวนใสดานบนท้ิง นําสวนตะกอนเม็ดเลือดท่ีไดนํามาลางในสารละลายโซดียมคลอ
ไรด 0.9 เปอรเซ็นต  โดยเติมโซเดียมคลอไรด 3 มิลลิลิตร ผสมดวย dropper แกวเบาๆ 

4) หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส 
 5) ลางดวยสารละลายโซดียมคลอไรด 4 คร้ัง (ทําซํ้าขอ 3-4) นําสารละลายสวนใสดานบน
ท้ิง 

6) ละลายตะกอนเม็ดเลือดดวยน้ํากล่ันชนิด tri-distrilled water ท่ีเย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
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7) นําสารละลายเม็ดเลือดท่ีเตรียมได 50 ไมโครลิตร ผสมรวมกับ R1 1,700 ไมโครลิตร  
และเติมสารละลาย R2 250 ไมโครลิตร 

8) นํามาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโนเมตร  โดยจดบันทึกคา A1 ท่ี 30 
วินาที และจดบันทึกคา ท่ี 3 นาที 30 วินาที โดยเปรียบเทียบกับ air blank 

9) นําคา A1 และ คาท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นต inhibition โดยคํานวณหาคาดังนี้ 
 

    A /min of standard or sample (Bn)  =       A 2 – A1  
                   3 
                                  % inhibition          =       

 
       Bn                ×  100 

                                           Bs1 
 

10) นําคาเปอรเซ็นต inhibition ของสารละลายมาตรฐาน S1-S6 มาสรางกราฟ log ฐาน เพื่อ
นําคาเปอรเซ็นต inhibition ของตัวอยางเลือดกุงมาหาคาปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ใน
หนวยเอนไซม superoxide dismutase units ตอมิลลิลิตร (SOD units/ml) 

 
7. การศึกษาความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 

 
การทดลองนี้ใชกุงจากการทดลองท่ี 1 เม่ือส้ินสุดการเล้ียง 60 วัน มาทดสอบทําใหติด

เช้ือ V. harveyi  โดยจะทําการศึกษาถึงอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ซ่ึงมีข้ันตอน 
ดังนี้ 
 7.1  ทําการทดลองโดยปรับสภาพกุงใหคุนเคยกับสภาพตูกระจกทดลองเปนเวลา 3 วัน 
เล้ียงกุงทดลองชุดการทดลองละ 10 ตัว ชุดการทดลองละ 3 ตู ควบคุมปริมาณแสงโดยใชพลาสติกสี
ดําคลุมรอบตู มีการใหอากาศตลอดเวลา ดูดตะกอนและระบายของเสียออกจากตูทุกวัน 
 7.2   ทําใหกุงติดเช้ือโดยฉีดสารละลายเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi ในปริมาณท่ีทําใหกุง
ตายลง 50 เปอรเซ็นต  ภายในระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เตรียมสารละลายเช้ือแบคทีเรียโดยนําเช้ือ  V.  
harveyi ท่ีเล้ียงเชื้อไวในอาหารเล้ียงเช้ือ TSA มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด 1.5
เปอรเซ็นต ฉีดสารละลายเช้ือในกุงชุดการทดลองทุกตัว โดยฉีดเขาทางกลามเนื้อลําตัว ปริมาณ  0.1 
มิลลิลิตรตอตัว สําหรับชุดควบคุมซ่ึงใสกุงขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ 1 ตู        
ทําการฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต 
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  7.3 จดบันทึกการตายของกุงทุกชุดการทดลองเปนเวลา 96 ช่ัวโมง และเพาะเช้ือ

แบคทีเรียจาก hepatopancreas  ของกุงท่ีแสดงอาการปวยตายดวยเช้ือแบคทีเรียนี้ 
 

8.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในแตละชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารผสมเมทัลโล

โปรตีน ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตอ อาหาร 1 กิโลกรัม และชุดควบคุม โดยวิเคราะหขอมูล
ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง กิจกรรมของขบวนการกลืนกิน
ส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิตเอนไซม

superoxide dismutase วิเคราะหความแตกตางทางสถิติ โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of  variance) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางชุดทดลอง โดยใชวิธี T-Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 
เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 
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2.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน ตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 

1. การวางแผนการทดลอง 
  

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด โดยมี 3 ชุดการทดลอง ในแตละชุดการทดลองมี 3 
ซํ้า  
 

ชุดการทดลองท่ี 1 เปนชุดควบคุม (control) กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ ปริมาณ

ออกซิเจนท่ีละลายในน้ําสภาพปกติ คือสูงกวา 4 มิลลิกรัมตอลิตรตลอดเวลา  
ชุดการทดลองท่ี 2  กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ  แตปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา

ควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร รักษาระดับออกซิเจน โดยวัดออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา
ในชวงเชาและเย็น ปรับใหไดระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร 

ชุดการทดลองที่ 3  กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความ
เขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 
มิลลิกรัมตอลิตร รักษาระดับออกซิเจน เชนเดียวกับการทดลองท่ี 2 

 
2. การเตรียมสัตวทดลอง 
 

นํากุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเฉล่ียประมาณ 7.5 ± 0.5 กรัม  มาปรับสภาพกอนเร่ิมการ
ทดลองเปนระยะเวลา 5 วัน นํามาเล้ียงในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 3 ลูกบาศกเมตรในนํ้าความ
เค็ม 25 พีพีที เล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 08.00 น., 
12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. มีการติดต้ังเคร่ืองใหอากาศอยางเพียงพอ เปล่ียนถายน้ําและดูด
ตะกอนทุก 3 วัน เม่ือครบกําหนด 5 วัน  คัดเลือกกุงท่ีมีขนาดใกลเคียงกัน  สุมกุงบางสวนนํามาช่ัง
น้ําหนักกอนการทดลอง นํากุงขาวแวนนาไมท่ีคัดเลือกมาเล้ียงในถังทดลองขนาด 500 ลิตร บรรจุ
ดวยน้ําความเค็ม 25 พีพีที ปริมาตร 300 ลิตร จํานวน 9  ถังและใสกุงจํานวนถังละ 30 ตัว (100 ตัวตอ
ตารางเมตร)   ดูดตะกอนและเปล่ียนถายน้ําทุก 10 วัน 
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3. อาหารและการใหอาหาร 
 

นําสารเมทัลโลโปรตีนท่ีใชในชุดการทดลองละลายนํ้า และสเปรยลงบนอาหาร  รอให
แหง และนําอาหารในทุกชุดการทดลองคลุกกับน้ํามันปลาหมึกและใหอาหารวันละ  4 คร้ัง ท่ีเวลา
ประมาณ 08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. ปรับปริมาณการใหอาหารตามนํ้าหนักของกุง  
ตามวิธีของ ชลอและพรเลิศ (2547) ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 55 วัน อาหารที่ใชในการทดลองคร้ังนี้
จะมีการเตรียมใหมทุกมื้อ 

 
4. การศึกษาการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 

ทําการบันทึกอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ในวันท่ี 0, 40 และ 55 
ของการทดลองและสุมช่ังน้ําหนักกุงเม่ือกุงมีอายุ 25 วัน และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 55 วัน  หลัง
ส้ินสุดการทดลองวิเคราะหความแตกตางทางดานสถิติและเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยใชวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป
ทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 

 
5. การวิเคราะหคุณสมบัติของนํ้า 

  
ในระหวางทําการทดลอง เก็บตัวอยางน้ําจากถังทดลองมาวิเคราะหในหองปฏิบัติการ

ทุกสัปดาหโดยคาพารามิเตอรและวิธีการวิเคราะห  ไดระบุไวในการทดลองท่ี 1 
 

6. การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 
 

การศึกษาระดับภูมิคุมกันในแตละชุดการทดลอง ทําการสุมกุงในแตละชุดการทดลอง
ซํ้าละ 3 ตัว โดยเจาะเลือดจากแองเลือด (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉีดยาซ่ึง
ภายในบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัว (anticoagulant) (อัตราสวนเลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว 
เทากับ 1:2) หลังจากการเล้ียงเปนเวลา 55 วัน นําเลือดท่ีไดไปวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือด  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของ
เม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิต superoxide dismutase  ตามวิธีการที่
ระบุไวในการทดลองท่ี 1 
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7. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในแตละชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารสําเร็จรูป

ปกติ ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําสภาพปกติ, ชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารสําเร็จรูปปกติ  แต
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตรและชุดการทดลองท่ีมี
การใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยวิเคราะหขอมูล
ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง กิจกรรมของกระบวนการกลืน
กินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิตเอนไซม 
superoxide dismutase วิเคราะหความแตกตางทางสถิติ โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of  variance) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางชุดทดลอง โดยใชวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test (DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 
2542) 
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สถานท่ีและระยะเวลาทําการวิจัย 
 
1.  สถานท่ีทําการวิจัย 
 

ศูนยวิจัยธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
 
2.  ระยะเวลาทําการวิจัย  
 
 ดําเนินการทดลองระหวางเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2552 – มิถุนายน พ.ศ. 2553 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
  ผลการศึกษาในคร้ังนี้จะนําไปประยุกตใชในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม ซ่ึงจะทําใหการเล้ียง
มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยกุงขาวแวนนาไมควรจะมีการเจริญเติบโตดีข้ึน และ/หรือมีอัตราการ
รอดตายเพิ่มข้ึนกวาการเล้ียงแบบปกติ ซ่ึงจะมีผลใหเกษตรกรมีรายไดและผลกําไรมากข้ึน ทําให
อุตสาหกรรมเพาะเล้ียงกุงในประเทศไทยมีการพัฒนาตอไปไดอยางยั่งยืน  
 

แหลงทุนสนับสนุน 

 
 บริษัท CISCHEM AGRICULTURE.CO.,LTD  ประเทศไทย 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีละลายในน้าํปกต ิตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 

1.1  การเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย 
 

หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 15  ดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและ
อาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  
พบวา หลังจากการเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลา 40 วัน กุงในชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีน้ําหนัก
เฉล่ีย 3.52 ± 0.56 กรัม มากกวากุงในชุดควบคุม ซ่ึงมีน้ําหนักเฉล่ีย 2.51 ± 0.26 กรัม  อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และหลังจากเล้ียงกุงเปนระยะเวลา 60 วัน กุงในชุดการทดลองท่ีไดรับ
สารเมทัลโลโปรตีนมีน้ําหนักเฉล่ีย 5.72 ± 0.98 กรัม มากกวากุงในชุดควบคุม ซ่ึงมีน้ําหนักเฉลี่ย 
4.71 ± 1.80 กรัม  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางท่ี 1, ภาพท่ี1) 
 
ตารางท่ี 1  น้ําหนักเฉล่ียกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนหลังจาก 

    การเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลา 40 และ  60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  

      น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) 

      เวลาเล้ียง (วัน)     ชุดควบคุม  ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 

         40   2.51 ± 0.26b   3.52 ± 0.56a  
  60   4.71 ± 1.80b   5.72 ± 0.98a 
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ภาพท่ี 1  น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุม และชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล 
 โปรตีนตลอดระยะเวลาการเล้ียง 40 และ 60 วัน 
 
กุงขาวแวนนาไมชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนและกลุมควบคุมมีอัตราการรอดตายไม

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 2 และภาพที่ 2 โดยอัตราการรอด
ตายในกลุมทดลองและกลุมควบคุมท่ีเวลา 20, 40 และ 60 อยูในระดับท่ีสูงมาก คือมีกุงตายเพียง
เล็กนอยและคอยๆเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเล้ียงท้ังสองกลุมทดลอง โดยท่ีระยะเวลา 60 วัน ชุด
ควบคุมมีอัตราการรอดตาย 88.50 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีชุดทดลองมีอัตราการรอดตาย 89.50 
เปอรเซ็นต  

 

ตารางท่ี  2  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล 
     โปรตีนหลังจากเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลาการเล้ียง  60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน      
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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 40 วัน  60 วัน

ชุดควบคุม

เมทัลโลโปรตีน

   เวลาเล้ียง(วัน) 

  อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

           ชุดควบคุม               ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 

           0      100.00 ± 0.00a                  100.00 ± 0.00a 
          20       94.50 ± 2.52 a                    96.00 ± 2.31 a 
          40       92.50 ± 2.52a                           93.50 ± 1.91a 
          60       88.50 ± 3.00 a                         89.50 ± 2.52 a 

            b 

    a 

 a         b 

นํ้าหนัก (กรัม) 

ระยะเวลา 
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    a        a    a        a     a        a   a       a 

 ระยะเวลา 

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุม และชุดท่ีไดรับสาร  

  เมทัลโลโปรตีนตลอดระยะเวลาการเล้ียง  60 วัน 
 
1.2  การตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม 

 
หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 15  ดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและ

อาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
เปนระยะเวลา 60 วัน   ศึกษาระดับภูมิคุมกันโดยวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม  การทําลาย
แบคทีเรียของน้ําเลือด  กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง  กิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase และการผลิต superoxide dismutase  มีผลการทดลองดังนี้ 
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

    ชุดการทดลอง 

      b 

THC (x 106เซลลตอมิลลิลิตร) 

     a 

1)  ปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวา กุงชุดท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร 
เมทัลโลโปรตีน มีปริมาณเม็ดเลือดรวม 3.02 ± 0.35 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร มีคาสูงกวากุงในชุด

ควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ มีปริมาณเม็ดเลือดรวม 1.84 ± 0.31 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงไวในตารางที่ 3 และภาพที่ 3 
 
ตารางท่ี  3   ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ  
            ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

       
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 

 

 

  

 
ภาพท่ี  3  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ 

  ชุดไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

 ชุดการทดลอง       ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) 
 ชุดควบคุม               1.84 + 0.3b 
 ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน             3.02 + 0.35a 
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

2)  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนเวลา 60 วัน พบวา กุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโล
โปรตีน  มีระดับการเจือจางของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  50 เปอรเซ็นต เทากับ 
1:8  สวนกุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ มีอัตราสวนความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถ
ลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  50 เปอรเซ็นต เทากับ 1:4  ดังแสดงไวในตารางท่ี 4 และภาพท่ี 4 

 
ตารางท่ี  4  ความเขมขนของซีรัมของกุงขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  
                  50 เปอรเซ็นต ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4   ความเขมขนของซีรัมของกุงขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได   
                50 เปอรเซ็นต ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสาร เมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
 
 

    ชุดการทดลอง       ความเขมขนของซีรัม 
 ชุดควบคุม        1:4 
 ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน      1:8 

 ชุดการทดลอง 

    ความเขมขนของซีรัม 
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เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (เปอรเซ็นต) 

3)  กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน พบวากุงชุดท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน  มีรอยละของเม็ดเลือดขาวท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมเทากับ 21.30 + 4.36     

สูงกวากุงในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ ซ่ึงมีรอยละของเม็ดเลือดขาวท่ีกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมเทากับ 18.20 + 3.29 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  ดังแสดงในตารางท่ี 5 และ
ภาพท่ี 5 

 
ตารางท่ี 5   กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ
      สารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

          
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 
ภาพท่ี 5     กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ     
     ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

            ชุดการทดลอง                    รอยละของเม็ดเลือดขาว 
             ท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
  ชุดควบคุม                  18.20 + 3.29b 
  ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน           21.30 + 4.36a 

   ชุดการทดลอง

   a 
      b 

เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (เปอรเซ็นต) 
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4)  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวากุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน  มีปริมาณเอนไซม phenoloxidase เทากับ 312.65 + 6.71 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน สูงกวากุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติเทากับ 272.85 ± 5.42 หนวยตอนาที
ตอมิลลิกรัมโปรตีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงไวในตารางท่ี 6 และภาพท่ี 6 

 
ตารางท่ี  6    ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไม ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ 
                    สารเมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 

  
  หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวตั้งเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
        อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

ภาพท่ี  6   ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสาร 
    เมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
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           ชุดการทดลอง                    Phenoloxidase activity  
                   หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 
       ชุดควบคุม                           272.85 + 5.42b 
       ชุดท่ีไดรับสาร เมทัลโลโปรตีน                            312.65 + 6.71a 

   b 
  a 

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase   
(หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

       ชุดการทดลอง
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5)  การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวา กุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร 
เมทัลโลโปรตีน  มีปริมาณเอนไซม superoxide dismutase เทากับ 39.75 + 3.43  หนวย SOD ตอ 
มิลลิลิตร สูงกวากุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ เทากับ 28.52 + 3.39  หนวย SOD 
ตอ มิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  ดังแสดงไวในตารางที่ 7 และภาพที่ 7 

 
ตารางท่ี  7  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ี 
                 ไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน   
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 7  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ  
               สารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

      ชุดการทดลอง                 การผลิตเอนไซม  superoxide dismutase 
                            หนวย SOD ตอ มิลลิลิตร 

   ชุดควบคุม                     28.52 + 3.39b 
   ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน                   39.75 + 3.43a 

    b 

    a 

ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase  
(หนวย SOD/มิลลิลิตร) 

   ชุดการทดลอง
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6)  การศึกษาความตานทานตอเช้ือแบคทีเรีย V.  harveyi  ในหองปฏิบัติการ 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 60 วัน เม่ือทดสอบความตานทานตอเชื้อ
แบคทีเรียโดยการฉีด V. harveyi  ปริมาณ 5.3 × 106 CFU ตอมิลลิลิตร พบวา กุงท่ีไดรับอาหาร
สําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  มีอัตราการรอดตายเทากับ 60.00 + 1.00 เปอรเซ็นตแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับกุงในกลุมควบคุมซ่ึงมีอัตรารอดเทากับ 86.67 + 0.58  
เปอรเซ็นต  ดังแสดงไวในตารางท่ี 8, ภาพท่ี 8  
 
ตารางท่ี  8  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไม ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล  
                  โปรตีนเปนระยะเวลา 60 วันเม่ือไดรับเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi   เทากับ  
       5.3 × 106  CFU ตอมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  

 
 หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
        อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  

             ชุดการทดลอง                อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
        ชุดควบคุม                               60.00 + 1.00b 
          ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน                         86.67 + 0.58a 



 52 

 

0

20

40

60

80

100

ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

 

 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี  8  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไม เม่ือไดรับเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi    
              เทากับ 5.3 × 106 CFU ตอมิลลิลิตร ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ  
              สารเมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
 

อาการภายนอกของกุงท่ีไดรับเช้ือ V. harveyi  พบวากุงเร่ิมแสดงอาการปวยภายหลังจาก
ไดรับเช้ือ 48 ชั่วโมง โดยกุงไมมีการเคล่ือนไหวและไมมีปฏิกิริยาตอบสนองตอส่ิงเราตางๆ และ
ตายในท่ีสุด กุงในชุดควบคุมตายมากกวากุงในชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เม่ือเพาะเชื้อ
แบคทีเรียจาก hepatopancreas ของกุงที่แสดงอาการปวย พบเช้ือแบคทีเรียข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
TCBS (ภาพที่ 9) ซ่ึงเปนอาหารจําเพาะกับแบคทีเรียสกุล Vibrio sp. จากการสังเกตกุงท่ีฉีดเช้ือ

แบคทีเรีย (ภาพท่ี 10) และฉีดดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต พบการเกิด melanin สีดําแทรกอยูใน
กลามเนื้อบริเวณท่ีฉีดดวยเข็มฉีดยา (ภาพท่ี 11) สอดคลองกับการศึกษาของ Fontaine and Lightner 
(1975) พบวาเม่ือกุงไดรับอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม ปฏิกิริยาแรกท่ีกุงมีการตอบสนองตอส่ิง

แปลกปลอม คือ เซลลเม็ดเลือดจะเคล่ือนท่ีไปยังบริเวณท่ีเกิดการบาดเจ็บและเกิดกระบวนการกลืน
กินส่ิงแปลกปลอมข้ึน หลังจากนั้นจะเกิดปฏิกิริยา nodule formation และ encapsulation สังเกตได
จากจะพบเซลลเม็ดเลือดมาลอมรอบบริเวณท่ีไดรับการบาดเจ็บ และจะมี cellular infiltration และ
encapsulation เกิดโครงขายของ fibroblast หนาแนนข้ึน และมี collagen like fibers เกิดเปนแผล
ถาวรข้ึน 

 
 
 

    ชุดการทดลอง

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

      b 

      a 
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ภาพท่ี 9   โคโลนีของแบคทีเรีย Vibrio  harveyi  บนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS ที่แยกไดจากกุงท่ีแสดง
   อาการปวย หลังจากฉีดเช้ือ Vibrio  harveyi   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10    การฉีดเชื้อแบคทีเรีย Vibrio harveyi เขาทางกลามเนื้อลําตัว ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอตัว 
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 ภาพท่ี 11  ลักษณะของเม็ดสี melanin ที่ลอมรอบเช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi บริเวณท่ีถูกฉีด 

    เขาทางกลามเนื้อลําตัว (ลูกศรชี้) 
 
คุณสมบัติของน้ําในระหวางการทดลองเปนระยะเวลา 60 วัน แสดงไวในตารางท่ี 9 โดยทํา

การวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําทุกสัปดาห ไดแก อุณหภูมิ ความเปนกรดเปนดางหรือพีเอช  ปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา ความเค็ม คาความเปนดางรวม ความกระดาง แอมโมเนียรวมและไนไตรท 
พบวาคุณสมบัติของน้ําท่ีใชเล้ียงกุงตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษาในทุกชุดการทดลองอยูในระดบัท่ี

เหมาะสมสําหรับการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม (ชลอ และพรเลิศ, 2547) 
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ตารางท่ี 9    คุณสมบัติของนํ้าในระหวางการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับสารเมทัลโล       
       โปรตีนและกลุมควบคุม นาน 60 วัน 

 
  หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึงมีความ
        แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

คุณสมบัติของน้ํา 

       ชุดการทดลอง 

 
 

    ชุดควบคุม                เมทัลโลโปรตีน 

      พิสัย                        คาเฉล่ีย       พิสัย                      คาเฉล่ีย 

อุณหภูมินํ้า  

(องศาเซลเซียส)     เชา       27.4-29.3               28.4±0.7a  
 
   28.6-29.3              28.9±0.2a 

                 บาย   29.4-31.3            30.8±1.1a     27.2-31.3              29.5±1.4a
 

พีเอช                      เชา   8.0-8.4                   8.2±0.1a      8.0-8.4                 8.2±0.1a
 

                บาย   8.0-8.4                   8.2±0.1a      8.0-8.4                 8.2±0.1 a
 

ออกซิเจนที่ละลายนํ้า   

(มิลลิกรัมตอลิตร)  เชา   6.2-7.8        6.9±0.5a     6.0-7.9                6.9±1.3a
 

                บาย   6.9-8.3                  7.5±0.6a      6.5-8.2                7.5±0.4a    
ความเค็ม (พีพีที) 24.8-26.0       25.2±0.5a    25.1-26.2              25.3±0.5a

 

การนําไฟฟา   

(มิลลิซิเมนตตอ 
เซนติเมตร) 

   
41.8-48.6      42.1±2.0a  

 
  38.9-41.1               39.8±0.7a

 

ความเปนดางรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
 
 84.7-147.3     97.8±28.0a  

 
  88.7-128.7             99.9±13.4a 

ความกระดางรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
4081.2-5939.7     5010.5±1558.5a  

 
 4356.0-5849.2     5103.0±1193.2a

 

แอมโมเนียรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

   
 0.1-0.7                   0.4±0.2a  

 
     0.2-0.7        0.4±0.2a

 

ไนไตรท 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
 0.01-0.03       0.02±0.01a  

 
    0.01-0.03       0.02±0.01a
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 2.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม ในสภาพท่ีออกซิเจนอยูในระดับต่ํา 
 

2.1  การเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย 
 

หลังจากเลี้ยงกุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเฉล่ีย 7.5 ± 0.5 กรัม โดยใหอาหารผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน ในการเล้ียงเปนเวลา 25 วัน  น้ําหนักตัวเฉล่ียของกุงขาวแวนนาไมท้ัง 3 ชุดการ
ทดลอง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตหลังจากเล้ียงกุงเปนระยะเวลา 55 วัน กุงชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ-ออกซิเจนปกติมีน้ําหนักเฉล่ียสูงท่ีสุด 15.00 ± 1.36 กรัม แตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า-อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนซ่ึงมี
น้ําหนักเฉล่ีย  12.11 ± 1.13 กรัม และชุดท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า-อาหารปกติ ซ่ึงมีน้ําหนักเฉล่ีย  12.00 
± 2.85 กรัม (ตารางท่ี 10, ภาพที่ 12) 
 
ตารางท่ี 10   น้ําหนักเฉล่ียกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและชุด
         ท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ท่ี                     
                     ระยะเวลา 25 และ 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

             น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) 
   เวลาเล้ียง (วัน)     
                   อาหารปกติ,         อาหารปกติ           อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน,  
              ออกซิเจนปกติ       ออกซิเจน 3-4                   ออกซิเจน 3-4 
          มิลลิกรัมตอลิตร          มิลลิกรัมตอลิตร 
    0    7.35 ± 0.5a         7.39 ± 0.45a            7.35 ± 0.59a 
 25    9.63 ± 0.41a          9.37 ± 1.13a            9.52 ± 0.37a 
 55  15.00 ± 1.36a        12.00 ± 2.85b          12.11 ± 1.13b 
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ภาพท่ี 12  น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) กุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติ
      และชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ท่ี      
      ระยะเวลา 25 และ 55 วัน 

 
หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนระยะเวลา 40 วัน พบวา กุงท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า 

และไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน มีอัตราการรอดตายเฉล่ีย (78.89 ± 11.71 เปอรเซ็นต) สูง
กวาชุดทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ ท่ีสภาวะเดียวกัน (55.56 ± 23.41 เปอรเซ็นต) แตเม่ือเล้ียงกุงใน
สภาวะที่ไดรับออกซิเจนปกติและไดรับอาหารปกติ พบวามีอัตราการรอดตายเฉล่ียสูงท่ีสุดเทากับ 
95.56 ± 5.09 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) เม่ือส้ินสุดการ
ทดลองหลังจากเล้ียงเปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงชุดการทดลองที่ใหอาหารปกติ ในสภาวะท่ี
ไดรับออกซิเจนปกติ มีอัตราการรอดตายเฉล่ียสูงท่ีสุด เทากับ 84.44 ± 3.33 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวากุง
ท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าและไดรับสารเมทัลโลโปรตีน ซ่ึงมีอัตราการรอดตายเฉล่ียเทากับ 
61.11 ± 1.92 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตชุดการทดลองนี้มีอัตราการรอดตาย
สูงกวากลุมท่ีใหอาหารปกติในสภาวะเดียวกัน ซ่ึงมีอัตราการรอดตายเฉล่ียเพียง 45.56 ± 3.85 

เปอรเซ็นต โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 11, ภาพท่ี 13) อัตราการรอด
ตายของกุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารปกติ  ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนปกติ สูงกวาชุดการ
ทดลองอ่ืนๆท่ีเล้ียง ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า เนื่องจากออกซิเจนในระดับท่ีสูงกวา 4 มิลลิกรัม
ตอลิตรตลอดระยะเวลา กุงจะมีการเจริญเติบโตดีและแข็งแรงทําใหมีอัตราการรอดตายสูง 
สอดคลองกับการทดลองของ Ocampo et al. (2000) พบวา กุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับออกซิเจน 5.8 
มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการรอดตาย 77-82 เปอรเซ็นต สวนกลุมท่ีไดรับออกซิเจน 2.6 มิลลิกรัม
ตอลิตร มีคาเทากับ 68-85 เปอรเซ็นต  แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

6 

10 

14 

18 

 25 วัน  55 วัน

อาหารปกติ-
ออกซิเจนปกติ

อาหารปกติ-
ออกซิเจนตํ่า

สารเมทัลโลโปรตีน-
ออกซิเจนตํ่า

วัน 

      นํ้าหนัก (กรัม) 
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  b 
     b 

a  a 

    a 
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ระยะเวลา 

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

   b 
    c 

    a   a 

  a 
a 

 a 
  a 

 a 

เม่ือเล้ียงในสภาพท่ีมีออกซิเจนต่ํา กลุมท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนจะมีอัตราการรอดตาย
สูงกวากลุมท่ีไดรับอาหารปกติ เนื่องจากสารน้ีเปนเมทัลโลโปรตีนท่ีสําคัญในกลุมขนสงออกซิเจน
ซ่ึงพบในตัวกุง ทําหนาท่ีในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบสําคัญในกระบวนการ
หายใจ กุงท่ีไดรับสารนี้จะมีอัตราการรอดตายสูง เม่ืออยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า 
 
ตารางท่ี 11   อัตราการรอดตายกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและ
        ชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ที่                    
                     ระยะเวลา 40 และ 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  อัตราการรอดตายกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและ
     ชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ที่                    
                 ระยะเวลา 40 และ 55 วัน 

     อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
   เวลาเล้ียง (วัน)                 อาหารปกติ       อาหารปกติ            อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน  
   ออกซิเจนปกติ       ออกซิเจน 3-4                      ออกซิเจน 3-4  
          มิลลิกรัมตอลิตร                 มิลลิกรัมตอลิตร 
       0  100.00 ± 0.00a        100.00 ± 0.00a                     100.00 ± 0.00a 
 40    95.56 ± 5.09a          55.56 ± 23.41a             78.89 ± 11.71a 
 55    84.44 ± 1.92a         45.56 ± 3.85b             61.11 ± 1.92c 
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  2.2  การตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม 
 

จากการศึกษาทางดานการตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไมที่ไดรับ

อาหารและออกซิเจนปกติ รวมท้ังกลุมท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ี

ไดรับออกซิเจนท่ีระดับตํ่า เปนระยะเวลา 55 วัน โดยวิเคราะหปริมาณเม็ดเลือดรวม การทําลาย
แบคทีเรียของน้ําเลือดกุง  กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง เอนไซม 
phenoloxidase และการผลิตเอนไซม superoxide dismutase ในระหวางการทดลองมีการควบคุม
อุณหภูมิ   ใหอยูระหวาง  29 ± 1 องศาเซลเซียส ดวย heater    รักษาระดับพีเอชของน้ําท่ี 7.8-8.0  
ความเค็มของน้ําประมาณ 25 พีพีทีใหอากาศในชุดควบคุมอยางเพียงพอ และควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายในนํ้าในชุดท่ีไดรับออกซิเจนต่ําใหอยูระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร ตลอด

ระยะเวลา 
 

1)  ปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
 

หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนระยะเวลา 55 วันดวยอาหารปกติและออกซิเจน
ปกติและชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า  
พบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ ออกซิเจนปกติ มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูง
ท่ีสุดเทากับ 25 ± 2.40 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แตไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
กับกุงท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีคาเทากับ 24.22 ± 
2.91 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แตปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) กับชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนต่ํา ซ่ึงมีคา
ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉล่ียตํ่าท่ีสุดเทากับ  19.74 ± 3.43 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 12, ภาพท่ี 
14) ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํามีความสําคัญเกี่ยวของตอการกินอาหาร การเจริญเติบโตและสุขภาพกุง  
หากปริมาณออกซิเจนที่ละลายในนํ้าอยูในระดับปกติ กุงจะแข็งแรงและเจริญเติบโตดี แตเม่ือ
ปริมาณออกซิเจนในบอเล้ียงกุงอยูในระดับท่ีต่ํา ซ่ึงมักจะพบในบอท่ีมีการปลอยกุงหนาแนน มี
เคร่ืองใหอากาศไมเพียงพอ โดยเฉพาะในชวงทายของการเลี้ยง  การสะสมจากเศษอาหารท่ีเหลือ
และของเสียท่ีกุงขับถายออกมา จุลินทรียจะมีการใชออกซิเจนในการยอยสลายสารอินทรีย (ชลอ, 
2543) ทําใหปริมาณออกซิเจนลดลงอาจจะถึงสภาวะการขาดออกซิเจนในบอเล้ียงกุงซ่ึงจะพบในปริ
เวณท่ีมีการสะสมตะกอนเลนกลางบอและบริเวณชานเลน  มีผลทําใหสุขภาพกุงออนแอ ระบบ
ภูมิคุมกันซ่ึงเกี่ยวของโดยตรงกับการทํางานของเม็ดเลือดจะลดลง  สอดคลองกับการทดลองของ 
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 Jiang et  al. (2005) ซ่ึงพบวากุงขาวแวนนาไมกลุมท่ีอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน 
(hypoxia) จะมีปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงอยางมีนัยสําคัญและคงท่ีหลังจาก 24 ช่ัวโมงและกลุมท่ี
ไดรับออกซิเจนในปริมาณเพียงพอจะไมมีการเปล่ียนแปลงของปริมาณเม็ดเลือดรวม อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  

 
อยางไรก็ตามรงควัตถุท่ีเกี่ยวของกับการหายใจในตัวกุงซ่ึงทําหนาท่ีหลักในการจับ

ออกซิเจน ไดแก ฮีโมไซยานิน  ซ่ึงมีโลหะที่เปนองคประกอบรวมไดแก ทองแดง (Cu) มีหนาท่ีใน
การลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจก็จัดอยูในกลุมของ

เมทัลโลโปรตีนเชนกัน เมทัลโลโปรตีนเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการหายใจ เม่ือกุงไดรับเมทัลโล
โปรตีนซ่ึงมีทองแดงเปนองคประกอบรวมเพิ่มเขาไปในรางกาย จะเปนหนทางท่ีจะชวยใหกุงมี

ความสามารถในการดึงออกซิเจนจากน้ําและลําเลียงไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพ ในชวงท่ีมี
ปริมาณออกซิเจนนอย และยังชวยเสริมสรางระบบภูมิคุมกันในตัวกุง เนื่องจากไปกระตุนการสราง
จํานวนเม็ดเลือดท้ังหมดใหสูงข้ึน   

   
ตารางท่ี  12   ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉล่ีย (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมชุดการ 
         ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน 
         เปนระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
  

 ชุดการทดลอง               ปริมาณเม็ดเลือดรวม 
                                   (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) 

   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                          25.00 ± 2.40a  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร            19.74 ± 3.43b   
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน              24.22 ± 2.91a 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร             
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ชุดการทดลอง 

 b 
a    a  

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ี 

   ไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 
 

2) กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง 
 
 กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุงขาวแวนนาไม เม่ือทําการเล้ียงเปน
ระยะเวลา 55 วัน พบวา ชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนต่ํา มีคาอัตราสวนการเจือจางต่ําท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 50 
เปอรเซ็นตเทากับ 1 : 8 แตกตางจากชุดการทดลองท่ีไมไดรับสารเมทัลโลโปรตีน ซ่ึงเล้ียงในสภาวะ
ออกซิเจนปกติและเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีอัตราสวนการเจือจางต่ําท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถ
ลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 50 เปอรเซ็นตเทากับ 1 : 4 (ตารางท่ี 13 และภาพท่ี 15)  เม่ือเล้ียงกุงใน
สภาวะออกซิเจนตํ่า กุงท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน มีกิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของ
น้ําเลือดกุงสูงกวากุงที่ไดรับอาหารปกติและมีคาสูงกวากุงที่เล้ียงในสภาวะออกซิเจนเพียงพอดวย 
โดยกุงมีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียดวยโปรตีนที่พบในเม็ดเลือดไดดีกวา เนื่องจากสาร
เมทัลโลโปรตีนมีองคประกอบของแรธาตุทองแดง โดยกุงตองใชทองแดงเปนองคประกอบของฮี
โมไซยานิน เพื่อจับและลําเลียงออกซิเจนไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม  เม่ือกุงรับทองแดงใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการจับออกซิเจนของฮีโมไซยานิน ทําใหกุงมีสุขภาพ
แข็งแรง มีผลดีตอระบบภูมิคุมกัน ปริมาณเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึน เม็ดเลือดชนิด granular cell และ 
semi-granular cell จะบรรจุสารโปรตีนหรือเอนไซมซ่ึงใชในการตอตานแบคทีเรียกอโรค จะมีการ
หล่ังอยางรวดเร็วเม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ของเซลลเม็ดเลือดและมีการตอบสนองอยาง
รวดเร็วตอแบคทีเรีย 
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 ตารางท่ี  13    ความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได 50 เปอรเซ็นตของ 
          กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสม 
          สารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15  ความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได 50 เปอรเซ็นตของ 
     กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสาร          
     เมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 
 
 
 

 
 

 ชุดการทดลอง                   ความเขมขนของซีรัม 
   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                           1:4  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร              1:4  
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                      1:8 

   ชุดการทดลอง 

  ความเขมขนของซีรัม 
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3) กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (Phagocytic activity) ของเม็ดเลือดกุง 
 

 หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน

ในสภาวะที่กุงไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงขาวชุดท่ีไดรับอาหาร
ปกติในสภาวะออกซิเจนปกติมีคากิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดสูงท่ีสุดเทากับ 
24.22 ± 1.99 เปอรเซ็นต โดยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับชุดท่ีไดรับอาหาร
ผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 23.56 ± 3.54 เปอรเซ็นต แตท้ัง 2 ชุด
การทดลอง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองที่ไมไดรับสาร
เมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 19.11 ± 2.71  (ตารางท่ี 14, ภาพท่ี 
16) กุงท่ีอยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า แตไดรับสารเมทัลโลโปรตีน  ปริมาณเม็ดเลือดรวมจะใกลเคียง
กับกุงท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีมีออกซิเจนปกติ ซ่ึงจะสงผลตอการทํางานในกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมของเม็ดเลือด สอดคลองกับการศึกษา Cheng et al. (2002) พบวา เม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับ
ออกซิเจนสูง (7.75 และ 4.75 มิลลิกรัมตอลิตร) จะไมมีการเปล่ียนแปลงของกระบวนการกลืนกิน
ส่ิงแปลกปลอมภายหลังส้ินสุดการทดลอง ท่ี 72 ช่ัวโมง แตเม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับออกซิเจนต่ํา (2.75 
และ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร) กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมจะลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เม่ือเทียบกับการเล้ียงในออกซิเจนสูง ภายหลังการทดลองที่ 12 ช่ัวโมง  อยางไรก็ตามสารเมทัลโล
โปรตีนท่ีผสมในอาหาร  มีองคประกอบของแรธาตุทองแดง  โดยกุงตองใชทองแดงเปน
องคประกอบของฮีโมไซยานินในการจับออกซิเจน ดังนั้นสารเมทัลโลโปรตีนท่ีกุงไดรับจะชวย
เสริมสรางฮีโมไซยานิน สอดคลองกับการศึกษาของ บุญรัตน, 2553 พบวา กุงท่ีไดรับสารเมทัลโล
โปรตีน มีความเขมขนของออกซีฮีโมไซยานินสูงกวาชุดควบคุม หลังจากเล้ียงนาน 4, 8 และ 16
สัปดาห โดยสูงข้ึน 14.2 %, 23.2 % และ 56 % ตามลําดับ กุงสามารถดึงออกซิเจนจากน้ําและลําเลียง
ไปใชประโยชนในสภาวะท่ีออกซิเจนขาดแคลนในชวงทายๆ ของการเล้ียงได (บุญรัตน, 2553)  
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ตารางท่ี 14  กจิกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ี
        ไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะทีไ่ดรับออกซิเจนที่ระดับตางกนั เปน 
         ระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 
ภาพท่ี 16  กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและ 
    ชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนใน  สภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน
     เปนระยะเวลา 55 วัน 
 
 
 

 ชุดการทดลอง                    รอยละของเม็ดเลือดขาว 
                            ที่เกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ              24.22 + 1.99a  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร            19.11 ± 2.71b  
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน            23.56 ± 3.54a 
    3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                  

       เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม 

          (เปอรเซ็นต) 

ชุดการทดลอง 

  b 
        a  a 
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4)  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase 
 
  จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมหลังจาก
เล้ียงดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน

เปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน
ในสภาวะออกซิเจนตํ่ามีปริมาณของเอนไซม phenoloxidase เทากับ 296.58 + 28.73 หนวยตอนาที

ตอมิลลิกรัมโปรตีน ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับกุงขาวแวนนาไมชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนปกติซ่ึงมีคาเทากับ 287.04 ± 12.40 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน โดยปริมาณเอนไซม phenoloxidase ท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองที่ไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคา
เพียง 265.48 ± 17.05  หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ตารางท่ี 15, ภาพท่ี 17) กุงขาวแวนนาไมท่ี
เล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า และไดรับสารเมทัลโลโปรตีน จะมีปริมาณเอนไซม phenoloxidase 
ใกลเคียงกับกลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนเพียงพอ โดยในสภาวะท่ีกุงไดรับออกซิเจนเพียงพอจะมี

การเปล่ียนแปลงของเอนไซม phenoloxidase เพียงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกุงท่ีเล้ียงในสภาวะ
ออกซิเจนตํ่า สอดคลองกับการศึกษาของ Cheng et al. (2002) พบวา ในสภาวะออกซิเจนเพียงพอ 
กุงจะไมมีการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase แตเม่ือเล้ียงกุงในสภาวะท่ี

ออกซิเจนลดตํ่าลงท่ี 4.75, 2.75 และ1.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะมีกิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ปริมาณเอนไซม phenoloxidase มีความสําคัญมากใน
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เนื่องจากเกี่ยวของกับระบบ 
phenoloxidase activating system เปนการทําลายเช้ือโรคและควบคุมการกระจายของเช้ือโรคภายใน
ตัวกุงโดยเอนไซม phenoloxidase (PO) ท่ีอยูในรูป pro-enzyme ท่ีเรียกวา prophenoloxidase 
(proPO) และเอนไซมกลุมserine protease (Perrazzolo and Barracco, 1997) จะทํางานรวมกันอยาง
มีระบบ โดยเร่ิมจาก prophenoloxidase เปล่ียนเปน phenoloxidase จะไปออกซิไดซสารกลุมฟนอล 
(phenol) ใหเปนสารควิโนน (quinone) แลวเปล่ียนเปนเมลานินในท่ีสุด หนาท่ีของเมลานินจะชวย
ยับยั้งหรือปองกันการเติบโตของแบคทีเรีย โดยไปลอมรอบอนุภาคของแบคทีเรียไมใหเจริญเติบโต 
สารประกอบสุดทายของกระบวนการนี้ไดสารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial substance) (Hose  et 
al., 1987)  โดยเอนไซม prophenoloxidase อยูในกรานูลในไซโทพลาซึมของเม็ดเลือดถึง 90 
เปอรเซ็นต รวมถึงในซีรัมของกุง (Perrazzolo and Barracco, 1997) 
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จากการศึกษาของ Söderhäll and Smith (1983 b) ไดทําการแยกเซลลเม็ดเลือดของสัตวใน
กลุม crustacean หลายชนิดโดยใชสารละลาย Percoll 60 เปอรเซ็นต พบวาเซลลเม็ดเลือดชนิด 
granular cell มีปริมาณเอนไซม prophenoloxidase สูงถึง 1,249.51 ± 313.36 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน สวนใน hyaline cell มีปริมาณเอนไซม prophenoloxidase คอนขางต่ํา คือ 198.95 
± 78.75 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนแตการทํางานของ hyaline cell มีหนาท่ีเกี่ยวของโดยตรง
กับกระบวนการกําจัดส่ิงแปลกลอมโดยกระบวนการกลืนกิน (Söderhäll and Smith, 1986) 

 
 Moullac et al. (1998) พบวาปฏิกิริยาของเอนไซม ProPO ในพวกครัสเตเชียนลดลงเม่ืออยู
ในสภาวะเครียด คุณภาพน้ําก็มีผลเกี่ยวเนื่องดวยเชนกันเนื่องจากกุงขาวเปนสัตวเลือดเย็นดังนั้น
คุณภาพน้ํามีผลกระทบกับองคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกัน  

ตารางท่ี  15   ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหาร 
        ปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ี         
        ระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 
 

 
 

 ชุดการทดลอง     Phenoloxidase activity  
                                               (หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 
    อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                 287.04 ± 12.40a 
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                   265.48 ± 17.05b 
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน              296.58 ± 28.73a 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร             
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ภาพท่ี  17    ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของกุงขาว 
        แวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสาร 
        เมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
5) การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนา
ไมดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน

เปนระยะเวลา 55 วันพบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนปกติ มีคาสูงท่ีสุดเทากับ  44.68 ± 3.26 หนวย SOD ตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกับชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 42.25 
± 4.59 หนวย SOD ตอ มิลลิลิตร (P>0.05) และปริมาณเอนไซมท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 37.03 ± 3.35 หนวย SOD ตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 16, ภาพท่ี 18) ปริมาณ
เอนไซม superoxide dismutase จะทําหนาท่ีในการเปล่ียน superoxide anion ท่ีเพ่ิมข้ึนจากการ
ทํางานของเซลลเม็ดเลือดในกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดไปเปน hydrogen 
peroxide ซ่ึงสามารถทําลายเช้ือโรคได กุงจะผลิตเอนไซมนี้ เพื่อทําหนาท่ีปองกันเซลลจาก
กระบวนการที่ไมพึงปรารถนา เชนความเครียด เช้ือโรคหรือส่ิงท่ีทําใหเกิดโรค เอนไซม superoxide 
dismutase มีความสําคัญตอกุง จึงใชเปนเคร่ืองหมายในการประเมินถึงประสิทธิภาพของสาร
กระตุนภูมิคุมกันบางชนิด ดังนั้น superoxide dismutase จึงเปนเอนไซมหลักสําหรับกุง  
 

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase   
(หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

ชุดการทดลอง

        a      b 
  a 
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ตารางท่ี  16  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับ 
       อาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจน 
       ท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
  หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวตั้งเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี  18  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase (หนวย SOD ตอมิลลิลิตร) ของ 
      กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสม 

     สารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 
  
 

          ชุดการทดลอง      การผลิตเอนไซม  superoxide dismutase 
                      (หนวย SOD/ มิลลิลิตร) 

   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                       44.68 ± 3.26 a 
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4  มิลลิกรัมตอลิตร          37.03 ± 3.35 b 
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน         42.25 ± 4.59 a 
   3-4  มิลลิกรัมตอลิตร               

ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase  
(หนวย SOD/มิลลิลิตร) 

 ชุดการทดลอง

     a 
  b 

 a 
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จากการศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไมพบวากุงขาวท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจน

ปกติ จะมีระดับภูมิคุมกัน ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดรวม  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมของเม็ดเลือด ปริมาณเอนไซม phenoloxidase และปริมาณเอนไซม superoxide 
dismutase สูงกวากุงในกลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า เนื่องจากปริมาณออกซิเจนมีความสําคัญ
กับภูมิคุมกันกุง สอดคลองกับการทดลองของ Cheng et al. (2002) พบวา เม่ือเล้ียงกุงกามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii) ท่ีออกซิเจนปริมาณ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง 
กุงจะมีความไวตอการติดเช้ือแบคทีเรียกอโรค Enterococcus sp. สูงกวาปริมาณออกซิเจนที่ระดับ 
2.75 มิลลิกรัมตอลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้เม่ือกุงไดรับออกซิเจนท่ีระดับดังกลาว 
เปนระยะเวลา 120 ช่ัวโมง กุงกามกรามจะมีปริมาณเม็ดเลือดรวม, เม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ
กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ลดลง เม่ือเทียบกับปริมาณออกซิเจน 4.75 มิลลิกรัมตอลิตร 
และเม่ือกุงในชุดการทดลองที่เล้ียงในปริมาณออกซิเจนตํ่า ไดรับสารเมทัลโลโปรตีนจะพบวามี
ระบบภูมิคุมกันใกลเคียงกับกุงขาวท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนปกติ เนื่องจากสารเมทัลโลโปรตีนท่ี
ใชในการทดลองเปนสารประกอบเมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสงออกซิเจน ประกอบดวย
โลหะทองแดง เม่ือกุงท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าไดรับสารนี้ จะใชเปนแหลงของแรทองแดงใน
โปรตีนท่ีพบในน้ําเลือดกุง ทําหนาท่ีขนสงและลําเลียงกาซออกซิเจน จากผลการศึกษา Lee and 
Shiau (2002) พบวา เม่ือใหอาหารผสมทองแดงกับกุง Penaeus monodon ท่ีระดับ 10-30 มิลลิกรัม 
ทองแดงตออาหาร 1 กิโลกรัมกุงจะมีน้ําหนักตัว, ประสิทธิภาพการกินอาหาร, ปริมาณเม็ดเลือดรวม 
และอัตราการผลิต superoxide anion ดีกวากุงท่ีไดรับอาหารผสมทองแดงท่ีระดับมากกวา 40 
มิลลิกรัมทองแดงตออาหาร 1 กิโลกรัมและกลุมท่ีไมไดรับอาหารผสมทองแดง อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) 

 
ผลการศึกษาการวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําในระหวางการทดลองเปนระยะเวลา 55 วัน 

แสดงไวในตารางท่ี 17 โดยทําการวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําทุกสัปดาห ไดแก อุณหภูมิ ความเปน
กรดเปนดาง หรือ พีเอช ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา ความเค็ม คาความเปนดางรวม ความ
กระดาง แอมโมเนียรวม และไนไตรท  
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  ตารางท่ี 17  คุณสมบัติของน้ํา ในหองปฏิบัติการของกุงขาวแวนนาไม ท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 
         ในระดับตางกัน  ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 55 วัน 
      

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึง 
     มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

             ชุดการทดลอง 

คุณสมบัติของน้ํา  อาหารปกติ, ออกซิเจนปกติ เมทัลโลโปรตีน, ออกซิเจนตํ่า อาหารปกติ, ออกซิเจนตํ่า 

       พิสัย                คาเฉล่ีย       พิสัย                 คาเฉล่ีย     พิสัย                คาเฉล่ีย 
อุณหภูมินํ้า  
(องศาเซลเซียส) 
       เชา 

 
  
 28.3-29.3           28.9±0.3a  

 
   
 28.6-29.3           28.6±0.4a 

 
   
29.0-29.5         29.3±0.1a 

                     บาย   28.8-30.1           29.5±1.2 a     28.2-30.1          29.5±1.5a    28.2-30.3      28.9±1.1a 
พีเอช             เชา   7.9-8.3              7.9±0.4a      8.1-8.5             8.4±0.1a     8.2-8.6          8.5±0.1a 
       บาย   8.0-8.5              8.3±0.4a      8.1-8.5             8.3±0.2 a     8.3-8.5          8.4±0.1 a 
ออกซิเจน 
ที่ละลายนํ้า 

   

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
        เชา    

   
  6.2-7.8               6.9±0.5 a 

    
 3.0-3.9               3.5±1.0b 

    
 3.2-4.1             3.6±0.8b 

       บาย   5.9-7.8              6.8±1.0 a      3.4-4.2             3.8±0.4b   3.5-4.1            3.7±0.3b 
ความเค็ม (พีพีที)   25.2-25.9          25.5±0.4a    25.3-25.9           25.5±0.1a 24.9-25.4         25.2±0.5a 
การนําไฟฟา    
(มิลลิซิเมนตตอ 
เซนติเมตร) 

   
42.0-47.4           42.6±1.0 a  

 
  39.4-40.0           39.8±0.4 a 

 
  39.1-40.2        39.8±0.5 a 

ความเปนดางรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

 
 85.3-139.2       97.8±27.0a  

 
 89.7-118.5        101.2±15.3a 

 
 91.1-119.9   109.3±12.6a 

ความกระดางรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

 
4070.9-5850.3 5019.7±1467.3a  

 
4279.1-5473.0 4010±1098.7a 

�  
4339.7-5601.4 5124.2±1002.6a

 

แอมโมเนียรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

   
 0.2-0.8                 0.5±0.1a  

 
     0.1-0.6           0.6±0.1a 

 
     0.3-0.6        0.4±0.1a 

ไนไตรท 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
 0.02-0.04             0.02±0.007a  

 
    0.02-0.03      0.02±0.009a 

 
   0.01-0.03      0.02±0.01a 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. การทดลองใหอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนแกกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวาเปน
เวลา 60 วัน พบวา กุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 
กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีน้ําหนักตัวเฉล่ียสูงกวากุงชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แตมีอัตราการรอดตาย ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือพิจารณาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวา กุงชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีปริมาณเม็ดเลือดรวม  กิจกรรม
กระบวนการทําลายแบคทีเรียและกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมเอนไซม 
phenoloxidase และการผลิตเอนไซม superoxide dismutase มีสูงกวากุงชุดท่ีไดรับอาหารปกติ อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
2. การทดลองพบวากุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 

60 วัน มีอัตราการรอดตายหลังไดรับการฉีดเช้ือ V. harveyi สูงกวาชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ
เพียงอยางเดียว อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
3. การทดลองใหอาหารปกติท่ีระดับออกซิเจนปกติและกลุมท่ีผสมสารเมทัลโลโปรตีนแก

กุงขาวแวนนาไม ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับต่ํา เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับอาหารปกติ  
เปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนปกติ มีน้ําหนักตัว
เฉล่ียและอัตราการรอดตายสูงกวากุงทุกชุดการทดลองแตชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสาร

เมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการรอดตายสูงกวากลุมท่ี
ไมไดรับสารนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือพิจารณาผลการตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวากุงชุด
ควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนปกติและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีปริมาณ
เม็ดเลือดรวม กิจกรรมกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ
การผลิตเอนไซม superoxide dismutase ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตสูงกวาชุดการ
ทดลองท่ีไมไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนและเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดของกุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่ามีคาดีท่ีสุด (1:8) ดังนั้น การเสริมสารเมทัลโล
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โปรตีนในอาหารสําเร็จรูปปกติ สามารถชวยเพิ่มการเจริญเติบโต  อัตราการรอดตายและระบบ
ภูมิคุมกันของกุง เม่ือกุงอยูในสภาวะออกซิเจนตํ่าได 

 
ขอเสนอแนะ 

 
ควรมีการศึกษาการใชสารเมทัลโลโปรตีน ในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในฟารมเล้ียงกุงท่ี

อัตราการปลอยลูกกุง ในระดับความหนาแนนตางๆ กัน เพ่ือเปนขอมูลและแนวทางในการแนะนํา
การใชสารเมทัลโลโปรตีนใหเหมาะกับสภาพการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมไดอยางเหมาะสมและมี

ประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. สวนผสม K-199 (อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด) (กิจการ และคณะ, 2543 ฉ) จํานวน 100
มิลลิลิตร 

M-199 ส่ังซ้ือจากบริษัท ใชจํานวน   50 มิลลิลิตร 
Salt mixture      10 มิลลิลิตร 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10 มิลลิลิตร 
CaCl2 . 2H2O      10 มิลลิลิตร 
L-glutamine      1 มิลลิลิตร 
Hepes       0.238 กรัม 
L-cystein      5 กรัม 
De-ionized water ผานการฆาเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนตัวทําละลายสาร (ทุก 
ตัวท่ีใชเตรียมสารเคมี) 

 
วิธีการเตรียมสารเคมีแตละตัว คือ 
 
1.1    M-199 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (สวนท่ีเหลือเก็บไวใชได เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส) โดยวิธีเตรียม
คือใช M-199 1 ซองกับ NaHCO3 2.2 กรัม ละลายดวยน้ํา De-ionized water ปรับปริมาตรครบ 500 
มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
1.2 Salt mixture ปริมาตร10 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย 

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.4 กรัม 
MgCl . 6 H2O      3.3 กรัม 
MgSO4 . 7 H2O      3.0 กรัม 
NaH2PO4 . 2 H2O     0.05 กรัม 
ปรับปริมาตรดวย De-ionized water ใหได100 มิลลิลิตร 
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1.3 สารละลายโซเดียมคลอไรดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ละลายโซเดียมคลอไรด11 กรัม ในนํ้า De-ionized water ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตร 
 
1.4 CaCl2 . 2 H2O ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ละลาย CaCl2 . 2 H2O 0.9 กรัม ในนํ้า De-ionized water ปรับปริมาตรใหได 100 
มิลลิลิตร 
 
1.5 L-glutamine ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

L-glutamine 0.015 กรัม ผสมกับน้ํา De-ionized water 1 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
1.6 Hepes จํานวน 0.238 กรัม 
 
1.7 L-cystein จํานวน 5 กรัม 

วิธีการเตรียม K-199 จํานวน 100 มิลลิลิตร โดย นําสารละลายจากขอ 1.1- 1.7 ผสมกัน
ตามลําดับ ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํา De-ionized water ปรับพีเอช ดวยกรดไฮโดร
คลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ใหพีเอชอยูในชวง 7.3-7.6 กรองดวยหัวกรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใน Laminar flow 
 
2. Shrimp saline 

โซเดียมคลอไรด     28.4 กรัม 
MgCl2 •6H2O     1.0 กรัม 
MgSO4 •7H2O     2.0 กรัม 
CaCl2 •2H2O      2.25 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด     0.7 กรัม 
Glucose (Dextrose)     1.0 กรัม 
Hepes      2.38 กรัม 
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ผสมสารท้ังหมดในน้ํา De-ionized water 1 ลิตร กรองดวยกระดาษกรอง 0.22 
ไมโครเมตรในขวดท่ีผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และอบใหแหง เก็บสารละลาย 
ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3. การเตรียม Heat-killed yeast 

Baker’s yeast 
0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด 
shrimp saline 

นํา Baker’s yeast ละลายใน 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด ตมเปนเวลา 1 ช่ัวโมงจากน้ัน
ทําการลาง yeast ดวย shrimp saline ท่ี 3,000 rpm. 5 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที โดยใชอัตราสวนระหวาง 
shrimp saline : yeast เทากับ 1 : 1 หลังจากนั้นละลายดวย shrimp saline เพื่อใหไดสารละลายท่ีมี
เซลลจํานวน 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
4. การเตรียมสารละลาย phosphate buffer 0.01 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 

KH2PO4    1.3609 กรัม 
ปรับปริมาตรดวย De-ionized water ใหได1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.0 ดวยกรด 

ไฮโดรคลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
 
5. การเตรียมสารในชุดการทดลองสําเร็จรูป (test kit) RANSOD@ Superoxide dismutase 

5.1) สารละลาย Reagent 1 (R1a ) ทําการเติมสารละลาย R1b ลงในขวดสาร R1a ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร 

5.2) สารละลาย Reagent 2 (R2) ทําหนาท่ีเปน Xanthine oxidase (enzyme) โดยเติมน้ํา 
กล่ันชนิด tri-distilled water ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

5.3) สารละลายมาตรฐาน CAL standard (S6) โดยเติมน้ํากล่ันชนิด tri-distilled water 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 

ชื่อ     นางสาวปณิตา  ประถมยา 
เกิดวันท่ี    14 กรกฎาคม 2530 
สถานท่ีเกิด    อําเภอพญาไท จังหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา   วท.บ. (ประมง) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ตําแหนงปจจุบัน   - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน                    - 
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