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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 
 

อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงของประเทศไทยทําเงินรายไดเขาประเทศปละหลายหม่ืนลาน

บาทมาเปนระยะเวลากวา 20 ป เนื่องจากเปนผูนําดานการสงออกมาโดยตลอดและในชวง 4-5  ปท่ี
ผานมาอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงของประเทศไทยเปลี่ยนจากการเพาะเล้ียงกุงกุลาดําเปนการ

เล้ียงกุงขาวแวนนาไม  เนื่องจากกุงขาวแวนนาไมไดผานการปรับปรุงสายพันธมาเปนระยะ
เวลานาน  จึงเปนกุงท่ีโตเร็ว  เล้ียงงาย ใหผลผลิตสูง (ชลอ และพรเลิศ, 2547) เนื่องจากระบบการ
เล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทยเปนการเล้ียงแบบหนาแนน  เกษตรกรสวนใหญจะปลอยลูก
กุงขาวในอัตราต้ังแต 100,000 ตัวตอไรข้ึนไป  ทําใหในชวงเดือนสุดทายของการเล้ียง ปริมาณส่ิง
ขับถายและอาหารท่ีเหลือจะมีปริมาณมากข้ึนจนถึงระดับท่ีทําใหคุณภาพน้ําอยูในระดับท่ีไม

เหมาะสมตอการเจริญเติบโต โดยเฉพาะปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในนํ้าลดต่ําลงและเพิ่ม

ความเครียดใหกับกุงซ่ึงจะทําใหกุงออนแอ   ภูมิคุมกันของรางกายต่ําลง ในชวงท่ีกุงออนแอนี้เช้ือ
โรคจะเขาทําอันตรายตอกุงไดงายและทําใหกุงเกิดโรคในที่สุด (บุญรัตน, 2553) 

 
สภาพการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมแบบหนาแนนและปญหาท่ีพบในระหวางการเล้ียง ทําให

เกษตรกรสวนใหญแกปญหาโดยเพิ่มเคร่ืองใหอากาศ ซ่ึงสามารถแกปญหาตางๆไดในระดับหนึ่ง 
แตมีผลทําใหตนทุนในการผลิตสูงข้ึนดวย เนื่องจากปริมาณออกซิเจนในระดับสูงมีความสัมพันธ
ตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนา ในรางกายส่ิงมีชีวิตจะมีสารชีวโมเลกุล ซ่ึงเปน
องคประกอบเซลลและทําหนาท่ีตางๆ อยางหลากหลาย  เชนโปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรตและกรด
นิวคลีอิก   โปรตีนเปนสารอาหารที่รางกายขาดไมได  รางกายส่ิงมีชีวิตจะใชโปรตีนเปน
สวนประกอบของเซลลและสังเคราะหสาร ท่ีจําเปนตองใชในการควบคุมกระบวนการเมทาบอลิซึม
เพื่อใหการทํางานของรางกายดําเนินไปตามปกติ เชน เอนไซมและฮอรโมน เปนตน   หากแบง
ประเภทของโปรตีนดวยองคประกอบทางเคมีจะพบวามีกลุมของโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบ
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รวม เรียกวา เมทัลโลโปรตีน (metalloprotein) เมทัลโลโปรตีนท่ีอยูในกลุมขนสงออกซิเจน 
(dioxygen transport) มีความสําคัญในกุงทําหนาท่ีในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจน ซ่ึงเปน
วัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจ โดยมีเหล็กและทองแดงเปนโลหะท่ีสําคัญในกลุมนี้ (อธิป, 
2536) การเล้ียงกุงขาวอยางหนาแนนจําเปนตองเพิ่มประสิทธิภาพการลําเลียงกาซออกซิเจนโดยตอง
เพิ่มการทํางานของโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบรวมในเลือดกุง ไดแก เมทัลโลโปรตีน  

 
สารประกอบเมทัลโลโปรตีนเปนสารชีวโมเลกุลในกลุมโปรตีนท่ีผลิตข้ึนเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนท่ีมีความจําเปนโดยเฉพาะ กุงจะสามารถอยูใน
สภาพการเล้ียงที่มีปริมาณออกซิเจนละลายในน้ําต่ําในชวงสุดทายของการเล้ียงได  ความเครียดท่ี
เกิดจากปริมาณออกซิเจนท่ีลดตํ่าลงในชวงสุดทายของการเล้ียงเปนสาเหตุทําใหกุงเกิดความออนแอ

และงายตอการติดเช้ือโรค ดังนั้นการใหกุงไดรับสารประกอบเมทัลโลโปรตีน จะทําใหกุงไดรับ
ออกซิเจนเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะทําใหอัตราการรอดตายสูงข้ึน ผลผลิตจากการเล้ียงจะเพิ่มข้ึนสามารถลด
ปญหาท่ีเกิดข้ึนในระหวางการเล้ียงได 
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วัตถุประสงค 
  

1. เพ่ือศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต อัตราการรอดตายและการต 
อบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 

2.  เพื่อศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน  ตอความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ของกุงขาว
แวนนาไมในหองปฏิบัติการ 

 
3. เพื่อศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต อัตราการรอดตาย และการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงในน้ําที่มีปริมาณออกซิเจนตํ่า 
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การตรวจเอกสาร 

1. กุงขาวแวนนาไม 
 

กุงขาวแปซิฟก (Litopenaeus vannamei) หรือท่ีเกษตรกรไทยนิยมเรียกกันวา กุงขาวแวนนา
ไมเปนกุงพ้ืนเมืองในทวีปอเมริกาใต (Holthuis, 1980) มีการเล้ียงกันอยางแพรหลายในประเทศ
เอกวาดอร เม็กซิโก เปรู ปานามา ฮอนดูรัส โคลอมเบีย และบราซิล เปนตน (Rosenberry, 1993; 
FAO, 1994) ในทวีปเอเชียมีการนําเขากุงชนิดนี้เขามาเล้ียงคร้ังแรกท่ีประเทศไตหวันในป พ.ศ. 
2539 สําหรับประเทศไทย ในป พ.ศ. 2545 กรมประมงอนุญาตใหนําพอแมพันธุกุงขาวท่ีปลอดเช้ือ 
(Specific Pathogen Free, SPF) จากตางประเทศเขามาทดลองเล้ียง รวมระยะเวลาท่ีอนุญาต 11 เดือน  
โดยอนุญาตใหนําเขาพอแมพันธุกุงขาวไดจากแหลงท่ีกรมประมง รับรองแลวเทานั้น (มาลินีและ 
สมยศ, 2548) เกษตรกรบางสวนทดลองเล้ียงกุงขาวใหผลคอนขางดีทําใหเกษตรกรจํานวนมากหัน
มาเล้ียงกุงขาวกันมากข้ึน 
 
 2.  การเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยเร่ิมมีการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมตั้งแตป พ.ศ. 2545 หลังจากกรมประมงได

อนุญาตใหนําเขาพอแมพันธุกุงขาวท่ีปลอดเช้ือจากตางประเทศมาทดลองเล้ียง  ซ่ึงชวงเวลาดังกลาว
การเล้ียงกุงกุลาดําในประเทศไทยประสบปญหากุงโตชา เกษตรกรสวนใหญประสบปญหาขาดทุน  
ขณะเดียวกันมีเกษตรกรบางสวนทดลองเล้ียงกุงขาวใหผลคอนขางดีทําใหเกษตรกรจํานวนมากหัน

มาเล้ียงกุงขาวกันมากข้ึน (ปยนุช, 2550)  ปจจุบันเกษตรกรสวนใหญเปล่ียนจากการเล้ียงกุงกุลาดํา
เปนกุงขาวแวนนาไม เนื่องจากเปนกุงท่ีโตเร็ว เล้ียงงาย ใหผลผลิตสูง สามารถเล้ียงไดในอัตราความ
หนาแนนสูงเพราะไดผานการปรับปรุงคัดเลือกสายพันธุมาแลวอยางตอเนื่องมาเปนเวลานาน (ชลอ 
และพรเลิศ, 2547) ซ่ึงอัตราความหนาแนนแตกตางตามวัตถุประสงคหรือเปาหมายของการผลิตและ
ความพรอมของฟารม  ซ่ึงแบงไดเปน  

 
 2.1 ระบบพัฒนาหรือความหนาแนนสูง (intensive system) ฟารมกุงท่ีใชระบบนี้สวน
ใหญจะมีพื้นท่ีบอประมาณ 3-6 ไร การเตรียมบอและการจัดการมีความละเอียดมากข้ึน ฟารมสวน
ใหญจะมีบอพักน้ําคิดเปนประมาณ 30 เปอรเซ็นตของพื้นท่ีบอเล้ียง มีอัตราการปลอยลูกกุงอยาง
หนาแนนระหวาง 60-90 ตัวตอตารางเมตรหรือมากกวานี้ ข้ึนอยูกับความเหมาะสมของแตละพื้นท่ี
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และความพรอมของแตละฟารม โดยมีการใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปและมีการใหอากาศอยางเพียงพอ
ท่ีสามารถรวมตะกอนของเสียไวรวมกันกนบอ ลักษณะการเล้ียงแบบนี้จะใหผลผลิตสูง (ชลอ และ
พรเลิศ, 2547) 
 
 2.2 ระบบพัฒนาหรือความหนาแนนสูงมาก (superintensive system) ฟารมเล้ียงกุงใน
ระบบนี้บางฟารมจะต้ังอยูในโรงเรือน (greenhouse) ผลผลิตตอปอาจสูงถึง 3.2-16 ตันตอไรหรือ
อาจสูงกวานี้ แตมีฟารมจํานวนนอยในประเทศไทยและประเทศสหรัฐอเมริกาและในบางประเทศ
เทานั้นท่ีใชระบบการเลี้ยงกุงแบบนี้ ตัวอยางของฟารมท่ีมีการพัฒนาและใชเทคโนโลยีในการ
จัดการฟารม คือบริษัท Belize Aquaculture Ltd. (BAL) ในประเทศเบลิสและฟารมเล้ียงกุงขาวแวน
นาไม Ocean Boy Farms ท่ีมลรัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา ระบบนี้จะไมมีการเปล่ียนถายน้ํา
แตมีปริมาณเคร่ืองใหอากาศจํานวนมาก  จัดการระบบน้ําหมุนเวียนปองกันน้ําเสียโดยใชผลผลิต
จากธรรมชาติ (McIntosh, 2000) 

 
ในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม เกษตรกรสวนใหญจะนิยมปลอยลูกกุงอยางหนาแนน มีการ

ใหอาหารสําเร็จรูป มีสูตรการใหอาหารท่ีเพิ่มจํานวนม้ือและปริมาณอาหาร เพื่อชวยเรงการ
เจริญเติบโตและเพ่ือท่ีจะใหไดผลผลิตตอหนวยพื้นท่ีสูงสุด ภายในระยะเวลาท่ีส้ันเทาท่ีจะทําไดจึง
ทําใหเกิดการสะสมของสารอินทรียในพื้นบอเล้ียงกุงเปนสาเหตุใหคุณภาพน้ําในบอเล้ียงเส่ือมถอย

ลงอยางรวดเร็ว  มีผลตอการเจริญเติบโตและสุขภาพของกุง  การที่มีอินทรียสารหรือสารท่ีเปนของ
เสียตกคางอยูในบอเปนจํานวนมาก จะมีผลตอคุณสมบัติของนํ้าโดยเฉพาะปริมาณออกซิเจนท่ีลด
ต่ําลง จนถึงระดับท่ีกุงเกิดความออนแอและเกิดโรคติดเช้ือตามมาในท่ีสุด สงผลใหผลผลิตของการ
เล้ียงไมไดตามเปาหมาย (วัฒนาและคณะ, 2549)   

 
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา เปนปจจัยท่ีมีความสําคัญท่ีสุดตอการเล้ียงกุง เนื่องจากมี

ผลตออัตราการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย ซ่ึงพบวาปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําท่ีระดับ
ต่ํากวา 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลทําใหประสิทธิภาพการลอกคราบลดลงเนื่องจากในขณะท่ีกุงลอก
คราบ การดูดซึมออกซิเจนของกุงจะมีประสิทธิภาพต่ําลง ถาออกซิเจนอยูในระดับตํ่าอาจทําใหกุง
ตายไดงายระหวางลอกคราบ เนื่องจากอาการขาดออกซิเจน  นอกจากนี้แลวออกซิเจนยังเปนปจจัย
สําคัญตอส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กและจุลินทรียในน้ํา  เพราะถาในสภาวะท่ีมีออกซิเจน สารอินทรียจะถูก
ใชไปโดยสภาพท่ีใชออกซิเจนและเปล่ียนเปนสารท่ีไมมีพิษแทน  เชน น้ํา คารบอนไดออกไซดและ
ไนเตรท ถาหากออกซิเจนไมเพียงพอ สภาพการยอยสลายแบบไมใชออกซิเจนจะเกิดข้ึนแทน แลว
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ไดผลผลิตท่ีเปนพิษตอกุง เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด มีเทน แอมโมเนียและกรดอินทรีย เปนตน  
อาหารที่เหลือเม่ือมีการสะสมมากข้ึนเร่ือยๆ ตามระยะเวลาในการเล้ียง จะมีผลทําใหหมีการใช
ออกซิเจนในการยอยสลายมากข้ึน จนทําใหเปล่ียนเปนสภาพขาดออกซิเจนได (วัฒนา และคณะ, 
2549)   
 
3. ระบบภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 

 
 กุงขาวแวนนาไมเปนสัตวท่ีไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในกลุม arthropod  มีระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะ (non-specific immune response) เปนระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด(Bachère et 
al., 2000) โดยจะไมมีการตอบสนองและการสรางสารน้ําท่ีเรียกวา แอนติบอดี้ (antibody) หรืออิมมู
โนโกลบูลิน (immnoglobulin) (กิจการ และคณะ, 2543 ค) เนื่องจากระบบหมุนเวียนเลือดของกุง
เปนระบบเปด (open circulatory system) (Söderhäll et al., 1996)ประกอบดวยหัวใจ แองเลือด และ
น้ําเหลือง เลือดจากหัวใจจะไหลเขาไปในแองเลือด จากน้ันจะไหลไปเล้ียงสวนตางๆ ของรางกาย 
อวัยวะในการสรางเม็ดเลือด เรียกวา hematopoietic tissue พบท่ีตําแหนงดานบนของกระเพาะ
อาหารและโคนขาเดิน พบอยูเปนชุด ๆ ภายในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน และบริเวณใกลกับแองเลือด  น้ํา
เลือดกุงมีแรธาตุคารบอน (C), ไนโตรเจน (N), ไฮโดรเจน (H), ซัลเฟอร (S) และคอปเปอร (Cu) 
เปนองคประกอบท่ีสําคัญ รงควัตถุท่ีทําหนาท่ีในการแลกเปล่ียนกาซ คือ haemocyanin โดยมี

ประมาณ 60-95 เปอรเซ็นตในน้ําเลือดท้ังหมด มีแรธาตุคอปเปอรเปนองคประกอบ ทําใหน้ําเลือด
ของกุงมีสีน้ําเงิน (Djangmah, 1970) ซ่ึงจะมีการเปล่ียนแปลงตามเพศ ขนาดของตัวกุง และวงจรการ
ลอกคราบของตัวกุง (Chen and Cheng, 1993)  เม็ดเลือดของกุงจะมีหนาท่ีหลักในการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกัน ปริมาณเม็ดเลือดมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา จะมีปริมาณลดลงเม่ือกุงเกิดการติด
เช้ือโรค จากนั้นเม็ดเลือดใหมจะถูกสรางข้ึนมาในปริมาณท่ีเหมาะสม เม็ดเลือดเปนศูนยกลางการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันท่ีสําคัญ เกิดจากกิจกรรมของเซลลเม็ดเลือด น้ําเลือดและเนื้อเยื่อตางๆ ใน
รางกาย (Söderhäll and Cerenius, 1992)  กลไกการปองกันตัวเองจากส่ิงแปลกปลอม สามารถแบง
ออกไดเปน 2 กลไก คือ 
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 3.1 กลไกการปองกันตนเองโดยโครงสรางภายนอกของรางกาย (external defence 
mechanism) 
 
 กุงมีโครงสรางแข็งภายนอก (exoskeleton structure) เปนสารพวก chitin และ chitosan
โดยบริเวณเนื้อเยื่อภายใตโครงสรางปกคลุมท่ีเรียกวา เปลือก จะมีเซลลท่ีทําหนาท่ีในการสรางสาร
เมือก (mucopolysaccharide หรือ mucous) และหล่ังสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมโปรทีเอส 
(protease inhibitor) ท่ีสรางจากเช้ือกอโรคได นอกจากนี้ในขณะท่ีกุงลอกคราบ (molting) เพื่อการ
เจริญเติบโต กุงก็จะสามารถกําจัดพวกปรสิตบริเวณผิวตัวออกไปพรอมกับเปลือกแข็งดวย 
 

3.2  กลไกการปองกันตนเองภายในรางกาย (internal defence mechanism) 
 

 เม่ือส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคสามารถเขาสูรางกายได กุงจะมีการตอบสนอง

ภายในรางกาย 2 ระบบ คือ 
 
 3.2.1 ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล (cellular defence mechanism)  

 
 การทํางานของเซลลเม็ดเลือดในการทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรค

สามารถเขาสูรางกาย เซลลเม็ดเลือด (hemocyte) ท่ีมีบทบาทสําคัญมี 3 ชนิด คือ hyaline cell, semi-
granular และ large granular (Martin and Graves, 1985; Hose et al., 1987) กระจายอยูท่ัวไปตาม
เนื้อเยื่อ ภายในกระแสเลือด ตอมน้ําเหลือง (lymphoid organ) กลามเนื้อหัวใจ hepatopancreas และ
อวัยวะอื่นๆ จําแนกโดยอาศัยการมีหรือไมมี จํานวน การยอมสีและโครงสรางของแกรนูลในไซ
โทพลาซึม ไดแก  
 

               1)  hyaline cells หรือ  hyaline hemocyte (hyalinocyte หรือ hyalocytes) หรือ 
non-granular cells  เปนเซลลเม็ดเลือดท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด รูปรางกลมแบน ผิวเรียบ ไมมีแกรนูล 
นิวเคลียสขนาดใหญอยูกลางเซลลมีขอบเขตของไซโทพลาซึมนอย มีหนาท่ีเกี่ยวของกับการกําจัด
ส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย โดยกระบวนการกลืนกิน (phagocytosis) (Söderhäll and Smith, 
1986) 
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 2) semi-granular cells หรือ semi-granular  hemocyte (semigranulocyte) มี
ลักษณะกึ่งกลางระหวาง hyaline cell และ granulocyte มีรูปรางเปนรูปไขหรือรูปกระสวย ขนาด
ของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมโครเมตร ยาว 9.0-14.2 ไมโครเมตร (กิจการ และคณะ, 2543ข) 
นิวเคลียสมีขนาดเล็กตรงกลางเซลลหรือขอบเซลล ภายในไซโทพลาซึมมีแกรนูล (cytoplasmic 
granule) ขนาดเล็กและพบจํานวนนอย ลักษณะเซลลไมแนนอน มักแตกสลายตัวไดงาย เปนเซลลท่ี
เกาะพื้นผิวแกวไดดี มีสวนยื่นของเซลล (cell process) หรือเทาเทียมคอนขางมาก บริเวณผิวเซลล
อาจพบ microvilli ไดเล็กนอย เปนเม็ดเลือดท่ีทําหนาท่ีโดยตรงในการหอมลอม และตอบสนองตอ
ส่ิงแปลกปลอม โดยกระบวนการ nodule formation และ encapsulation รวมท้ังในกระบวนการ 
phenoloxidase activating system นอกจากนี้ semi-granular cells ยังสามารถกําจัดส่ิงแปลกปลอม
โดยกระบวนการกลืนกินไดอีกดวย (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
 
 3) large granular cell หรือ large granular hemocyte (granulocyte) เซลลชนิดนี้
มีขนาดใหญท่ีสุด รูปรางเปนรูปไข นิวเคลียสมีขนาดเล็ก รูปรางโคงคลายไต เสนผานศูนยกลางของ
เซลล 8-10 ไมโครเมตร กวาง 7.2-7.8 ไมโครเมตร ยาว 12.2-14.6 ไมโครเมตร (กิจการ  และคณะ, 
2543ข) ภายในไซโทพลาซึมมีแกรนูล (cytoplasmic granule) ขนาดใหญและพบจํานวนมาก เม่ือ
เทียบกับ semi- granular cell (Baucha, 1981) ลักษณะการยืดของเทาเทียมหรือสวนยื่นของเซลล
ชนิดนี้เห็นไดชัดเจน มีหนาท่ีหลักในการทํางานในกระบวนการ phenoloxidase activating system  
รวมท้ังยังสามารถทําการลอมและทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคได โดยกระบวนการที่

เรียกวา nodule formation และ encapsulation (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
 
 ปริมาณเม็ดเลือดรวมที่เพิ่มมากข้ึนจะสงผลใหประสิทธิภาพการทํางานของ

ระบบภูมิคุมกันจะมีคาสูงข้ึน (พรรณวไล, 2551) รางกายของสัตวน้ําจะสามารถตอตานส่ิง

แปลกปลอมหรือเช้ือโรคท่ีจะเขาสูรางกายไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเซลลเม็ดเลือดเปน

ศูนยกลางในการตอบสนองแบบไมจําเพาะของกุง โดยอาศัยการทํางานของเซลลเม็ดเลือดและสาร
น้ําในการกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย 
  
 การศึกษาเม็ดเลือดของกุงโดยใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุล (molecular technique) รวมกับ
เทคนิคทางดานภูมิคุมกันมาศึกษาโปรตีนในเม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด โดยใชเทคนิค 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) พบวาโปรตีนชนิด prophenoloxidase 
(proPO) และ peroxinectin สามารถพบไดในเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ large granular 
cell สวนโปรตีนชนิด cell-surface superoxide dismutase และ α-macroglobulin พบมากในเม็ด
เลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell แตพบนอยในเม็ดเลือดชนิด hyaline cell สวน
โปรตีนชนิด transglutaminase พบไดในเม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ semigranular cell แตไม
พบในเม็ดเลือดชนิด large granular cell เม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิดนี้จะไหลเวียนไปกับเลือดท่ัวรางกาย 
ปริมาณเม็ดเลือดภายในตัวกุงมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา และจะมีปริมาณลดลง เม่ือกุงเกิดการติด
เช้ือโรคจากน้ันเม็ดเลือดใหมจะถูกสรางข้ึนมาทดแทนเม็ดเลือดท่ีตายไปในปริมาณท่ีเหมาะสม 
 
 ระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล มีกระบวนการปองกันและทําลายส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอ
โรค โดยมีกระบวนการหลักๆ 3 แบบ ไดแก 
 
 1) กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 

 
 เปนกลไกพื้นฐานในการทําลายหรือกําจัดเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมผานช้ันผิวปกคลุมเขามา

สูรางกาย โดยการทํางานของเซลลเม็ดเลือด hyaline cell เปนหลัก และมีการทํางานรวมกับ semi-
granular cell บาง เปนกระบวนการท่ีไมจําเพาะ ซ่ึงจะเร่ิมจากการยึดกันระหวางส่ิงแปลกปลอมกับ
ผิวของเซลลเม็ดเลือด หลังจากนั้นผิวของเซลลจะเวาเขาไปหรือมีการโอบลอมโดยการใช             
ไซโทพลาซึมยืดออกเปนเทาเทียม เกิดเปน phagosome ซ่ึงจะสัมผัสกับlysosome ท่ีอยูภายในเซลล 
ไดเปน phago-lysosome ภายใน lysosome บรรจุเอนไซมหลายชนิดท่ีทําหนาท่ียอยสลาย เรียกวา 
acid hydrolases รวมถึงเอนไซมท่ีสามารถทําลายสารพันธุกรรมท้ัง deoxyribonucleic acid (DNA) 
ไดแก เอนไซม DNases, เอนไซมท่ีทําลายสาร ribonucleic acid (RNA) ไดแก เอนไซม RNases, 
เอนไซมท่ีสามารถทําลายสารโปรตีน ไดแก proteases, เอนไซมท่ีสามารถทําลายสารจําพวก

ฟอสเฟต ไดแก phosphatases และเอนไซมท่ีสามารถทําลายสารพวกไขมัน ไดแก lipases ท่ีสามารถ
ไปลดขนาดของโมเลกุลส่ิงแปลกปลอมท้ังหลายใหเหลือเปนหนวยยอยๆ และกระตุนใหเกิด

กระบวนการ hydrolysis ที่ผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยจําแนกไดเปน 6 ชนิดไดแก c-type, g-type, 
plant lysozyme, phage lysozyme, i-type และ bacteria-lysozyme (Hikima et al., 2003) 

 
การที่ส่ิงแปลกปลอมเกาะบนผนังเซลลของเซลลเม็ดเลือด และมีการยื่นไซโทพลาซึม

ลอมรอบส่ิงแปลกปลอม นําไปสูการเพ่ิมการนําออกซิเจน (O2) เขาสูเซลล (respiratory burst) ซ่ึง
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ออกซิเจนเหลานี้จะถูกรีดิวซ (reduce) เปน superoxide anion (O2-) ดวยเอนไซม nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase (NADPH oxidase) ตอจากนั้น superoxide anion จะถูก
เปล่ียนเปน hydrogen peroxide (H2O2) โดยการเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม superoxide dismutase 
(SOD) (สมบัติ, 2542; Klein, 1982) ดังสมการตอไปนี้ 
 

NADPH oxidase 
  2O2 +  NADPH      2O2

- + NADP+ + H+ 
     SOD 

  O2
- + O2

- + 2 H+                   H2O2 + O2  
 

superoxide anion อาจถูกเปล่ียนเปน hydrogen peroxide ไดอีกทางหน่ึงโดยการเกิดเองตาม
ธรรมชาติไมตองอาศัยเอนไซม และไดออกซิเจน 1 โมเลกุล (singlet oxygen; 1O2) เปนผลผลิต
รวมกับ hydrogen peroxide นอกจากนี้ superoxide anion ยังทําปฏิกิริยารวมกับ hydrogen peroxide 
เกิดเปน hydroxyl radicle (OH) (สมบัติ, 2542; Klein, 1982) ดังสมการตอไปนี้ 

 
O2

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

 
O2

-   +   H2O2      OH  +  OH -  +  O2 
 

จากปฏิกิริยาขางตน superoxide anion, hydrogen peroxide, ออกซิเจน 1 โมเลกุล และ 
hydroxyl radical มีบทบาทสําคัญในการทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีถูกเซลลเม็ดเลือดนําเขาสูเซลล ซ่ึง
มีผูรายงานไวในกุงกุลาดํา (สมบัติ, 2542; Song and Hsieh, 1994; Sung and Song, 1996) 

 
 2) กระบวนการ nodule formation 
 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีมีขนาดเล็กบุกรุกเขามา

เปนจํานวนมากเกินกวาความสามารถท่ีกระบวนการกลืนทําลายจะกําจัดได (Jiravanichpaisan et al., 
2006) โดยจะมีการลอมส่ิงแปลกปลอม โดยเซลลเม็ดเลือด ทําใหเกิดเปน nodule จะเกิดข้ึนเพื่อ
ปองกันไมใหส่ิงแปลกปลอมกระจายท่ัวรางกาย มักพบการสราง nodule ท่ีเหงือก และ

hepatopancreas พรอมท้ังการสรางเม็ดสี melanin ในกระบวนการ prophenoloxidase activating 
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system ซ่ึงเปนกระบวนการตอบสนองทางดานระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด เซลลเม็ดเลือด ท่ีทํา
หนาท่ีในการหอหุมส่ิงแปลกปลอม ไดแก semi-granular cell และ large granular cell (Johansson 
and Söderhäll, 1989) 

 
 3) กระบวนการ encapsulation 
 

 เปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีมีขนาดใหญมากกวา 
10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) เชน เช้ือรา หนอนตัวกลม ไขของปรสิต และสัตวเซลลเดียวขนาด
ใหญ เปนตน (Jiravanichpaisan et al., 2006) จนเซลลเม็ดเลือดไมสามารถกําจัดไดทัน  นอกจากนี้
กลไกการกําจัดส่ิงแปลกปลอมโดยกระบวนการ encapsulation จะอาศัยองคประกอบใน

กระบวนการ prophenoloxidase activating system พรอมกับการเกิดเม็ดสี melanin (Ratcliffe et al., 
1985) เซลลเม็ดเลือดท่ีทําหนาท่ีในการหอหุมส่ิงแปลกปลอมเปนชนิดเดียวกันกับการเกิด

กระบวนการ nodule formation จากการศึกษาของ กิจการ และคณะ (2543 ง) ไดทําการทดลองโดย
ใชยีสต (Saccharomyces  cerevisiae) เปนส่ิงแปลกปลอมเพื่อติดตามและตรวจสอบการตอบสนอง
ของเซลลและเนื้อเยื่อท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของในระบบภูมิคุมกันโรคของกุงกุลาดํา ดวยวิธีนับเม็ดเลือด
รวมและเนื้อเยื่อวิทยา จากการทดลองหลังจากฉีดเซลลยีสตเขาสูตัวกุง 1 ช่ัวโมง ปริมาณเม็ดเลือด
ในระบบไหลเวียนลดลง หลังจากนั้นปริมาณเม็ดเลือดคอยๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ช่ัวโมง และผล
การศึกษาเนื้อเยื่อพบวา เหงือก ตอมน้ําเหลือง หัวใจ hepatopancreas และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน สามารถ
กําจัดส่ิงแปลกปลอมไดดี สวนกลามเนื้อและระบบประสาทกําจัดไดเพียงเล็กนอย โดยพบเซลลเม็ด
เลือดและเซลลท่ีจับกินอยูกับท่ี (fixed phagocyte) ทําหนาท่ีในการดักจับส่ิงแปลกปลอมในเน้ือเยื่อ
ดังกลาว กลไกการกําจัดส่ิงแปลกปลอมเกิดข้ึนโดยเร่ิมจากมีเซลลเดี่ยวเขามาลอมจับ หลังจากนั้น
ช่ัวโมงที่ 3-9 พบวามีเซลลเม็ดเลือดเขามารายลอมมากข้ึนจนกลายเปนลักษณะท่ีเรียกวา nodule 
formation และ encapsulation ทําใหปริมาณเม็ดเลือดในระบบไหลเวียนลดลงและสุดทายมีการ
สรางเม็ดสี melanin ข้ึน และถูกกําจัดออกนอกรางกาย ผลการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
พบความแตกตางของโครงสรางเม็ดเลือด และเซลลท่ีจับกินอยูกับท่ี โดยเซลลไมพบ granule 
ภายในไซโทพลาซึมมี vacuole ขนาดใหญในไซโทพลาซึมและพบเศษเซลล (debris) และลักษณะ
ของ myelin figure แสดงใหเห็นถึงการจับกินส่ิงแปลกปลอมและเกิด autophagic vacuole (กิจการ
และคณะ, 2543 ค) 
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 3.2.2 ระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด (humoral immunity) 
 

 มีการทํางานตอหรือพรอมกับระบบภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลล โดยเซลลเม็ดเลือด
ของกุงจะมีการผลิตสารโปรตีนทําหนาท่ีชวยในการจดจําและเขาจับกันไดกับโมเลกุลของส่ิง

แปลกปลอมหรือเช้ือกอโรค ซ่ึงมีช่ือเรียกวา pattern recongition protein (PRPs) มีน้ําหนักประมาณ
100 กิโลดาลตัน (kDa) จะไหลเวียนอยูในกระแสเลือด โดย PRPs มีช่ือเรียกตางๆ กันตาม
ความสามารถในการจับกับโมเลกุลของเช้ือกอโรค เชน ถา PRPs จับกับโมเลกุลของเบตากลูแคนซ่ึง
สามารถสกัดไดจากผนังเซลล (cell wall) ของยีสต (yeast) และ hyphae ของเช้ือรา จะมีช่ือเรียกวา 
β-glucan binding protein (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ในสวนของเปปติโดกลัย
แคนสามารถสกัดไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวก จะมีช่ือเรียกวา peptidoglycan binding 
protein และไลโพโพลีแซคคารไรด สามารถสกัดไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ จะมีช่ือ

เรียกวา lipopolysaccharide binding protein (ชัยชาญ, 2545) 
 
โดยโมเลกุลของสารเบตากลูแคน ไลโพโพลีแซคคารไรด และเปปติโดกลัยแคน เรียก

รวมๆ วา pathogen associated molecular pattern (PAMPs) เม่ือ PAMPs แตละชนิดเขามาในกระแส
เลือดกุง โมเลกุลของ PRPs จะเคล่ือนท่ีเขาไปจับกับ PAMPs สงผลใหไดเปนโมเลกุลเชิงซอน 
(protein complex) ไดแก β-1,3-glucan-binding protein complex (Sritunyalucksana et al., 1999), 
lipopolysaccharide-binding protein complex และ peptidoglycan-binding protein complex         
(ชัยชาญ, 2545) โมเลกุลเชิงซอนท่ีเกิดข้ึนจะไปกระตุนเซลลเม็ดเลือดใหเคล่ือนท่ีเขามา (migration) 
ซ่ึงบนผิวของเซลลเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ large granular cell มีสวนรองรับแบบ
จําเพาะ (receptor) ซ่ึงสามารถรองรับโมเลกุลเชิงซอน และกระตุนใหเกิดกระบวนการ 
degranulation ของเม็ดเลือด (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ซ่ึงภายในกรานูลจะ
ประกอบไปดวยเอนไซมและสารประกอบโปรตีนตางๆ ไดแก เอนไซม transglutaminase (TGase), 
lectin, peroxinectin, protein released และเอนไซมในกระบวนการ prophenoloxidase activating  
system โดยสารท้ังหมดท่ีหล่ังออกมากระตุนใหเกิดกระบวนการตางๆ ดังนี้ 

 
 1) กระบวนการแข็งตัวของเลือด 

 
 เปนปฏิกิริยาท่ีสําคัญเพื่อปองกันการสูญเสียเลือดจากบาดแผล โดยเอนไซม

transglutaminase จะไปกระตุนโปรตีนหลักท่ีเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด (clotting protein) ซ่ึง
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ไหลเวียนอยูในน้ําเลือดกุง (วัชริยา, 2547) โดย transglutaminase จะทํางานรวมกับ calcium ion 
(Ca2+) กระตุน clotting protein monomer สงผลใหเกิดกระบวนการทางชีวเคมี ไดเปนสารท่ีเกิดการ
จับตัวเปนกอน (clot polymer) ทําใหเม็ดเลือดเกิดการแข็งตัว (blood clotting) ดังแสดงในสมการ
ตอไปนี้ 
 
     transglutaminase; TGase 

clotting protein monomer      clot polymer 
 Ca2+    

blood clotting 
  
 2) การหล่ังสาร lectin 

 
  เปนสารชนิดโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน (glycoproteins) ท่ีมีคุณสมบัติในการจับ

ไดอยางจําเพาะกับสารพวกคารโบไฮเดรทบนผนังเซลลแบคทีเรีย โดยเรียกวา carbohydrate 
recognition domain (CRD) มี 2 ชนิด คือ C-type lectins และ S-type lectins (Freire Marques and 
Barracco, 2000) โดย lectin มีลักษณะเปน bivalent จึงสามารถเช่ือมตอกับเซลลแบคทีเรียไดถึง 2 
เซลล ทําใหเกิดการตกตะกอนของเซลลแบคทีเรียได รวมทั้งทําหนาท่ี opsonin ไดอีกดวย 
(เสาวลักษณ, 2550) สาร lectin สามารถพบไดท้ังในสัตวท่ีมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง 
พบวามีบทบาทสําคัญในการตอบสนองแบบไมจําเพาะของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Vasta et al., 
1994) 
 

 3) การหล่ังสารโปรตีนพวก peroxinectin 
 
  เปนสารท่ีคลายไซโทไคน (cytokine-like factors) ในสัตวมีกระดูกสันหลัง ทํา

หนาท่ีชวยในการประสานงาน (พชรวดี, 2549) ในระบบภูมิคุมกันของรางกาย โดยสาร 
peroxinectin เปนสารชนิดโปรตีนมีขนาดของโมเลกุลประมาณ 89.1 kDa (Liu et al., 2004) จะทํา
หนาท่ีเปนสาร opsonin เคลือบบนผนังเซลลของเช้ือกอโรคท่ีอยูในกระแสเลือด โดยจะกระตุนให
เซลลเม็ดเลือดเคล่ือนท่ีเขาและเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือด (Smith and 
Chisholm, 1992) nodule formation และ encapsulation โดยชวยในการยึดติดระหวางเซลลเม็ดเลือด
กับเช้ือกอโรค และชวยใหเซลลเม็ดเลือดเกิดกระบวนการ degranulation มากข้ึน สงผลใหเอนไซม
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และสารโปรตีนตางๆ ภายในกรานูลถูกปลอยออกมามากข้ึน โดยเฉพาะเอนไซมในกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system 
 
 บนผนังเซลลของเซลลเม็ดเลือดกุงมีสวนรองรับ (receptor) แบบจําเพาะกับสาร

peroxinectin ท่ีเรียกวา integrin, interkin และ extracellular superoxide dismutase (ECSOD) ทํา 
หนาท่ีเปนสวนรองรับของเซลลเม็ดเลือดชนิด hyaline cell ทําใหเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิง

แปลกปลอมและมีการหล่ังเอนไซม NADPH oxidase ออกสูผิวเซลลเม็ดเลือด มีการใชออกซิเจนสูง 
มากภายนอกเซลล ไดผลผลิตเปน reactive oxygen intermediates (ROI) ชนิดตางๆ ซ่ึงไดแก
superoxide anion, hydrogen peroxide และ hypochorus acid (HOCl) ท่ีมีคุณสมบัติในการฆาเช้ือ
โรค โดยเฉพาะ hypochorus acid ซ่ึงมีสภาพเปนกรดรุนแรง สงผลใหผนังเซลลเช้ือแบคทีเรียแตก
ออกได 
 
 4) การหล่ังสารโปรตีน (protein released) 
 

 เปนสารโปรตีนท่ีทําหนาท่ีในการตอตานแบคทีเรียกอโรค (antimicrobial 
peptide) มีการหล่ังอยางรวดเร็วเม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ของเซลลเม็ดเลือดและมีการ
ตอบสนองอยางรวดเร็วตอแบคทีเรีย โดยมีขนาดโมเลกุลโปรตีนประมาณ 6.5 kDa สารโปรตีนบาง
ชนิดท่ีหล่ังออกมานั้นมีความจําเพาะตอเช้ือแบคทีเรียบางชนิดมาก เชน  

 
lysosome C type หนาท่ีในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย โดยทําลายระบบ osmoregulation ของ

ผนังเซลลแบคทีเรีย สงผลใหผนังเซลลแบคทีเรียถูกทําลาย  
 
penedin เปนสารโปรตีนท่ีมีประจุบวก (cationic antibacterial peptide) หนาท่ีเขาไปเคลือบ

บนผนังเซลลเช้ือกอโรค สงผลใหประจุจากเช้ือกอโรคมีสภาวะเปนกลางและหมดความสามารถใน
การกอโรค (Destoumieux et al., 1997) 

 
crustin หนาท่ีเขาไปเคลือบบนผนังเซลลทําใหเกิดการจับกันเปน nodule เพื่อปองกันการ

แพรกระจายของเช้ือแบคทีเรีย (Cuthbertson et al., 2002) 
 
peptide (Schnapp et al., 1996) และ callinectin (Khoo et al., 1999) 
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สารโปรตีนพวก protein released สามารถพบไดท้ังสวนของน้ํา ซีรัมและในสารละลายเม็ด
เลือดท่ีแตก (hemocyte lysate supernatant) 
 

 5) กระบวนการ prophenoloxidase activating system 
 
 เปนกระบวนการท่ีสําคัญในการทําลายส่ิงแปลกปลอมและควบคุมการกระจาย

ของเช้ือโรคภายในตัวกุง เม่ือเกิดกระบวนการ degranulation สงผลใหเกิดการหล่ังสารพวก 
proenzyme และ substrates ตางๆ ไดแก เอนไซม prophenoloxidase ซ่ึงเปนสารท่ีสําคัญใน
กระบวนการ prophenoloxidase activating system โดยเอนไซม prophenoloxidase ซ่ึงเปนสารท่ียัง
อยูในรูปท่ีไมสามารถทํางานได (inactive) จะตองถูกกระตุนดวยสารที่เรียกวา serine proteinase 
homologues (SPHs) ทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร รวมกับเอนไซม prophenoloxidase activating 
factor/enzyme (PPAFs) (Söderhäll and Cerenius, 1998) และมีการทํางานรวมกับแคลเซียมไอออน
กระตุนใหเอนไซม prophenoloxidase สามารถทํางานได (active) (Hose et al., 1987) โดย
เปล่ียนเปนสารท่ีเรียกวา เอนไซม phenoloxidase (PO) ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา สามารถกระตุนให
เกิดปฏิกิริยา hydroxilation เปล่ียน tyrosinase ใหเปน dihydroxylation และออกซิไดซสารกลุมฟ
นอล (phenol) ซ่ึงไดแก dihydroxyphenylalanin (DOPA) ใหเปนสารประกอบควิโนน (quinone) 
หลังจากนั้น     ควิโนนจะเปล่ียนไปอยูในรูปของ dopachrome และเกิดกระบวนการ polymerization 
เกิดเปนสาร melanin กระบวนการเกิดสาร melanin มีช่ือเรียกอีกวา melanin formation หรือ 
melanization (ดังสมการ) โดยหนาท่ีของ melanin จะชวยในการยับยั้งหรือปองกันการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา (Smith and Chisholm, 1992; Söderhäll and Cerenius, 1992; Bachère 
et al., 2004) และปองกันไมใหส่ิงแปลกปลอมแพรกระจายไปยังสวนตางๆ ของรางกาย (Söderhäll 
and Smith, 1986; Sung et al., 1996) และทําหนาท่ีเปนสารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial 
substances) 
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PPAFs (inactive)                 PPAFs (active) 
 

prophenoloxidase (inactive)            phenoloxidase (active) 
 

phenol               quinone 
          (polymerization) 
melanins 
 

โดยเอนไซม prophenoloxidase อยูในกรานูลในไซโทพลาซึมของเม็ดเลือดถึง 90 
เปอรเซ็นต รวมถึงในซีรัมของกุง (Perrazzolo and Barracco, 1997) และมีการแพรกระจายอยูใน
เนื้อเยื่อหลายสวนของตัวกุง (Sung et al.,1996; Perazzolo and Barracco, 1997) จากการศึกษาของ 
Söderhäll and Smith (1983 b) ไดทําการแยกเซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุม crustacean หลายชนิด
โดยใชสารละลาย Percoll 60 เปอรเซ็นต พบวาเซลลเม็ดเลือดชนิด granular cell มีคาเอนไซม
prophenoloxidase สูงถึง 1,249.51 ±  313.36 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนใน hyaline cell
มีคาเอนไซม prophenoloxidase คอนขางตํ่า คือ 198.95 ± 78.75 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 
 ทวีศักดิ์ (2547) รายงานวาปริมาณของเอนไซม prophenoloxidase ในกุงกุลาดําอายุ 1-4 
เดือน มีการเพิ่มข้ึนตามอายุท่ีเพิ่มข้ึนของกุง โดยกุงกุลาดําอายุ 1-4 เดือน พบวามีคาอยูในชวง 14.22-
36.44 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนวากุงกุลาดําอายุ 4 เดือน มีปริมาณเอนไซม 
prophenoloxidase สูงท่ีสุด 
 

Moullac et al. (1998) พบวาปฏิกิริยาของเอนไซม prophenoloxidase ในสัตวกลุม

crustacean ลดลงเม่ืออยูในสภาวะเครียด ชวงระยะเวลาของการลอกคราบ (intermoult) และระยะ
กอนการลอกคราบ (premoult) มีผลกระทบตอกิจกรรมของเอนไซม prophenoloxidase  

 
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือกอโรคท่ีเขาสูรางกายกุง มีการทํางานของเซลล

เม็ดเลือดท้ัง 3 ชนิด โดยจะตอบสนองท้ังภูมิคุมกันท่ีอาศัยเซลลเม็ดเลือดและภูมิคุมกันในน้ําเลือด 
สงผลใหปริมาณของเซลลเม็ดเลือดมีการเปล่ียนแปลงหลังจากท่ีไดรับเช้ือกอโรค โดยจํานวนเซลล
เม็ดเลือดจะลดลงทันทีในช่ัวโมงแรกและลดลงอยางตอเนื่องในช่ัวโมงท่ีสองและท่ีสาม ปริมาณเม็ด
เลือดจะไมมีการเปล่ียนแปลงซ่ึงอยูในระดับตํ่าคงท่ีหลังจากช่ัวโมงท่ีส่ี จากน้ันปริมาณเม็ดเลือดใน
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กุงจะคอย ๆ เพิ่มข้ึนภายใน 24 ช่ัวโมง (กิจการ และคณะ, 2543 ค) นอกจากนี้พบวาอวัยวะ ไดแก 
เหงือก หัวใจ และตอมน้ําเหลือง เปนบริเวณท่ีมีการกําจัดส่ิงแปลกปลอมไดดีและผลผลิตสุดทาย
ของการกําจัดส่ิงแปลกปลอมก็จะมีการสรางเม็ดสี melanin ข้ึน เนื่องจากกระบวนการ 
prophenoloxidase activating system  

 
อวัยวะท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในกุง คือ ตอมน้ําเหลือง (Martin et al., 1993) 

hemopoitic tissue ซ่ึงเปนเซลลท่ีทําหนาท่ีสรางเม็ดเลือด รวมท้ังเซลลเม็ดเลือดท้ังสามชนิดโดย
เซลลเม็ดเลือดมีการกระจายอยูตามเนื้อเยื่อหลายสวน เชน หัวใจ เหงือก ทางเดินอาหาร เซลล เม็ด
เลือดท่ีมักจะพบ คือ hyaline cell ซ่ึงพบเศษเซลล และลักษณะของ myelin figure ซ่ึงแสดงใหเห็น
ถึงการจับกินส่ิงแปลกปลอม และเกิด autophagic vacuoles (กิจการและคณะ, 2543 ค) 
 

Fontaine and Lightner (1975) ศึกษาเกี่ยวกับระบบการตอบสนองของเซลลตอการบาดเจ็บ
ของกุงสกุล Penaeus พบวาเม่ือกุงไดรับอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม โดยมีการทําใหเกิดการ

บาดเจ็บหรือเปนแผลข้ึนปฏิกิริยาแรกท่ีกุงมีการตอบสนอง คือ มีการเคล่ือนท่ีของเซลลเม็ดเลือดไป
ยังบริเวณท่ีเกิดบาดเจ็บ จากน้ันเซลลเม็ดเลือดกุงจะเกิดกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมข้ึน ซ่ึง
เปนการกําจัดเช้ือโรคในข้ันตอนแรก จากน้ันจะเกิดปฏิกิริยา encapsulation มี cellular infiltration 
จะเกิดโครงขายของ fibroblast หนาแนนข้ึน และมี collagen like fibers เกิดเปนแผลถาวรและมีการ
สรางเม็ดสี melanin จากกระบวนการ melanization 
 

4.  โรคและอาการผิดปกติของกุงขาวแปซิฟกท่ีมีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย Vibrio sp. 
 
 โรค Vibriosis 
 
โรค Vibriosis มีสาเหตุจากแบคทีเรียในกลุม Vibrio ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเปน

แทงส้ัน (short rod) สําหรับเช้ือ Vibrio ชนิดท่ีกอใหเกิดโรคในกุงขาวแปซิฟก ไดแก 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 เปนสาเหตุหนึ่งท่ีกอใหเกิดความ
เสียหายตออุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุงเปนอยางมากโดยเฉพาะในโรงเพาะฟก เม่ือเกิดการระบาด
ลูกกุงมักจะติดเช้ือเกือบท้ังหมด (Brock and Main, 1994; Hu and Tao, 2000) 
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โดยปกติ Vibrio spp. เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปในการเล้ียงกุง สามารถพบแบคทีเรียกลุม
นี้ในทางเดินอาหาร ตับและตับออน และนํ้าเลือดของกุงปกติ (Gomez-Gil et al., 1998; Moss et al., 
2000) แตจะกอโรคเม่ือสภาวะแวดลอมเหมาะสมแลวมีการเพิ่มจํานวนสูงข้ึน ซ่ึงสาเหตุท่ีทําใหกุง
ติดเช้ือสวนใหญมาจากความเครียดอันเนื่องมาจากระบบการเล้ียงท่ีหนาแนนเกินไป และการ

เปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอม เนื่องจากกุงท่ีอยูในสภาวะเครียดจะมีภูมิคุมกันตํ่าทําใหมีโอกาส
ติดเช้ืองายข้ึน (Burrell et al., 1991; Nash et al., 1992; Mohney et al., 1994; Mikulski et al., 2000; 
Labric, 2001) เม่ือกุงไดรับเช้ือเขาไปในรางกายเช้ือจะเขาไปทําลายเนื้อเยื่อหรือแพรกระจายไปใน
ระบบตางๆ ท่ัวรางกาย เม่ือมีการติดเช้ือบริเวณเปลือกทําใหปรากฏเปนแผลสีดําหรือน้ําตาลท่ี

บริเวณดังกลาวเรียกวา โรคจุดดําหรือน้ําตาล (black or brown spot disease) นอกจากนี้พบวาถามี
การติดเช้ืออยางรุนแรงอาจทําใหเกิดการตายถึง 70 เปอรเซ็นต   Lightner (1996) รายงานวา กุงใน
บอดินท่ีติดเชื้อ Vibrio spp. จะเจริญเติบโตชาและมีอัตราการตายสูง สําหรับกุงขาวแปซิฟกท่ีเปน
โรค Vibriosis พบวาอาการของโรคมีท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเร้ือรัง โดยกุงจะแสดงลักษณะและ
พฤติกรรมภายนอกผิดปกติ ไดแก เบ่ืออาหาร วายน้ําไรทิศทาง และมักข้ึนมาอาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา
และขอบบอเนื่องจากปริมาณออกซิเจนในเลือดต่ํา (hypoxia) (Robertson et  al., 1998) บริเวณ
เปลือก รยางคและเหงือกจะเกิดการอักเสบ กลามเน้ือขุนกลามเนื้อตาย รยางคขาด (Takahashi et al., 
1985; Sindermann, 1990; Brock and Main, 1994) กรณีการติดเช้ือ Vibrio spp. จะพบวาบริเวณตับ
และตับออนจะมีการสะสมไขมัน (liquid vacuolation) ท่ีเปนพลังงานสํารองนอยลง (Anderson et 
al., 1988; Cuellar et al., 1998) นอกจากนี้พบวาเกิด septic hemocytic nodules ในตอมน้ําเหลือง 
หัวใจ เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือก ตับและตับออน antennal gland ปมประสาท แพนหาง และ
กลามเนื้อ (Anderson et al., 1988; Jiravanichpaisal and Miyazaki, 1994; Mohney et al., 1994) 
สําหรับการเล้ียงกุงทะเลในประเทศไทยความเสียหายจากเช้ือ Vibrio สวนใหญเกิดจาก V. harveyi  
ซ่ึงทําใหเกิดโรคเรืองแสง ทําใหลูกกุงในโรงเพาะฟกมีอัตราการตายสูงมากและทําใหกุงกุลาดําใน
บอเลี้ยงเสียหายเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะในชวงท่ีน้ํามีความเค็มสูง (ชลอ, 2543) 
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5.  ปริมาณออกซิเจนท่ีมีผลตอการเจริญเติบโต การรอดตาย ระบบภูมิคุมกันและปริมาณโปรตีนใน 
     น้ําเลือดของกุงขาวแวนนาไม 
 
 ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํามีผลตอการกินอาหาร การเจริญเติบโตและสุขภาพกุง ถา
ปริมาณออกซิเจนตํ่าเกินไป อาจมีผลทําใหกุงตายได ปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้าในบอจะ

เปล่ียนแปลงคลายกับพีเอชคือมีคาตํ่าในตอนเชาและสูงสุดในชวงบายท่ีมีแสงแดด ในสภาวะท่ี
ออกซิเจนละลายน้ําตํ่า จะสงผลตอการเจริญเติบโต การรอดตายและระบบภูมิคุมกันของกุง  
 
 Ocampo et al. (2000) พบวาเม่ือเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีระดับออกซิเจน 5.8 มิลลิกรัมตอ
ลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิท่ีระดับ 19, 23 และ 27 องศาเซลเซียส กุงขาวแวนนาไมจะมีการ
เจริญเติบโตเทากับ  4, 17 และ 26 มิลลิกรัมตอวัน สูงกวากลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีคา
เพียง 2, 12 และ 24 มิลลิกรัมตอวัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเม่ือศึกษาอัตราการรอดตายพบวา 
กุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับออกซิเจน 5.8 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการรอดตายเทากับ 77-82 
เปอรเซ็นต สูงกวากลุมท่ีไดรับออกซิเจน 2.6 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงมีคาเพียง 68-85 เปอรเซ็นต  โดย
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 
 Jiang et al. (2005) รายงานวา กุงขาวแวนนาไมที่เล้ียงในสภาวะออกซิเจน 7.5 และ 5.5 
มิลลิกรัมตอลิตร จะไมมีการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดรวม แตเม่ือกุงไดรับออกซิเจนระดับตํ่ากวา 
เทากับ  3.5 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังคงท่ี
หลังจาก 24 ช่ัวโมง  และเม่ือศึกษากิจกรรม phenoloxidase, bacteriolytic activity และ antibacterial 
activity ของกุงท่ีเล้ียงในปริมาณออกซิเจน 7.5 และ 5.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาไมมีการ
เปล่ียนแปลง แตเม่ือเล้ียงกุงในปริมาณออกซิเจน 3.5 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร จะพบวา กิจกรรม 
phenoloxidase เพิ่มข้ึน, bacteriolytic activity และ antibacterial activity ลดลง อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  
 
 Cheng et al. (2002)  ทําการศึกษากุงกามกรามโดยการฉีดเช้ือ Enterococcus และเล้ียงท่ี
ระดับออกซิเจนตางกัน พบวา เม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะตายหลังจาก 6 ช่ัวโมง 
และเม่ือเล้ียงท่ีระดับออกซิเจนเพิ่มข้ึนเทากับ 2.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะตายหลังจากไดรับเช้ือเปน
เวลานานข้ึนเทากับ 12 ช่ัวโมง เม่ือตรวจสอบระดับภูมิคุมกัน โดยเล้ียงกุงท่ีระดับออกซิเจนตางกัน 
เปนเวลา 120 ช่ัวโมง พบวา ไมมีความแตกตางของปริมาณเม็ดเลือดชนิด semi-granular cell และ 
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granular cell  แตเม่ือเล้ียงในปริมาณออกซิเจน 2.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 120 ช่ัวโมง พบวา
เม็ดเลือดชนิด hyaline cell และปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลง 39 เปอรเซ็นต และ 36 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง พบวากิจกรรม 
phenoloxidase และ respiratory burst ลดลง 33 เปอรเซ็นต และ 11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง พบวากระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม
และประสิทธิภาพการกําจัดแบคทีเรียลดลง 44 เปอรเซ็นต และ 54 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  
  
 Moullac et al. (1998) ทําการทดลองศึกษาระดับภูมิคุมกันกุง Penaeus  stylirostris ท่ีเล้ียง
ในสภาวะออกซิเจนอยูในระดับตํ่า 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาเม็ดเลือดชนิด 
semi-granular cell และ hyaline cell ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้มีการลดลงของ
กิจกรรม respiratory burst ในทางตรงกันขาม กิจกรรม phenoloxidase เพิ่มข้ึน อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ และสัมพันธกับการยับยั้งแบคทีเรียของ plasma ในกระบวนการ prophenoloxidase  เม่ือ

ทดลองฉีดเช้ือแบคทีเรีย V. alginolyticus ใตกลามเน้ือกุง พบวา กุงท่ีไดรับสภาวะขาดแคลน
ออกซิเจนนี้ มีการตาย 48 เปอรเซ็นต  ในขณะที่กลุมควบคุมมีการตายเพียง 32 เปอรเซ็นต ซ่ึง

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 
 Cheng et al. (2003) ศึกษาน้ําเลือดของกุงกามกรามเพ่ือหาปริมาณออกซีฮีโมไซยานิน 
(oxyhemocyanin) และโปรตีนท่ีละลายในน้ําเลือดท่ีระดับออกซิเจนตางกัน พบวา คาฮีโมไซยานินมี
คาระหวาง 65.46-65.84 เปอรเซ็นต  และไมมีการเพ่ิมปริมาณออกซีฮีโมไซยานินและโปรตีนในน้ํา
เลือด หลังจากอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน (2.75, 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
และมีคาสูงสุดหลังจาก 48 ช่ัวโมง จากการศึกษา Cheng et al. (2003) พบวา การตอบสนองเพื่อ
ชดเชยสภาวะท่ีขาดออกซิเจนของกุง คือการเพิ่มการดึงออกซิเจนโดยการเพ่ิมปริมาณฮีโมไซยานิน  
โดยปริมาณฮีโมไซยานินท่ีเพิ่มข้ึนนี้เปนผลใหความสามารถในการจับออกซิเจนเพิ่มข้ึน ในทํานอง
เดียวกัน ผลผลิตท่ีเกี่ยวของกับการหายใจ, PCO2 และไบคารบอเนต (HCO-

3) มีปริมาณเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเร็ว หลังจากอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน เปนเวลา 6 ช่ัวโมง เปนผลใหเลือดมีปริมาณไบ
คารบอเนตมากผิดปกติ (alkalosis)  
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6. สารชีวโมเลกุล     
 

ในรางกายส่ิงมีชีวิตท้ังพืชและสัตว จะมีสารชีวโมเลกุลท่ีเปนองคประกอบของเซลลและทํา
หนาท่ีตางๆ อยางหลากหลาย สารดังกลาวประกอบดวย polymer ของหนวยยอย (subunit หรือ 
monomer) แบงไดเปน 4 ชนิด ไดแก โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิค สารชีว
โมเลกุลเหลานี้ประกอบดวยหนวยยอยคือ กรดอะมิโน  กรดไขมัน น้ําตาล และนิวคลีโอไทด 
ตามลําดับ การรวมตัวกันของหนวยยอยเล็กๆ ตองอาศัยคุณสมบัติท้ังทางเคมีและฟสิกสของสารแต
ละโมเลกุล  

 
สารชีวโมเลกุลท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารตางๆ ท่ีจําเปนตองใชในการควบคุม

กระบวนการเมตาบอลิซึมเพ่ือใหการทํางานในสวนตางๆ ของรางกายดําเนินไปตามปกติ ไดแก 
โปรตีน รางกายจะใชโปรตีนเปนสวนประกอบของเซลล จึงเปนสารอาหารสําคัญท่ีรางกายจะขาด
ไมได โปรตีนเปนโพลีเปปไทดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยกรดอะมิโน 50 ตัวข้ึนไป 
โดยท่ัวไปโปรตีนจะมีการขดตัวใหมีรูปราง (conformation) ตางๆ กัน เพื่อใหเหมาะสมกับหนาท่ี 

 
ความสําคัญของโปรตีน 

 

โปรตีนมีบทบาทท่ีสําคัญในรางกายของส่ิงมีชีวิต เพราะเปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีหนาท่ี

หลากหลายท่ีสุด เชน ทําหนาท่ีเปนเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาตางๆ ในเซลล  เปนฮอรโมน หรือ
เปนตัวขนสงสารตางๆ ในรางกาย ในทางการแพทยจะมีการวิเคราะหโปรตีน หรือเอนไซมบางชนิด
ใน biological fluids ตางๆ เพื่อประโยชนในการวินิจฉัย หรือติดตามอาการหรือการรักษาโรคหน่ึงๆ 
ได เชน การวิเคราะหลิโพโปรตีนในพลาสมาจะชวยวินิจฉัยภาวะไขมันในเลือดสูงหรือต่ํา

(hyperlipoproteinemia หรือ hypolipoproteinemia) การหาปริมาณเอนไซม lactate dehydrogenase 
ท่ีมีหลาย isozyme จะบงบอกถึงภาวะ myocardial infraction ได เปนตน 
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ประเภทของโปรตีน 
 

โปรตีนสามารถแบงออกไดหลายประเภท  ดังนี้ (อธิป, 2536) 
 
1. การแยกประเภทตามรูปราง 

 
 1.1  โปรตีนท่ีมีรูปรางเปนสายยาวหรือสานกันเปนรางแห (fibrous protein) มักเปน

โปรตีนท่ีละลายน้ํายากและใหความเหนียว (tough) จึงเปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเปนโครงสราง เชน 
collagen ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีพบมากท่ีสุดในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue), elastin, keratin เปน
โปรตีนท่ีพบท่ีผิวหนัง ผม และเล็บ เปนตน 

 1.2  โปรตีนท่ีมีรูปรางกลมหรือรี (globular protein) เปนโปรตีนท่ีละลายนํ้าไดดี ทํา
หนาท่ีตางๆ เชน เปนเอนไซม  ฮอรโมน  อิมมูโนโกลบูลินชนิดตางๆ โปรตีนท่ีทําหนาที่ขนสงสาร
ตางๆ ในรางกาย เชน ฮีโมโกลบิน ทําหนาท่ีขนสง O2 ในเลือด และแอลบูมินทําหนาท่ีขนสงกรด
ไขมัน เปนตน 

โปรตีนบางชนิดมีท้ังสวนท่ีเปนท้ัง fibrous และ globulin อยูดวยกัน เชน myosin ซ่ึงทํา
หนาท่ีเปนโปรตีนของกลามเนื้อ 

 2. การแยกประเภทตามการละลาย 

 2.1  แอลบูมิน (albumin) เปนโปรตีนท่ีพบในซีรัมและไขขาว ละลายในน้ํา ตกตะกอน
ไดดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวและแข็งตัวเปนล่ิมไดดวยความรอน 

 2.2 โกลบูลิน (globulin) เปนโปรตีนท่ีพบในซีรัม ละลายในน้ําเกลือเจือจาง ตกตะกอน
ไดดวยแอมโมเนียมซัลเฟตคร่ึงอ่ิมตัว แข็งตัวเปนล่ิมไดถาถูกความรอน 

 2.3  ฮิสโตน (histone) เปนโปรตีนที่รวมกับ DNA ในสัตวช้ันสูงเปนโครโมโซม ละลาย
ในน้ํา แตไมละลายในแอมโมเนียมไฮดรอกไซด และไมแข็งเปนล่ิมดวยความรอน 

 2.4  โปรตามีน (protamine) เปนโปรตีนท่ีพบในสวนหัวของ sperm ละลายในน้ําและ
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด ไมแข็งตัวเปนล่ิมดวยความรอน 

 2.5  โปรลามีน (prolamines) ละลายในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เชน zein ในขาวโพด 
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 2.6  สเคลอโรโปรตีน (scleroproteins) หรือ albuminoids เปนโปรตีนท่ีไมละลายในตัว
ทําละลายชนิดใดเลย ไดแก collagen, elastin และ keratin   เปนตน   
 

 3. การแยกประเภทตามสวนประกอบทางเคมี 
 

 3.1  Simple proteins เปนโปรตีนท่ีประกอบดวยกรดอะมิโนลวนๆ ไมมีสารอ่ืนปนอยู
เลย  เชน  แอลบูมิน   keratin 
 

 3.2  Complex หรือ Conjugated proteins ประกอบดวย simple protein และสารประกอบ
อ่ืนท่ีไมใชโปรตีน (prosthetic group) รวมอยูดวย เรียกวา holoprotein แตถาขาด prosthetic group 
ไป โปรตีนสวนท่ีเหลือมีช่ือเรียกวา apoprotein สําหรับ prosthetic group นี้จะมีความสําคัญท่ีทําให 
conjugated protein มีหนาท่ีตางๆ ตัวอยาง prosthetic group ท่ีจับอยูกับโปรตีน ไดแก  

           Prosthetic group       Conjugated protein 

กรดนิวคลีอิก   นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) 

  ไขมัน    ลิโพโปรตีน (lipoprotein) 

  คารโบไฮเดรต   ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) 

  หมูโลหะ (metal ion)  เมทัลโลโปรตีน (metalloprotein) 

  ฮีม    ฮีโมโปรตีน (hemoprotein) 

  ฟอสเฟต   ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) 

 4. การแยกประเภทตามคุณคาทางโภชนาการ 

 4.1  Complete proteins เปนโปรตีนท่ีมีคุณภาพสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิโนจําเปน
ครบทุกชนิด ไดแก โปรตีนจากสัตว (ยกเวนเจลาติน) และถ่ัวเหลือง 

 4.2  Incomplete proteins เปนโปรตีนท่ีมีคุณภาพไมสมบูรณ เนื่องจากมีกรดอะมิโน
จําเปนไมครบทุกชนิด ไดแกโปรตีนจากพืชท่ัวๆ ไป ยกเวนถ่ัวเหลือง 
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 5. การแยกประเภทตามหนาท่ีในรางกาย 

โปรตีนเปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีหนาท่ีหลากหลายที่สุดในส่ิงมีชีวิต จึงอาจแยกโปรตีน
เหลานี้ ตามลักษณะการทําหนาท่ีตางๆ ไดดังนี้ 

 
 5.1  เปนเอนไซม ท่ีทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาตางๆ ในรางกาย 
 
 5.2  เปนโครงสรางของเซลลและเนื้อเยื่อตางๆ ทําใหเกิดความแข็งแรง เชน collagen, 

elastin และ fibroin ซ่ึงเปนโปรตีนของเสนไหม (silk) เปนตน  
 
 5.3  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการเคล่ือนไหว ในชวงท่ีเซลลกําลังมีกิจกรรม

ตางๆ เชน การแบงเซลล  endocytosis, exocytosis  การเคล่ือนท่ีแบบ amoeboid ของเซลลเม็ดเลือด
ขาว ตัวอยางของโปรตีนชนิดนี้ เชน actin, tubulin เปนตน 

 
 5.4   เปนโปรตีนที่ทําหนาท่ีปองกันอันตรายท่ีอาจจะเกิดกับเซลลของรางกาย เชน

fibrinogen และ thrombin เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือด  อิมมูโนโกลบู
ลิน หรือแอนติบอดี้ ทําหนาท่ีเปนภูมิคุมกันของรางกายและทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีเขามาใน

รางกาย 
 
 5.5  เปนฮอรโมน ท่ีทําหนาท่ีควบคุมการทํางานตางๆ ของรางกายใหเปนปกติ เชน 
insulin   glucagon  ทําหนาท่ีควบคุมระดับน้ําตาลในเลือด growth hormone ทําหนาท่ีควบคุมการ
เจริญเติบโตของรางกาย 

 
 5.6  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีขนสงสารตาง ๆ ในรางกาย เชน ฮีโมโกลบิน ทําหนาท่ี 

ขนสงออกซิเจนจากปอดไปยังเนื้อเยื่อตางๆ  ไลโปโปรตีน ทําหนาท่ีขนสงไขมันจากตับและลําไส
ไปยังอวัยวะตางๆ   transferrin ขนสงเหล็ก เปนตน 

 
 5.7  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีสะสม เชน ferritin ทําหนาท่ีสะสมเหล็กไวในเนื้อเยื่อ, 

thyroglobulin  ทําหนาท่ีเก็บธัยรอยดฮอรโมนไวในตอมธัยรอยด เปนตน 
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นอกจากนี้ยังมีโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเฉพาะอีกมาก ตลอดจนยังมีโปรตีนอีกหลายชนิดท่ีทํา
หนาท่ีไดหลายอยาง (conjugated protein) ประกอบดวย simple protein และสารประกอบอ่ืนท่ีไมใช
โปรตีน (prosthetic group) รวมอยูดวย เรียกวา holoprotein แตถาขาด prosthetic group ไป โปรตีน
สวนท่ีเหลือมีช่ือเรียกวา apoprotein  

 
Prosthetic group ท่ีจับอยูกับโปรตีน เชน หมูโลหะ (metal ion) จะทําใหเกิด conjugated 

protein ท่ีเรียกวา เมทัลโลโปรตีน ซ่ึงเปนกลุมโปรตีนท่ีมีโลหะเปนองคประกอบรวม  
 
เมทัลโลโปรตีนท่ีสําคัญ ไดแก  
 
1. Hydrolytic enzyme ไดแก carbonic anhydrase ( Zn ใน Carbonic anhydrase)  

 
• Zn2+ เปน active metal center  ทําหนาท่ีเปล่ียน H2O และ CO2 ใหเปนกรดคารบอนิก 

H2O + CO2    H2CO3     H+ + HCO3
-  

 
กอนทําปฏิกิริยา Zn2+ เกิดพันธะโมเลกุลน้ํา เกิดเปน tetrahedral coordination (x-ray 

structure) และหลังจากทําปฏิกิริยาเกิด ligand chelate complex: Zn2+ สรางพันธะกับ HCO3
-  

 
2.  Dehydrogenase : Alcohol dehydrogenase  
 Dehydrogenase ทําหนาท่ีเปล่ียนแอลกอฮอลใหเปนอัลดีไฮด  ดังสมการ 

                        CH3CH2OH + NAD+                      CH3CHO + NADH + H+  
 Zn2+ จํานวน 2 ไอออนซ่ึงทําหนาท่ีแตกตางกัน โดย Zn2+ ตัวท่ีหนึ่งมีบทบาทโดยตรงใน

การทําปฏิกิริยาอยูท่ี  catalytic domain  สวน Zn2+ ตัวท่ีสองเกี่ยวของกับการ stabilize โครงสรางของ
โปรตีนอยูท่ี dimer interface, Liver alcohol dehydrogenase ขนาด 40 kDa ทํางานในสภาพเปน 
dimer  
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3.  nitrogenase : การตรึงไนโตรเจนดวยเอนไซม nitrogenase 
 ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation) เปนปฏิกิริยารีดอกซท่ีมีการถายเท 8  

อิเลคตรอน ดังสมการ      N2 + 8e- + 8H+     2NH3  +  H2   ซ่ึงปฏิกิริยานี้ใชเอนไซม nitrogenase 
ชวยในการทําปฏิกิริยา มีโลหะ คือ Fe  และ Mo  โดยกลุมของ Fe จะจับกับ S จํานวนหนึ่งสราง
เปนคลัสเตอร เรียกวา Iron-sulfur cluster และมี molypdenum ท่ีมีสวนชวยในการทําปฏิกิริยา 

 
 4.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสง O2 (Dioxygen Transport)  รับผิดชอบในการลําเลียงและ
เก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจ  มี Fe และ Cu เปนโลหะท่ีสําคัญ
ในกลุมนี้     dioxygen transport ไดแก 

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

5.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมถายโอนอิเลคตรอน (Electron transfer) 
 เปนตัวกลางถายโอนอิเลคตรอนจากโปรตีนหนึ่งไปสูอีกโปรตีนหนึ่ง โดยเปนปฏิกิริยา       

รีดอกซซ่ึงในระบบชีววิทยาสวนใหญจะเกี่ยวของกับกระบวนการตรึงไนโตรเจน และการ
สังเคราะห เปนตน   เมทัลโลโปรตีนในกลุมนี้สวนใหญจะใช Fe2+ เปน active center 
 
 6.  เมทัลโลโปรตีนในกลุม Ion channels  

 ทําหนาท่ีควบคุมปริมาณไอออนอัลคาไล และอัลคาไลเอิรทของเซลล แทรกอยูบริเวณ
เซลลเมมเบรน มีความจําเพาะตอชนิดของสาร โดยมีบทบาทท่ีสําคัญในระบบประสาท การ
ตอบสนองและการสงสัญญาณของเซลลประสาท การควบคุมสมดุลของปริมาณสารภายในเซลล 

 
7.  เมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสงและกักเก็บโลหะ (Transport and Storage of Metal-Ion) 
 ทําหนาท่ีขนสงและกักเก็บโลหะ โดยเฉพาะเหล็ก  ซ่ึงเปนชนิดท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด 

นอกจากนี้ยังควบคุมปริมาณโลหะในเซลลและการใชประโยชนจากโลหะ (transferin และ ferritin) 
เชน transferrin เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีขนสงเหล็กในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (ในแบคทีเรียเรียก 
siderophores) สวนโปรตีนท่ีทําหนาท่ีกักเก็บเหล็กเรียกวา ferritin ในกรณีท่ีมีปริมาณเหล็กมาก
เกินไป metallothionein จะเขามาทําหนาท่ีกําจัดออก ลดความเปนพิษตอเซลล  
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 8.  Cu-Zn superoxide dismutase (สารตานอนุมูลอิสระ) 
  เปนเมทัลโลเอนไซมกําจัดสาร (O2

-) ท่ีเปนอันตรายตอรางกาย   disproportionation of 
superoxide ion ดังสมการ 

2O2
- + 2H+  H2O2 + O2 

2H2O2    H2O + O2 
 

 9.  Photosystem II เมทัลโลเอนไซมในกระบวนการสังเคราะหแสง 

2H2O       O2 +   4H+  +  4e-  

7.  ความสําคัญของทองแดง (คอปเปอร) ตอการดํารงชีวิตของกุง  

ทองแดงเปนแรธาตุท่ีมีปริมาณตํ่ามากในน้ําทะเล จึงทําใหกุงไดรับไมเพียงพอตอความ
ตองการเพ่ือนําไปใชในกระบวนการทางสรีระเคมีภายในรางกายกุง ทองแดงทําหนาท่ีใน
กระบวนการสรางเม็ดเลือด (haematopoiesis) โดยกุงตองใชทองแดงเพื่อเปนองคประกอบของ       
ฮีโมไซยานิน ซ่ึงเปนรงควัตถุท่ีเกี่ยวกับการหายใจ (respiratory pigment) ฮีโมไซยานินผลิตจาก mid 
gut (Mangum, 1989) ทําหนาท่ีหลักในการจับออกซิเจน (oxygen affinity) (Mangum, 1989) และ
ลําเลียงออกซิเจน (Dallinger, 1997) โปรตีนในเลือดกุงท่ีเปน  macrocrustacean จะมีฮีโมไซยานิน
เปนสวนประกอบถึง 80-95 เปอรเซ็นต (Claybook, 1983) และฮีโมไซยานิน เปนรงควัตถุท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุลสูงซ่ึงประกอบดวยทองแดง 0.17 เปอรเซ็นต, carbohydrate นอยกวา 4 เปอรเซ็นต
และมี lipid, polypeptide เล็กนอยในโครงสรางท่ีมีรูปแบบ hexamer ซ่ึงมีประสิทธิภาพคอนขางสูง
ในการจับออกซิเจน นอกจากน้ีทองแดงยังมีการใชในกิจกรรมของเอนไซม (enzyme activity) 
หลายชนิด เชน lysyl oxidase, cytochrome c oxidase (CCO), ferroxidase, tyrosinase และ 
superoxide   dismutase (SOD) (O’Dell, 1976)  

จากการทดลองท่ีมีการเสริมทองแดงที่อยูในรูปของสารอินทรียใหกับกุงขาวแวนนาไม 
พบวากุงชุดท่ีไดรับทองแดง ท่ีอยูในรูปของสารอินทรียในอัตราท่ีเหมาะสม สามารถทนตอสภาพท่ี
ขาดออกซิเจนที่ต่ําและระยะเวลานานข้ึนกวาชุดควบคุมถึงเทาตัว (บุญรัตน, 2553) จึงทําใหกุงมี
โอกาสรอดตายสูงข้ึน  ในการเล้ียงจริงในฟารมท่ีมักประสบปญหาออกซิเจนต่ําในชวงเชามืดหรือ
ในสภาวะพ้ืนบอเส่ือมโทรมหลังจากการเล้ียงไปแลวประมาณ 2 เดือน จากการทดลองพบความ
เขมขนของโปรตีนและทองแดง ในเลือดกุงสูงข้ึน (บุญรัตน, 2553) จึงเปนไปไดวากุงกลุมดังกลาว
สามารถจับออกซิเจนและลําเลียงออกซิเจนไดมีประสิทธิภาพสูงกวา   



 28 

 

เม่ือกุงไดรับทองแดงในปริมาณท่ีเหมาะสมจะชวยเสริมสรางระบบภูมิคุมกัน (immune 
enhancement) ในตัวกุงได เนื่องจากไปกระตุนการสรางจํานวนเม็ดเลือดท้ังหมดใหสูงข้ึน เพราะ
เม็ดเลือดกุงสวนหน่ึงจะชวยในกระบวนการกําจัดส่ิงแปลกปลอมของรางกาย คลายกับการทํางาน
ของเม็ดเลือดขาวในสัตวมีกระดูกสันหลัง (vertebrate leukocyte) ยังสงผลใหเลือดกุงมีการผลิต 
superoxide anion (O2

-) ภายในเซลลใหสูงข้ึนดวย (Lee and Shiau, 2002) สงผลใหกุงมีอัตรารอด
ตายสูงข้ึน เพราะขาดปจจัยเส่ียงของความเครียดท่ีเกิดข้ึนจากการขาดออกซิเจนแบบเฉียบพลันและ
เร้ือรัง 

Lee and Shiau (2002) พบวา ความเขมขนของทองแดงท่ีเหมาะสมตอน้ําหนักท่ีเพิ่มข้ึน
และประสิทธิภาพการกินอาหาร เทากับ 15-21 มิลลิกรัมทองแดงตอกิโลกรัมของอาหารและระดับ
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ เทากับ 10-30 มิลลิกรัมทองแดงตอกิโลกรัมของอาหาร 

จากเหตุผลท่ีกุงมีประสิทธิภาพการรับออกซิเจนไดดี ข้ึน จึงนาจะสงผลทําใหเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยอาหารและการลําเลียงสารอาหาร  เพราะวากระบวนการยอยดวยเอนไซมตอง
ใชออกซิเจน เม่ือมีประสิทธิภาพในการลําเลียงออกซิเจนไดดีก็ยอมสงผลตอกระบวนการน้ี จึงเปน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการเปล่ียนอาหารเปนเนื้อ (ลด feed conversion rate(FCR)) และ
เจริญเติบโตไดดีข้ึน เพราะสามารถจัดสรรพลังงานมาดําเนินการไดอยางมีประสิทธิภาพ  หากกุง
ไดรับทองแดงในอาหารตํ่าเกินความตองการแลว จะไปมีผลตอการเจริญเติบโต (บุญรัตน, 2553; 
Lee and Shiau, 2002) เนื่องจากทองแดงเปนแรธาตุท่ีมีความสําคัญตอกระบวนสรางเน้ือเยื่อและ
เปลือก (soft and hard tissue mineralization) (Davis and Lawrence, 1997)  ออกซิเจนที่ต่ําใน
รางกายกุงยังสงผลลบตอการกินอาหาร (feed ingestion) และการเจริญเติบโตของกุงน้ําจืดและกุง
ทะเลหลายชนิด เชน กุงกามกราม (Macrobranchium  rosenbergii ) (Llobera , 1983) กุงขาวแวนนา
ไม และกุงกุลาดํา  (Seidman and Lawrence, 1985) แตไมมีผลตอประสิทธิภาพการยอยอาหารรวม 
ไขมันและโปรตีน  แตนาจะมีผลตอการใชกรด      อะมิโนบางชนิดเพ่ือเปนแหลงพลังงาน (Pouliot 
and de la Noue, 1989) 

ออกซิเจนท่ีมากเพียงพอในรางกายกุงนั้นยังสงผลตอความสําเร็จในการลอกคราบของกุง

อีกดวย เนื่องจากชวงท่ีกุงลอกคราบ  กําลังลอกคราบและหลังจากลอกคราบนั้น กุงจะมีการใช
พลังงานอยางมากในการควบคุมสมดุลเกลือแรและการสรางแรงดันน้ําภายในรางกาย (hydrostatic 
pressure) ชวยกอนลอกคราบ  และตองมีพลังงานมากในการปรับสมดุลเกลือแรภายหลังลอกคราบ 
ซ่ึง Mangum (1989) พบวา ฮีโมไซยานินมีประสิทธิภาพต่ําสุดในการจับออกซิเจนหลังลอกคราบ
ใหมๆ จึงเปนวิกฤติมากสําหรับการดํารงชีวิตของกุง ซ่ึงกุงตองเผชิญอยางตอเนื่อง ซ่ึงกิจกรรม
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ท้ังหมดนี้ตองใชพลังงานและตองการออกซิเจนสูง ดังนั้นเม่ือกุงมีออกซิเจนในรางกายมากพอ 
สงผลใหกุงมีโอกาสรอดตายมากข้ึนในกระบวนการลอกคราบรวมถึงการเจริญเติบโตดวย 

อยางไรก็ตาม ประสิทธิภาพการจับออกซิเจนของฮีโมไซยานินจะเกิดข้ึนไดดีเม่ืออุณหภูมิ
น้ําลดลง, มีปริมาณ Ca2+, Mg2+ จากโซเดียมคลอไรด (NaCl), โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) ในน้ําท่ี
เพียงพอและเหมาะสม (Mangum, 1989) ขณะท่ีความเค็มลดลงจะสงผลลบตอการจับออกซิเจนใน
เลือดดวย (Truchot, 1973; Mangum, 1989) 

นอกจากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายอยูในน้ําแลว ควรคํานึงถึงออกซิเจนในรางกายกุง    
หากกุงมีขอจํากัดในการรับออกซิเจน การเติมออกซิเจนลงในน้ําไปมากเพียงใด ก็ไมเปนผลดีตอกุง
และท่ีสําคัญทําใหตนทุนการผลิตสูงข้ึนอีก ดังนั้นควรใหความสําคัญในเร่ืองการสรางกลไกสราง
ตัวรับออกซิเจน คือ ฮีโมไซยานิน ซ่ึงทําใหกุงมีประสิทธิภาพในการรับและลําเลียงออกซิเจนไปใช
ในรางกายไดอยางมีประสิทธิภาพ (บุญรัตน, 2553) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีละลายในน้าํปกต ิตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 
 การศึกษาคร้ังนี้ใชผลิตภัณฑเมทัลโลโปรตีน จากบริษัท CISCHEM AGRICULTURE 
จํากัด ประเทศไทย  ลักษณะของเมทัลโลโปรตีน เปนผงละเอียดสีขาวผสมกับผลึกสีฟา มี
สวนประกอบหลักไดแก  โปรตีนและทองแดง (Cu2+) 
  

1.  การวางแผนการทดลอง 
 
 แบงการทดลองออกเปน 2 ชุดการทดลอง โดยในแตละชุดการทดลองมี 4 ซํ้า 
 
ชุดการทดลองท่ี 1  คือ ชุดของอาหารควบคุม (control) เปนอาหารสําเร็จรูปปกติสําหรับกุง

ขาวแวนนาไม 
ชุดการทดลองท่ี 2  คือ ชุดของอาหารสําเร็จรูปปกติผสมกับสารเมทัลโลโปรตีน ท่ีระดับ

ความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
2.  การเตรียมสัตวทดลอง 
 
 นํากุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 10 จากโรงเพาะฟกในจังหวัดฉะเชิงเทรามาปรับ

สภาพกอนเร่ิมการทดลองเปนระยะเวลา 5 วัน ในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 500 ลิตร บรรจุน้ํา
ความเค็ม 25 พีพีที เล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 
08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. มีการติดต้ังเคร่ืองใหอากาศอยางเพียงพอ เปล่ียนถายน้ํา
และดูดตะกอนทุก 3 วัน เม่ือกุงไดระยะโพสลารวา 15 คัดเลือกลูกกุงท่ีมีขนาดใกลเคียงกัน  สุมลูก
กุงบางสวนนํามาช่ังน้ําหนักกอนการทดลอง นําลูกกุงขาวแวนนาไมท่ีคัดเลือกมาเล้ียงในถังทดลอง
ขนาด 500 ลิตร บรรจุดวยน้ําความเค็ม 25 พีพีที ปริมาตร 100 ลิตร จํานวน 8 ถังและใสกุงจํานวนถัง
ละ 50 ตัว (100 ตัวตอตารางเมตร)   ดูดตะกอนและเปล่ียนถายน้ําทุก 10 วัน 
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3.  การเล้ียงและการใหอาหาร 
 
ชุดการทดลองท่ี 1 คือ ชุดของอาหารควบคุม เปนอาหารสําเร็จรูปปกติสําหรับกุงขาว 

แวนนาไม 
ชุดการทดลองท่ี 2  คือ ชุดของอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีน ท่ีระดับความ

เขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
เตรียมอาหารทดลองในชุดการทดลองที่ 2 โดยนําสารเมทัลโลโปรตีน ละลายในน้ํา นําไป

คลุกกับอาหารเม็ดและเคลือบดวยน้ํามันปลาหมึก สวนอาหารทดลองในชุดการทดลองท่ี 1 จะคลุก
กับน้ํามันปลาหมึกเชนเดียวกับชุดการทดลองท่ี 2 

ใหอาหารวันละ  4 คร้ัง ท่ีเวลาประมาณ 08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. ปรับ
ปริมาณการใหอาหารตามนํ้าหนักของกุง  ตามวิธีของ ชลอ และพรเลิศ (2547) ตลอดระยะเวลาการ
เล้ียง 60 วัน  อาหารที่ใชในการทดลองคร้ังนี้จะมีการเตรียมใหมทุกม้ือ 

 
4.  การศึกษาการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 
- บันทึกอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ในวันท่ี 0, 20, 40 และ 60 วัน 
- สุมช่ังน้ําหนักกุงเม่ือกุงมีอายุ 40 วัน และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 60 วัน 
- วิเคราะหความแตกตางทางสถิติและเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี T-test ท่ีระดับความ

เช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 
 
 5.  การวิเคราะหคุณสมบัติของนํ้า 
  
 ในระหวางทําการทดลอง เก็บตัวอยางน้ําจากถังทดลองมาวิเคราะหในหองปฏิบัติการ
ทุกสัปดาหโดยคาพารามิเตอรและวิธีการวิเคราะห  ดังนี้ 
 1. วัดปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําท่ีละลายในน้ํา และวัดอุณหภูมิโดยใชเคร่ือง 
YSIDO200-4M 

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

ของ APHA et al. (1995) 
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5. ไนไตรท (nitrite-nitrogen) ใชวิธี Colorimetric Method ตามวิธีของ APHA et al. 
(1995) 

 6. ความกระดางรวม (Total Hardness) ใชวิธี Tritation Method ตามวิธีของ APHA et al. 
(1995) 

 7. ความเปนดางรวม (Total Alkalinity) ใชวิธี Tritation Method ตามวิธีของ APHA  
et al. (1995) 

 
6.  การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 

 
 การศึกษาระดับภูมิคุมกันในแตละชุดการทดลอง ทําการสุมกุงในแตละชุดการทดลอง

ซํ้าละ 10 ตัว โดยเจาะเลือดจากแองเลือด (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉีดยาซ่ึง
ภายในบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัว (anticoagulant) (อัตราสวนเลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว 
เทากับ 1:2) หลังจากการเล้ียงเปนเวลา 60 วัน นําเลือดท่ีไดไปวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือด  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของ
เม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase (phenoloxidase activating system) และการผลิต 
superoxide dismutase  ดวยวิธีดังนี้ 
 

 6.1  การตรวจนับปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุง (Total Hemocyte Count) 
 
  6.1.1 ดูดเลือดจากแองเลือด โดยในหลอดฉีดยาบรรจุสารปองกันเลือด (อัตราสวน
เลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว เทากับ 1:2) นําเลือดใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีผานการฆา
เช้ือแลว ใสลงในน้ําแข็งเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการแข็งตัวของเลือดชาลง 

6.1.2 ใช micropipette ดูดสารละลายเลือดกุงจํานวน 20 ไมโครลิตร แลวนับ
จํานวนเซลลโดยใช hemocytometer 

6.1.3 คํานวณปริมาณเม็ดเลือดเปนจํานวนเซลลตอลูกบาศกมิลลิลิตร  
 

 6.2  กิจกรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง ตามวิธีของกิจการ และคณะ (2543ก) 
 

6.2.1 เตรียมเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi บริสุทธ์ิ โดยนํามาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
TSA (Tryptic Soy Agar) บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (เนื่องจากเช้ือท่ีอยู
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บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA สามารถนําไปละลายในน้ําเกลือไดงายกวาเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร TCBS จึง
นิยมใชเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA) 
  6.2.2 เตรียมสารละลายเช้ือ V. harveyi  โดยนําเช้ือท่ีเปนโคโลนีเดี่ยว ละลายใน
น้ําเกลือปลอดเช้ือท่ีความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต โดยเตรียมน้ําเกลือประมาณ 10 มิลลิลิตร (หรือมาก
จนเกินพอสําหรับการทดลองคร้ังนั้นๆ) จากนั้นนําสารละลายเช้ือท่ีไดไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร ใหไดคา OD ประมาณ 0.08-0.1  บันทึกคา OD ท่ีเลือกใช 

6.2.3 เจาะเลือดกุงจากแองเลือด โดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ใน
อัตราสวน 1:1 โดยดูดเลือดกุง 1 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร   

6.2.4 นํามาแยกซีรัมออกจากเม็ดเลือดกุงโดยนํามาหมุนเหวี่ยงดวยเคร่ือง 
centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,000 rpm นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนใสดานบน
มาใช 
  6.2.5 นําซีรัมมาเจือจางโดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 2.6 เปอรเซ็นต เปนตัว
เจือจางในระดับ 1:2 1:4 1:8 1:16 และ 1:32 โดยปรับปริมาตรในการเจือจางใหไดหลอดละ 0.5 
มิลลิลิตร 
  6.2.6 นําสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไวในขอ 6.2.2 มาเติมในหลอดทดลองท่ี
เจือจางซีรัม ในแตละความเขมขนไวแลว เติมสารละลายเช้ือแบคทีเรียปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และบม
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

6.2.7 นําสวนผสมแตละหลอดมานับปริมาณเช้ือแบคทีเรีย ทําการเจือจางสวนผสม
แตละหลอด โดยใชน้ําเกลือปลอดเช้ือท่ีความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ใชวิธี spread plate ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ TCBS agar จดบันทึกคาของการเจือจางซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรียลงได 50 
เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 3 ช่ัวโมง โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 
2.6 เปอรเซ็นต ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร รวมกับสารละลายแบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตร 
 

 6.3  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (Phagocytic activity) ของเม็ด
เลือดกุงตามวิธีของ Itami  et al. (1994)    

 
 6.3.1 เจาะเลือดจากแองเลือด โดยใชสารปองกันการแข็งตัวของเลือด ในอัตราสวน 
(เลือดกุง:anticoagulant) 1:2 โดยดูดเลือดกุง 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดฉีดยาที่มีสารปองกันการแข็งตัว
ของเลือดปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
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6.3.2  หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี 5 องศา
เซลเซียส เพื่อแยกเซลลเม็ดเลือดกุง โดยนําสวนใสดานบนท้ิง ทําการลางตะกอนเม็ดเลือด โดยเติม 
shrimp saline 2-3 มิลลิลิตร โดยใช pipette ดูดข้ึนลงเบาๆ เพื่อใหสารละลายเขากัน 

6.3.3  หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 10 นาที โดยมีการควบคุม
อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส โดยทําเชนนี้ 2 คร้ัง 

6.3.4  ละลายตะกอนเม็ดเลือดใน shrimp saline 1 มิลลิลิตร และใช pipette ดูดข้ึน
ลงเบาๆ เพื่อใหสารละลายเขากัน 

6.3.5  นําสารละลายท่ีไดผสมกับ trypan blue ในอัตราสวน 1:1 โดยใช trypan blue 
50 ไมโครลิตรและสารละลายเม็ดเลือด 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํามา 50 ไมโครลิตร นับ
จํานวนเม็ดเลือดกุงใน hemocytometer แลวนํามาคํานวณใหไดเซลลประมาณ 1×106 เซลลตอ

มิลลิลิตร 
6.3.6  นําสารละลายเซลลเม็ดเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร เล้ียงบน cover glass 

โดย spread ท้ิงไว 20 นาที 
6.3.7  ลางดวย shrimp saline 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
6.3.8  หยดสารละลาย heat- killed yeast 2  มิลลิลิตร ท้ิงไวเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
6.3.9  ลางดวย shrimp saline 5 คร้ัง 
6.3.10  หยดสารละลาย fixative  1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 นาที 
6.3.11  ลางดวยนํากล่ัน 3 คร้ัง ท้ิงใหแหง 20- 60 นาที 
6.3.12  ยอมดวยสี Giemsa stain 5 นาที 
6.3.13  ลางดวยนํากล่ัน 3 คร้ัง ตั้งท้ิงใหแหงขามคืน 
6.3.14  ปดสไลดดวย permount 

 
นําขอมูลไปวิเคราะหโดยการนับจํานวนเซลล  โดยสุมนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด 

200 เซลล ในแตละ cover glass นับเซลลเม็ดเลือดท่ีกินยีสต และไมกินยีสตเขาไป คํานวณคาไดจาก      
 

รอยละของเม็ดเลือดกุงท่ีเกิดกระบวนการ     =   จํานวนเซลลเม็ดเลือดท่ีกินเซลลยีสตเขาไป    × 100    
กลืนกินส่ิงแปลกปลอม (% phagocytosis)                      จํานวนเซลลเม็ดเลือดท้ังหมด 
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 6.4  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase  
 
 การเก็บตัวอยางเลือดกุงและการเตรียม hemocyte lysate (HLS) ตามวิธีของกิจการ และ
คณะ (2543ก) 

6.4.1 เก็บตัวอยางเลือดจากกุงแตละตัว  โดยเจาะเลือดจากบริเวณแองเลือด 
ประมาณ 0.5 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต เปนสาร
ปองกันเลือดแข็งตัวจนไดปริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  

6.4.2 หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,500 rpm เปนเวลา 2 นาที อุณหภูมิท่ี 4 องศา
เซลเซียส 

6.4.3 นําสวนใสดานบนท้ิง นําสวนตะกอนเม็ดเลือดท่ีไดนํามาลางในสารละลาย K 
-199 และละลายในสารละลาย cacodylate buffer พีเอช 7.4 

6.4.4 ทําใหสวนของเซลลเม็ดเลือดแตก โดยใช Sonicator : vibracell ท่ีแอมพลิจูด 
30 เปนเวลา 5 วินาที 

6.4.5 นําสารละลายท่ีไดมาหมุนเหว่ียงใหตกตะกอน ท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 10 
นาที ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 

6.4.6 แยกสวนใสดานบนออก ซ่ึงเปน hemocyte lysate (HLS) เก็บไวใชใน

ข้ันตอนตอไป 
 
การวิเคราะหความวองไวของเอนไซม phenoloxidase ดัดแปลงจากวิธีการของ Söderhäll 

and Hall (1984) 
 

1) นํา HLS ท่ีเตรียมได 200 ไมโครลิตร ผสมรวมกับสารละลายทริปซิน (0.1 เปอรเซ็นต ใน 
cacodylate buffer) 200 ไมโครลิตร ท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาประมาณ 2 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง (28 องศา
เซลเซียส) 
 2) เติมสารละลาย L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 200 
ไมโครลิตร และท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 
 3) นํามาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ทุกๆ 2 นาที โดยเปรียบเทียบกับ
สารละลายควบคุม (blank) ซ่ึงใชน้ํากล่ันผสมกับสารละลายปองกันเลือดแข็งตัว สารละลาย K-199 
พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต ผสมกับทริปซิน  L-dihydroxyphenylalanine และ
cacodylatebuffer  แทนการใช HLS ทําการวัดคา OD จนปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ 
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 4) วิเคราะหปริมาณโปรตีนใน HLS โดยวิธีของ Lowry et al. (1951)  นําคาท่ีไดมาคํานวณ
หนวย (unit) ของเอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยคํานวณหาคาดังนี้ 
 
                            1 หนวยของฟนอลออกซิเดส  =      OD 490 / นาที / มิลลิกรัมโปรตีน 
 

 6.5 การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

ทําการศึกษาโดยใชชุดการทดลองสําเร็จรูป (test kit) RANSOD@ superoxide 
dismutase โดยเตรียมชุดมาตรฐานใชในการเปรียบเทียบเพ่ือหาปริมาณเอนไซม superoxide 
dismutase ในตัวอยางเม็ดเลือดกุง  
 

       6.5.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน S1-S6 จากสารละลาย CAL standard และ

สารละลาย phosphate buffer 0.01 เปอรเซ็นต  
 6.5.2 นําสารละลายมาตรฐาน  S1-S6 เตรียมใหได 50 ไมโครลิตร ผสมกับ R1 1,700 
ไมโครลิตรและเติมสารละลาย R2 250 ไมโครลิตร มาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโน
เมตร  โดยจดบันทึกคา A1 ท่ี 30 วินาที และจดบันทึกคา A2 ท่ี 3 นาที 30 วินาที โดยเปรียบเทียบกับ 
air blank 
 

วิธีการหาปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ในตัวอยางเม็ดเลือดกุง 
 1) เก็บตัวอยางเลือดจากกุงแตละตัว  โดยเจาะเลือดจากบริเวณแองเลือด ประมาณ 0.5 
มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย K-199 พีเอช 7.4 ท่ีเติม L-cystein 5 เปอรเซ็นต เปนสารปองกันเลือด
แข็งตัวจนไดปริมาณครบ 1 มิลลิลิตร  
 2) หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส 

3) นําสวนใสดานบนท้ิง นําสวนตะกอนเม็ดเลือดท่ีไดนํามาลางในสารละลายโซดียมคลอ
ไรด 0.9 เปอรเซ็นต  โดยเติมโซเดียมคลอไรด 3 มิลลิลิตร ผสมดวย dropper แกวเบาๆ 

4) หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิท่ี  4 องศาเซลเซียส 
 5) ลางดวยสารละลายโซดียมคลอไรด 4 คร้ัง (ทําซํ้าขอ 3-4) นําสารละลายสวนใสดานบน
ท้ิง 

6) ละลายตะกอนเม็ดเลือดดวยน้ํากล่ันชนิด 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) นํามาวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโนเมตร  โดยจดบันทึกคา A1 ท่ี 30 
วินาที และจดบันทึกคา ท่ี 3 นาที 30 วินาที โดยเปรียบเทียบกับ air blank 

9) นําคา A1 และ คาท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นต inhibition โดยคํานวณหาคาดังนี้ 
 

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

 
       Bn                ×  100 

                                           Bs1 
 

10) นําคาเปอรเซ็นต inhibition ของสารละลายมาตรฐาน S1-S6 มาสรางกราฟ log ฐาน เพื่อ
นําคาเปอรเซ็นต inhibition ของตัวอยางเลือดกุงมาหาคาปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ใน
หนวยเอนไซม superoxide dismutase units ตอมิลลิลิตร (SOD units/ml) 

 
7. การศึกษาความตานทานเช้ือ Vibrio harveyi  ของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 

 
การทดลองนี้ใชกุงจากการทดลองท่ี 1 เม่ือส้ินสุดการเล้ียง 60 วัน มาทดสอบทําใหติด

เช้ือ V. harveyi  โดยจะทําการศึกษาถึงอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ซ่ึงมีข้ันตอน 
ดังนี้ 
 7.1  ทําการทดลองโดยปรับสภาพกุงใหคุนเคยกับสภาพตูกระจกทดลองเปนเวลา 3 วัน 
เล้ียงกุงทดลองชุดการทดลองละ 10 ตัว ชุดการทดลองละ 3 ตู ควบคุมปริมาณแสงโดยใชพลาสติกสี
ดําคลุมรอบตู มีการใหอากาศตลอดเวลา ดูดตะกอนและระบายของเสียออกจากตูทุกวัน 
 7.2   ทําใหกุงติดเช้ือโดยฉีดสารละลายเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi ในปริมาณท่ีทําใหกุง
ตายลง 50 เปอรเซ็นต  ภายในระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เตรียมสารละลายเช้ือแบคทีเรียโดยนําเช้ือ  V.  
harveyi ท่ีเล้ียงเชื้อไวในอาหารเล้ียงเช้ือ TSA มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด 1.5
เปอรเซ็นต ฉีดสารละลายเช้ือในกุงชุดการทดลองทุกตัว โดยฉีดเขาทางกลามเนื้อลําตัว ปริมาณ  0.1 
มิลลิลิตรตอตัว สําหรับชุดควบคุมซ่ึงใสกุงขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ 1 ตู        
ทําการฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต 
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  7.3 จดบันทึกการตายของกุงทุกชุดการทดลองเปนเวลา 96 ช่ัวโมง และเพาะเช้ือ

แบคทีเรียจาก hepatopancreas  ของกุงท่ีแสดงอาการปวยตายดวยเช้ือแบคทีเรียนี้ 
 

8.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในแตละชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารผสมเมทัลโล

โปรตีน ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตอ อาหาร 1 กิโลกรัม และชุดควบคุม โดยวิเคราะหขอมูล
ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง กิจกรรมของขบวนการกลืนกิน
ส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิตเอนไซม

superoxide dismutase วิเคราะหความแตกตางทางสถิติ โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of  variance) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางชุดทดลอง โดยใชวิธี T-Test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 
เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 
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2.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน ตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 

1. การวางแผนการทดลอง 
  

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด โดยมี 3 ชุดการทดลอง ในแตละชุดการทดลองมี 3 
ซํ้า  
 

ชุดการทดลองท่ี 1 เปนชุดควบคุม (control) กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ ปริมาณ

ออกซิเจนท่ีละลายในน้ําสภาพปกติ คือสูงกวา 4 มิลลิกรัมตอลิตรตลอดเวลา  
ชุดการทดลองท่ี 2  กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ  แตปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา

ควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร รักษาระดับออกซิเจน โดยวัดออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา
ในชวงเชาและเย็น ปรับใหไดระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร 

ชุดการทดลองที่ 3  กุงไดรับอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความ
เขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 
มิลลิกรัมตอลิตร รักษาระดับออกซิเจน เชนเดียวกับการทดลองท่ี 2 

 
2. การเตรียมสัตวทดลอง 
 

นํากุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเฉล่ียประมาณ 7.5 ± 0.5 กรัม  มาปรับสภาพกอนเร่ิมการ
ทดลองเปนระยะเวลา 5 วัน นํามาเล้ียงในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 3 ลูกบาศกเมตรในนํ้าความ
เค็ม 25 พีพีที เล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปปกติ โดยใหอาหาร 4 คร้ังตอวัน ในเวลาประมาณ 08.00 น., 
12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. มีการติดต้ังเคร่ืองใหอากาศอยางเพียงพอ เปล่ียนถายน้ําและดูด
ตะกอนทุก 3 วัน เม่ือครบกําหนด 5 วัน  คัดเลือกกุงท่ีมีขนาดใกลเคียงกัน  สุมกุงบางสวนนํามาช่ัง
น้ําหนักกอนการทดลอง นํากุงขาวแวนนาไมท่ีคัดเลือกมาเล้ียงในถังทดลองขนาด 500 ลิตร บรรจุ
ดวยน้ําความเค็ม 25 พีพีที ปริมาตร 300 ลิตร จํานวน 9  ถังและใสกุงจํานวนถังละ 30 ตัว (100 ตัวตอ
ตารางเมตร)   ดูดตะกอนและเปล่ียนถายน้ําทุก 10 วัน 

 
 



 40 

 

3. อาหารและการใหอาหาร 
 

นําสารเมทัลโลโปรตีนท่ีใชในชุดการทดลองละลายนํ้า และสเปรยลงบนอาหาร  รอให
แหง และนําอาหารในทุกชุดการทดลองคลุกกับน้ํามันปลาหมึกและใหอาหารวันละ  4 คร้ัง ท่ีเวลา
ประมาณ 08.00 น., 12.00 น., 16.00 น. และ 20.00 น. ปรับปริมาณการใหอาหารตามนํ้าหนักของกุง  
ตามวิธีของ ชลอและพรเลิศ (2547) ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 55 วัน อาหารที่ใชในการทดลองคร้ังนี้
จะมีการเตรียมใหมทุกมื้อ 

 
4. การศึกษาการเจริญเติบโตและอัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในหองปฏิบัติการ 
 

ทําการบันทึกอัตราการรอดตายของกุงในแตละชุดการทดลอง ในวันท่ี 0, 40 และ 55 
ของการทดลองและสุมช่ังน้ําหนักกุงเม่ือกุงมีอายุ 25 วัน และเม่ือส้ินสุดการทดลองท่ี 55 วัน  หลัง
ส้ินสุดการทดลองวิเคราะหความแตกตางทางดานสถิติและเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยใชวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป
ทางสถิติ (อนันตชัย, 2542) 

 
5. การวิเคราะหคุณสมบัติของนํ้า 

  
ในระหวางทําการทดลอง เก็บตัวอยางน้ําจากถังทดลองมาวิเคราะหในหองปฏิบัติการ

ทุกสัปดาหโดยคาพารามิเตอรและวิธีการวิเคราะห  ไดระบุไวในการทดลองท่ี 1 
 

6. การศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไม 
 

การศึกษาระดับภูมิคุมกันในแตละชุดการทดลอง ทําการสุมกุงในแตละชุดการทดลอง
ซํ้าละ 3 ตัว โดยเจาะเลือดจากแองเลือด (ventral sinus) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉีดยาซ่ึง
ภายในบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัว (anticoagulant) (อัตราสวนเลือดตอสารปองกันเลือดแข็งตัว 
เทากับ 1:2) หลังจากการเล้ียงเปนเวลา 55 วัน นําเลือดท่ีไดไปวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือด  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของ
เม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิต superoxide dismutase  ตามวิธีการที่
ระบุไวในการทดลองท่ี 1 
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7. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในแตละชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารสําเร็จรูป

ปกติ ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําสภาพปกติ, ชุดการทดลองท่ีมีการใหอาหารสําเร็จรูปปกติ  แต
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตรและชุดการทดลองท่ีมี
การใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ําควบคุมใหอยูในระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยวิเคราะหขอมูล
ปริมาณเม็ดเลือดรวม กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง กิจกรรมของกระบวนการกลืน
กินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase และการผลิตเอนไซม 
superoxide dismutase วิเคราะหความแตกตางทางสถิติ โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน 
(Analysis of  variance) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียระหวางชุดทดลอง โดยใชวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test (DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (อนันตชัย, 
2542) 
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สถานท่ีและระยะเวลาทําการวิจัย 
 
1.  สถานท่ีทําการวิจัย 
 

ศูนยวิจัยธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
 
2.  ระยะเวลาทําการวิจัย  
 
 ดําเนินการทดลองระหวางเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2552 – มิถุนายน พ.ศ. 2553 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
  ผลการศึกษาในคร้ังนี้จะนําไปประยุกตใชในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม ซ่ึงจะทําใหการเล้ียง
มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยกุงขาวแวนนาไมควรจะมีการเจริญเติบโตดีข้ึน และ/หรือมีอัตราการ
รอดตายเพิ่มข้ึนกวาการเล้ียงแบบปกติ ซ่ึงจะมีผลใหเกษตรกรมีรายไดและผลกําไรมากข้ึน ทําให
อุตสาหกรรมเพาะเล้ียงกุงในประเทศไทยมีการพัฒนาตอไปไดอยางยั่งยืน  
 

แหลงทุนสนับสนุน 

 
 บริษัท CISCHEM AGRICULTURE.CO.,LTD  ประเทศไทย 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีละลายในน้าํปกต ิตอการ
เจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไมใน
หองปฏิบตัิการ 
 

1.1  การเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย 
 

หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 15  ดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและ
อาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  
พบวา หลังจากการเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลา 40 วัน กุงในชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีน้ําหนัก
เฉล่ีย 3.52 ± 0.56 กรัม มากกวากุงในชุดควบคุม ซ่ึงมีน้ําหนักเฉล่ีย 2.51 ± 0.26 กรัม  อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และหลังจากเล้ียงกุงเปนระยะเวลา 60 วัน กุงในชุดการทดลองท่ีไดรับ
สารเมทัลโลโปรตีนมีน้ําหนักเฉล่ีย 5.72 ± 0.98 กรัม มากกวากุงในชุดควบคุม ซ่ึงมีน้ําหนักเฉลี่ย 
4.71 ± 1.80 กรัม  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางท่ี 1, ภาพท่ี1) 
 
ตารางท่ี 1  น้ําหนักเฉล่ียกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนหลังจาก 

    การเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลา 40 และ  60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  

      น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) 

      เวลาเล้ียง (วัน)     ชุดควบคุม  ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 

         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) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุม และชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล 
 โปรตีนตลอดระยะเวลาการเล้ียง 40 และ 60 วัน 
 
กุงขาวแวนนาไมชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนและกลุมควบคุมมีอัตราการรอดตายไม

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 2 และภาพที่ 2 โดยอัตราการรอด
ตายในกลุมทดลองและกลุมควบคุมท่ีเวลา 20, 40 และ 60 อยูในระดับท่ีสูงมาก คือมีกุงตายเพียง
เล็กนอยและคอยๆเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเล้ียงท้ังสองกลุมทดลอง โดยท่ีระยะเวลา 60 วัน ชุด
ควบคุมมีอัตราการรอดตาย 88.50 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีชุดทดลองมีอัตราการรอดตาย 89.50 
เปอรเซ็นต  

 

ตารางท่ี  2  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล 
     โปรตีนหลังจากเล้ียงกุงขาวเปนระยะเวลาการเล้ียง  60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน      
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

0

2

4

6

8

 40 วัน  60 วัน

ชุดควบคุม

เมทัลโลโปรตีน

   เวลาเล้ียง(วัน) 

  อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

           ชุดควบคุม               ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 

           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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ชุดควบคุม
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    a        a    a        a     a        a   a       a 

 ระยะเวลา 

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุม และชุดท่ีไดรับสาร  

  เมทัลโลโปรตีนตลอดระยะเวลาการเล้ียง  60 วัน 
 
1.2  การตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม 

 
หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวา 15  ดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและ

อาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  ท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
เปนระยะเวลา 60 วัน   ศึกษาระดับภูมิคุมกันโดยวิเคราะหปริมาณของเม็ดเลือดรวม  การทําลาย
แบคทีเรียของน้ําเลือด  กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง  กิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase และการผลิต superoxide dismutase  มีผลการทดลองดังนี้ 
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

    ชุดการทดลอง 

      b 

THC (x 106เซลลตอมิลลิลิตร) 

     a 

1)  ปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวา กุงชุดท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร 
เมทัลโลโปรตีน มีปริมาณเม็ดเลือดรวม 3.02 ± 0.35 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร มีคาสูงกวากุงในชุด

ควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ มีปริมาณเม็ดเลือดรวม 1.84 ± 0.31 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงไวในตารางที่ 3 และภาพที่ 3 
 
ตารางท่ี  3   ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ  
            ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

       
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 

 

 

  

 
ภาพท่ี  3  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ 

  ชุดไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

 ชุดการทดลอง       ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) 
 ชุดควบคุม               1.84 + 0.3b 
 ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน             3.02 + 0.35a 
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

2)  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนเวลา 60 วัน พบวา กุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโล
โปรตีน  มีระดับการเจือจางของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  50 เปอรเซ็นต เทากับ 
1:8  สวนกุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ มีอัตราสวนความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถ
ลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  50 เปอรเซ็นต เทากับ 1:4  ดังแสดงไวในตารางท่ี 4 และภาพท่ี 4 

 
ตารางท่ี  4  ความเขมขนของซีรัมของกุงขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได  
                  50 เปอรเซ็นต ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4   ความเขมขนของซีรัมของกุงขาวแวนนาไมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได   
                50 เปอรเซ็นต ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสาร เมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
 
 

    ชุดการทดลอง       ความเขมขนของซีรัม 
 ชุดควบคุม        1:4 
 ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน      1:8 

 ชุดการทดลอง 

    ความเขมขนของซีรัม 
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เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (เปอรเซ็นต) 

3)  กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน พบวากุงชุดท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน  มีรอยละของเม็ดเลือดขาวท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมเทากับ 21.30 + 4.36     

สูงกวากุงในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ ซ่ึงมีรอยละของเม็ดเลือดขาวท่ีกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมเทากับ 18.20 + 3.29 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  ดังแสดงในตารางท่ี 5 และ
ภาพท่ี 5 

 
ตารางท่ี 5   กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ
      สารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

          
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 
ภาพท่ี 5     กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและ     
     ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

0
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

            ชุดการทดลอง                    รอยละของเม็ดเลือดขาว 
             ท่ีเกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
  ชุดควบคุม                  18.20 + 3.29b 
  ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน           21.30 + 4.36a 

   ชุดการทดลอง

   a 
      b 

เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (เปอรเซ็นต) 
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4)  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวากุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน  มีปริมาณเอนไซม phenoloxidase เทากับ 312.65 + 6.71 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน สูงกวากุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติเทากับ 272.85 ± 5.42 หนวยตอนาที
ตอมิลลิกรัมโปรตีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงไวในตารางท่ี 6 และภาพท่ี 6 

 
ตารางท่ี  6    ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไม ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ 
                    สารเมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 

  
  หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวตั้งเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
        อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

ภาพท่ี  6   ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสาร 
    เมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
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           ชุดการทดลอง                    Phenoloxidase activity  
                   หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 
       ชุดควบคุม                           272.85 + 5.42b 
       ชุดท่ีไดรับสาร เมทัลโลโปรตีน                            312.65 + 6.71a 

   b 
  a 

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase   
(หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

       ชุดการทดลอง
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ชุดควบคุม เมทัลโลโปรตีน

5)  การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน พบวา กุงท่ีไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติผสมสาร 
เมทัลโลโปรตีน  มีปริมาณเอนไซม superoxide dismutase เทากับ 39.75 + 3.43  หนวย SOD ตอ 
มิลลิลิตร สูงกวากุงในชุดควบคุมซ่ึงไดรับอาหารสําเร็จรูปปกติ เทากับ 28.52 + 3.39  หนวย SOD 
ตอ มิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  ดังแสดงไวในตารางที่ 7 และภาพที่ 7 

 
ตารางท่ี  7  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ี 
                 ไดรับสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 60 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน   
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 7  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ  
               สารเมทัลโลโปรตีน เปนระยะเวลา 60 วัน 

      ชุดการทดลอง                 การผลิตเอนไซม  superoxide dismutase 
                            หนวย SOD ตอ มิลลิลิตร 

   ชุดควบคุม                     28.52 + 3.39b 
   ชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน                   39.75 + 3.43a 

    b 

    a 

ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase  
(หนวย SOD/มิลลิลิตร) 

   ชุดการทดลอง
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6)  การศึกษาความตานทานตอเช้ือแบคทีเรีย V.  harveyi  ในหองปฏิบัติการ 
 

หลังจากการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารสําเร็จรูปปกติและอาหารสําเร็จรูปปกติ

ผสมสารเมทัลโลโปรตีน ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 60 วัน เม่ือทดสอบความตานทานตอเชื้อ
แบคทีเรียโดยการฉีด V. harveyi  ปริมาณ 5.3 × 106 CFU ตอมิลลิลิตร พบวา กุงท่ีไดรับอาหาร
สําเร็จรูปปกติผสมสารเมทัลโลโปรตีน  มีอัตราการรอดตายเทากับ 60.00 + 1.00 เปอรเซ็นตแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับกุงในกลุมควบคุมซ่ึงมีอัตรารอดเทากับ 86.67 + 0.58  
เปอรเซ็นต  ดังแสดงไวในตารางท่ี 8, ภาพท่ี 8  
 
ตารางท่ี  8  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไม ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโล  
                  โปรตีนเปนระยะเวลา 60 วันเม่ือไดรับเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi   เทากับ  
       5.3 × 106  CFU ตอมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  

 
 หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
        อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
  

             ชุดการทดลอง                อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
        ชุดควบคุม                               60.00 + 1.00b 
          ชุดที่ไดรับสารเมทัลโลโปรตีน                         86.67 + 0.58a 
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ภาพท่ี  8  อัตราการรอดตายของกุงขาวแวนนาไม เม่ือไดรับเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi    
              เทากับ 5.3 × 106 CFU ตอมิลลิลิตร ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ในชุดควบคุมและชุดท่ีไดรับ  
              สารเมทัลโลโปรตีน  เปนระยะเวลา 60 วัน 
 

อาการภายนอกของกุงท่ีไดรับเช้ือ V. harveyi  พบวากุงเร่ิมแสดงอาการปวยภายหลังจาก
ไดรับเช้ือ 48 ชั่วโมง โดยกุงไมมีการเคล่ือนไหวและไมมีปฏิกิริยาตอบสนองตอส่ิงเราตางๆ และ
ตายในท่ีสุด กุงในชุดควบคุมตายมากกวากุงในชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน เม่ือเพาะเชื้อ
แบคทีเรียจาก hepatopancreas ของกุงที่แสดงอาการปวย พบเช้ือแบคทีเรียข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
TCBS (ภาพที่ 9) ซ่ึงเปนอาหารจําเพาะกับแบคทีเรียสกุล Vibrio sp. จากการสังเกตกุงท่ีฉีดเช้ือ

แบคทีเรีย (ภาพท่ี 10) และฉีดดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต พบการเกิด melanin สีดําแทรกอยูใน
กลามเนื้อบริเวณท่ีฉีดดวยเข็มฉีดยา (ภาพท่ี 11) สอดคลองกับการศึกษาของ Fontaine and Lightner 
(1975) พบวาเม่ือกุงไดรับอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม ปฏิกิริยาแรกท่ีกุงมีการตอบสนองตอส่ิง

แปลกปลอม คือ เซลลเม็ดเลือดจะเคล่ือนท่ีไปยังบริเวณท่ีเกิดการบาดเจ็บและเกิดกระบวนการกลืน
กินส่ิงแปลกปลอมข้ึน หลังจากนั้นจะเกิดปฏิกิริยา nodule formation และ encapsulation สังเกตได
จากจะพบเซลลเม็ดเลือดมาลอมรอบบริเวณท่ีไดรับการบาดเจ็บ และจะมี cellular infiltration และ
encapsulation เกิดโครงขายของ fibroblast หนาแนนข้ึน และมี collagen like fibers เกิดเปนแผล
ถาวรข้ึน 

 
 
 

    ชุดการทดลอง

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

      b 

      a 
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ภาพท่ี 9   โคโลนีของแบคทีเรีย Vibrio  harveyi  บนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS ที่แยกไดจากกุงท่ีแสดง
   อาการปวย หลังจากฉีดเช้ือ Vibrio  harveyi   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10    การฉีดเชื้อแบคทีเรีย Vibrio harveyi เขาทางกลามเนื้อลําตัว ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอตัว 
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 ภาพท่ี 11  ลักษณะของเม็ดสี melanin ที่ลอมรอบเช้ือแบคทีเรีย Vibrio harveyi บริเวณท่ีถูกฉีด 

    เขาทางกลามเนื้อลําตัว (ลูกศรชี้) 
 
คุณสมบัติของน้ําในระหวางการทดลองเปนระยะเวลา 60 วัน แสดงไวในตารางท่ี 9 โดยทํา

การวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําทุกสัปดาห ไดแก อุณหภูมิ ความเปนกรดเปนดางหรือพีเอช  ปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา ความเค็ม คาความเปนดางรวม ความกระดาง แอมโมเนียรวมและไนไตรท 
พบวาคุณสมบัติของน้ําท่ีใชเล้ียงกุงตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษาในทุกชุดการทดลองอยูในระดบัท่ี

เหมาะสมสําหรับการเล้ียงกุงขาวแวนนาไม (ชลอ และพรเลิศ, 2547) 
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ตารางท่ี 9    คุณสมบัติของนํ้าในระหวางการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับสารเมทัลโล       
       โปรตีนและกลุมควบคุม นาน 60 วัน 

 
  หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึงมีความ
        แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 

คุณสมบัติของน้ํา 

       ชุดการทดลอง 

 
 

    ชุดควบคุม                เมทัลโลโปรตีน 

      พิสัย                        คาเฉล่ีย       พิสัย                      คาเฉล่ีย 

อุณหภูมินํ้า  

(องศาเซลเซียส)     เชา       27.4-29.3               28.4±0.7a  
 
   28.6-29.3              28.9±0.2a 

                 บาย   29.4-31.3            30.8±1.1a     27.2-31.3              29.5±1.4a
 

พีเอช                      เชา   8.0-8.4                   8.2±0.1a      8.0-8.4                 8.2±0.1a
 

                บาย   8.0-8.4                   8.2±0.1a      8.0-8.4                 8.2±0.1 a
 

ออกซิเจนที่ละลายนํ้า   

(มิลลิกรัมตอลิตร)  เชา   6.2-7.8        6.9±0.5a     6.0-7.9                6.9±1.3a
 

                บาย   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

 

การนําไฟฟา   

(มิลลิซิเมนตตอ 
เซนติเมตร) 

   
41.8-48.6      42.1±2.0a  

 
  38.9-41.1               39.8±0.7a

 

ความเปนดางรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
 
 84.7-147.3     97.8±28.0a  

 
  88.7-128.7             99.9±13.4a 

ความกระดางรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
4081.2-5939.7     5010.5±1558.5a  

 
 4356.0-5849.2     5103.0±1193.2a

 

แอมโมเนียรวม 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

   
 0.1-0.7                   0.4±0.2a  

 
     0.2-0.7        0.4±0.2a

 

ไนไตรท 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
 0.01-0.03       0.02±0.01a  

 
    0.01-0.03       0.02±0.01a

 



 56 

 

 2.  การศึกษาผลของสารเมทัลโลโปรตีน ตอการเจริญเติบโต การรอดตายและการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม ในสภาพท่ีออกซิเจนอยูในระดับต่ํา 
 

2.1  การเจริญเติบโตและอัตราการรอดตาย 
 

หลังจากเลี้ยงกุงขาวแวนนาไมน้ําหนักเฉล่ีย 7.5 ± 0.5 กรัม โดยใหอาหารผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน ในการเล้ียงเปนเวลา 25 วัน  น้ําหนักตัวเฉล่ียของกุงขาวแวนนาไมท้ัง 3 ชุดการ
ทดลอง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) แตหลังจากเล้ียงกุงเปนระยะเวลา 55 วัน กุงชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ-ออกซิเจนปกติมีน้ําหนักเฉล่ียสูงท่ีสุด 15.00 ± 1.36 กรัม แตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า-อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนซ่ึงมี
น้ําหนักเฉล่ีย  12.11 ± 1.13 กรัม และชุดท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า-อาหารปกติ ซ่ึงมีน้ําหนักเฉล่ีย  12.00 
± 2.85 กรัม (ตารางท่ี 10, ภาพที่ 12) 
 
ตารางท่ี 10   น้ําหนักเฉล่ียกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและชุด
         ท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ท่ี                     
                     ระยะเวลา 25 และ 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

             น้ําหนักเฉล่ีย (กรัม) 
   เวลาเล้ียง (วัน)     
                   อาหารปกติ,         อาหารปกติ           อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน,  
              ออกซิเจนปกติ       ออกซิเจน 3-4                   ออกซิเจน 3-4 
          มิลลิกรัมตอลิตร          มิลลิกรัมตอลิตร 
    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) กุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติ
      และชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ท่ี      
      ระยะเวลา 25 และ 55 วัน 

 
หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนระยะเวลา 40 วัน พบวา กุงท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า 

และไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน มีอัตราการรอดตายเฉล่ีย (78.89 ± 11.71 เปอรเซ็นต) สูง
กวาชุดทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ ท่ีสภาวะเดียวกัน (55.56 ± 23.41 เปอรเซ็นต) แตเม่ือเล้ียงกุงใน
สภาวะที่ไดรับออกซิเจนปกติและไดรับอาหารปกติ พบวามีอัตราการรอดตายเฉล่ียสูงท่ีสุดเทากับ 
95.56 ± 5.09 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) เม่ือส้ินสุดการ
ทดลองหลังจากเล้ียงเปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงชุดการทดลองที่ใหอาหารปกติ ในสภาวะท่ี
ไดรับออกซิเจนปกติ มีอัตราการรอดตายเฉล่ียสูงท่ีสุด เทากับ 84.44 ± 3.33 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวากุง
ท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าและไดรับสารเมทัลโลโปรตีน ซ่ึงมีอัตราการรอดตายเฉล่ียเทากับ 
61.11 ± 1.92 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตชุดการทดลองนี้มีอัตราการรอดตาย
สูงกวากลุมท่ีใหอาหารปกติในสภาวะเดียวกัน ซ่ึงมีอัตราการรอดตายเฉล่ียเพียง 45.56 ± 3.85 

เปอรเซ็นต โดยแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 11, ภาพท่ี 13) อัตราการรอด
ตายของกุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารปกติ  ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนปกติ สูงกวาชุดการ
ทดลองอ่ืนๆท่ีเล้ียง ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า เนื่องจากออกซิเจนในระดับท่ีสูงกวา 4 มิลลิกรัม
ตอลิตรตลอดระยะเวลา กุงจะมีการเจริญเติบโตดีและแข็งแรงทําใหมีอัตราการรอดตายสูง 
สอดคลองกับการทดลองของ Ocampo et al. (2000) พบวา กุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับออกซิเจน 5.8 
มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการรอดตาย 77-82 เปอรเซ็นต สวนกลุมท่ีไดรับออกซิเจน 2.6 มิลลิกรัม
ตอลิตร มีคาเทากับ 68-85 เปอรเซ็นต  แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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10 
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18 

 25 วัน  55 วัน

อาหารปกติ-
ออกซิเจนปกติ

อาหารปกติ-
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สารเมทัลโลโปรตีน-
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ระยะเวลา 

อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 

   b 
    c 

    a   a 

  a 
a 

 a 
  a 

 a 

เม่ือเล้ียงในสภาพท่ีมีออกซิเจนต่ํา กลุมท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีนจะมีอัตราการรอดตาย
สูงกวากลุมท่ีไดรับอาหารปกติ เนื่องจากสารน้ีเปนเมทัลโลโปรตีนท่ีสําคัญในกลุมขนสงออกซิเจน
ซ่ึงพบในตัวกุง ทําหนาท่ีในการลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบสําคัญในกระบวนการ
หายใจ กุงท่ีไดรับสารนี้จะมีอัตราการรอดตายสูง เม่ืออยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า 
 
ตารางท่ี 11   อัตราการรอดตายกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและ
        ชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ที่                    
                     ระยะเวลา 40 และ 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน 
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  อัตราการรอดตายกุงขาวแวนนาไมในชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารและออกซิเจนปกติและ
     ชุดท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนระดับตํ่า ที่                    
                 ระยะเวลา 40 และ 55 วัน 

     อัตราการรอดตาย (เปอรเซ็นต) 
   เวลาเล้ียง (วัน)                 อาหารปกติ       อาหารปกติ            อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน  
   ออกซิเจนปกติ       ออกซิเจน 3-4                      ออกซิเจน 3-4  
          มิลลิกรัมตอลิตร                 มิลลิกรัมตอลิตร 
       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  การตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะของกุงขาวแวนนาไม 
 

จากการศึกษาทางดานการตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไมที่ไดรับ

อาหารและออกซิเจนปกติ รวมท้ังกลุมท่ีไดรับอาหารปกติและสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ี

ไดรับออกซิเจนท่ีระดับตํ่า เปนระยะเวลา 55 วัน โดยวิเคราะหปริมาณเม็ดเลือดรวม การทําลาย
แบคทีเรียของน้ําเลือดกุง  กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง เอนไซม 
phenoloxidase และการผลิตเอนไซม superoxide dismutase ในระหวางการทดลองมีการควบคุม
อุณหภูมิ   ใหอยูระหวาง  29 ± 1 องศาเซลเซียส ดวย heater    รักษาระดับพีเอชของน้ําท่ี 7.8-8.0  
ความเค็มของน้ําประมาณ 25 พีพีทีใหอากาศในชุดควบคุมอยางเพียงพอ และควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายในนํ้าในชุดท่ีไดรับออกซิเจนต่ําใหอยูระดับ 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร ตลอด

ระยะเวลา 
 

1)  ปริมาณของเม็ดเลือดรวม 
 

หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมเปนระยะเวลา 55 วันดวยอาหารปกติและออกซิเจน
ปกติและชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า  
พบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ ออกซิเจนปกติ มีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูง
ท่ีสุดเทากับ 25 ± 2.40 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แตไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
กับกุงท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีคาเทากับ 24.22 ± 
2.91 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แตปริมาณเม็ดเลือดรวมของกุงท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) กับชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนต่ํา ซ่ึงมีคา
ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉล่ียตํ่าท่ีสุดเทากับ  19.74 ± 3.43 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 12, ภาพท่ี 
14) ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํามีความสําคัญเกี่ยวของตอการกินอาหาร การเจริญเติบโตและสุขภาพกุง  
หากปริมาณออกซิเจนที่ละลายในนํ้าอยูในระดับปกติ กุงจะแข็งแรงและเจริญเติบโตดี แตเม่ือ
ปริมาณออกซิเจนในบอเล้ียงกุงอยูในระดับท่ีต่ํา ซ่ึงมักจะพบในบอท่ีมีการปลอยกุงหนาแนน มี
เคร่ืองใหอากาศไมเพียงพอ โดยเฉพาะในชวงทายของการเลี้ยง  การสะสมจากเศษอาหารท่ีเหลือ
และของเสียท่ีกุงขับถายออกมา จุลินทรียจะมีการใชออกซิเจนในการยอยสลายสารอินทรีย (ชลอ, 
2543) ทําใหปริมาณออกซิเจนลดลงอาจจะถึงสภาวะการขาดออกซิเจนในบอเล้ียงกุงซ่ึงจะพบในปริ
เวณท่ีมีการสะสมตะกอนเลนกลางบอและบริเวณชานเลน  มีผลทําใหสุขภาพกุงออนแอ ระบบ
ภูมิคุมกันซ่ึงเกี่ยวของโดยตรงกับการทํางานของเม็ดเลือดจะลดลง  สอดคลองกับการทดลองของ 
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 Jiang et  al. (2005) ซ่ึงพบวากุงขาวแวนนาไมกลุมท่ีอยูในสภาวะขาดแคลนออกซิเจน 
(hypoxia) จะมีปริมาณเม็ดเลือดรวมลดลงอยางมีนัยสําคัญและคงท่ีหลังจาก 24 ช่ัวโมงและกลุมท่ี
ไดรับออกซิเจนในปริมาณเพียงพอจะไมมีการเปล่ียนแปลงของปริมาณเม็ดเลือดรวม อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  

 
อยางไรก็ตามรงควัตถุท่ีเกี่ยวของกับการหายใจในตัวกุงซ่ึงทําหนาท่ีหลักในการจับ

ออกซิเจน ไดแก ฮีโมไซยานิน  ซ่ึงมีโลหะที่เปนองคประกอบรวมไดแก ทองแดง (Cu) มีหนาท่ีใน
การลําเลียงและเก็บกาซออกซิเจนซ่ึงเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญในกระบวนการหายใจก็จัดอยูในกลุมของ

เมทัลโลโปรตีนเชนกัน เมทัลโลโปรตีนเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการหายใจ เม่ือกุงไดรับเมทัลโล
โปรตีนซ่ึงมีทองแดงเปนองคประกอบรวมเพิ่มเขาไปในรางกาย จะเปนหนทางท่ีจะชวยใหกุงมี

ความสามารถในการดึงออกซิเจนจากน้ําและลําเลียงไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพ ในชวงท่ีมี
ปริมาณออกซิเจนนอย และยังชวยเสริมสรางระบบภูมิคุมกันในตัวกุง เนื่องจากไปกระตุนการสราง
จํานวนเม็ดเลือดท้ังหมดใหสูงข้ึน   

   
ตารางท่ี  12   ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉล่ีย (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมชุดการ 
         ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน 
         เปนระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
  

 ชุดการทดลอง               ปริมาณเม็ดเลือดรวม 
                                   (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) 

   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                          25.00 ± 2.40a  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร            19.74 ± 3.43b   
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน              24.22 ± 2.91a 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร             
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ภาพท่ี 14  ปริมาณเม็ดเลือดรวม (x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ี 

   ไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 
 

2) กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุง 
 
 กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดกุงขาวแวนนาไม เม่ือทําการเล้ียงเปน
ระยะเวลา 55 วัน พบวา ชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนต่ํา มีคาอัตราสวนการเจือจางต่ําท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 50 
เปอรเซ็นตเทากับ 1 : 8 แตกตางจากชุดการทดลองท่ีไมไดรับสารเมทัลโลโปรตีน ซ่ึงเล้ียงในสภาวะ
ออกซิเจนปกติและเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า ซ่ึงมีอัตราสวนการเจือจางต่ําท่ีสุดของซีรัมท่ีสามารถ
ลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย 50 เปอรเซ็นตเทากับ 1 : 4 (ตารางท่ี 13 และภาพท่ี 15)  เม่ือเล้ียงกุงใน
สภาวะออกซิเจนตํ่า กุงท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน มีกิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของ
น้ําเลือดกุงสูงกวากุงที่ไดรับอาหารปกติและมีคาสูงกวากุงที่เล้ียงในสภาวะออกซิเจนเพียงพอดวย 
โดยกุงมีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียดวยโปรตีนที่พบในเม็ดเลือดไดดีกวา เนื่องจากสาร
เมทัลโลโปรตีนมีองคประกอบของแรธาตุทองแดง โดยกุงตองใชทองแดงเปนองคประกอบของฮี
โมไซยานิน เพื่อจับและลําเลียงออกซิเจนไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม  เม่ือกุงรับทองแดงใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการจับออกซิเจนของฮีโมไซยานิน ทําใหกุงมีสุขภาพ
แข็งแรง มีผลดีตอระบบภูมิคุมกัน ปริมาณเม็ดเลือดรวมเพิ่มข้ึน เม็ดเลือดชนิด granular cell และ 
semi-granular cell จะบรรจุสารโปรตีนหรือเอนไซมซ่ึงใชในการตอตานแบคทีเรียกอโรค จะมีการ
หล่ังอยางรวดเร็วเม่ือเกิดกระบวนการ degranulation ของเซลลเม็ดเลือดและมีการตอบสนองอยาง
รวดเร็วตอแบคทีเรีย 
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 ตารางท่ี  13    ความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได 50 เปอรเซ็นตของ 
          กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสม 
          สารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15  ความเขมขนของซีรัมท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ V. harveyi  ได 50 เปอรเซ็นตของ 
     กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสาร          
     เมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 55 วัน 
 
 
 

 
 

 ชุดการทดลอง                   ความเขมขนของซีรัม 
   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                           1:4  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร              1:4  
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                      1:8 

   ชุดการทดลอง 

  ความเขมขนของซีรัม 
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3) กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม (Phagocytic activity) ของเม็ดเลือดกุง 
 

 หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนาไมดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน

ในสภาวะที่กุงไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงขาวชุดท่ีไดรับอาหาร
ปกติในสภาวะออกซิเจนปกติมีคากิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดสูงท่ีสุดเทากับ 
24.22 ± 1.99 เปอรเซ็นต โดยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับชุดท่ีไดรับอาหาร
ผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 23.56 ± 3.54 เปอรเซ็นต แตท้ัง 2 ชุด
การทดลอง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองที่ไมไดรับสาร
เมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 19.11 ± 2.71  (ตารางท่ี 14, ภาพท่ี 
16) กุงท่ีอยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า แตไดรับสารเมทัลโลโปรตีน  ปริมาณเม็ดเลือดรวมจะใกลเคียง
กับกุงท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีมีออกซิเจนปกติ ซ่ึงจะสงผลตอการทํางานในกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมของเม็ดเลือด สอดคลองกับการศึกษา Cheng et al. (2002) พบวา เม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับ
ออกซิเจนสูง (7.75 และ 4.75 มิลลิกรัมตอลิตร) จะไมมีการเปล่ียนแปลงของกระบวนการกลืนกิน
ส่ิงแปลกปลอมภายหลังส้ินสุดการทดลอง ท่ี 72 ช่ัวโมง แตเม่ือเล้ียงกุงท่ีระดับออกซิเจนต่ํา (2.75 
และ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร) กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมจะลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เม่ือเทียบกับการเล้ียงในออกซิเจนสูง ภายหลังการทดลองที่ 12 ช่ัวโมง  อยางไรก็ตามสารเมทัลโล
โปรตีนท่ีผสมในอาหาร  มีองคประกอบของแรธาตุทองแดง  โดยกุงตองใชทองแดงเปน
องคประกอบของฮีโมไซยานินในการจับออกซิเจน ดังนั้นสารเมทัลโลโปรตีนท่ีกุงไดรับจะชวย
เสริมสรางฮีโมไซยานิน สอดคลองกับการศึกษาของ บุญรัตน, 2553 พบวา กุงท่ีไดรับสารเมทัลโล
โปรตีน มีความเขมขนของออกซีฮีโมไซยานินสูงกวาชุดควบคุม หลังจากเล้ียงนาน 4, 8 และ 16
สัปดาห โดยสูงข้ึน 14.2 %, 23.2 % และ 56 % ตามลําดับ กุงสามารถดึงออกซิเจนจากน้ําและลําเลียง
ไปใชประโยชนในสภาวะท่ีออกซิเจนขาดแคลนในชวงทายๆ ของการเล้ียงได (บุญรัตน, 2553)  
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ตารางท่ี 14  กจิกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ี
        ไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะทีไ่ดรับออกซิเจนที่ระดับตางกนั เปน 
         ระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 
ภาพท่ี 16  กิจกรรมการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและ 
    ชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนใน  สภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน
     เปนระยะเวลา 55 วัน 
 
 
 

 ชุดการทดลอง                    รอยละของเม็ดเลือดขาว 
                            ที่เกิดการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม 
   อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ              24.22 + 1.99a  
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร            19.11 ± 2.71b  
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน            23.56 ± 3.54a 
    3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                  

       เม็ดเลือดกุงที่เกิดการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม 

          (เปอรเซ็นต) 

ชุดการทดลอง 

  b 
        a  a 
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4)  กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase 
 
  จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมหลังจาก
เล้ียงดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน

เปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน
ในสภาวะออกซิเจนตํ่ามีปริมาณของเอนไซม phenoloxidase เทากับ 296.58 + 28.73 หนวยตอนาที

ตอมิลลิกรัมโปรตีน ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับกุงขาวแวนนาไมชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนปกติซ่ึงมีคาเทากับ 287.04 ± 12.40 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน โดยปริมาณเอนไซม phenoloxidase ท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองที่ไดรับอาหารปกติในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคา
เพียง 265.48 ± 17.05  หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ตารางท่ี 15, ภาพท่ี 17) กุงขาวแวนนาไมท่ี
เล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า และไดรับสารเมทัลโลโปรตีน จะมีปริมาณเอนไซม phenoloxidase 
ใกลเคียงกับกลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนเพียงพอ โดยในสภาวะท่ีกุงไดรับออกซิเจนเพียงพอจะมี

การเปล่ียนแปลงของเอนไซม phenoloxidase เพียงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกุงท่ีเล้ียงในสภาวะ
ออกซิเจนตํ่า สอดคลองกับการศึกษาของ Cheng et al. (2002) พบวา ในสภาวะออกซิเจนเพียงพอ 
กุงจะไมมีการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase แตเม่ือเล้ียงกุงในสภาวะท่ี

ออกซิเจนลดตํ่าลงท่ี 4.75, 2.75 และ1.75 มิลลิกรัมตอลิตร กุงจะมีกิจกรรมของเอนไซม 
phenoloxidase ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ปริมาณเอนไซม phenoloxidase มีความสําคัญมากใน
การตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เนื่องจากเกี่ยวของกับระบบ 
phenoloxidase activating system เปนการทําลายเช้ือโรคและควบคุมการกระจายของเช้ือโรคภายใน
ตัวกุงโดยเอนไซม phenoloxidase (PO) ท่ีอยูในรูป pro-enzyme ท่ีเรียกวา prophenoloxidase 
(proPO) และเอนไซมกลุมserine protease (Perrazzolo and Barracco, 1997) จะทํางานรวมกันอยาง
มีระบบ โดยเร่ิมจาก prophenoloxidase เปล่ียนเปน phenoloxidase จะไปออกซิไดซสารกลุมฟนอล 
(phenol) ใหเปนสารควิโนน (quinone) แลวเปล่ียนเปนเมลานินในท่ีสุด หนาท่ีของเมลานินจะชวย
ยับยั้งหรือปองกันการเติบโตของแบคทีเรีย โดยไปลอมรอบอนุภาคของแบคทีเรียไมใหเจริญเติบโต 
สารประกอบสุดทายของกระบวนการนี้ไดสารตอตานแบคทีเรีย (antibacterial substance) (Hose  et 
al., 1987)  โดยเอนไซม prophenoloxidase อยูในกรานูลในไซโทพลาซึมของเม็ดเลือดถึง 90 
เปอรเซ็นต รวมถึงในซีรัมของกุง (Perrazzolo and Barracco, 1997) 
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จากการศึกษาของ Söderhäll and Smith (1983 b) ไดทําการแยกเซลลเม็ดเลือดของสัตวใน
กลุม crustacean หลายชนิดโดยใชสารละลาย Percoll 60 เปอรเซ็นต พบวาเซลลเม็ดเลือดชนิด 
granular cell มีปริมาณเอนไซม prophenoloxidase สูงถึง 1,249.51 ± 313.36 หนวยตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน สวนใน hyaline cell มีปริมาณเอนไซม prophenoloxidase คอนขางต่ํา คือ 198.95 
± 78.75 หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนแตการทํางานของ hyaline cell มีหนาท่ีเกี่ยวของโดยตรง
กับกระบวนการกําจัดส่ิงแปลกลอมโดยกระบวนการกลืนกิน (Söderhäll and Smith, 1986) 

 
 Moullac et al. (1998) พบวาปฏิกิริยาของเอนไซม ProPO ในพวกครัสเตเชียนลดลงเม่ืออยู
ในสภาวะเครียด คุณภาพน้ําก็มีผลเกี่ยวเนื่องดวยเชนกันเนื่องจากกุงขาวเปนสัตวเลือดเย็นดังนั้น
คุณภาพน้ํามีผลกระทบกับองคประกอบเลือดและระบบภูมิคุมกัน  

ตารางท่ี  15   ปริมาณเอนไซม phenoloxidase ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหาร 
        ปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ี         
        ระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
หมายเหตุ   คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
      อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 
 

 
 

 ชุดการทดลอง     Phenoloxidase activity  
                                               (หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 
    อาหารปกติ-ออกซิเจนปกติ                 287.04 ± 12.40a 
   อาหารปกติ-ออกซิเจน 3-4 มิลลิกรัมตอลิตร                   265.48 ± 17.05b 
   อาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน-ออกซิเจน              296.58 ± 28.73a 
   3-4 มิลลิกรัมตอลิตร             
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ภาพท่ี  17    ปริมาณเอนไซม phenoloxidase (หนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของกุงขาว 
        แวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสาร 
        เมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
5) การศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase 
 

 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม superoxide dismutase หลังจากเล้ียงกุงขาวแวนนา
ไมดวยอาหารปกติและอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกัน

เปนระยะเวลา 55 วันพบวากุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนปกติ มีคาสูงท่ีสุดเทากับ  44.68 ± 3.26 หนวย SOD ตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกับชุดการ
ทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 42.25 
± 4.59 หนวย SOD ตอ มิลลิลิตร (P>0.05) และปริมาณเอนไซมท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติในสภาวะท่ีไดรับ
ออกซิเจนตํ่าซ่ึงมีคาเทากับ 37.03 ± 3.35 หนวย SOD ตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 16, ภาพท่ี 18) ปริมาณ
เอนไซม superoxide dismutase จะทําหนาท่ีในการเปล่ียน superoxide anion ท่ีเพ่ิมข้ึนจากการ
ทํางานของเซลลเม็ดเลือดในกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดไปเปน hydrogen 
peroxide ซ่ึงสามารถทําลายเช้ือโรคได กุงจะผลิตเอนไซมนี้ เพื่อทําหนาท่ีปองกันเซลลจาก
กระบวนการที่ไมพึงปรารถนา เชนความเครียด เช้ือโรคหรือส่ิงท่ีทําใหเกิดโรค เอนไซม superoxide 
dismutase มีความสําคัญตอกุง จึงใชเปนเคร่ืองหมายในการประเมินถึงประสิทธิภาพของสาร
กระตุนภูมิคุมกันบางชนิด ดังนั้น superoxide dismutase จึงเปนเอนไซมหลักสําหรับกุง  
 

ปริมาณเอนไซม phenoloxidase   
(หนวย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน) 

ชุดการทดลอง

        a      b 
  a 
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ตารางท่ี  16  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase ของกุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับ 
       อาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจน 
       ท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 

 
  หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวตั้งเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกัน หมายถึงมีความแตกตางกัน
       อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี  18  ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase (หนวย SOD ตอมิลลิลิตร) ของ 
      กุงขาวแวนนาไมชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติและชุดท่ีไดรับอาหารผสม 

     สารเมทัลโลโปรตีนในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับตางกันเปนระยะเวลา 55 วัน 
  
 

          ชุดการทดลอง      การผลิตเอนไซม  superoxide dismutase 
                      (หนวย SOD/ มิลลิลิตร) 

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

ปริมาณเอนไซม superoxide dismutase  
(หนวย SOD/มิลลิลิตร) 

 ชุดการทดลอง

     a 
  b 

 a 
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จากการศึกษาระดับภูมิคุมกันของกุงขาวแวนนาไมพบวากุงขาวท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจน

ปกติ จะมีระดับภูมิคุมกัน ไดแก ปริมาณเม็ดเลือดรวม  กิจกรรมของกระบวนการกลืนกินส่ิง
แปลกปลอมของเม็ดเลือด ปริมาณเอนไซม phenoloxidase และปริมาณเอนไซม superoxide 
dismutase สูงกวากุงในกลุมท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า เนื่องจากปริมาณออกซิเจนมีความสําคัญ
กับภูมิคุมกันกุง สอดคลองกับการทดลองของ Cheng et al. (2002) พบวา เม่ือเล้ียงกุงกามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii) ท่ีออกซิเจนปริมาณ 1.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง 
กุงจะมีความไวตอการติดเช้ือแบคทีเรียกอโรค Enterococcus sp. สูงกวาปริมาณออกซิเจนที่ระดับ 
2.75 มิลลิกรัมตอลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้เม่ือกุงไดรับออกซิเจนท่ีระดับดังกลาว 
เปนระยะเวลา 120 ช่ัวโมง กุงกามกรามจะมีปริมาณเม็ดเลือดรวม, เม็ดเลือดชนิด hyaline cell และ
กิจกรรมของเอนไซม phenoloxidase ลดลง เม่ือเทียบกับปริมาณออกซิเจน 4.75 มิลลิกรัมตอลิตร 
และเม่ือกุงในชุดการทดลองที่เล้ียงในปริมาณออกซิเจนตํ่า ไดรับสารเมทัลโลโปรตีนจะพบวามี
ระบบภูมิคุมกันใกลเคียงกับกุงขาวท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนปกติ เนื่องจากสารเมทัลโลโปรตีนท่ี
ใชในการทดลองเปนสารประกอบเมทัลโลโปรตีนในกลุมขนสงออกซิเจน ประกอบดวย
โลหะทองแดง เม่ือกุงท่ีเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่าไดรับสารนี้ จะใชเปนแหลงของแรทองแดงใน
โปรตีนท่ีพบในน้ําเลือดกุง ทําหนาท่ีขนสงและลําเลียงกาซออกซิเจน จากผลการศึกษา Lee and 
Shiau (2002) พบวา เม่ือใหอาหารผสมทองแดงกับกุง Penaeus monodon ท่ีระดับ 10-30 มิลลิกรัม 
ทองแดงตออาหาร 1 กิโลกรัมกุงจะมีน้ําหนักตัว, ประสิทธิภาพการกินอาหาร, ปริมาณเม็ดเลือดรวม 
และอัตราการผลิต superoxide anion ดีกวากุงท่ีไดรับอาหารผสมทองแดงท่ีระดับมากกวา 40 
มิลลิกรัมทองแดงตออาหาร 1 กิโลกรัมและกลุมท่ีไมไดรับอาหารผสมทองแดง อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) 

 
ผลการศึกษาการวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําในระหวางการทดลองเปนระยะเวลา 55 วัน 

แสดงไวในตารางท่ี 17 โดยทําการวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําทุกสัปดาห ไดแก อุณหภูมิ ความเปน
กรดเปนดาง หรือ พีเอช ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา ความเค็ม คาความเปนดางรวม ความ
กระดาง แอมโมเนียรวม และไนไตรท  
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  ตารางท่ี 17  คุณสมบัติของน้ํา ในหองปฏิบัติการของกุงขาวแวนนาไม ท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน 
         ในระดับตางกัน  ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 55 วัน 
      

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีกํากับดวยอักษรแตกตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึง 
     มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

             ชุดการทดลอง 

คุณสมบัติของน้ํา  อาหารปกติ, ออกซิเจนปกติ เมทัลโลโปรตีน, ออกซิเจนตํ่า อาหารปกติ, ออกซิเจนตํ่า 

       พิสัย                คาเฉล่ีย       พิสัย                 คาเฉล่ีย     พิสัย                คาเฉล่ีย 
อุณหภูมินํ้า  
(องศาเซลเซียส) 
       เชา 

 
  
 28.3-29.3           28.9±0.3a  

 
   
 28.6-29.3           28.6±0.4a 

 
   
29.0-29.5         29.3±0.1a 

                     บาย   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             เชา   7.9-8.3              7.9±0.4a      8.1-8.5             8.4±0.1a     8.2-8.6          8.5±0.1a 
       บาย   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 

   

(มิลลิกรัมตอลิตร) 
        เชา    

   
  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 

       บาย   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 
การนําไฟฟา    
(มิลลิซิเมนตตอ 
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 

ความเปนดางรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

 
 85.3-139.2       97.8±27.0a  

 
 89.7-118.5        101.2±15.3a 

 
 91.1-119.9   109.3±12.6a 

ความกระดางรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

 
4070.9-5850.3 5019.7±1467.3a  

 
4279.1-5473.0 4010±1098.7a 

�  
4339.7-5601.4 5124.2±1002.6a

 

แอมโมเนียรวม 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

   
 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 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

  
 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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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. การทดลองใหอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนแกกุงขาวแวนนาไมระยะโพสลารวาเปน
เวลา 60 วัน พบวา กุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 
กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีน้ําหนักตัวเฉล่ียสูงกวากุงชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารปกติ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แตมีอัตราการรอดตาย ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือพิจารณาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวา กุงชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีปริมาณเม็ดเลือดรวม  กิจกรรม
กระบวนการทําลายแบคทีเรียและกลืนกินส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือดกุง กิจกรรมเอนไซม 
phenoloxidase และการผลิตเอนไซม superoxide dismutase มีสูงกวากุงชุดท่ีไดรับอาหารปกติ อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
2. การทดลองพบวากุงขาวแวนนาไมท่ีไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนเปนระยะเวลา 

60 วัน มีอัตราการรอดตายหลังไดรับการฉีดเช้ือ V. harveyi สูงกวาชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ
เพียงอยางเดียว อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
3. การทดลองใหอาหารปกติท่ีระดับออกซิเจนปกติและกลุมท่ีผสมสารเมทัลโลโปรตีนแก

กุงขาวแวนนาไม ในสภาวะท่ีไดรับออกซิเจนท่ีระดับต่ํา เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับอาหารปกติ  
เปนระยะเวลา 55 วัน พบวากุงชุดควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนปกติ มีน้ําหนักตัว
เฉล่ียและอัตราการรอดตายสูงกวากุงทุกชุดการทดลองแตชุดการทดลองท่ีไดรับอาหารผสมสาร

เมทัลโลโปรตีนท่ีระดับความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการรอดตายสูงกวากลุมท่ี
ไมไดรับสารนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือพิจารณาผลการตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวากุงชุด
ควบคุมท่ีไดรับอาหารปกติ ในสภาวะออกซิเจนปกติและชุดท่ีไดรับสารเมทัลโลโปรตีน มีปริมาณ
เม็ดเลือดรวม กิจกรรมกระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอมกิจกรรมเอนไซม phenoloxidase และ
การผลิตเอนไซม superoxide dismutase ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตสูงกวาชุดการ
ทดลองท่ีไมไดรับอาหารผสมสารเมทัลโลโปรตีนและเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่า อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  กิจกรรมการทําลายแบคทีเรียของน้ําเลือดของกุงชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสาร
เมทัลโลโปรตีน และเล้ียงในสภาวะออกซิเจนตํ่ามีคาดีท่ีสุด (1:8) ดังนั้น การเสริมสารเมทัลโล
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โปรตีนในอาหารสําเร็จรูปปกติ สามารถชวยเพิ่มการเจริญเติบโต  อัตราการรอดตายและระบบ
ภูมิคุมกันของกุง เม่ือกุงอยูในสภาวะออกซิเจนตํ่าได 

 
ขอเสนอแนะ 

 
ควรมีการศึกษาการใชสารเมทัลโลโปรตีน ในการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมในฟารมเล้ียงกุงท่ี

อัตราการปลอยลูกกุง ในระดับความหนาแนนตางๆ กัน เพ่ือเปนขอมูลและแนวทางในการแนะนํา
การใชสารเมทัลโลโปรตีนใหเหมาะกับสภาพการเล้ียงกุงขาวแวนนาไมไดอยางเหมาะสมและมี

ประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. สวนผสม K-199 (อาหารเล้ียงเซลลเม็ดเลือด) (กิจการ และคณะ, 2543 ฉ) จํานวน 100
มิลลิลิตร 

M-199 ส่ังซ้ือจากบริษัท ใชจํานวน   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 ผานการฆาเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนตัวทําละลายสาร (ทุก 
ตัวท่ีใชเตรียมสารเคมี) 

 
วิธีการเตรียมสารเคมีแตละตัว คือ 
 
1.1    M-199 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (สวนท่ีเหลือเก็บไวใชได เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส) โดยวิธีเตรียม
คือใช M-199 1 ซองกับ NaHCO3 2.2 กรัม ละลายดวยน้ํา De-ionized water ปรับปริมาตรครบ 500 
มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
1.2 Salt mixture ปริมาตร10 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย 

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.4 กรัม 
MgCl . 6 H2O      3.3 กรัม 
MgSO4 . 7 H2O      3.0 กรัม 
NaH2PO4 . 2 H2O     0.05 กรัม 
ปรับปริมาตรดวย De-ionized water ใหได100 มิลลิลิตร 
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1.3 สารละลายโซเดียมคลอไรดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ละลายโซเดียมคลอไรด11 กรัม ในนํ้า De-ionized water ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตร 
 
1.4 CaCl2 . 2 H2O ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

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

L-glutamine 0.015 กรัม ผสมกับน้ํา De-ionized water 1 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง
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 นําสารละลายจากขอ 1.1- 1.7 ผสมกัน
ตามลําดับ ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํา De-ionized water ปรับพีเอช ดวยกรดไฮโดร
คลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ใหพีเอชอยูในชวง 7.3-7.6 กรองดวยหัวกรอง
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 กรองดวยกระดาษกรอง 0.22 
ไมโครเมตรในขวดท่ีผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และอบใหแหง เก็บสารละลาย 
ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3. การเตรียม Heat-killed yeast 

Baker’s yeast 
0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด 
shrimp saline 

นํา Baker’s yeast ละลายใน 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด ตมเปนเวลา 1 ช่ัวโมงจากน้ัน
ทําการลาง yeast ดวย shrimp saline ท่ี 3,000 rpm. 5 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที โดยใชอัตราสวนระหวาง 
shrimp saline : yeast เทากับ 1 : 1 หลังจากนั้นละลายดวย shrimp saline เพื่อใหไดสารละลายท่ีมี
เซลลจํานวน 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
4. การเตรียมสารละลาย phosphate buffer 0.01 โมลตอลิตร พีเอช 7.0 

KH2PO4    1.3609 กรัม 
ปรับปริมาตรดวย De-ionized water ใหได1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.0 ดวยกรด 

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) ทําหนาท่ีเปน 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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