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 การทดลองเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์ทีT 0, 2, 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ในอาหารลูก
กุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone ในการอนุบาลลูกปลานิล (Oreochromis niloticus 
Linn.) ขนาดนํN าหนกั 0.013 กรัมเป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปลอ่ย 100, 200 และ 300 ตวัตอ่ตู ้บรรจุนํN า 80 ลิตร 
พบวา่ทีTระดบั 4 และ 6 กรัม ส่งผลใหมี้นํN าหนกัและความยาวมากกวา่ชุดควบคุมในทุกอตัราปล่อย อยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 และ 6 กรัม มีผลตอ่อตัรา
การเจริญเติบโตตอ่วนั (ADG) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ทีTอตัราปล่อย 100 ตวัตอ่ตูเ้ท่านัNน ส่วนการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT 4 และ 6 กรัมกบัปลา 200 ตวัตอ่ตู ้ และทีT 6 กรัมกบัปลา 300 ตวั
ตอ่ตูต้ามลาํดบัมีผลตอ่อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอ (FCR) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกความเขม้ขน้ไมมี่ผลตอ่อตัรารอดของลูกปลานิลเมืTอสิNนสุดการอนุบาล 21 
วนั การศึกษาทางพยาธิสภาพพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 และ 6 กรัม ส่งผล
ให ้microvilli ทีTผนงัลาํไสส่้วนตน้สมบูรณ์และมีพืNนทีTในการดูดซึมอาหารเพิTมขึNน และมีการสะสมไขมนัทีTตบั
เพิTมขึNน นอกจากนีNการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกระดบัมีผลช่วยใหลู้กปลานิลทีTอตัราปลอ่ย 
100 ตวัตอ่ตูมี้ความตา้นทานต่อเชืNอ Streptococcus agalactiae ไดดี้กวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05)  ส่วนทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวัตอ่ตูพ้บวา่เฉพาะทีTระดบั 4 และ 6 กรัมเท่านัNนทีTมีความตา้นทาน
ตอ่เชืNอ S. agalactiae ไดดี้กวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา-
ไรดที์Tระดบัเดียวกนัในปลานิลวยัรุ่นนํN าหนกัเฉลีTยประมาณ 60 กรัม  พบวา่ทีTระดบั 6 กรัม มีผลใหมี้การตอบ-
สนองตอ่วคัซีนแบบ secondary immune response ไดเ้ร็วและสูงกวา่ชุดการทดลองอืTนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) แตก่ารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกระดบัไมมี่ผลตอ่คา่ตา่ง ๆ ทางโลหิตวทิยาและ
กิจกรรมทีTเกีTยวขอ้งกบักระบวนการ phagocytosis ส่วนการศึกษาการแสดงออกของยนีทางภูมิคุม้กนัในกลุ่ม 
Cytokines คือ Transforming Growth Factor β1, Interleukin 1 β, Interleukin 8 และ Tumor necrosis Factor α 
จากมา้มและไตส่วนหนา้ พบวา่ใหผ้ลไมช่ดัเจนซึTงอาจเกิดจากระยะเวลาของการตอบสนองของแตล่ะยนีทีT
แตกตา่งกนั   
                       
                จากการศึกษาครัN งนีNแสดงใหเ้ห็นวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัมต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม ช่วยเสริมการเจริญเติบโต และความตา้นทานตอ่เชืNอ S. agalactiae ในการอนุบาลลูกปลานิล  
ส่วนการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารปลาวยัรุ่น พบวา่ใหผ้ลไมช่ดัเจนในการยกระดบัการทาํงาน
ของระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่จาํเพาะ และแบบจาํเพาะ 
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                Supplementation of mannan-oligosaccharide (MOS) in diet of Nile tilapia (Oreochromis niloticus 
Linn.) fry (average weight of 0.013 gm) at 0, 2, 4 and 6 gm per kg feed and mixed with 60 mg per kg 17 α–
methyl testosterone was conducted for 21 days in glass tank holding 80 liters of water with stocking rate of 
100, 200 and 300 fry per tank. The study on growth indicated that the 4 and 6 gm MOS tilapia fry had 
significantly higher weight and length than the control at all stocking rate (P<0.05), however these MOS 
levels could significantly enhance the average daily growth (ADG) of 100 fry per tank only. For feed 
conversion rate (FCR), it was found that only 4 and 6 gm per kg MOS for 200 fry per tank and 6 gm per kg 
MOS for 300 fry per tank did show significantly better FCR than other treatments. However, supplementation 
of MOS at all concentrations and stocking rates did not have any significant impact on the survival rate of 
tilapia fry after 21 day feeding trial. Histopathological study revealed that tilapia fry fed with 4 and 6 gm per 
kg MOS for 21 days had better development of microvilli in the intestine and higher amount of fat 
accumulation in the liver. Supplementation of MOS at all levels did significantly enhance the resistance 
against pathogenic Streptococcus agalactiae of tilapia fry at 100 fry per tank while at  200 and 300 fry per 
tank, it required 4 and 6 gm MOS to achieve the same resistance level  (P<0.05). The study on the effect of 
MOS on specific immune response of juvenile tilapia with average weight of 60 gm indicated the significant 
improvement of secondary immune response in fish fed with 6 gm MOS in term of antibody titer and time of 
response. However, MOS did not have significant impact on some hematological parameters and phagocytic-
related activities. The study on cytokine gene expression including Transforming Growth Factor β1, 
Interleukin 1 β, Interleukin 8 and Tumor Necrosis Factor α from spleen and anterior kidney did not show a 
clear pattern of improvement of gene expression after MOS treatment for one month.  This might be due to 
the different period of expression of each gene.  
 
                  This study clearly indicated the benefits of MOS at 4 gm per kg which could significantly enhance 
the growth and disease resistance of tilapia fry after 21 days of feed supplementation. However, the 
supplementation of MOS in juvenile tilapia diet did not show a significant improvement of immunity for both 
non-specific and specific immune response.   
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โอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้ 49 
     7 อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/
ตู ้ 51 

     8 อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหาร
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 
ตวั/ตู ้ 53 

     9 อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/
ตู ้หลงัแช่ดว้ยเชืNอ S. agalactiae ทีT 108 CFU/ml 61 

10 คา่เฉลีTย Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลอง 64 
11 คา่เฉลีTยสูงสุดของ Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลองหลงัไดรั้บ

วคัซีนทัNง 2  ครัN ง 66 
12 คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดแดงรวม (Total red blood cells) ของปลานิลทีTไดรั้บ

อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด  
( x 108 cells/ml) 69 

   

(2) 



 

(6)
สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

ตารางทีM หน้า 

  
13 คา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (เปอร์เซ็นต)์ 71 
14 คา่ Hemoglobin เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (g/dL)   73 
15 คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) ของ 

ปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีT    
กาํหนด ( x 107 cells/ml) 75 

16 คา่เฉลีTย percent phagocytosis ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 77 

17 คา่เฉลีTย phagocytic index ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 79 

18 คา่เฉลีTย superoxide anion ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (O.D.) 81 

(3) 



 

(7)

สารบัญภาพ 

 

ภาพทีM หน้า 

  
1 อตัรารอดเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 46 
2 นํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 48 
3 ความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 50 
4 อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 52 
5 
 

อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหาร
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 54 

6 ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บ
อาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ใน
อตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6 กรัม
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 55 

7 ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บ
อาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ใน
อตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4 กรัม
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบการฉีกขาดของ microvilli (Laceration; L) 56 

8 ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บ
อาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ใน
อตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบการฉีกขาดของ microvilli (Laceration; L) 57 

   
   

(4) 



 

(8)
สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

ภาพทีM หน้า 

  
9 ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บ

อาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ใน
อตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) พบการฉีกขาดของ 
microvilli (Laceration; L) 58 

10 เซลลต์บั (Hepatocyte; H) มีการสะสมของไขมนั (Fat droplet; F) อยูใ่นเซลล ์ 59 
11 อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTไดรั้บอาหารเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั หลงัแช่ดว้ยเชืNอ S. agalactiae ทีT 
108 CFU/ml 62 

12 คา่เฉลีTย Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลอง 65 
13 คา่เฉลีTยสูงสุดของ Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลองหลงัไดรั้บ

วคัซีนทัNง 2  ครัN ง 67 
14 คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดแดงรวม (Total red blood cells) ของปลานิลทีTไดรั้บ

อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 70 
15 คา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (เปอร์เซ็นต)์ 72 
16 Hemoglobin เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (g/dL) 74 
17 คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) ของ

ปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีT
กาํหนด ( x 107 cells/ml) 76 

18 คา่เฉลีTย percent phagocytosis ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 78 

19 คา่เฉลีTย phagocytic index ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 80 

 

 

(5) 



 

(9)
สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพทีM หน้า 

  
20 คา่เฉลีTย superoxide anion ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ตามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (O.D.) 82 
21 การแสดงออกของยนี Interleukin 1 β จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิล 83 
22 การแสดงออกของยนี Interleukin 8 จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิล 84 
23 การแสดงออกของยนี Transforming growth factor β 1 จากไตส่วนหนา้และมา้ม

ของปลานิล 85 
24 การแสดงออกของยนี Tumor necrosis factor α จากไตส่วนหนา้และมา้มของ 

ปลานิล 86 
25 การแสดงออกของยนี β-actin จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิล 87 
26 คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Interleukin 1 β ในปลานิลทีTไดรั้บ

อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 88 
27 คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Interleukin 8 ในปลานิลทีTไดรั้บอาหาร

เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 90 
28 คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Transforming growth factor β 1 ใน

ปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกตา่งกนั 91 
29 คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Tumor necrosis factor α ในปลานิลทีT

ไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 93 

(6) 



ผลของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมคุ้ิมกนั 

และความต้านทานโรคของปลานิล (Oreochromis niloticus, Linn.) 
 

Effect of Mannan-oligosaccharide on Growth, Immunity and Disease Resistance 

of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus, Linn.) 
 

คาํนํา 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus Linnaeus) เป็นปลานํNาจืดทีTมีการเลีNยงอยูท่ ัTวทุกภูมิภาคของ 
ประเทศ มีความสาํคญัต่อเศรษฐกิจและมีผลผลิตเป็นอนัดบัหนึTงของประเทศไทย ดงัเห็นไดจ้าก
สถิติผลผลิตของการเพาะเลีNยงปลานิลปี 2548 มีปริมาณ 244,300 ตนั คิดเป็นมูลคา่ 7,254.1 ลา้นบาท 
(ขอ้มูลจากศูนยส์ารสนเทศ, กรมประมง) หากพิจารณาถึงสถานการณ์ปลานิลของไทยปัจจุบนั ใน
ส่วนของระดบัความนิยมหรือภาคการตลาด มีแนวโนม้ทีTยงัเป็นไปในดา้นบวก คือ ยงัเป็นทีTนิยม
อนัดบัตน้ ๆ สาํหรับผูบ้ริโภคและราคากอ็ยูใ่นระดบัทีTผูบ้ริโภครับได ้ปลานิลเป็นปลาทีTเลีNยงง่ายและ
เจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็ว สามารถกินอาหารไดห้ลากหลายดาํรงชีวติอยูไ่ดท้ ัNงในนํNาจืดและ 
นํNากร่อยอีกทัNงยงัเป็นปลาทีTมีรสชาติดีสามารถนาํมาประกอบอาหารไดห้ลากหลาย ธุรกิจการเลีNยง 
ปลานิลนัNนใชร้ะยะเวลาไม่นานกส็ามารถมีผลผลิตออกสู่ตลาดได ้ตลอดจนปัจจุบนัไดมี้การพฒันา
ระบบการเลีNยงใหเ้ลีNยงไดห้นาแน่นเพืTอเพิTมผลผลิตใหม้ากขึNน หากยิTงสามารถควบคุมและจดัการ
ผลผลิตใหมี้คุณภาพดีและไดม้าตรฐานในเรืTองของขนาด และนํNาหนกั รวมถึงความสามารถในการ 
ตา้นทานโรคดว้ยแลว้กย็ิTงก่อใหเ้กิดประโยชน์แก่ผูป้ระกอบการ    
 

ในขณะเดียวกนัจากการขยายตวัของการเลีNยงทีTเพิTมขึNนและการจดัการของผูเ้ลีNยงในบางครัN ง
ทีTยงัไมดี่พอ ทาํใหเ้กิดปัญหาการระบาดของโรคตามมา โดยเฉพาะโรคทีTเกิดจากเชืNอแบคทีเรียชนิด 
Streptococcus agalactiae (ดริญญา และคณะ, 2550) ซึT งสร้างความเสียหายต่อธุรกิจการเพาะเลีNยง
ปลานิลเป็นอยา่งมาก ทาํใหเ้กษตรกรหนัมาใชย้าปฏิชีวนะและสารเคมีเพืTอจดัการกบัปัญหาทีTเกิดขึNน 
ซึT งในบางครัN งการแกไ้ขปัญหาดว้ยวธีิดงักล่าวนัNนเกษตรกรบางส่วนยงัขาดความรู้และความเขา้ใจ 
ทาํใหไ้มไ่ดผ้ลเทา่ทีTควรและยิTงไปกวา่นัNนอาจก่อใหเ้กิดปัญหาการดืNอยาตามมา นอกจากนัNนแลว้อาจ
ก่อใหเ้กิดสารตกคา้งในแหล่งนํNาและในเนืNอปลา ซึT งส่งผลกระทบต่อสิTงแวดลอ้มและผูบ้ริโภคอีก
ดว้ย ดว้ยเหตุนีNการศึกษาถึงคุณสมบติัขององคป์ระกอบของจุลชีพ หรือจากสมุนไพรธรรมชาติเพืTอ

1 



 

2

เป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั (Immunostimulants) จึงเป็นอีกทางเลือกหนึTงทีTน่าสนใจ เนืTองจากไม่
ก่อใหเ้กิดสารพิษและสิTงตกคา้งทีTเป็นอนัตราย 

 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์(Mannan-oligosaccharide) เป็นองคป์ระกอบของจุลชีพทีTได้

จากผนงัเซลลย์สีต ์และมีคุณสมบติัในการเสริมสร้างระบบภูมิคุม้กนัในสัตวมี์กระดูกสันหลงั ดงันัNน
การศึกษาครัN งนีN จึงมีวตัถุประสงคที์Tจะศึกษาถึงระดบัความเขม้ขน้ทีTเหมาะสมของแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดที์Tผสมในอาหาร ต่อการเจริญเติบโต อตัรารอด และความตา้นทานโรคของลูกปลานิล
และระบบภูมิคุม้กนัของปลานิลวยัรุ่น เพืTอเป็นแนวทางทีTช่วยเพิTมศกัยภาพในการเพาะเลีNยงปลานิล
ต่อไปในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 



วตัถุประสงค์ 

 
1.  ศึกษาผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต่์อการเจริญเติบโต อตัรารอด  

และความตา้นทานต่อเชืNอแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ของลูกปลานิล 
 
2.  ศึกษาผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต่์อระบบภูมิคุม้กนัของปลานิลวยัรุ่น 

 

3.  ศึกษาการแสดงออกของยนีในกลุ่ม Cytokines ของปลานิลวยัรุ่นทีTไดรั้บอาหารผสม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัทีTแตกต่างกนั 
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การตรวจเอกสาร 
 

ปลานิล 
 

อนุกรมวธิานของปลานิล 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นพนัธ์ุปลาหนึTงใน 16 ชนิดของครอบครัว Cichlidae 
รูปร่างและการดาํรงชีวิตคลา้ยคลึงกบัปลาหมอเทศ (Tilapia mossambica Peters) หรือ Java tilapia 
โดยมีถิTนฐานดัNงเดิมของปลาในครอบครัวนีNอยูใ่นทวปีแอฟริกา พบทัTวไปตามหนอง บึง และ
ทะเลสาบในประเทศซูดาน อูแกนดา แทนแกนยกิา เป็นตน้ (ชาญชยั, 2522) สาํหรับประเทศไทย  
เจา้ฟ้าชายอาคิฮิโตไดจ้ดัส่งปลานิลจาํนวน 50 ตวั มาทูลเกลา้ฯถวายพระบาทสมเด็จพระเจา้อยูห่วั
เมืTอปี พ.ศ. 2508 (สุปราณี, 2550) และเนืTองจากปลานิลเป็นปลาทีTเลีNยงง่าย ทนต่อสภาพแวดลอ้ม 
ต่าง ๆ ไดดี้ พระบาทสมเด็จพระเจา้อยูห่วัจึงมอบหมายให้กรมประมงเป็นผูเ้ผยแพร่ และส่งเสริมให้
มีการเลีNยงปลานิลจนมีการเลีNยงอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั 
 
 อนุกรมวธิานของปลานิล 
 
 Kingdom Animalia 

  Phylum  Chordata 

   Class  Actinopterygii 

    Order  Perciformes 

     Family  Chichlidae 

      Genus  Oreochromis 

       Species  niloticus 

 
ชืTอวทิยาศาสตร์ Oreochromis niloticus 
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ลกัษณะทัMวไปของปลานิล 

 
 ปลานิลมีรูปร่างลกัษณะคลา้ยกบัปลาหมอเทศ ลาํตวัสัNน แบนขา้ง แต่ลกัษณะพิเศษของ 
ปลานิลคือ ริมฝีปากบนและล่างเสมอกนั ซึT งปลาชนิดอืTน ๆ มกัจะมีริมฝีปากบนสัNนกวา่ริมฝีปากล่าง 
บริเวณแกม้มีเกล็ด 4 แถว สีของลาํตวัเปลีTยนไปตามสภาพแวดลอ้มของแหล่งทีTอยูอ่าศยัคือตัNงแต่สี
ดาํอ่อนจนถึงสีเขียวดาํ ทอ้งสีขาว ทีTลาํตวัมีลายพาดขวางประมาณ 9-10 แถบตัNงแต่หวัจรดโคนหาง 
แมแ้ต่ลูกปลากมี็ลายพาดขวางนีN เห็นชดัเจนไม่นอ้ยกวา่ 7 แถบทัNงเพศผูแ้ละเพศเมีย แต่เพศเมียสีจะ
จางกวา่เพศผูม้าก ครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหางมีจุดสีขาวและเส้นสีดาํตดัขวาง มีเกล็ด 3 แถวทีT
บริเวณแกม้ และอีก 1 แถวทีTบริเวณเหนือเส้นขา้งลาํตวัเล็กนอ้ย ครีบหลงัมีอนัเดียวยาวจรดถึงคอด
หาง ครีบหลงัประกอบดว้ยกา้นครีบแขง็ 15-18 อนั และกา้นครีบอ่อน 12-14 อนั ครีบกน้
ประกอบดว้ยกา้นครีบแขง็ 3 อนั และกา้นครีบอ่อน 9-10 อนั ครีบหางตดัตรง บนแถบเส้นขา้งลาํตวั
มีเกล็ด 33 เกล็ด ทางดา้นขา้งมีเกล็ดตามแนวเฉียงจากตอนตน้ของครีบหลงัลงมาถึงเส้นขา้งลาํตวั 5 
เกล็ด และจากเส้นขา้งลาํตวัลงมาถึงส่วนหนา้ของครีบกน้ 13 เกล็ด ตรงกลางเกล็ดมีสีเขม้ บริเวณ
ปลายอ่อนของครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหางมีจุดสีขาวและเส้นสีดาํตดัขวางดูคลา้ยลายขา้วตอกอยู่
โดยทัTวไป ทีTกระดูกแกม้มีจุดสีเขม้อยู ่1 จุด ลกัษณะฟันบริเวณขากรรไกรและคอหอยจะมีหลาย
ขนาด ตัNงแต่คอ่นขา้งหยาบจนถึงละเอียด เหงือกมีซีTกรองประมาณ 15-17 อนั ปลานิลเมืTอมีอายไุด้
ประมาณ 3 เดือนเศษจะเริTมมีลกัษณะแตกต่างทางเพศ ปลานิลทีTพบมีขนาดใหญ่ทีTสุดมีนํN าหนกั 
ประมาณ 2.5 กิโลกรัม (อุดม, 2549) 
 
 ปลานิลมีนิสัยชอบอยูร่วมกนัเป็นฝงู มีความอดทนและปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มไดดี้ 
ตามปกติรูปร่างภายนอกของปลานิลเพศผูแ้ละเพศเมียจะมีลกัษณะคลา้ยคลึงกนัมาก แต่จะสังเกต
ลกัษณะเพศไดโ้ดยการดูอวยัวะเพศทีTบริเวณใกลก้บัช่องทวาร โดยเพศผูจ้ะมีอวยัวะเพศลกัษณะ
เรียวยาวยืTนออกมา สาํหรับเพศเมียมีลกัษณะของอวยัวะเพศเป็นรูค่อนขา้งใหญ่และกลม ขนาดปลา
ทีTจะแยกเพศไดช้ดัเจนตอ้งเป็นปลาทีTมีขนาดยาวตัNงแต่ 10 เซนติเมตรขึNนไป สาํหรับปลาทีTมีขนาดโต
เตม็ทีTสามารถสังเกตเพศไดด้ว้ยการดูสีทีTลาํตวั โดยสีบริเวณใตค้างและลาํตวัของปลาเพศผูจ้ะมีสีเขม้
กวา่ปลาเพศเมีย เมืTอถึงฤดูผสมพนัธ์ุสีจะยิTงเขม้ขึNน (สุปราณี, 2550) 
 
 ตามธรรมชาติแลว้ปลานิลชอบอาศยัอยูร่วมกนัเป็นฝงู (ยกเวน้เวลาสืบพนัธ์ุ) ตามแม่นํNา บึง 
ลาํคลอง ทะเลสาบ ทีTเป็นแหล่งนํNาจืด แต่สามารถนาํไปเลีNยงในบริเวณทีTเป็นนํNากร่อยได ้เนืTองจากมี
มีความทนทานต่อการเปลีTยนแปลงของสภาพแวดลอ้มไดดี้ สามารถมีชีวติอยูไ่ดใ้นช่วงการ
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เปลีTยนแปลงของอุณหภูมิกวา้งมากคือตัNงแต่ 11-42 องศาเซลเซียส แต่ในอุณหภูมิตํTากวา่ 10 องศา-
เซลซียส พบวา่ปลานิลปรับตวัและเจริญเติบโตไดไ้มดี่นกั ทัNงนีN เป็นเพราะถิTนกาํเนิดเดิมของปลา
ชนิดนีNอยูใ่นเขตร้อน ส่วนความทนทานของปลานิลต่อความเป็นกรดเป็นด่างของนํNา (pH) โดย 
เจริญเติบโตไดดี้ในช่วง 6.5-8.5 ปลานิลจะเริTมตายในนํNาทีTมี pH 6.5-5.5 เฉลีTย 10% และทีT pH   
5.5-4.5 เฉลีTย 70% และตายหมดทีT pH 4.5-3.5 นอกจากนีNปลานิลยงัมีความทนทานต่อความเคม็ 
กล่าวคือ ปลานิลสามารถอยูไ่ดป้กติในนํNาทีTมีความเคม็สูงสุด 20 ส่วนในพนัส่วน ซึT งนบัวา่เป็นปลา
ทีTเหมาะจะนาํไปเลีNยงในบอ่ดินไดเ้ป็นอยา่งดี (อุดม, 2549) 
  
การแพร่ขยายพนัธ์ุ 

 
 ปลานิลสามารถผสมพนัธ์ุไดต้ลอดปี โดยปกติวงจรการสืบพนัธ์ุวางไข่ของปลานิลจะใช้
เวลาประมาณ 1 เดือน แต่อาจจะไมไ่ดเ้กิดขึNนทุกเดือน ขึNนอยูก่บัความสมบูรณ์ของแมป่ลาและ
สภาพแวดลอ้ม (คีรี, 2542) เนืTองจากขนาด อายแุละช่วงการสืบพนัธ์ุของปลาแต่ละตวัจะแตกต่างกนั
ไปตามสภาพแวดลอ้ม และสภาพทางสรีรวทิยาของปลาเอง โดยพบวา่ปลานิลจะเริTมมีพฒันาการ
ของไขแ่ละนํNาเชืNอเมืTอมีความยาวประมาณ 6.5 เซนติเมตร 
 
 ในช่วงผสมพนัธ์ุวางไข่ ปลานิลเพศผูจ้ะแยกออกจากฝงูแลว้เริTมสร้างรัง โดยเลือกบริเวณ
เชิงลาดหรือกน้บอ่ทีTมีระดบันํNาลึกระหวา่ง 0.5-1 เมตร วธีิการสร้างรังนัNนปลาจะปักหวัลงโดยตวั
ของมนัจะอยูใ่นระดบัตัNงฉากกบัพืNนดิน แลว้ใชป้ากพร้อมกบัการเคลืTอนไหวของลาํตวัเขีTยดิน
ตะกอนออก จากนัNนจะอมดินตะกอนและงบัเศษสิTงของต่าง ๆ ออกไปทิNงนอกรัง ทาํเช่นนีNจนกวา่จะ
ไดรั้งทีTมีลกัษณะคอ่นขา้งกลม เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 20-25 เซนติเมตร ลึกประมาณ 3-6 
เซนติเมตร ความกวา้งและความลึกของรังทีTใชว้างไข่ขึNนอยูก่บัขนาดของพอ่ปลา หลงัจากสร้างรัง
เสร็จเรียบร้อยแลว้ มนัจะไล่ปลาตวัอืTน ๆ ให้ออกไปนอกรัศมีของรังประมาณ 2-3 เมตร 
ขณะเดียวกนัพอ่ปลาทีTสร้างรังจะแผค่รีบหลงั และอา้ปากกวา้งในขณะทีTมีปลาเพศเมียวา่ยนํNาเขา้มา 
ใกล ้ๆ รัง และเมืTอเลือกปลาเพศเมียไดถู้กใจแลว้ จะแสดงอาการจบัคูก่นั โดยใชห้างดีดและกดักนั
เบา ๆ การเคลา้เคลียดงักล่าวใชเ้วลาไม่นานนกั ปลาเพศผูจ้ะใชบ้ริเวณหนา้ผากดุนทีTใตท้อ้งของปลา
เพศเมียเพืTอเป็นการกระตุน้เร่งเร้าปลาเพศเมียใหว้างไข่ ซึT งปลาเพศเมียจะวางไขค่รัN งละ 10-15 ฟอง 
ปริมาณไขที่Tวางรวมกนัแต่ละครัN งมีประมาณ 50-600 ฟอง ทัNงนีN ขึNนอยูก่บัขนาดของแม่ปลา เมืTอปลา
เพศเมียวางไขแ่ต่ละครัN ง ปลาเพศผูจ้ะวา่ยนํNาไปเหนือไขพ่ร้อมกบัปล่อยนํNาเชืNอลงไป จากนัNน 
ปลาเพศเมียจะเกบ็ไขที่Tไดรั้บการผสมแลว้ไวใ้นปาก ทาํเช่นนีNจนกวา่การผสมพนัธ์ุแลว้เสร็จ  
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โดยใชเ้วลา 1-2 ชัTวโมง ปลาเพศเมียจะวา่ยออกจากรังส่วนปลาเพศผูจ้ะคอยหาโอกาสเคลา้เคลียกบั
ปลาเพศเมียตวัอืTนต่อไป 
 
 ไขที่Tปลาเพศเมียอมไวใ้นปากจะมีพฒันาการขึNนเป็นลาํดบั ไขป่ลานิลเป็นประเภทไข่จม มี
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1.8-2.0 มิลลิเมตร ถุงไขแ่ดงมีขนาดใหญ่ ไขจ่ะฟักเป็นตวัภายใน
เวลา 4 วนั ในนํNาทีTอุณหภูมิ 27-28 องศาเซลเซียส ไขป่ลานิลจะพฒันาเป็นปลานิลตวัอ่อน 5 ระยะ 
คือ 
 
 ระยะทีT 1 ไมมี่ตา (Uneyed) ระยะนีNไขย่งัคงเป็นสีเหลืองอ่อนตลอดทัNงฟอง ยงัไมมี่  

  พฒันาการใด ๆ ใหเ้ห็น 
 ระยะทีT 2 มีตา (Eyed) ไขย่งัคงมีสีเหลือง และมีจุดดาํรอบ ๆ ไข ่
 ระยะทีT 3 ก่อนฟักเป็นตวั (Pre-hatch) เป็นระยะทีTไขเ่ปลีTยนเป็นสีนํNาตาล มีการพฒันาจน 

  สังเกตเห็นส่วนตาและหางชดัเจน 
 ระยะทีT 4 ฟักเป็นตวัอ่อน (Hatch fry หรือ Yolk sac fry) เป็นระยะทีTลูกปลาฟักออกเป็น 

  ตวัแต่ยงัมีถุงไขแ่ดงติดอยู ่
 ระยะทีT 5 ตวัอ่อนทีTวา่ยนํNา (Swim-up fry) เป็นระยะทีTถุงไขแ่ดงยบุและลูกปลาสามารถ 
                             วา่ยนํNาได ้ 
 
 แม่ปลาฟักไข่ในปากโดยการขยบัปากให้นํN าไหลเขา้ออกในช่องปากอยูเ่สมอ  เพืTอช่วยให ้
ไขที่Tอมไวไ้ดรั้บนํNาทีTสะอาดทัNงยงัเป็นการป้องกนัศตัรูทีTจะมากินไขด่ว้ย 
 
 ไขจ่ะพฒันาเป็นลูกปลาทีTถุงอาหารยงัไมย่บุ ภายใน 8 วนัลูกปลานิลจะเกาะรวมกนัเป็น
กลุ่มโดยวา่ยวนเวยีนอยูบ่ริเวณหวัของแมป่ลาและเขา้ไปหลบซ่อนอยูใ่นช่องปากเมืTอมีภยั เมืTอมีอายุ
ครบ 13-14 วนั นบัจากวนัทีTแมป่ลาวางไข ่ลูกปลานิลจะเริTมกินอาหารจาํพวกพืชและไรนํNาขนาดเล็ก  
และหลงัจากมีอาย ุ3 สัปดาห์ขึNนไป ลูกปลาจะกระจายแตกฝงูไปหากินเลีNยงตวัเองไดโ้ดยลาํพงั  
(สุปราณี, 2550) 
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อาหารและการกนิอาหาร 

 
 นิสัยการกินอาหารของปลานิลสามารถกินไดท้ัNงสัตวแ์ละพืชรวมทัNงซากทีTเน่าเปืT อย ปลานิล
กินซากพืช สาหร่าย โรติเฟอร์ สัตวห์นา้ดิน และแพลงคต์อนสัตว ์ เช่น ตวัอ่อนของแมลงนํNาและไร-
นํNา กินอาหารตัNงแต่ระดบัผวินํNาไปถึงพืNนทอ้งนํNา นอกจากนีNยงัสามารถฝึกใหป้ลานิลกินอาหารเมด็ 
หรืหรืออาหารผสมและเศษอาหารไดง่้าย (อุดม, 2549) การเลีNยงปลานิลในบอ่นัNนนิยมใหอ้าหาร
จาํพวก รํา เศษอาหาร พืชจาํพวกแหน รวมทัNงมูลสัตวแ์ละปุ๋ยวทิยาศาสตร์ เป็นตน้ ต่อมาไดมี้การ
ปรับปรุงคุณภาพของอาหารปลานิลโดยเนน้รายละเอียดเกีTยวกบัปริมาณโปรตีนในอาหารผสม ให้
ไดร้ะดบัทีTตอ้งการเพืTอช่วยใหป้ลาโตเร็วขึNน และใชส่้วนผสมของรํา ปลายขา้ว กากถัTวเหลือง ใบ
กระถินแหง้ ปลาป่น เกลือแร่และวติามิน เป็นตน้ (ชาญชยั, 2522) 
  
โรคและปรสิตทีMพบในปลานิล 
 
 สุปราณี (2550) รายงานวา่ ส่วนใหญ่เป็นโรคทีTเกิดจากปรสิตภายนอกและปรสิตภายใน 
แบคทีเรีย และเชืNอรา 
 
 โรคจุดขาว เกิดจากโปรโตซวัชนิด Ichthyophthirius multifilis ส่วนใหญ่จะพบในปลานิล
วยัอ่อน โดยจะพบจุดขาวกลมขนาดเล็กเท่าปลายเขม็หรือเล็กกวา่หวัเขม็หมุดกระจายอยูต่ามตวั  
ช่องปาก จมูก และเหงือก ปลาจะขบัเมือกออกมามาก มีสีผวิซีด ครีบเปืT อย วา่ยนํNาเฉืTอยชา และมี 
อตัราการตายสูงมากภายในเวลา 2-3 วนั โรคนีNสามารถแพร่กระจายไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
  
 โรคเห็บระฆงั เกิดจากโปรโตซวัชนิด Trichodina spp.ปลานิลจะมีอาการลอยหวั เหงือกซีด 
ผวิตวั ครีบ และรอบปากเปืT อย มีแผลเลือดออกขนาดเล็กกระจายอยูต่ามลาํตวั มีคราบขาว ๆ เกาะ
ตามผวิตวัปลา โรคนีNมกัเกิดกบัปลาวยัอ่อนทีTเลีNยงอยา่งหนาแน่นโดยจะทาํใหป้ลาตายอยา่งรวดเร็ว
ในระยะเวลาอนัสัNน 
 
 โรคทีTเกิดจากปรสิตกลุ่มครัสเตเชียน มกัพบเกาะตามเหงือกของปลานิล สามารถเคลืTอนทีT
ไดเ้ร็วมาก อาจทาํใหป้ลานิลตายหรือเจริญเติบโตชา้ บริเวณทีTเกาะจะมีอาการบวม มีแผลเลือดออก
ขนาดเล็ก ตวัอยา่งปรสิตกลุ่มครัสเตเชียนทีTพบในปลานิล เช่น หนอนสมอ (Lernaea sp.) พบเกาะทีT
เพดานปากและตามโคนครีบต่าง ๆ ของปลานิล เห็บกา้มปู (Ergasilus sp.) พบเกาะตามเหงือกและ
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ฝังตวัอยูใ่นปากปลานิล ปลิงใส (Monogenea) พบเกาะตามเหงือกและผวิหนงั พยาธิตวัแบน 
(Trematode) พบเกาะตามตวั เหงือก หรือตาของปลานิล 
 
 โรคทีTเกิดจากปรสิตภายใน ส่วนใหญ่จะเป็นพวกโปรโตซวัและเมตาซวัทีTพบภายในลาํไส้
ของปลานิล ทาํใหป้ลาผอม วา่ยนํNาชา้ และสีตามลาํตวัปลาอาจมีสีเขม้ขึNน แต่ไมท่าํใหป้ลาตาย 
 
 โรคทีTเกิดจากแบคทีเรีย มกัพบในบอ่ทีTมีอินทรียว์ตัถุสะสมมาก ๆ ชนิดของแบคทีเรียทีTทาํ
ใหเ้กิดโรคในปลานิลไดแ้ก่ 
 Streptococcus agalactiae ปลามีอาการวา่ยลอยหวัทีTผิวนํNา เสียการทรงตวั วา่ยนํNาหมุน 
แบบควง สวา่น ตาโปนหรือขุน่ขาวทัNงสองขา้งหรือเพียงขา้งเดียว โคนครีบหูบวม มกัพบร่วมกบั
อาการภายใน ไดแ้ก่ ตบับวมและมีสีซีด มา้มโต ถุงนํNาดีโต มีของเหลวอยูม่ากในลาํไส้และช่อง
ทอ้ง (ดริญญา และคณะ, 2550) 

Aeromonas spp. และ Pseudomonas spp. ทาํใหเ้กิดแผลเลือดออกขนาดเล็กในอวยัวะและ
เนืNอเยืTอต่างๆ 

Mycobacterium spp. ทาํใหเ้กิดอาการอกัเสบแบบเรืNอรัง พบกอ้นสีขาวครีมขนาดเล็ก
บริเวณตบั ไต มา้ม และกลา้มเนืNอลาํตวัจาํนวนมาก 

Flavobacterium columnaris ทาํใหล้าํตวัปลาเป็นแผลสีเทาทีTมีลกัษณะลึกลงแบบอานมา้ 
ลาํตวัคลํNา ครีบหลงัเน่า วา่ยนํN าชา้ลง และตายในทีTสุด 

 
โรคทีTเกิดจากเชืNอรา ไมไ่ดก่้อใหเ้กิดโรคโดยตรง แต่จะทาํใหเ้กิดอาการแทรกซอ้นในกรณี

ทีTปลาอ่อนแอหรือมีบาดแผลบริเวณลาํตวั 
   

ระบบภูมิคุ้มกนัของปลา 

 

 เอกพล (2551) รายงานวา่ ปลาเป็นสัตวมี์กระดูกสันหลงั (Vertebrate) ทีTมีววิฒันาการตํTา 
ทีTสุดทีTมีระบบภูมิคุม้กนัคลา้ยคลึงกบัสัตวมี์กระดูกสันหลงัชัNนสูงอยา่งเช่น สัตวเลีNยงลูกดว้ยนม 
(Mammals) โดยเฉพาะปลากระดูกแขง็ (Teleost fish) จดัเป็นกลุ่มของสัตวมี์กระดูกสันหลงัทีTมี
ระบบภูมิคุม้กนัทีTพฒันาค่อนขา้งดี (Zarkadis et al., 2001) ซึT งระบบภูมิคุม้กนัปลาสามารถแยก
ออกเป็น 2 ส่วน(Magor and Magor, 2001) คือ 
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1. ระบบภูมิคุม้กนัทีTมีมาตัNงแต่กาํเนิด (Innate Immunity) 
 
 ปลากระดูกแขง็เป็นสิTงมีชีวติทีTพบอาศยัอยูไ่ดท้ ัNงในนํNาจืดและนํNาเคม็ ระบบภูมิคุม้กนัทีTมีมา
มาตัNงแต่กาํเนิดของสัตวใ์นกลุ่มนีN ถือไดว้า่มีความสาํคญัต่อการอยูร่อดอยา่งมาก เนืTองจากปลาอาศยั
อยูใ่นนํNาทีTเป็นแหล่งแพร่กระจายและอยูอ่าศยัของเชืNอโรคหลายชนิด ดงันัNนสิTงป้องกนัทางกายภาพ
จึงเป็นองคป์ระกอบหรือด่านแรกทีTทาํหนา้ทีTในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (Jones, 2001) 
นอกจากนีNยงัมีการทาํงานของเซลลบ์างกลุ่มและการหลัTงสารโปรตีนบางชนิดในระบบการ
ตอบสนองแบบนีNดว้ย ซึT งส่วนใหญ่พบวา่เป็นการตอบสนองแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง (Non specific 
response) และไมมี่การจดจาํ (No memory) (Bols et al., 2001) กลไกทีTทาํหนา้ทีTในการป้องกนัเชืNอ
โรคเขา้สู่ร่างกายในระบบนีNแบง่ไดเ้ป็น 3 กลไก (Magnadottir, 2006) ไดแ้ก่ 
 

1.1 กลไกการป้องกนัตวัโดยโครงสร้างทางกายภาพ (Physical defenses) 
 

      ผวิหนงั (Skin) 
 

       ผวิหนงัของปลาถือเป็นด่านแรกทีTป้องกนัเชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอมทัNงหลายไมใ่ห้
เขา้สู่ร่างกาย ซึT งโดยทัTวไปแบง่เป็น 4 ชัNน ไดแ้ก่ Cuticle, Epidermis, Dermis และ Hypodermis โดย
ชัNน Cuticle จะอยูช่ัNนนอกสุดมีลกัษณะเป็นชัNนบาง ๆ โครงสร้างส่วนใหญ่จะเป็นเยืTอเมือก (Mucus) 
ซึT งถูกขบัออกมาจากเซลลช์นิด Mucus หรือ Goblet cell (Bols et al., 2001) ในชัNน Epidermis ของ
ปลาบางชนิดจะมีส่วนของผิวหนงัทีTคอ่นขา้งหนาและแขง็แรงทาํใหย้ากต่อการทาํอนัตรายของเชืNอ-
โรคปลาบางชนิด เช่น ปลากลุ่ม Catfish (Yoakim and Grizzle, 2006) จะมีเซลลช์นิดพิเศษเรียกวา่ 
Alarm substance cell หรือ Club cell ในชัNน Epidermis ทีTทาํหนา้ทีTในการสร้างสารเตือนภยั (Alarm 
substance) ออกมาเมืTอมีการบุกรุกหรือถูกทาํร้ายดว้ยศตัรู (Chivers et al., 2007) 
 

      เมือก (Mucus) 
 

                    เมือกจดัเป็นองคป์ระกอบทีTอยูน่อกสุดของผวิหนงั ซึT งสัมผสักบัสภาพแวดลอ้มโดยตรง 
ดว้ยคุณสมบติัทีTเหนียว จึงมีคุณสมบติัในการดกัจบัเชืNอโรคอยา่งไมจ่าํเพาะเจาะจงและยงัพบวา่ปลา
มีการขบัเมือกออกมาตลอดเวลาทาํใหเ้ชืNอโรคทีTติดมากบัเมือกหลุดลอกออกไป ทาํใหไ้มส่ามารถ
เขา้สู่ตวัปลาได ้นอกจากนีNจากการศึกษายงัพบวา่มีการเคลืTอนตวัไปมาระหวา่งชัNนผวิหนงัของ
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โปรตีนและเซลลเ์มด็เลือดขาวบางชนิดในชัNนนีN  ทาํใหเ้ป็นการเพิTมความสามารถในการป้องกนัเชืNอ
โรคหรือสิTงแปลกปลอมไดดี้ยิTงขึNน (Bols et al., 2001) 
 

      เกล็ด (Scale) 
 

                     เกล็ดถือเป็นโครงสร้างพิเศษของปลาทีTใชป้้องกนัอนัตรายต่าง ๆ ทัNงทีTเป็นของแขง็และ
เชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอมชนิดต่าง ๆ เนืTองจากมีลกัษณะแขง็ ซึT งทาํใหย้ากต่อการบุกรุก นอกจาก 
นีNยงัมีเมือกปกคลุมโครงสร้างนีNดว้ย (Magnadottir, 2006) 
 

1.2 กลไกการป้องกนัตวัโดยใชเ้ซลล ์(Cellular defenses) 
 
       กลไกการป้องกนัตวัในระบบนีNจะเป็นส่วนสาํคญัในการตอบสนองต่อเชืNอโรคหรือสิTง
แปลกปลอมภายหลงัจากทีTเชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอมไดผ้า่นกลไกทางกายภาพเขา้มา โดยเซลลที์T
ทาํหนา้ทีTสาํคญัในระบบนีNไดแ้ก่  Phagocytes ทัNงหลาย เช่น Macrophage และ Polymorphonuclei 
(PMN) cells ทีTมีโครงสร้างคลา้ย ๆ กบั Neutrophils (Ellis, 2001) ของสัตวช์ัNนสูง โดยเซลลใ์นกลุ่ม
นีNจะทาํหนา้ทีTจบักิน (Engulfment) เชืNอโรคและสิTงแปลกปลอมอยา่งไมจ่าํเพาะเจาะจง โดย
ขบวนการ Phagocytosis อยา่งไรกต็ามในสัตวช์ัNนสูงมีการศึกษาพบวา่เซลลเ์หล่านีN มีความจดจาํใน
การตอบสนองต่อสิTงแปลกปลอมไดด้ว้ย เซลลใ์นกลุ่มนีNยงัทาํหนา้ทีTในการเตรียมแอนติเจน 
(Antigen) สาํหรับเซลลบ์างกลุ่ม เพืTอตอบสนองในขบวนการตอบสนองสิTงแปลกปลอมอยา่ง
จาํเพาะเจาะจงจึงเรียกเซลลก์ลุ่มนีN อีกชืTอวา่ Antigen presenting (processing) cells 
 

1.3 กลไกการป้องกนัตวัโดยผา่นสารนํNา (Humoral defenses) 
 
       ปลากระดูกแขง็โดยทัTวไปมีการหลัTงสารโปรตีนสาํคญัออกมาในระบบหมุนเวยีนของ
เลือดเช่นเดียวกบัสัตวช์ัNนสูง เพืTอทาํหนา้ทีTสาํคญัในการทาํลายเชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอม โดยมี
ฤทธิt ทาํใหเ้กิดการแตกสลาย (Lysis) ของเซลลเ์ชืNอโรคอยา่งไมจ่าํเพาะเจาะจงทีTสาํคญัไดแ้ก่ 
Complements ซึT งเป็นโปรตีนทีTมีอยูท่ ัTวไปในร่างกาย สามารถกาํจดัสิTงแปลกปลอมไดอ้ยา่งไม่
จาํเพาะเจาะจงโดยทาํใหเ้กิดการสลายตวัของเซลลแ์ละเสริมขบวนการ Phagocytosis รวมทัNงยงั
เกีTยวขอ้งกบัการอกัเสบ (Inflammatory) ของร่างกาย (Zarkadis et al., 2001) Lytic enzyme ชนิด 
ต่าง ๆ เช่น Lysozyme เป็นโปรตีนทีTสาํคญัในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของสัตวท์ัNงพวกทีTมี
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กระดูกสันหลงัและไมมี่กระดูกสันหลงั โดยสามารถยอ่ยผนงัเซลลข์องแบคทีเรียและกระตุน้ระบบ 
Complement system และ Phagocytosis ไดอี้กดว้ย (Magnadottir, 2006) นอกจากนีNยงัมีเอนไซมที์T
สาํคญัอืTน ๆ ในกลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัอีกหลายชนิด เช่น Agglutinin และ 
Precipitins ซึT งเป็นเอนไซมที์Tทาํหนา้ทีTคลา้ยกบั Lectin และ Pentraxins ซึT งสามารถทาํปฏิกริยากบั
คาร์โบไฮเดรตได ้และสามารถกระตุน้ระบบ Opsonization, Phagocytosis และ Complement 
system ไดอี้กดว้ย (Arason, 1996) นอกจากนีNยงัมีสารทีTสาํคญัทีTถูกสร้างขึNนในการกระตุน้ภูมิคุม้กนั 
คือ Cytokines และ Chemokines ซึT งถือไดว้า่เป็นตวัควบคุม (Control) และเป็นสัญญาณโมเลกุล 
(Signaling molecules) ในการทาํงานร่วมกนัระหวา่งระบบภูมิคุม้กนัแบบ Innate immunity และ 
Acquire หรือ Adaptive immunity  (Secombes et al., 1996) 
 
2. ระบบภูมิคุม้กนัทีTเกิดขึNนภายหลงัจากทีTไดรั้บการกระตุน้ (Adaptive or Acquired Immunity) 
 
 การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัประเภทนีN ถือไดว้า่เป็นระบบทีTมีการพฒันาดีทีTสุด พบไดต้ัNงแต่
ในปลากระดูกอ่อนไปจนถึงมนุษย ์ซึT งยงัไมป่รากฏในสัตวไ์มมี่กระดูกสันหลงั (Invertebrate) ทัNงใน
ส่วนของแมลงและสัตวจ์าํพวกกุง้หรือปู (Pasquier, 2001) ระบบการตอบสนองแบบนีNจะเกิดขึNนก็
ต่อเมืTอมีการกระตุน้ดว้ยสิTงแปลกปลอมและการตอบสนองจะมีความรุนแรงและรวดเร็วกวา่การ
ตอบสนองในครัN งแรกเมืTอเซลลข์องระบบภูมิคุม้กนัพบกบัสิTงแปลกปลอมชนิดเดิมอีกครัN ง เนืTองจาก
เป็นระบบการตอบสนองต่อสิTงแปลกปลอมทีTมีความสามารถในการจดจาํและมีความจาํเพาะเจาะจง
สูงมาก การตอบสนองในระบบนีNจะอาศยัการทาํงานร่วมกนัของกลุ่มเซลลเ์มด็เลือดขาวหลาย ๆ
ชนิด และอาศยัโปรตีนบนผวิเซลลเ์ป็นสืTอกลางในการติดต่อสืTอสารเพืTอการจดจาํเชืNอโรคหรือสิTง
แปลกปลอมทีTบุกรุกเขา้มาในร่างกาย (Miller and Clem, 1984) ระบบการตอบสนองนีNสามารถแบง่
ออกเป็น 2 ส่วนทีTสาํคญัคือ 
 

2.1 การตอบสนองโดยผา่นสารนํNาหรือของเหลวในเลือด (Humoral immune response) 
  
       การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบนีNจะมีเซลลเ์มด็เลือดขาว (Leukocytes) หลายชนิดเขา้
มาร่วมกนัทาํงาน ซึT งผลของการตอบสนองจะมีการสร้างโปรตีนทีTสามารถทาํหนา้ทีTในการจดจาํ 
เชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอมอยา่งจาํเพาะเจาะจง ทีTเรียกวา่ Antibody หรือ Immunoglobulin (Ig) ใน
สัตวเ์ลีNยงลูกดว้ยนมจะมี Ig อยู ่5 ชนิด ซึT งไดแ้ก่  IgM, IgD, IgG, IgA และ IgE การศึกษาในช่วง 
แรก ๆ พบวา่ปลากระดูกแขง็มีการสร้าง Ig เพียงสองชนิดเท่านัNนคือ IgM และ IgD (Warr, 1995) แต่
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ในปัจจุบนัมีการศึกษาพบวา่ในปลากระดูกแขง็มีการสร้าง IgT ไดอี้กชนิดหนึTง (Raida and 
Buchmann, 2008) โดยเซลลเ์มด็เลือดขาวทีTทาํหนา้ทีTในการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัใน  
ระบบนีN  ไดแ้ก่ 
 

      Antigen presenting cell (APC) 
 
        ในสัตวช์ัNนสูงโดยทัTวไปเซลลก์ลุ่มนีNไดแ้ก่ Neutrophils, Monocytes (Macrophages) 
และ Dendritic cell ซึT งจะทาํหนา้ทีTในการดกัจบัเชืNอโรคหรือสิTงแปลกปลอมทีTเขา้มาในร่างกายดว้ย
ขบวนการ Phagocytosis แลว้ทาํการยอ่ยสลายและตกแต่งโครงสร้าง Antigen โดยเลือกเอาเฉพาะ
ส่วนทีTมีคุณสมบติัดีทีTสุดในการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัทีTเรียกวา่ Epitope หรือ Antigenic 
determinant ไปแสดงไวที้Tผวิเซลล ์โดยอาศยัโปรตีนบนผิวเซลล ์(Surface protein) ทีTเรียกวา่ Major 
histocompatibility complex (MHC) class II เป็นสืTอกลางให ้T cell (Helper T cell) มาจดจาํภาย- 
หลงัจากทีT Helper T cell มาตรวจพบ Epitope ของสิTงแปลกปลอมแลว้ จะปล่อยสารทีTสาํคญับาง
ชนิดคือ Cytokines (Whyte, 2007) ออกมาเพืTอกระตุน้ให้กลุ่มของ APC มีการแบง่เซลลอ์ยา่งรวดเร็ว
และยงักระตุน้ให ้APC มีการตอบสนองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากยิTงขึNนและบางส่วนยงัมีการ
พฒันาตวัไปเป็น Memory APC เพืTอการตอบสนองและจดจาํ Antigen ตวัเดิมในครัN งต่อไป (Dixon 
and Stet, 2001) 
 

      Lymphocytes 
 
       Lymphocytes ทีTพบในสัตวช์ัNนสูงสามารถแบง่ไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ ไดแ้ก่ B และ T 
lymphocytes (B และ T cells) ในปลาถึงแมว้า่ยงัไมมี่การพิสูจน์ไดช้ดัเจนวา่มี B และ T cells อยูจ่ริง
แต่จากการกระตุน้ Lymphocytes ของปลาดว้ย Mitogen ซึTงเป็นสารทีTมีคุณสมบติัในการกระตุน้ให ้
B และ T cell มีการแบง่เซลลแ์บบ Mitosis ในสัตวช์ัNนสูง กพ็บวา่ Lymphocytes ของปลากมี็การ
ตอบสนองต่อสาร Mitogen ออกเป็นสองกลุ่ม เช่นเดียวกบัในสัตวช์ัNนสูง จึงมีความเชืTอวา่ 
Lymphocytes ของปลาน่าจะแบง่ออกเป็น B และ T cells เหมือนในสัตวช์ัNนสูงเช่นเดียวกนั 
(ประพนัธ์ศกัดิt , 2547) 
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      B cells 
 
       ในการตอบสนองภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะเจาะจงนัNน B cell จะมีบทบาทสาํคญัอยา่งยิTงใน
การสร้างสารทีTทาํหนา้ทีTในการจดจาํและทาํลายสิTงแปลกปลอมทีTเรียกวา่ Antibody ซึT ง B cell 1 
ชนิด จะสามารถสร้าง Antibody ต่อ Antigen หรือ Epitope เพียงชนิดเดียวเทา่นัNน เมืTอ B cell พบกบั 
Antigen ทีTจาํเพาะเจาะจงเป็นครัN งแรกจะมีทีTรับ Antigen ทีTจาํเพาะอยูบ่นผวิ B cell นัTนก็คือ 
Antibody ชนิด IgM ทีTอยูใ่นรูป Membrane form ซึT งจะเป็นตวัพา Antigen เขา้สู่เซลล ์และตกแต่ง 
Antigen เพืTอใหอ้ยูใ่นรูป Epitope ทีTพร้อมจะกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดยจะมี MHC class II เป็นตวัพา 
Epitope เหล่านีNไปไวที้Tผวิเซลล ์(Ollila and Vihinen, 2005) เมืTอ Helper T cell ทีTมีความจาํเพาะตอ่ 
Epitope ชนิดนีNมาจบัและตรวจพบกจ็ะหลัTงสารสาํคญัหลายชนิดออกมา เช่น Interleukin II เพืTอทาํ
ให ้B cell มีการแบง่เซลลเ์พิTมจาํนวนอยา่งรวดเร็ว (Proliferation) และมีการจาํแนกตวัเอง 
(Differentiation) เพืTอกาํหนดหนา้ทีTในการสร้างชนิดของ Ig ทีTจาํเพาะและพฒันาตวัเองไปเป็น 
Plasma B cell ทีTสามารถสร้าง Antibody ในรูป Secreted form ออกไปสู่ระบบหมุนเวยีนเลือดเพืTอ
ตอบสนองต่อ Antigen ชนิดนัNน ๆ ในเลือดหรืออวยัวะอืTนทีTมี Antigen ชนิดนัNนอยู ่(Kaiser et al., 
2004) นอกจากนีNยงัพบวา่ B cell บางส่วนมีการพฒันาตวัเองไปเป็น Memory B cell เพืTอจดจาํและ
ตอบสนองต่อ Antigen ตวัเดิมในครัN งต่อไป ซึT งเรียกการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัต่อ Antigen 
ในครัN งแรกนีNวา่ Primary immune response ผลของการตอบสนองจะมีการสร้าง Ig ออกมาในระดบั
ทีTไมม่ากนกัและการตอบสนองจะเกิดค่อนขา้งชา้ แต่จะพบวา่มีการสร้างเซลลที์TมีความจาํเพืTอ
รองรับการเขา้มาอีกครัN งของ Antigen ชนิดเดิม 
 

      T cells 
 

        T cell ในสัตวช์ัNนสูงโดยทัTวไปแลว้แบง่ออกเป็น 3 ชนิดไดแ้ก่ Helper T cell, Cytotoxic 
T cell และ Suppressor T cell แตช่นิดทีTเกีTยวขอ้งกบัการสร้าง Ig คือ Helper T cell เทา่นัNน โดยจะทาํ
หนา้ทีTจดจาํ Epitope ของ Antigen ทีTแสดงโดย MHC class II บนผวิเซลลข์อง B cell หลงัจากตรวจ
พบ Epitope ทีTจาํเพาะแลว้ จะหลัTงสารจาํพวก Cytokines ออกมาซึTงจะมีผลทาํให ้B cell เกิดการ
พฒันาตวั จาํแนกหนา้ทีTและผลิต Ig ออกมาในทีTสุด Helper T cell จะสามารถจดจาํตอ่ Antigen ทีT
จาํเพาะได ้จะตอ้งมีทีTรับบนผิวเซลลซึ์T งเป็นสารประกอบพวกโปรตีนทีTเรียกวา่ T cell receptor 
(TCR) ซึT งจะจดจาํอยา่งจาํเพาะเจาะจงกบั Antigen ชนิดใดชนิดหนึTงโดยลาํพงัไมไ่ด ้TCR จะตอ้ง
จดจาํโครงสร้างทีTเป็น Complex ซึT งเกิดจาก MHC class II ของ Antigen presenting cell ทัNงหลายกบั 
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Epitope โดยจะทาํงานร่วมกนัเป็นกลุ่มของเซลลก์ลุ่มใดกลุ่มหนึTงเทา่นัNน ผลของการตอบสนอง
ดงักล่าวยงัทาํให ้APC มีการหลัTงสารจาํพวก Interleukin I ออกมา ซึT งจะมีความสาํคญัอยา่งมากต่อ
การพฒันาและความอยูร่อดของทัNง B และ T cells (Klein and Horejsi, 1997) 
 

2.2 การตอบสนองโดยผา่นเซลล ์(Cell-mediated immune response) 
 

       การตอบสนองประเภทนีN มีความสาํคญัอยา่งมากในกรณีทีTมีการติดเชืNอภายในเซลล ์
โดยเฉพาะอยา่งยิTงการติดเชืNอทีTมีสาเหตุมาจากไวรัส โดยมี Cytotoxic T cell (T killer cell) และจะ
อาศยั MHC class I ซึT งสามารถพบไดใ้นเซลลที์Tมีนิวเคลียสทุกชนิด เป็นตวัช่วยหรือสืTอกลางในการ
จดจาํ โดยทัTวไปเมืTอเซลลเ์กิดการติดเชืNอจากไวรัส ภายใน Cytoplasm ของเซลลที์TติดเชืNอ (Nakanishi 
et al., 2002) นัNนจะมีกลไกในการตดัและตกแต่งอนุภาคของไวรัสใหอ้ยูใ่นรูปทีTเป็น Epitope ทีT
เหมาะสมแลว้จะมี MHC class I มาจบัอยา่งจาํเพาะเจาะจงเป็นรูป Complex แลว้จะนาํ Epitope 
เหล่านัNนไปไวบ้นผิวเซลล ์ของตวัเอง เพืTอรอให ้Cytotoxic T cell ทีTมี TCR ทีTจาํเพาะมาตรวจสอบ 
เมืTอไดรั้บการจดจาํดว้ย Cytotoxic T cell อยา่งจาํเพาะเจาะจงแลว้ Cytotoxic T cell จะหลัTงสารพิษ
ออกมาเพืTอทาํลายหรือฆ่าเซลลที์Tมี Epitope ของสิTงแปลกปลอมหรือไวรัสอยา่งจาํเพาะเจาะจง ทาํให้
เซลลต์ายและมีผลต่อเนืTองให้ไวรัสทีTอาศยัอยูภ่ายในเซลลต์ายและไมส่ามารถแพร่กระจายไปยงั
ส่วนต่าง ๆ ของร่างกายได ้(Klein and Horejsi, 1997) 
 
3. อวยัวะทีTทาํหนา้ทีTในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของปลา (Lymphoid tissue containing organ) 
 
 ในกลุ่มปลาโดยทัTวไปทัNงปลากระดูกแขง็ ปลากระดูกอ่อนและปลาปากกลม จดัเป็นกลุ่ม 
สิTงมีชีวติทีTมีกระดูกสันหลงัทีTไมมี่ไขกระดูก (Bone marrow) ซึT งทาํหนา้ทีTในการผลิตเซลลเ์มด็เลือด
อยา่งเช่นในสัตวที์TมีกระดูกสันหลงัชัNนสูงอืTนๆ โดยกลุ่มของสิTงมีชีวติเหล่านีNจะมีการพฒันาระบบ
การทาํงานเพืTอใชใ้นการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัโดยอาศยัอวยัวะทีTเรียกวา่ Lymphoid tissue 
นีNประกอบดว้ย Reticular cell framework ทีTช่วยในกระบวนการทีTเรียกวา่ Migratory และ non-
migratory cell population โดยเซลลที์Tอยูใ่น Lymphoid organ นีNจะประกอบไปดว้ยกลุ่มเซลล ์
ทีTทาํหนา้ทีTในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัทัNงแบบจาํเพาะ (Specific) และไมจ่าํเพาะเจาะจง  
(Non-specific) เซลลใ์นกลุ่มนีN ทีTสาํคญัคือ Lymphocytes, monocytes, macrophages, granulocytes 
และ thrombocytes (Nakanishi, 1996) โดยอวยัวะหลกัทีTทาํหนา้ทีTเป็น Lymphoid organ ในปลา 
ไดแ้ก่ 
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3.1 ไตส่วนหนา้ (Head kidney) 
 
      ไตถือเป็นอวยัวะทีTมีความสาํคญัอยา่งมากในกลุ่มของปลากระดูกแขง็ เนืTองจากเป็น

อวยัวะทีTมีความสาํคญัในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัโดยมีตาํแหน่งอยูที่Tผนงัช่องทอ้ง (Body 
cavity) ติดกบักระดูกสันหลงั (Vertebra) ประกอบไปดว้ย 2 ส่วนคือ ไตส่วนหนา้ (Head kidney) 
และไตส่วนหลงั (Trunk kidney) โดยไตส่วนทีTทาํหนา้ทีTโดยตรงในระบบภูมิคุม้กนัของปลา คือ ไต
ส่วนหนา้ซึT งจะมีรูปร่างลกัษณะแตกต่างกนัไปในปลาแต่ละชนิด เป็นอวยัวะทีTมีความสาํคญัในการ
ผลิตเซลลเ์มด็เลือด (Haematopoietic organ) และมีหนา้ทีTคลา้ยกบัไขกระดูกในสัตวมี์กระดูกสัน-
หลงัชัNนสูง (Meseguer et al., 1995) นอกจากนีNยงัเป็น Lymphoid organ ทีTคลา้ยคลึงกบั Lymph node 
ในสัตวช์ัNนสูงทีTใชใ้นกระบวนการการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (Kaattari and Irwin, 1985) และยงั
พบวา่มี Parenchyma cell แพร่กระจายอยูใ่น Sinusoids ทีTพฒันา และมีการเจริญของเซลลใ์นกลุ่ม 
Stroma ทีTเรียกวา่ Reticulo-endothelial stroma ทีTประกอบดว้ย Endothelial cell (lining the 
sinusoids), adventitial cells ทีTปกคลุม Abluminal surface ของ endothelial cells และ reticular cell 
ซึT งทาํหนา้ทีTเกีTยวขอ้งกบักระบวนการ Phagocytosis (Meseguer et al., 1995) กลุ่มเซลล ์stroma มี
บทบาทสาํคญัในกระบวนการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงและทาํหนา้ทีTในการ
กาํจดัและการทาํลายเศษซากของเซลล ์(Press and Evensen, 1999) นอกจากนีNไตส่วนหนา้ยงั
ประกอบไปดว้ย Sinusoidal macrophages และ endothelial cells ทีTช่วยในกระบวนการ Sinusoids 
participate โดยการจบักบัเชืNอโรคและสิTงแปลกปลอมในกระแสเลือด (Dannevig et al., 1994) และ 
Renal portal ทีTทาํหนา้ทีTเป็น Filtration bed สาํหรับการเคลืTอนยา้ย Blood-borne particle ดงันัNนไต
ส่วนหนา้จึงเป็นอวยัวะหลกัทีTทาํหนา้ทีTเป็นแหล่งสาํหรับเซลลที์Tทาํหนา้ทีTในการผลิต  Antibody  มา
พฒันาตวัเองและจะมี Melanomacrophage accumulation ซึT งเป็นกลุ่มของเซลล ์Parenchyma ทีT
สามารถเกบ็ Antigen ไวไ้ดน้าน จึงถือไดว้า่ไตส่วนหนา้ของปลาจดัเป็นอวยัวะทีTสาํคญัในการ
ตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัในสัตวก์ลุ่มนีNดว้ย (Press and Evensen, 1999) 

 
3.2 มา้ม (Spleen) 
 
      มา้มจดัเป็นอวยัวะทีTทาํหนา้ทีTในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในกลุ่มปลากระดูกแขง็อยู่

ในบริเวณช่องทอ้งของปลามีลกัษณะคลา้ยกบัเมด็ถัTวเขียวมีสีแดงหรือนํNาตาลเขม้ แบง่ออกเป็น 2 
ส่วน คือ Red pulp ซึT งเป็นบริเวณทีTมีเม็ดเลือดแดงเป็นส่วนใหญ่ ประกอบไปดว้ย Reticular cell 
network supporting blood-filled sinusoids นอกจากนีNยงัสามารถพบกลุ่มของเซลล ์Macrophage, 
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Lymphocytes และ Plasma cell และอีกส่วนหนึTงคือ White pulp เป็นส่วนทีTถูกพฒันาขึNนแบบไม่
สมบูรณ์ โดยแบง่ออกเป็นสองส่วนยอ่ย คือ Melanomacrophage accumulation และ ellipsoids ซึT ง
เป็นทีTอยูข่องกลุ่มเซลล ์Lymphocytes ต่าง ๆ โดยจะมี B lymphocytes อยูร่วมกนัเป็นกระจุกเรียกวา่ 
“Lymphoid follicles”  

 
      ทีTผา่นมามีการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของมา้มในกลุ่มปลากระดูกแขง็หลาย

ชนิดพบวา่มีความแตกต่างกนัเล็กนอ้ย เช่น ในการศึกษาในปลากลุ่ม Non-salmonid พบวา่มีการ
รวมกนัในส่วนทีTเป็น Melanomacrophages ใหก้ลายเป็น Melanomacrophage center โดยจะถูกยดึ
จบัดว้ยเยืTอบาง ๆ ของ Argyrophilic capsule และลอ้มรอบดว้ย White pulp โดยเส้นเลือดขนาดเล็ก 
(Ellis et al., 1989) ในขณะทีTปลาในกลุ่ม Salmon จะมีการสะสมของ Melanomacrophage อยา่ง
ชดัเจนแต่จะไมมี่ Capsule และมีการรวมกนัของเซลลเ์มด็เลือดและยงัมีการรวมตวักนัของ 
Lymphocytes ชนิดตา่ง ๆ อยูด่ว้ย (Press and Evensen, 1999) 

 
     Melanomacrophage center ของมา้มเป็นศูนยก์ลางหลกัในการทาํลายเซลลเ์มด็เลือดแดง 

(Erythrocyte) ทีTเสืTอมสภาพหรือหมดอายลุงและเป็นศูนยก์ลางของกระบวนการ Metabolic dumps 
นอกจากนีNยงัเป็นส่วนของอวยัวะในการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัทีTมีต่อเชืNอโรคและสิTง
แปลกปลอมหรือ Germinal center คลา้ยกบัในสัตวช์ัNนสูง (Agius, 1980) นอกจากนีNในส่วนของ 
Ellipsoids ยงัทาํหนา้ทีTในกระบวนการ Plasma filtration และ trapping of blood-borne substance 
และเป็นศูนยก์ลางของการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัเช่นเดียวกนั (Espenes et al., 1995) นอกจากนีN
มา้มยงัถือไดว้า่เป็น Peripheral lymphoid organ ทีTใหญที่Tสุด และสามารถกกัเกบ็ Antigen ทีT
ไหลเวยีนเขา้มาทางกระแสเลือด มา้มจึงเป็นอวยัวะสาํคญัในการส่งเสริมการสร้าง  Antibody  และ
ปล่อยออกสู่กระแสเลือดต่อไป (ฤทยั, 2539) 
 
4. Cytokines and chemokines 
 
 จดัเป็นสารทีTเกีTยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัทีTถูกควบคุมโดยยนีในกลุ่ม Cytokines และ 
Chemokines ซึT งสามารถจาํแนกไดท้ัNงสิNน 6 ชนิด ไดแ้ก่ CC chemokine 1, Ectodysplasin (Eda), 
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13B, Interleukin 1 β, Interleukin 8, Interleukin 
16 และ Transforming growth factor β 1 ตามลาํดบั (เอกพล, 2551) สารเหล่านีN ถือไดว้า่มี
ความสาํคญัอยา่งมากในการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัแบบ Innate และ Adaptive immunity 



 

18

เนืTองจากถูกสร้างขึNนและหลัTงโดยกลุ่มเซลลที์Tทาํหนา้ทีTเกีTยวขอ้งกบัภูมิคุม้กนัของร่างกาย เช่น 
Helper T cell, fibroblast, endothelial cell, keratinocyte และ macrophage เป็นตน้ ซึT งมีชืTอเรียก
แตกต่างกนัขึNนอยูก่บัเซลลที์TทาํการผลิตขึNน การออกฤทธิt ของ Cytokines หรือ Chemokines นีNจะมี
ผลต่อเซลลข์า้งเคียงหรือเซลลเ์ดิมทีTผลิตขึNนมา โดยมีความสาํคญัต่อการพฒันาตวั ความอยูร่อดและ
การทาํงานร่วมกนัของกลุ่มเซลลเ์หล่านัNน (Secombes et al., 1999) และยงัสามารถกระตุน้ใหเ้ซลล์
เมด็เลือดขาวเกิดการแบง่ตวัเพืTอตอบสนองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ นอกจากนีNยงัมีหนา้ทีTสาํคญัใน
การควบคุมการเจริญเติบโต การเคลืTอนทีT การเปลีTยนแปลงรูปร่างของเซลลเ์มด็เลือดขาวและเซลล์
อืTน ๆ ทีTเกีTยวขอ้ง (Kaiser et al., 2004) 
 
 Interleukin (IL) เป็น Cytokine กลุ่มหนึTงทีTมีการผลิตออกมาคอ่นขา้งมาก โดยพบจาํนวน
ทัNงหมด 3 ชนิด คือ Interleukin 1 β (IL-1β), interleukin 8 (IL-8) และ interleukin 16 (IL-16) ซึT งมี
หนา้ทีTหลกัในการควบคุมการทาํงานร่วมกนัระหวา่งเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดต่าง ๆ (Abbas et al., 
2000) โดย Interleukin 1 β ทาํหนา้ทีTเป็น First line of defense ของการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั
แบบ Innate immunity และสามารถชกันาํใหเ้กิดกระบวนการอกัเสบ (Inflammation) และส่งเสริม
ใหมี้การหลัTงสารทีTเกีTยวขอ้งในกระบวนการอกัเสบเพิTมมากขึNน นอกจากนีNยงัเกีTยวขอ้งกบั
กระบวนการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบเฉียบพลนั (Acute phase response) อีกดว้ย โดยถูกสร้าง
จากเซลลใ์นกลุ่ม Monocytes เป็นหลกั  
 
 Interleukin 8 มีบทบาทสาํคญัในการกระตุน้กลุ่มเซลล ์Neutrophils ใหเ้กิดการเคลืTอนทีT
มายงับริเวณทีTมีการบุกรุกของเชืNอโรคและสิTงแปลกปลอม รวมทัNงส่งเสริมกระบวนการ 
Chemotaxis, exocytosis และ respiratory burst (Baggiolini and Clark-Lewis, 1992) ซึT งยนี IL-8 นีN
ถูกผลิตขึNนโดยเซลลใ์นกลุ่มของ Monocytes/macrophages, fibroblast, keratinocytes และ 
endothelial cells เป็นตน้ (Inoue et al., 2003a) ปัจจุบนัมีรายงานการศึกษาเกีTยวกบั IL-8 กนัอยา่ง
กวา้งขวาง ทัNงในสัตวช์ัNนสูงชนิดต่าง ๆ เช่น มนุษย ์รวมทัNงในกลุ่มของปลาโบราณ ชนิด Lamprey 
(Lampetra fluviatilis) (Najakshin et al., 1999) ในปลากระดูกอ่อน ไดแ้ก่ Silver chimera 
(Chomaera phantasma) (Inoue et al., 2003a) และ Leopard shark (Triakis scyllia) (Inoue et al., 
2003b) และในกลุ่มของปลากระดูกแขง็ไดแ้ก่ Japanese flounder (Paralichthys olivaceous) (Lee et 
al., 2001), Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Laing et al., 2002; Sangrador-Vegas et al., 
2002; Fujiki et al., 2003) Channel catfish (Ictalurus puntatus) (Baoprasertkul et al., 2004; Chen et 
al., 2005) และ haddock (Melanogrammus aeglefinus) (Corripio-Miyar et al., 2007)  
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 Interleukin 16 (IL-16) มีความสาํคญัในการกระตุน้เซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด Monocytes, 
dendritic cells และ fibroblasts (Mathy et al., 2000) โดยเฉพาะอยา่งยิTงกระตุน้ให ้Helper T cell เกิด
การเคลืTอนทีT ซึT งเชืTอวา่เป็น T helper cell chemoattractant factor ทีTสาํคญั (Gu et al., 2008) ทัNงนีN
เนืTองจากสามารถกระตุน้การทาํงานของกลุ่มเซลล ์T-cell, monocytes, macrophages และ dendritic 
cells ได ้(Center et al., 1996) ขอ้มูลการศึกษาเกีTยวกบั IL-16 ในกลุ่มปลากระดูกแขง็นัNนมีนอ้ยมาก
โดยพบรายงานในปลา Pufferfish (Tetraodon nigroviridis) (Wen et al., 2006) และในปลานิล Nile 
tilapia (Oreochromis niloticus) (เอกพล, 2551) เทา่นัNน 
 

Transforming growth factor β1 จดัเป็น Cytokine อีกชนิดทีTมีบทบาทสาํคญัตอ่การ
เจริญเติบโตของเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด B cell โดย Cytokine ชนิดนีNพบวา่ถูกสร้างขึNนจากกลุ่ม
เซลล ์Platelets, activated macrophage และ T cell เป็นหลกั และมีรายงานวา่ Cytokines ชนิดนีNยงัมี
ความสามารถในการยบัย ัNงการเจริญของ T cell และ B cell ไดอี้กดว้ย (Ichii et al., 2008) นอกจากนีN
ยงัสามารถยบัย ัNงการแบง่ตวัของ B cell (Proliferation) เพืTอลดกระบวนการผลิต Immunoglobulin 
(Haddad et al., 2008) ซึT ง TGF β1 นีNยงัสามารถยบัย ัNงกลุ่มของเซลล ์Macrophage ในการหลัTง IL-1 
รวมทัNงควบคุมการเจริญของเซลลเ์นืNองอกและกระบวนการตายแบบ Apoptosis อีกเช่นกนั (Filyak 
et al., 2007) 
  

Tumor necrosis factor จดัเป็น Cytokine อีกชนิดหนึTงทีTมีบทบาทสาํคญัโดยจะมีส่วนใน
การทาํใหเ้ซลลเ์กิดการแตกสลายโดยเฉพาะอยา่งยิTง Tumor cell นอกจากนีNยงัทาํหนา้ทีTเป็น
ตวักระตุน้ใหเ้กิดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบ Acute inflammatory ตอ่แบคทีเรียแกรมลบและ
การติดเชืNอโรคชนิดต่างๆ (Abbas et al., 2000)  
 

แมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ 
 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นองคป์ระกอบในผนงัเซลลย์สีตช์ัNนนอก โดยพบในส่วน
ของแมนโนโปรตีน (Mannoprotein) ซึT งทาํหนา้ทีTในการยดึเกาะองคป์ระกอบตา่ง ๆ ของผนงัเซลล์
ใหค้งอยูด่ว้ยกนั ผนงัเซลลย์สีตป์ระกอบดว้ย เบตา้ 1, 3 กลูแคน (β-1, 3 glucan) 50% เบตา้ 1, 6  
กลูแคน (β-1, 6 glucan) 10% แมนแนน (Mannan) 40%  และไคติน (Chitin) 1-3% ซึT งพบวา่กวา่  
50-95% นัNนเป็นคาร์โบไฮเดรต (Lipke and Ovalle, 1998) ซึT งเป็นพวกนํNาตาลแมนโนสเกาะเป็น  
กิTงกา้นอยูด่ว้ยพนัธะแอลฟา (α)โดยโครงสร้างหลกัจะจบักนัดว้ยพนัธะ α-1, 6  และจบักนัดว้ย 
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พนัธะ α-1, 2 และ α-1, 3 เป็นแขนงยืTนออกไป (Walker, 1998) แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมี์ชืTอ
ทางการคา้หลายชืTอดว้ยกนั เช่น Mycosob หรือ Bio-Mos ซึT งสกดัไดจ้ากผนงัเซลลย์สีต ์
Saccharomyces cerevisiae ดว้ยการนาํเซลลย์สีตม์าทาํใหเ้กิดการแตกตวั (Lysed yeast culture) โดย
วธีิการปัTนแยก (Sipring et al., 2000) หรือโดยการใชเ้อนไซมใ์นการสกดั (Parodi, 1979) จากบาง
รายงานพบวา่ใช ้α-mannosides ในการสกดั (Jones and Ballou, 1969) และในบางครัN งการสกดั
กลูแคนจากยสีตก์ท็าํใหไ้ดแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ออกมาพร้อมกนัดว้ย (Freimund et al., 
2003) 
 
 จากการศึกษาพบวา่แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมี์คุณสมบติัทีTน่าสนใจต่อสิTงมีชีวติอยูห่ลาย
ประการ ดงัการศึกษาในกลุ่มของสัตวบ์กจากการอนุบาลลูกหมู (Miguel et al., 2004) และลูกหมูทีT
เพิTงหยา่นม (White et al., 2002) พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารส่งผลให ้
ลุกหมูมีนํNาหนกัเพิTมมากขึNน และมีความแขง็แรงมากกวา่ลูกหมูทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิ-
โกแซคคาไรดใ์นอาหาร การศึกษาการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารใหก้บัลูกววั 
(Terre et al., 2007) ไก่ (Vesna et al., 2007) และไก่งวง (Fritts and Waldroup, 2003) กใ็หผ้ลการ
ทดลองทีTคลา้ยกนักบัการศึกษาในลูกหมู  
 
 นอกจากนีNแลว้ยงัพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารเลีNยงเชืNอ Bacillus 
licheniformis ช่วยใหส้ร้างสารทีTมีคุณสมบติัเป็นยาปฏิชีวนะ (Bacitracin) ไดม้ากขึNน (Murphy et 
al., 2007) รวมไปถึงช่วยลดระดบัความเป็นพิษของสาร Aflatoxins (Baptista et al., 2004) และมี
ความเกีTยวขอ้งกบัการควบคุมการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัอีกดว้ย (Bland et al., 2004) 
 

บทบาทของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อสัตว์นํcา 

 
 Bogut et al. (2006) ไดท้ดลองเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารปลา European 
sheatfish (Silirus glanis) พบวา่ทีTระดบั 5 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สามารถเพิTมนํNาหนกัและลด 
อตัราเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอ (FCR) รวมไปถึงลดอตัราการตายระหวา่งการเลีNยงได ้ 
 

Torrecillas and Izquierdo (2006) รายงานวา่เมืTอเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สามารถช่วยเพิTมอตัราการเจริญเติบโตของลูกปลา European seabass 
(Dicentrarchus labrax) ได ้10% และมีการสะสมไขมนัทีTเซลลต์บัลดลง 5% เมืTอเปรียบเทียบกบั 
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ปลาชุดทีTไมไ่ดรั้บอาหารทีTเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์ 
 

Culjak et al. (2006) รายงานวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั
ความเขม้ขน้ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมในลูกปลาไน (Cyprinus carpio L.) ส่งผลใหล้ดอตัราการ
ตายจาก 50% เหลือเพียง 16.7% และลดอตัราเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอจาก 2.06 เหลือ 1.60 อีกทัNงยงั
เพิTมนํNาหนกัไดถึ้ง 24%  

 
Hossu et al. (2006) พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารปลากะรัง 

(Sparus aurata) ทีTระดบั 2 และ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สามารถช่วยเพิTมนํNาหนกั และลดอตัรา 
การตาย รวมไปถึงลดอตัราเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอลงได ้ 

 
การศึกษาในปลาไน (C. carpio L.) และปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ทีTมี

การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัความเขม้ขน้ 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม สามารถ
ช่วยเพิTมนํNาหนกั และลดอตัราการตายรวมไปถึงลดอตัราเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอลงไดเ้ช่นกนั  
(Staykov et al., 2005a; 2005b; 2005c)  

 
จากรายงานในปลาขา้งเดียว (Solea solea) ทีTไดรั้บสารแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั

ความเขม้ขน้ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบวา่มีอตัราการตายลดลง 8% มีปริมาณของ Microvilli 
ทีTผนงัลาํไส้ส่วนตน้เพิTมมากขึNนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) และมีสภาพคอ่นขา้งสมบูรณ์ 
ไมฉี่กขาด (Dimitroglou et al., 2006) ซึT งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ AyÇe Gen et al. (2006) ใน
ปลาดุกรัสเซีย (Clarias gariepinus) ซึT งพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร
สามารถปรับปรุงโครงสร้างของทางเดินอาหารบริเวณผนงัลาํไส้ ทาํให ้Villi มีความแขง็แรงและมี
พืNนทีTผวิในการดูดซึมอาหารเพิTมมากขึNน  

 
 Salze et al. (2008) ไดศึ้กษาการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารใหก้บัลูกปลา
Cobia (Rachycenrton canadum) พบวา่ลูกปลาสามารถทนทานต่อการเปลีTยนแปลงความเคม็ไดดี้
และมีปริมาณ Microvilli มากกวา่ลูกปลาทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร 
 

รายงานถึงการศึกษาผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารปลาไน (C.  
carpio L.) และในปลาเทร้า (O. mykiss) ต่อกิจกรรมการทาํลายเชืNอแบคทีเรีย (Bactericidal activity) 
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คา่แอนติบอดีNไตเตอร์ (Antibody  titres) ความเขม้ขน้ของไลโซไซม ์(Lysozyme concentration) 
(Lie, 1985), Alternative pathway of complement activity (Sotirov, 1986) และ Classical pathway 
of complement activation (Stelzar and Stein, 1971) พบวา่มีปริมาณสูงขึNนเมืTอเทียบกบัชุดการ
ทดลองทีTไมไ่ดมี้การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร ซึT งจากการศึกษาของ Staykov et 
al. (2007) ในปลา Rainbow trout กใ็หผ้ลการทดลองในทาํนองเดียวกนั  

 
นอกจากนัNนแลว้ จากการศึกษาของ Torrecillas et al. (2007) ยงัพบวา่กิจกรรมการจบักิน 

สิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาวบริเวณไตส่วนหนา้ของปลากะรังทีTทดสอบกบัเชืNอ Vibrio 
alginolyticus มีปริมาณสูงถึง 32.4% และ 26.9% เมืTอเลีNยงดว้ยอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา-
ไรดที์Tระดบัความเขม้ขน้ 4 และ 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ตามลาํดบั เมืTอเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมทีTมีเพียง 23.8% ซึT งสอดคลอ้งกบัระดบัความเขม้ขน้ทีTเหมาะสมต่อระบบภูมิคุม้กนัของปลา 
European seabass (D. labrax)  คือทีTระดบั 2 และ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม  
 
 Torrecillas et al. (2007) ใหเ้หตุผลบทบาทของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อการ
เจริญเติบโตวา่อาจเกิดจากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดช่์วยใหมี้การดูดซึมกรดอะมิโนไดม้ากขึNนซึT ง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาในไก่ (Lji et al., 2001) วา่การเพิTมปริมาณของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารทาํใหมี้การดูดซึม L-tryptophan ไดม้ากขึNนทัNงบริเวณลาํไส้ส่วน Jejunal และ Ileal ซึT ง L-
tryptophan เป็นกรดอะมิโนทีTเกีTยวขอ้งกบัการหลัTง Serotonin ออกมาเพืTอทาํให้ร่างกายรู้สึกผอ่น
คลายหรือหลบัไปในทีTสุดทาํใหมี้การใชพ้ลงังานในร่างกายลดลง จากรายงานของ Torrecillas et al. 
(2010) พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทาํใหมี้การสะสมไขมนัทีTตบัของปลา
European sea bass ลดลงเนืTองจากทาํใหก้ารทาํงานของเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase ทีTทาํ
หนา้ทีTเร่งปฏิกิริยาในการเปลีTยนกลูโคสใหเ้ป็นกรดไขมนันัNนลดลง (Santoso et al., 1995) ทาํใหมี้
กลูโคสเป็นแหล่งพลงังานของกลา้มเนืNอและการนาํสารอาหารไปใชใ้นร่างกายเพืTอการเจริญเติบโต
และการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารช่วยเสริมใหผ้นงัลาํไส้มีความสมบูรณ์จึงมีพืNนทีT
ในการดูดซึมอาหารไดม้ากขึNน (Spring et al., 2000; Shane, 2001) 



อปุกรณ์และวธีิการ 

อปุกรณ์ 

 

 

1. ลูกปลานิล (Oreochromis niloticus) ระยะเริTมกินอาหาร (S 5) นํNาหนกัประมาณ 0.013  
กรัม จากสถานีวจิยัประมงกาํแพงแสน  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

2.   ปลานิล (O. niloticus) นํNาหนกัประมาณ 60-70 กรัม จากฟาร์มเอกชน  
3.   ตูก้ระจกปริมาตร 100 ลิตร 
4.   โหลแกว้ปริมาตร 10 ลิตร 
5.   เครืTองใหอ้ากาศพร้อมอุปกรณ์ 
6.   ตาขา่ยมุง้ฟ้า 
7.   อาหารกุง้เบอร์ศูนย ์
8.   อาหารปลากินพืชเบอร์ 3 
9.   แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดช์นิดผง มีประสิทธิภาพในการออกฤทธิt  40% 
10. นํNามนัปลาหมึก 
11. อุปกรณ์การชัTง-วดั (เครืTองชัTงทศนิยม 2 ตาํแหน่ง, ไมบ้รรทดั) 
12. อุปกรณ์การผสมอาหาร (กระบอกฉีดนํNา, กระบอกตวง, กะละมงั, ถุงมือ) 
13. เครืTองผสมสาร (Vortex mixer)  
14. อุปกรณ์ในการเขีTยเชืNอแบคทีเรีย (ตะเกียงแอลกอฮอล์, Loop เขีTยเชืNอ, เขม็เขีTยเชืNอ และ 

แทง่แกว้สามเหลีTยม) 
15. เครืTองแกว้สาํหรับการทดลอง (หลอดทดลอง, จานแกว้, บีกเกอร์, ขวดรูปชมพู)่ 
16. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ 
17. อาหารเลีNยงเชืNอ Brain Heart Influsion agar (BHIA) 
18. อาหารเลีNยงเชืNอ Brain Heart Influsion broth (BHIB) 
19. อาหารเลีNยงเชืNอ Tryptic soy agar (TSA) 
20. อาหารเลีNยงเชืNอ Tryptic soy broth (TSB) 
21. อุปกรณ์ผา่ตดั 

 22. เครืTองนึTงภายใตค้วามดนัสูง (Autoclave) 
 23. ตูอ้บ (Oven) 
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 24. ตูบ้ม่เชืNอ (Incubator) 
 25. Water Bath Shaker ชนิดควบคุมอุณหภูมิ 
 26. เครืTองวดัการดูดกลืนคลืTนแสง (Sprectophotometer) 

27. เครืTองปัTนเหวีTยง (Centrifuge) 
28. สไลด ์
29. ชุดยอ้มสีแกรม 
30. กลอ้งจุลทรรศน์ 
31. เขม็ฉีดยาเบอร์ 24G x 1.5 นิNว 
32. กระบอกฉีดยาขนาด 1 ml 
33. หลอดพลาสติกใส 15 ml (Cornicol tube) 
34. Microtiter plate 96 well 
35. Microcentrifuge tube  
36. Automatic micropipette ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร  
37. Multi channel autopipette 
38. Hemacytometer 
39. เชืNอแบคทีเรีย Streptococcus  agalactiae จากหอ้งปฏิบติัการสุขภาพสัตวน์ํNา 
40. Heat-Killed yeast 
41. เครืTอง Semi-automated microcell counter  
 
42. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับเกบ็ตวัอยา่งทาํสไลดเ์นืNอเยืTอ 
       - ขวดเกบ็ตวัอยา่ง 
       - 10% Formalin 
 
43. สารเคมีทีTใชใ้นการเตรียมอาหารแปลงเพศสาํหรับลูกปลานิล 

        - 95% Ethanol 
        - Hormone 17 α-methyltestosterone 
 

44. สารเคมีทีTใชใ้นการวิเคราะห์ค่า  Antibody  titer 
       - Formalin-Killed vaccine 
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45. สารเคมีทีTใชใ้นการศึกษากระบวนจบักินสิTงแปลกปลอม (Phagocytic activity) และ  
      Superoxide anion (O2

-) 
                    - Ethylene diamine tetreacetic acid, disodium salt dehydrate; EDTA  

      - RPMI Medium with HEPES + L-Glutamine 
      - Nitrotetrazolium blue chloride (NBT) 
      - Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

                    - Phosphate Buffered Saline (PBS) 
      - Lymphoprep 
      - 2N KOH 
      - Diff-Quick Staining 
      - 70% Methanol, 100% Methanol 

 
46. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับงานทางดา้นชีวโมเลกุล 
      - ตู ้-20 องศาเซลเซียส (Whirlpool) 
      - ตู ้-80 องศาเซลเซียส (Thermo Forma) 
      - ชุดเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (Bio-Rad) 
      - Power supply : Power PAC 3000 (Bio-Rad Laboratories, USA) 
      - White/UV trasilluminator: UVP ImageStore 7500 (Mitsubishi Electric  
        Corporation, Japan) 
      - Gel documentation 
      - Thermal cycle (Polymerase chain reation; PCR) machine model TP600 (Takara  

           Bio Inc.) 
      - เครืTองมือบดเนืNอเยืTอ (Glinder) 
      - ถุงมือปลอดเชืNอ 
      - PCR tube 
      - Microwave oven (Sanyo Electric Co., Ltd.) 
      - Sodium chloride (NaCl) (Merck) 
       - ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 คูเ่บส (Fermentas) 
       - Absolute ethanol (Merck) 
       - Ammonium persulfate (Bio basic Inc.) 



 

26

      - Chloroform (Fisher Scientific) 
      - Phenol (Merck) 
      - Tris (Tris-Borate EDTA) (Fisher Scientific) 
      - Ethidium bromide (Sigma) 
      - Diethyl pyrocarbonate; DEPC (Sigma) 
      - Formamide (BDH) 
      - Formaldehyde (BDH) 
      - 3-[N-morpholino] propane-sulfonic acid; MOPS (BIO BASIC INC.) 
      - Trizol reagent (Molecular Research Center) Isopropanol (Merck) 
      - RevertAidTM Firststrand cDNA synthesis kit (Fermentas)  
      - Loading dye (Fermentas) 
      - Gel star (Lonza) 
      - Agarose gel (Conda) 

 

วธีิการ 

 
การทดลองทีM 1 ศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการเจริญเติบโต  

อตัรารอด และความต้านทานต่อเชืcอแบคทเีรีย Streptococcus  agalactiae ของลกูปลานิล  
 

1. การวางแผนการทดลอง 
 

   วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง (Treatment) ในแตล่ะชุดการทดลองมี 3 ซํN า (Replication) ไดแ้ก่ 

 
    ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–

methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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    ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมและแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม 

 
    ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-

MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมและแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม 

     
    ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-

MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมและแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม 

 
2. การเตรียมสัตวท์ดลอง 

 

     นาํลูกปลานิลทีTถุงไขแ่ดงยบุแลว้โดยมีนํNาหนกัเฉลีTย 0.013±0.001 กรัม (ระยะ S5) มาใส่ตู้
ทดลองขนาด 100 ลิตร บรรจุนํNาจืดปริมาตร 80 ลิตร ปล่อยปลาในอตัราแตกต่างกนั 3 ระดบั ใชผ้า้
ตาขา่ยฟ้าคลุมตูเ้พืTอป้องกนัสิTงแปลกปลอมตกลงไปในตูร้ะหวา่งการทดลอง ให้อากาศอยา่งเพียงพอ
ตลอดการทดลอง ดูดตะกอนและเปลีTยนถ่ายนํNาทุกวนั ทาํการทดลองแยกเป็น 3 ครัN ง โดยแต่ละครัN ง
ใชจ้าํนวนลูกปลาในตูท้ดลองทีT 100, 200 และ 300 ตวั ตามลาํดบั 
 

3. อาหารและการใหอ้าหาร 
 

     ผสมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่อ
อาหารกุง้เบอร์ศูนย ์1 กิโลกรัม ซึT งเป็นระดบัทีTมีประสิทธิภาพในการแปลงเพศลูกปลานิลใหเ้ป็น
เพศผูไ้ด ้(ไพบูลย ์และณฐัพงษ,์ 2547) โดยวธีิสเปรยส์ารละลายฮอร์โมนลงบนอาหาร คลุกเคลา้ให้
เขา้กนัแลว้นาํไปผึTงลมใหอ้าหารแหง้ จากนัNนจึงผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัความ
เขม้ขน้ทีTต่างกนั 3 ระดบั ตามระบุขา้งตน้ 
 
     บนัทึกนํNาหนกัอาหารเริTมตน้ของแต่ละชุดการทดลองเพืTอนาํขอ้มูลไปประกอบการศึกษา 
ถึงผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารต่อการเจริญเติบโต เกบ็อาหารในภาชนะ
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พลาสติกปิดฝาใหส้นิทในตูเ้ยน็ ใหอ้าหารอนุบาลลูกปลาวนัละ 5 มืNอ คือ 8.00 น. 10.00 น. 12.00 น. 
14.00 น. และ 16.00 น. โดยในสัปดาห์แรกใหใ้นอตัรา 30% ของนํNาหนกัตวั สัปดาห์ทีT 2 ใหใ้นอตัรา 
20% ของนํNาหนกัตวั  และสัปดาห์ทีT 3 ใหใ้นอตัรา 15% ของนํNาหนกัตวั เป็นระยะเวลาทัNงสิNน 21 วนั 
 

4. การศึกษาผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารต่อการเจริญเติบโตและ
อตัรารอด 
 

     เมืTอครบกาํหนดการอนุบาลเป็นระยะเวลา 21 วนัแลว้ นบัจาํนวนปลาทีTเหลือในทุก ๆ ซํN า 
ของทุกชุดการทดลองเพืTอคาํนวณอตัรารอด และสุ่มลูกปลาจากแต่ละซํN าของทุกชุดการทดลองมา 
จาํนวนซํN าละ 30 ตวั ชัTงนํNาหนกัและวดัความยาวและทาํการประเมินอตัราการเจริญเติบโตต่อวนั 
(ADG) ชัTงนํNาหนกัอาหารทีTเหลือของแต่ละชุดการทดลองเพืTอนาํไปคาํนวณหาอตัราการเปลีTยน 
อาหารเป็นเนืNอ (FCR) จากนัNนสุ่มลูกปลาจากแต่ละชุดการทดลองมาผา่ตดัเกบ็อวยัวะภายในบริเวณ
ลาํไส้ส่วนตน้และตบั ใส่ขวดเกบ็ตวัอยา่งทีTมีสารละลาย 10% Formalin สาํหรับการทาํสไลดเ์นืNอเยืTอ
ถาวร เพืTอศึกษาถึงสภาพเนืNอเยืTอของลาํไส้ส่วนตน้และตบัของแต่ละชุดการทดลอง 
  

5. การศึกษาผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารต่อความตา้นทานโรค 
  

     5.1 เลีNยงเชืNอ Streptococcus agalactiae ในอาหาร Brain Heart Infusion Broth ในหลอด
ทดลองปริมาตร 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาํเชืNอแบคทีเรียทีT
ไดม้าปัTนลา้งดว้ยนํNาเกลือ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ ทีTความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที รอบละ 15 
นาที ทัNงหมด 3 รอบ ทาํการปรับความเขม้ขน้ของสารละลายแบคทีเรียใหมี้ปริมาณเซลลแ์บคทีเรีย
ประมาณ 109 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยการวดัค่าการดูดกลืนคลืTนแสง (OD) เท่ากบั 0.3 ทีTช่วงความยาว
คลืTน 560 นาโนเมตร นาํสารละลายแบคทีเรียทีTไดไ้ปฉีดเขา้ปลานิลขนาดประมาณ 30 กรัม ปริมาตร 
0.2 มิลลิลิตร บริเวณช่องทอ้งเพืTอกระตุน้ความรุนแรงของเชืNอในการก่อโรค นาํปลาทีTผา่นการฉีด
เชืNอแบคทีเรียแลว้ลงเลีNยงในตูข้นาด 100 ลิตร ให้อากาศตามปกติ สังเกตปลาทีTเริTมมีอาการของโรค
และนาํมาแยกเชืNอจากอวยัวะภายในบริเวณตบั มา้ม ไต และสมอง ดว้ยวธีิปลอดเชืNอลงบนอาหาร 
Brain Heart Infusion Agar บม่ทีTอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัTวโมง จากนัNนทาํการแยก
เชืNอใหบ้ริสุทธิt และทาํการยอ้มสีแกรมดูลกัษณะ รูปร่างเซลล ์เพืTอยนืยนัชนิดของแบคทีเรียทีTไดจ้าก
การแยก  
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   5.2 เขีTยโคโลนีของเชืNอ S. agalactiae ทีTแยกไดจ้ากขอ้ 5.1 ลงในอาหาร Brain Heart 
Infusion Broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาํเชืNอ
แบคทีเรียทีTไดม้าปัTนลา้งดว้ยนํNาเกลือ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ ทีTความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที 
รอบละ 15 นาที ทัNงหมด 3 รอบ และทาํเป็นสารละลายแบคทีเรีย เพืTอทาํการเลือกระดบัความเขม้ขน้
ของเชืNอ S. agalactiae ทีTเหมาะสมสาํหรับการทดลองจริง โดยเลือกระดบัความเขม้ขน้ทีTทาํใหลู้ก
ปลานิลตายประมาณ 50% (LC50) โดยวธีิการแช่มาใชใ้นการทดลอง 

 
   5.3 ทดสอบความสามารถในการตา้นเชืNอโรคของลูกปลานิล เมืTอครบกาํหนด 21 วนัของ

การใหอ้าหารทดลอง นาํลูกปลานิลจากแต่ละชุดการทดลองมาทดสอบความตา้นทานเชืNอโรค โดย
วธีิการแช่ลูกปลาจาํนวน 30 ตวั ในนํNาปริมาตร 3 ลิตร ทีTมีปริมาณความเขม้ขน้ของเชืNอ S. agalactiae 
ทีTไดท้าํการทดสอบแลว้วา่เป็นระดบัความเขม้ขน้ทีTสามารถทาํใหลู้กปลานิลวยัเดียวกนัตายถึง 50% 
จากขอ้ 5.2  แช่ลูกปลานิลในนํNาทีTมีเชืNอแบคทีเรียเป็นระยะเวลา 6 ชัTวโมง จากนัNนยา้ยลูกปลาไปเลีNยง
ในโหลแกว้ทีTมีนํNาอยูป่ริมาตร 8 ลิตร เป็นระยะเวลา 7 วนั เพืTอเปรียบเทียบอตัราการตายของปลาใน
แต่ละชุดการทดลอง 

 
6. การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

 
     วเิคราะห์ความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลองของขอ้มูล นํNาหนกั ความยาว อตัรารอด   
อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอ อตัราการเจริญเติบโตต่อวนั และอตัราการตายเมืTอสัมผสัเชืNอ โดยใช้
วธีิวเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด 
(Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีTย โดยใชว้ิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) (บุญออ้ม, 2550) ทีTระดบัความเชืTอมัTน 95 เปอร์เซ็นต ์(α=0.05) 
 
การทดลองทีM 2 ศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัของ 

ปลานิล  

 

การทดลองทีM 2.1 ศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัแบบ 

จําเพาะเจาะจงของปลานิล  
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1. การวางแผนการทดลอง 
 

     วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง (Treatment) ในแตล่ะชุดการทดลองมี 3 ซํN า (Replication) ไดแ้ก่ 

 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช 
 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์2  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
2. การเตรียมสัตวท์ดลอง 

 

     นาํปลานิลนํNาหนกัเฉลีTยประมาณ 60-70 กรัม มาใส่ตูท้ดลองขนาด 100 ลิตร บรรจุนํNาจืด 
ปริมาตร 80 ลิตร ตูล้ะ 10 ตวั จาํนวน 12 ตู ้ใชผ้า้ตาขา่ยฟ้าคลุมตูเ้พืTอป้องกนัสิTงแปลกปลอมตกลงไป
ในตูร้ะหวา่งการทดลอง ให้อากาศอยา่งเพียงพอตลอดการทดลอง ดูดตะกอนและเปลีTยนถ่ายนํNาทุก 
วนั 
 

3. อาหารและการใหอ้าหาร 
 

     ผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัความเขม้ขน้ทีTตา่งกนั 3 ระดบั ตามระบุ
ขา้งตน้กบัอาหารปลากินพืช จากนัNนเคลือบดว้ยนํNามนัปลาหมึก เมืTออาหารแหง้ดีแลว้จึงเกบ็ใส่  
ภาชนะทีTปิดมิดชิด บนัทึกนํNาหนกัอาหารเริTมตน้ของแต่ละชุดการทดลองเพืTอนาํขอ้มูลไปประกอบ 
การศึกษาถึงผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารต่อการเจริญเติบโต ใหอ้าหาร
วนัละ 2 มืNอ เชา้-เยน็ ตลอดการทดลอง 
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4. การศึกษาคา่ Antibody titer ของปลานิล 
  

    หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์เป็นเวลา 2 สัปดาห์ จะเริTมทาํการเกบ็
คา่ Antibody titer ครัN งแรกก่อนการให้วคัซีน โดยขัNนตอนการเตรียมวคัซีนดงัรายละเอียดใน
ภาคผนวก เกบ็คา่ Antibody titer ทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 10 ตวั จากนัNนทาํการฉีด
วคัซีนปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ใหก้บัปลาทุกตวัของชุดการทดลองทีT 1, 2, 3 และ 4 ซึT งวธีิการดดัแปลง
มาจากการศึกษาของภิรัตน์ และคณะ (2550) จากนัNนจึงทาํการเกบ็คา่ Antibody titer ตอ่ไปทุก ๆ 
สัปดาห์พร้อมกบัชัTงนํNาหนกัและวดัความยาว วธีิการตรวจวดัค่า Antibody titer ดดัแปลงจากนิลุบล
และคณะ (2549) โดยวธีิการ Direct agglutination โดยการเจือจาง Serum แบบ Two-fold dilution 
ในสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ โดยเจาะเลือดจากเส้นเลือดบริเวณใต้
แนวกระดูกสันหลงั (Caudal vein) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ Microcentrifuge tube แลว้นาํไปปัTนทีT 
2,500 รอบต่อนาที ทีTอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพืTอใหเ้ลือดแยกชัNน แลว้จึงดูด Serum ดา้นบนมา
ใช ้เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ในหลุมทีT 2 ถึง 12 จาํนวนหลุมละ 
50 ไมโครลิตร จากนัNนนาํ Serum ทีTไดม้าเติมใน Microtiter plate 96 well โดยใส่ในหลุมทีT 1 และ 2 
จาํนวนหลุมละ 50 ไมโครลิตร ทาํใหใ้นหลุมทีT 2 มีจาํนวนปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร ผสม
สารละลายในหลุมทีT 2 โดยใช ้Multi channel autopipette และทาํการเจือจางสารละลายในหลุมทีT 2 
โดยการดูดสารละลายจาํนวนหลุมละ 50 ไมโครลิตร ไปใส่ในหลุมทีT 3 แลว้ทาํการดูดสารละลายใน
หลุมทีT 3 จาํนวน 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลุมทีT 4 ทาํตามวธีิดงักล่าวนีNจนถึงหลุมสุดทา้ย จึงดูด
สารละลายในหลุมสุดทา้ยทิNงไป 50 ไมโครลิตร จากนัNนเติมสารละลาย Antigen ซึT งในการทดลอง 
คือ Formalin-killed vaccine ทีTมีความเขม้ขน้ 109 CFU/ml ลงในทุก ๆ หลุม จาํนวนหลุมละ 50 
ไมโครลิตร ในการทดลองแต่ละครัN งปลา 1 ตวัจะตรวจหาค่า Antibody titer จาํนวน 2 ซํN า โดย 1 ซํN า 
เทา่กบั 1 แถวดงันัNนปลา 1 ตวั จะตอ้งใชจ้าํนวน Serum อยา่งนอ้ย 200 ไมโครลิตร ปิดดา้นบนของ 
Microtiter Plate ดว้ย Parafilm เพืTอป้องกนัการปนเปืN อนและการระเหยออกของสารละลาย บ่มในตู้
บม่ทีTอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพืTอปล่อยใหเ้กิดการจบักนัระหวา่ง Antibody กบั Antigen เป็น
เวลา 18 ชัTวโมง แลว้ทาํการอ่านผลเพืTอนาํไปประกอบการวเิคราะห์ขอ้มูล เมืTอคา่ Antibody titer ของ
การใหว้คัซีนครัN งแรกมีคา่ลดลงจึงฉีดวคัซีนเพืTอกระตุน้ภูมิคุม้กนัอีกเป็นครัN งทีT 2 และทาํการเกบ็คา่ 
Antibody titer ตอ่ไปตามวธีิขา้งตน้ 
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5. การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
 

     วเิคราะห์ความแตกต่างของคา่ Antibody titer ระหวา่งชุดการทดลอง โดยใชว้ธีิวเิคราะห์
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely 
Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีTย Antibody titer ในช่วงเวลา
เดียวกนั โดยใชว้ธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) (บุญออ้ม, 2550) ทีTระดบัความ
เชืTอมัTน 95 เปอร์เซ็นต ์(α=0.05) 
 

การทดลองทีM 2.2 ศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่ 

จําเพาะเจาะจงของปลานิล  

 

1. การวางแผนการทดลอง 
 

     วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง (Treatment) ในแตล่ะชุดการทดลองมี 3 ซํN า (Replication) ไดแ้ก่ 
 

    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช 
 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์2  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
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2. การเตรียมสัตวท์ดลอง 
 

     นาํปลานิลนํNาหนกัเฉลีTยประมาณ 60-70 กรัม มาใส่ตูท้ดลองขนาด 100 ลิตร บรรจุนํNาจืด 
ปริมาตร 80 ลิตร ตูล้ะ 10 ตวั จาํนวน 12 ตู ้ใชผ้า้ตาขา่ยฟ้าคลุมตูเ้พืTอป้องกนัสิTงแปลกปลอมตกลงไป
ในตูร้ะหวา่งการทดลอง ให้อากาศอยา่งเพียงพอตลอดการทดลอง ดูดตะกอนและเปลีTยนถ่ายนํNาทุก 
วนั 
 

3. อาหารและการใหอ้าหาร 
 

     ผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัความเขม้ขน้ทีTตา่งกนั 3 ระดบั ตามระบุ
ขา้งตน้กบัอาหารปลากินพืช จากนัNนเคลือบทบัดว้ยนํNามนัปลาหมึก เมืTออาหารแหง้ดีแลว้จึงเกบ็ใส่ 
ภาชนะทีTมิดชิด ใหอ้าหารวนัละ 2 มืNอ เชา้-เยน็ ตลอดการทดลองเป็นเวลา 50 วนั โดยให้อาหาร
ทดลองนาน 30 วนั และใหอ้าหารปกติ 20 วนั 
 

4. การศึกษาระบบภูมิคุม้กนัของปลานิล 
 

    ทาํการสุ่มปลาทุก ๆ 10 วนั จนครบ 50 วนั จากแตล่ะชุดการทดลอง ชุดละ 10 ตวั เจาะ
เลือดจาก Caudal vein ใหไ้ดป้ริมาตร 1 มิลลิลิตร ดว้ยเขม็ฉีดยาทีTเคลือบดว้ย EDTA เพืTอป้องกนัการ
แขง็ตวัของเลือด แบง่เลือดทีTเจาะไดป้ริมาตร 0.1 มิลลิลิตรใส่ Microcentrifuge tube เพืTอนาํเลือดทีT
ไดไ้ปวเิคราะห์คา่โลหิตวทิยา (Total red blood cells, Hematocrit, Hemoglobin และ Peripheral 
blood leukocytes) ดว้ยเครืTอง Semi-automated microcell counter และใส่เลือดส่วนทีTเหลือลงใน 
Cornicol tube ซึT งภายในบรรจุอาหารเลีNยงเซลลเ์มด็เลือด (RPMI Medium) (อตัราส่วนเลือดต่อ
อาหารเลีNยงเซลลเ์มด็เลือดเทา่กบั 1:2) ผสมใหเ้ขา้กนัอยา่งระมดัระวงั เพืTอนาํเลือดไปศึกษากิจกรรม
การจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว (Phagocytic activity) และ Superoxide anion (O2

-) 
ตามขัNนตอน ดงันีN  

 
    4.1 การวเิคราะห์คา่โลหิตวทิยา (Total red blood cells, Hematocrit, Hemoglobin และ  

Peripheral blood leukocytes) 
 
         นาํเลือดใน Micocentrifuge tube มาตรวจวิเคราะห์คา่โลหิตวทิยาโดยใชเ้ครืTอง  
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Semi-automated microcell counter ในการวเิคราะห์ 
 
    4.2 การแยกเซลลเ์มด็เลือด 
 

                ผสมเลือดกบัอาหารเลีNยงเซลลเ์มด็เลือดทีTอยูใ่น Cornicol tube ใหเ้ขา้กนัดว้ยวธีิการ
เอียงหลอดเบา ๆ ใช ้Tip ปลายตดั ดูดสารละลายเลือดทัNงหมด 3 มิลลิลิตร ใส่ใน Cornicol tube ทีTมี 
Lymphoprep อยู ่3 มิลลิลิตร (อตัราส่วนสารละลายเลือดกบั Lymphoprep เทา่กบั 1:1) อยา่ง
ระมดัระวงัอยา่ใหร้วมชัNนกนั นาํมาหมุนเหวีTยงทีTความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที ทีT
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดูดชัNนของเซลลเ์มด็เลือดขาวทีTมีลกัษณะขุน่โดยใช ้Tip ปลายตดั ใหไ้ด้
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Cornicol tube ทีTมีสารละลาย PBS อยู ่1 มิลลิลิตร (อตัราส่วนเมด็เลือด
ขาวกบัสารละลาย PBS เทา่กบั 1:1) นาํมาหมุนเหวีTยงทีTความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 
นาที ทีTอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายใสส่วนบนทิNงจากนัNนเติมสารละลาย PBS 1 
มิลลิลิตร นาํมาหมุนเหวีTยงทีTความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ทีTอุณหภูมิ 25 องศา-
เซลเซียส ทาํเช่นนีN  2 รอบ เพืTอเป็นการทาํความสะอาดเซลลเ์มด็เลือดขาว จากนัNนนาํเซลลเ์มด็เลือด 
ขาวทีTไดไ้ปนบัดว้ย  Hemacytometer เพืTอคาํนวณปริมาณเมด็เลือดขาวเป็นจาํนวนเซลลต่์อมิลลิลิตร
ดงัรายละเอียดในภาคผนวก และปรับความเขม้เขน้ของเซลลเ์มด็เลือดใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 106  
เซลลต่์อมิลลิลิตร เพืTอนาํไปศึกษากิจกรรมการจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว 
(Phagocytic activity) ในขอ้ 4.3 และ Superoxide anion (O2

-) ในขอ้ 4.4 ต่อไป 
 
    4.3 การศึกษากิจกรรมการจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว (Phagocytic     

 activity) 
 

           การวเิคราะห์ดดัแปลงจากวธีิการของ Puangkaew et al. (2004) โดยแบง่ขัNนตอนดงันีN  
 

          4.3.1 หยดเซลลเ์มด็เลือดขาวทีTปรับความเขม้ขน้แลว้ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงบน  
Cover slip ทิNงไว ้2 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพืTอใหเ้ซลลเ์มด็เลือดเกาะติดกบักระจก
ของ Cover slip  
 

         4.3.2 เตรียมสารละลายยสีตใ์หมี้ความเขม้ขน้ทีT 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร ดว้ยการใช้
สารละลายเซลลย์สีตค์วามเขม้ขน้ทีT 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร 70 ไมโครลิตรผสมกบั RPMI Medium 
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630 ไมโครลิตร (อตัราส่วนสารละลายเซลลย์สีตค์วามเขม้ขน้ทีT 108 เซลลต่์อมิลลิลิตรกบั RPMI 
Medium เทา่กบั 1:9) ทิNงไว ้1 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 
         4.3.3 เมืTอครบ 2 ชัTงโมงแลว้ ลา้งเซลลเ์มด็เลือดขาวทีTไม่ยดึเกาะบนผวิของ Cover slip 

ดว้ย RPMI Medium 3 ครัN ง จากนัNนเติมสารละลายยสีตที์Tเตรียมไวใ้นขอ้ 4.3.2 ลงไปบน Cover slip 
ทีTมีเซลลเ์มด็เลือดขาวเกาะอยู ่200 ไมโครลิตร ทิNงไว ้1 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 
         4.3.4 เมืTอครบ 1 ชัTวโมงแลว้ ลา้ง Cover slip ดว้ย RPMI Medium 3 ครัN ง เพืTอขจดั

เซลลที์Tไมย่ดึเกาะและยสีตส่์วนเกินออกไป แลว้ยอ้ม Cover slip ดว้ย Diff-Quick Staning ทิNงใหแ้หง้
จากนัNนนาํไปตรวจดูการจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาวภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดย
สุ่มนบัเซลลเ์มด็เลือดขาวทัNงทีTกินยสีตแ์ละไมกิ่นยสีตร์วมทัNงหมด 200 เซลล ์ขอ้มูลทีTไดน้าํไป
คาํนวณหาคา่ Percent phagocytosis และ Phagocytic index โดยมีสูตรคาํนวณ ดงันีN  
 
Phagocytosis (%) =   จาํนวนเซลลที์Tจบักินยสีต ์       x   100 
                              จาํนวนเซลลที์TนบัทัNงหมด  
Phagocytic index =   จาํนวนเซลลที์Tจบักินยสีต ์  x  จาํนวนเซลลย์สีตที์TถูกกินทัNงหมด  x 100 
                              จาํนวนเซลลที์TนบัทัNงหมด            จาํนวนเซลลที์TนบัทัNงหมด 
  

    4.4 Superoxide anion (O2
-) 

  
           การวเิคราะห์ตามวธีิการของ Christybapita et al. (2007) โดยหยดเซลลเ์มด็เลือดขาว
ทีTปรับความเขม้ขน้แลว้จากขอ้ 4.2 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ในหลุมของ Microtiter plate จากนัNนใส่ 
NBT 25 ไมโครลิตร ตามดว้ย RPMI Medium 175 ไมโครลิตร ทิNงไว ้2 ชัTวโมง ทีTอุณหภูมิ 28  องศา
เซลเซียส ดูดสารละลายส่วนบนทิNงแลว้เติม 100% Methanol ทิNงไว ้5 นาที แลว้ดูดออก ลา้งหลุมดว้ย 
70% Methanol 125 ไมโครลิตร จาํนวน 2 ครัN ง ดูดออกให้หมด จากนัNนปล่อยใหแ้หง้ แลว้เติม 2N 
KOH 125 ไมโครลิตร ตามดว้ย DMSO 150 ไมโครลิตร นาํไปวดัทีTเครืTองวดัการดูดกลืนคลืTนแสงทีT
ความยาวคลืTน 650 นาโนเมตร โดยสารละลายมาตรฐานใชส้ารเคมีเช่นเดียวกบัตวัอยา่งแต่แตกต่าง
ตรงทีTไมมี่การเติมเซลลเ์มด็เลือดขาว จากนัNนนาํคา่ดูดกลืนคลืTนแสงทีTวดัไดไ้ปวเิคราะห์ทางสถิติ
ต่อไป 
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5. การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
 

     วเิคราะห์ความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลองของขอ้มูล ค่าโลหิตวทิยา กิจกรรมการจบั
กินสิTงแปลกปลอม (Phagocytosis และ Phagocytic index) และ Superoxide anion (O2

-) (Reactive 
oxygen species (ROS) production) โดยใชว้ธีิวเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) ตาม
แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกตา่ง
ของคา่เฉลีTย โดยใชว้ธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) (บุญออ้ม, 2550) ทีTระดบั
ความเชืTอมัTน 95 เปอร์เซ็นต ์(α=0.05) 
 

การทดลองทีM 3 ศึกษาผลของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการแสดงออกของยีน Interleukin 1 β,  

Interleukin 8, Transforming growth factor β 1 และ Tumor necrosis factor α โดยใช้เทคนิค  

Semi-quantitative RT-PCR 

 

1. การวางแผนการทดลอง 
 

     วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 4 ชุดการ
ทดลอง (Treatment) ในแตล่ะชุดการทดลองมี 3 ซํN า (Replication) ไดแ้ก่ 
 

    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช 
 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์2  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
     
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6  

กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
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2. การเตรียมสัตวท์ดลอง 
 

     นาํปลานิลนํNาหนกัเฉลีTยประมาณ 60-70 กรัม มาใส่ตูท้ดลองขนาด 100 ลิตร บรรจุนํNาจืด 
ปริมาตร 80 ลิตร ตูล้ะ 10 ตวั จาํนวน 12 ตู ้ใชผ้า้ตาขา่ยฟ้าคลุมตูเ้พืTอป้องกนัสิTงแปลกปลอมตกลงไป
ในตูร้ะหวา่งการทดลอง ให้อากาศอยา่งเพียงพอตลอดการทดลอง ดูดตะกอนและเปลีTยนถ่ายนํNาทุก 
วนั 
 

3. อาหารและการใหอ้าหาร 
 

     ผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัความเขม้ขน้ทีTตา่งกนั 3 ระดบั ตามระบุ
ขา้งตน้กบัอาหารปลากินพืช จากนัNนเคลือบทบัดว้ยนํNามนัปลาหมึก เมืTออาหารแหง้ดีแลว้จึงเกบ็ใส่ 
ภาชนะทีTมิดชิด ใหอ้าหารวนัละ 2 มืNอ เชา้-เยน็ ตลอดการทดลองเป็นเวลา 30 วนั  
 

4. การเกบ็ตวัอยา่งเนืNอเยืTอจากอวยัวะต่าง ๆ และการสกดั Total RNA 
 

    เมืTอปลานิลไดรั้บอาหารทดลองครบ 30 วนั ทาํการสุ่มปลาจากทัNง 4 ชุดการทดลอง  
ชุดการทดลองละ 4 ตวั เพืTอเกบ็เนืNอเยืTอจากไตส่วนหนา้และมา้ม อยา่งละประมาณ 100 มิลลิกรัม
จากนัNนทาํการสกดั Total RNA โดยนาํเนืNอเยืTอมาบดดว้ย Trizol reagent (Molecular Research 
Center) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํมาบม่ทีTอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที จากนัNนเติม Chloroform ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บม่ทีTอุณหภูมิห้อง 2-3 นาที และนาํไปปัTนเหวีTยงทีTความเร็วรอบ 12,000 xg ทีTอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัNนแยกส่วนใสซึTงประกอบดว้ย RNA ไปยงัหลอด 
microcentrifuge tube ใหม ่จากนัNนเติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั
ดว้ยมือ บม่ทีTอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที นาํไปปัTนเหวีTยงทีTความเร็วรอบ 12,000 xg ทีTอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จะเห็นตะกอนสีขาวของ RNA อยูบ่ริเวณกน้หลอด ลา้งตะกอน 
RNA ดว้ย 75% Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและเกบ็ทีTอุณหภูมิ-80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะ
นาํมาใช ้การวดัคุณภาพของ RNA ทาํไดโ้ดยนาํมาวดัค่าดูดกลืนแสงทีTความยาวคลืTน 260 นาโน-
เมตร และทาํ Electrophoresis โดยใช ้1% Formaldehyde-agarose gel 
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    4.1 การวดัคุณภาพ Total RNA ดว้ย Formaldehyde-agarose gel electrophoresis 
 

          เตรียมตวัอยา่ง Total RNA ทีTไดจ้ากอวยัวะตา่ง ๆ โดย ผสม Total RNA ปริมาตร 3.5 
ไมโครลิตรจาก Total RNA ความเขม้ขน้ 10-20 ไมโครกรัมดว้ย DEPC-treated water, 50% 
Formamide ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 2.2 M Formaldehyde ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ10X MOPS 
ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร นาํไปบม่ทีT 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากนัNนนาํไปแช่ในนํNาแขง็ง
ทนัทีเป็นเวลา 10 นาที เติม 10X Formaldehyde gel loading buffer (50% Glycerol, 10 mM EDTA, 
pH 8.0, 0.25% (W/V) Bromophenol blue และ 0.25% (W/V) Xylene cyanol FF) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ลงไปในตวัอยา่งแต่ละหลอด นาํตวัอยา่งไปแยก RNA บน 1% Formaldehyde-agarose 
gel ซึT งอยูใ่น 1X MOPS (เจือจางดว้ย 10X MOPS: 0.2 M MOP, pH 7.0, 20 mM Sodium acetate 
และ 10 mM EDTA) นาํเจลทีTไดไ้ปยอ้มดว้ย Ethidium bromide (0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เป็นเวลา 1 
ชัTวโมงและนาํมาส่องใตแ้สง UV ดว้ยเครืTอง Gel documentation โดยสามารถพบแถบของ RNA 2 
แถบอยา่งชดัเจน คือ แถบของ 28s rRNA ซึT งมีขนาดประมาณ 4.7 kb และ 18s rRNA ซึT งมีขนาด
ประมาณ 1.9 kb และพบรอย Smear ดา้นบนของแถบ RNAซึTงมีขนาดมากกวา่ 10 kb แสดงวา่ 
mRNA ทีTสกดัไดมี้คุณภาพดี ซึT งเป็นสภาพทีTเหมาะสมสาํหรับการนาํไปสังเคราะห์ First strand 
cDNA ต่อไป 
 

    4.2 การสังเคราะห์ First strand cDNA synthesis 
 
   นาํ Total RNA ทีTเกบ็ใน 75 % Ethanol มาทิNงไวที้Tอุณหภูมิหอ้งเพืTอใหล้ะลาย จากนัNน 

นาํไปเขยา่โดยใช ้Vortex mixture แลว้นาํไปปัTนเหวีTยงทีT 12,000 รอบตอ่นาที จากนัNนดูด 75 % 
Ethanol ทิNง แลว้ตากตะกอนทีTอุณหภูมิห้องอยา่ใหแ้หง้มาก เติม DEPC treated water ประมาณ 10 
ไมโครลิตร ทีละนอ้ยเพืTอให้ตะกอนละลายจนหมด ใช ้Automatic micropipette ดูด Total RNA มา 
2 ไมโครลิตรผสมกบั DEPC treated water 68 ไมโครลิตรแลว้นาํไปวดัคา่การดูดกลืนแสงทีTความ
ยาวคลืTน 260-280 นาโนเมตรซึTงใช ้DEPC treated water เป็น Blank เมืTอไดค้า่ความเขม้ขน้ของ 
Total RNA เป็นหน่วยไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนัNนใช ้Total RNA ทีTสกดัไดจ้ากแต่ละตวัอยา่ง
ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมมาสังเคราะห์ First strand cDNA โดยใช ้RevertAidTM Firststrand cDNA 
synthesis kit (Fermentas) เกบ็ไวที้Tอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํไปใชเ้พืTอเป็น DNA 
template ในการทาํ RT-PCR ต่อไป 
 



 

39

    4.3 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
 

              First strand cDNA ทีTไดจ้ะใชเ้ป็น Template ในกระบวนการ PCR เพืTอหาปริมาตร 
ของ Magnesium chloride (MgCl2) และจาํนวนรอบ (Cycles) ของปฏิกิริยาทีTเหมาะสมต่อการ 
แสดงออกของยนีในไตส่วนหนา้และมา้มของปลาแต่ละชุดการทดลอง เพืTอนาํไปใชใ้นการทาํ  
Semi-quantitative RT-PCR โดยใช ้Template ของปลาชุดควบคุมในการหาปฏิกิริยาทีTเหมาะสม ซึT ง 
ในการทาํ PCR amplification ใช ้Gene-specific primers ของยนี Interleukin 1 β, Interleukin 8,  
Transforming growth factor β 1, Tumor necrosis factor α และ β actin โดยมีลาํดบัของนิวคลีโอ- 
ไทดที์Tใชเ้ป็น Gene-specific primers และขนาดของ PCR product ดงันีN  
 
ตารางทีM 1  Gene specific primers เพืTอใชใ้นการศึกษา RT-PCR 
 
Gene name Primer 

names 
Sequences from 5' to 3' PCR product size 

Interleukin 1 β IL-1b-F 
IL-1b-R 

5'- GTCACTGACAGCCAAAAGAG -3' 
5'- GACAGACATGAGAGTGCTGA -3' 

339 bp 

Interleukin 8 
 

On-IL8 F 
On-IL8 R 

5'- CTGTCATGGTCTGCATCTC -3' 
5'- GAGGAAGTGGTCTTCTGCT -3' 

256 bp 

Transforming growth factor β 1 
 

TGF-βF 
TGF-βR 

5'- CATAAGCCAACGGGTTAC -3' 
5'- CCCCATGTCCACATTATC -3' 

359 bp 

Tumor necrosis factor α 
 

TNF-αF 
TNF-αR 

5'- CTGAGGCGAAGACTGTAGTT -3' 
5'- CTGCTTCCCATAGACTCTGA  -3' 

499 bp 

β actin BA-F1 
BA-R1 

5'- GGTCATCACCATTGGCAATG -3' 
5'- ACTGAAGCCATGCCAATGAG -3' 

592 bp 
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โดยมีปฏิกิริยาและสภาวะของปฏิกิริยาดงันีN  
 
ตารางทีM 2  ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR เพืTอหาปริมาตรของ Magnesium chloride ทีTเหมาะสม 
 

 
ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR 

ปริมาตรของ  MgCl2 (ไมโครลิตร) 
1.0 1.5 2.0 3.0 4.0 

DNA Template (ไมโครลิตร) 
10X Taq buffer (ไมโครลิตร) 
2.5 mM dNTP (ไมโครลิตร) 
10 µM Forward primer (ไมโครลิตร) 
10 µM Reverse primer (ไมโครลิตร) 
0.5 U/µl Taq DNA Polymerase (ไมโครลิตร) 
25 mM MgCl2 (ไมโครลิตร) 
Distill water (ไมโครลิตร) 

0.5 
2.5 
2.0 
2.5 
2.5 
0.3 
1.0 
13.7 

0.5 
2.5 
2.0 
2.5 
2.5 
0.3 
1.5 
13.2 

0.5 
2.5 
2.0 
2.5 
2.5 
0.3 
2.0 
12.7 

0.5 
2.5 
2.0 
2.5 
2.5 
0.3 
3.0 
11.7 

0.5 
2.5 
2.0 
2.5 
2.5 
0.3 
4.0 
10.7 

ปริมาตรรวม (ไมโครลิตร) 25 25 25 25 25 
 
รอบของปฏิกิริยา 
 
Pre-Denaturation 95oC เป็นเวลา 5 นาที 
Denaturation  95oC เป็นเวลา 30 วนิาที 
Annealing  55 oC เป็นเวลา 30 วนิาที              25 รอบ 
Extension  72 oC เป็นเวลา 1  นาที 
Post-Extension  72 oC เป็นเวลา 5  นาที 

 
 จากนัNนนาํ PCR product ทัNงหมดทีTไดม้าตรวจสอบโดยวธีิ Electrophoresis บน 1.5% 
Agarose gel ใน 1X TBE buffer  ทีTกาํลงัไฟฟ้า 100 โวลท ์ใช ้100 bp DNA ladder เป็น DNA 
marker จากนัNนยอ้มเจลดว้ย Gel star (Lonza) และนาํไปส่องใตแ้สง UV ดว้ยเครืTอง Gel 
documentation ใชโ้ปรแกรม SynGene Genetools version 3.08.01 ในการวเิคราะห์ 
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นาํปฏิกิริยาทีTเลือก มาปรับจาํนวนรอบในการทาํปฏิกิริยาเพืTอหารอบทีTเหมาะสมในการทาํ
กระบวนการ PCR ของแต่ละยนีในแต่ละอวยัวะ โดยจาํนวนรอบทีTใชท้ดลองคือ 22, 25, 28, 32 และ 
35 รอบ ตามลาํดบั จากนัNนนาํ PCR product ทัNงหมดทีTไดม้าตรวจสอบโดยวธีิ Electrophoresis บน 
1.5% Agarose gel ใน 1X TBE buffer  ทีTกาํลงัไฟฟ้า 100 โวลท ์ใช ้100 bp DNA ladder เป็น DNA 
marker จากนัNนยอ้มเจลดว้ย Gel star (Lonza) และนาํไปส่องใตแ้สง UV ดว้ยเครืTอง  
Gel documentation ใชโ้ปรแกรม SynGene Genetools version 3.08.01 ในการวเิคราะห์ ไดค้า่ทีT
เหมาะสมดงัแสดงในตารางทีT 3 
 

ตารางทีM 3  ปริมาตรของ MgCl2 และจาํนวนรอบในการทาํ PCR ทีTเหมาะสม 
 

อวยัวะ ชืTอยนี ปริมาตรของ MgCl2 
(ไมโครลิตร) 

รอบในการทาํ PCR 

ไตส่วนหนา้ Interleukin 1 β 
Interleukin 8 
Transforming growth factor β 1 
Tumor necrosis factor α 
β actin 

1.0 
1.0 
1.5 
4.0 
2.0 

25 
25 
25 
32 
25 

มา้ม Interleukin 1 β 
Interleukin 8 
Transforming growth factor β 1 
Tumor necrosis factor α 
β actin 

4.0 
1.0 
2.0 
2.0 
1.5 

22 
25 
25 
25 
25 

 

4.4 Semi-quantitative RT-PCR 
 

นาํคา่ของปฏิกิริยาทีTเหมาะสมของแต่ละยนีในไตส่วนหนา้และมา้มทีTไดจ้ากขอ้ 4.2 มา
ทาํกระบวนการ PCR โดยใช ้Template ของปลาจากทุกชุดการทดลองมาเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
ชุดการทดลองละ 4 ซํN า จากนัNนนาํ PCR product ทัNงหมดทีTไดม้าตรวจสอบโดยวธีิ Electrophoresis 
บน 1.5% Agarose gel ใน 1X TBE buffer  ทีTกาํลงัไฟฟ้า 100 โวลท ์ใช ้100 bp DNA ladder เป็น 
DNA marker จากนัNนยอ้มเจลดว้ย Gel star (Lonza) และนาํไปส่องใตแ้สง UV ดว้ยเครืTอง  
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Gel documentation ใชโ้ปรแกรม SynGene Genetools version 3.08.01 ในการวเิคราะห์ ทาํการ 
Normalize ระดบัการแสดงออกของยนีดว้ยจาํนวนของ β actin คา่ทีTไดอ้อกมาคือ relative 
fluorescence units/rfU (%) (Flach et al., 1998) ดงัสมการ  
 

relative fluorescence units (%) =   Raw volumn of target gene    x   100 
                                     Raw volumn of β actin 

 
5. การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

 

    ขอ้มูลของการแสดงออกของยนี Interleukin 1 β, Interleukin 8, Transforming growth  
factor β 1, Tumor necrosis factor α จะแสดงในรูปของ Means ± standard deviation และความ
แตกต่างทางสถิติระหวา่งกลุ่มจะวเิคราะห์ความแปรปรวนโดยใช ้One-way analysis of variance 
(ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของคา่เฉลีTยโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) (บุญออ้ม, 2550) ทีTระดบัความเชืTอมัTน 95 เปอร์เซ็นต ์(α=0.05) 
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สถานทีMและระยะเวลาทาํการวจัิย 

 

สถานทีMทาํการวจัิย 

  

หอ้งปฏิบติัการสุขภาพสัตวน์ํN า ภาควชิาเพาะเลีNยงสัตวน์ํNา คณะประมง  
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน 
 
ระยะเวลาทาํการวจัิย 

  
 เริTมทาํการทดลอง เดือนตุลาคม 2551 และ สิNนสุดการทดลองในเดือนมกราคม 2553
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ผลและวจิารณ์ 
 

ผลการทดลอง 

 

การทดลองทีM 1 การศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการเจริญเติบโต  

อตัรารอด และความต้านทานต่อเชืcอแบคทเีรีย Streptococcus  agalactiae ของลกูปลานิล  

 
เมืTอครบกาํหนดการอนุบาลเป็นระยะเวลา 21 วนัแลว้ นบัจาํนวนปลาทีTเหลือในทุก ๆ ซํN า 

ของทุกชุดการทดลองเพืTอคาํนวณอตัรารอด และสุ่มลูกปลาจากแต่ละซํN าของทุกชุดการทดลองมา 
จาํนวนซํN าละ 30 ตวั ชัTงนํNาหนกัและวดัความยาว ประเมินอตัราการเจริญเติบโตต่อวนั (ADG)  
ชัTงนํNาหนกัอาหารทีTเหลือของแต่ละชุดการทดลองเพืTอนาํไปคาํนวณหาอตัราการเปลีTยนอาหาร 
เป็นเนืNอ (FCR) จากนัNนสุ่มลูกปลาจากแต่ละชุดการทดลองมาผา่ตดัเกบ็อวยัวะภายในบริเวณลาํไส้
ส่วนตน้และตบั ใส่ขวดเกบ็ตวัอยา่งทีTมีสารละลาย 10% Formalin ส่งตวัอยา่งนาํไปทาํสไลดเ์นืNอเยืTอ
ถาวร เพืTอศึกษาถึงสภาพเนืNอเยืTอของลาํไส้ส่วนตน้และตบัของแต่ละชุดการทดลอง ทดสอบ
ความสามารถในการตา้นเชืNอโรคของลูกปลานิล โดยวธีิการแช่ลูกปลาจาํนวน 30 ตวั ในนํNาปริมาตร  
3 ลิตร ทีTมีปริมาณความเขม้ขน้ของเชืNอ S. agalactiae ทีT 108 CFU/ml เป็นระยะเวลา 6 ชัTวโมง 
จากนัNนยา้ยลูกปลาไปเลีNยงในโหลแกว้ทีTมีนํNาอยูป่ริมาตร 8 ลิตร เป็นระยะเวลา 7 วนั เพืTอ
เปรียบเทียบอตัราการตายของปลาในแต่ละชุดการทดลอง ไดผ้ลดงันีN  

 
1.1 อตัรารอด 

 
     หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นแตล่ะชุดการทดลองเป็น

ระยะเวลา 21 วนั พบวา่อตัรารอดเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTทุกอตัราการปล่อยไม่มีความ
แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลอง ดงัแสดงในตารางทีT 4 และ 
ภาพทีT 1 
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ตารางทีM 4  อตัรารอดของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์   
     เป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้

 
ชุดการทดลอง อตัรารอดลูกปลานิลแปลงเพศของแต่ละอตัราปล่อย (เปอร์เซ็นต)์ 

100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 
ชุดการทดลองทีT 1 89.67±9.07 92.33±6.83 92.00±5.48 
ชุดการทดลองทีT 2 94.00±10.39 94.00±6.26 92.56±2.45 
ชุดการทดลองทีT 3 95.67±3.21 95.00±5.89 96.78±3.98 
ชุดการทดลองทีT 4 96.33±6.35 95.33±8.08 98.22±2.80 

 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของคา่เฉลีTยในแนวตัNง 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 1  อตัรารอดเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
               ไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 
 

1.2 นํNาหนกั  
 

      หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นแต่ละชุดการทดลองเป็น
ระยะเวลา 21 วนั พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวั/ตู ้นํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศชุดควบคุมกบั 
ชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) คือ 0.78±0.16 และ 0.79±0.19 กรัม ตามลาํดบั ในขณะทีTชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 
1 กิโลกรัม มีผลทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีนํNาหนกัเฉลีTยมากกวา่ชุดควบคุมและชุดทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมอยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ (P<0.05) คือ 0.85±0.20 และ 0.90±0.19 กรัม ตามลาํดบั เมืTอพิจารณานํNาหนกัเฉลีTยของลูก
ปลานิล แปลงเพศทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวั/ตู ้พบวา่นํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศชุด
ควบคุม กบัชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม ไมแ่ตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) คือ 0.49±0.10 , 0.50±0.11, 0.41±0.11 และ 0.43±0.18 
กรัม ตามลาํดบั สาํหรับชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT
ระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํให้ลูกปลานิลแปลงเพศมีนํNาหนกัเฉลีTย
มากกวา่      
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ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 0.52±0.10, 0.53±0.13, 0.46±0.15 และ 0.48±0.13 
กรัม ตามลาํดบั แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งนํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิล 
แปลงเพศทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2, 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 
1 กิโลกรัม (ตารางทีT 5 และภาพทีT 2) 
 
ตารางทีM 5  นํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา– 

    ไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้
 

ชุดการทดลอง นํNาหนกัเฉลีTยลูกปลานิลแปลงเพศของแต่ละอตัราปล่อย (กรัม) 
100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 

ชุดการทดลองทีT 1 0.78±0.16 a 0.49±0.10a 0.41±0.11a 
ชุดการทดลองทีT 2 0.79±0.19a 0.50±0.11ab 0.43±0.18ab 
ชุดการทดลองทีT 3 0.85±0.20b 0.52±0.10b 0.46±0.15b 
ชุดการทดลองทีT 4 0.90±0.19b 0.53±0.13b 0.48±0.13b 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6   
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 2  นํNาหนกัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์  
                เป็นระยะเวลา 21 วนั 
 

1.3 ความยาวมาตรฐาน 
 

     หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นแตล่ะชุดการทดลองเป็น
ระยะเวลา 21 วนั พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวั/ตู ้ความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศ
ชุดควบคุมกบัชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ตอ่อาหาร 1 
กิโลกรัม ไมแ่ตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) คือ 2.86±0.24 และ 2.88±0.20  เซนติเมตร ตามลาํดบั 
ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 
6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีความยาวมาตรฐานเฉลีTยมากกวา่ชุด
ควบคุมและชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 2.96±0.25  และ 3.03±0.22  เซนติเมตร ตามลาํดบั 
เมืTอพิจารณาความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวั/ตู ้
พบวา่ความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศชุดควบคุมกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริม แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ไมแ่ตกต่างกนั
ทางสถิติ (P>0.05) คือ 2.44±0.19, 2.49±0.23, 2.24±0.40 และ 2.32±0.24 เซนติเมตร ตามลาํดบั 
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สาํหรับชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีความยาวมาตรฐานเฉลีTยมากกวา่ชุด
ควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 2.51±0.19, 2.53±0.20, 2.33±0.27 และ 2.40±0.23 

เซนติเมตร ตามลาํดบั แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งความยาวมาตรฐานเฉลีTย
ของลูกปลานิลแปลงเพศทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2, 4 และ 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ตารางทีT 6 และภาพทีT 3) 
 
ตารางทีM 6  ความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิ-

โกแซคคาไรด์เป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้
 

ชุดการทดลอง ความยาวมาตรฐานเฉลีTยลูกปลานิลแปลงเพศ 
ของแต่ละอตัราปล่อย (เซนติเมตร) 

100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 
ชุดการทดลองทีT 1 2.86±0.24a 2.44±0.19a 2.24±0.40a 
ชุดการทดลองทีT 2 2.88±0.20a 2.49±0.23ab 2.32±0.24ab 
ชุดการทดลองทีT 3 2.96±0.25b 2.51±0.19b 2.33±0.27b 
ชุดการทดลองทีT 4 3.03±0.22b 2.53±0.20b 2.40±0.23b 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6         
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 



 

50

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

100 200 300 อตัราปลอ่ย (ตวั/ตู)้

คว
าม

ยา
วม

าต
รฐ

าน
เฉ
ลีTย

 (เ
ซน

ตเิ
มต

ร)

ชดุการทดลองทีT 1 ชดุการทดลองทีT 2 ชดุการทดลองทีT 3 ชดุการทดลองทีT 4

a a
a aab ab

b b
b b b b

 
 

ภาพทีM 3  ความยาวมาตรฐานเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโก- 
  แซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 

 
1.4 อตัราการเจริญเติบโตต่อวนั (Average daily growth/ADG) 

 
      หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นแต่ละชุดการทดลองเป็น

ระยะเวลา 21 วนั พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวั/ตู ้อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิล
แปลงเพศชุดควบคุมกบัชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม 
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ไมแ่ตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) คือ 0.037±0.007 และ 0.037±0.009 กรัม/วนั 
ตามลาํดบั ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 
กรัม และ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีอตัราการเจริญเติบโตต่อวนั
เฉลีTยมากกวา่ชุดควบคุมและชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 0.040±0.010 และ 0.042±0.009 
กรัม/วนั ตามลาํดบั เมืTอพิจารณาอตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTอตัรา
ปล่อย 200 และ 300 ตวั/ตู ้พบวา่อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศไมมี่
ความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลอง คือ 0.022±0.001, 
0.023±0.003, 0.024±0.002, 0.024±0.002,  0.019±0.002,  0.020±0.002, 0.021±0.004  และ 
0.022±0.002  กรัม/วนั ตามลาํดบั (ตารางทีT 7 และภาพทีT 4) 
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ตารางทีM 7  อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 
     แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้

 
ชุดการทดลอง อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยลูกปลานิลแปลงเพศ 

ของแต่ละอตัราปล่อย (กรัม/วนั) 
100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 

ชุดการทดลองทีT 1 0.037±0.007a 0.022±0.001a 0.019±0.002a 
ชุดการทดลองทีT 2 0.037±0.009a 0.023±0.003a 0.020±0.002a 
ชุดการทดลองทีT 3 0.040±0.010b 0.024±0.002a 0.021±0.004a 
ชุดการทดลองทีT 4 0.042±0.009b 0.024±0.002a 0.022±0.002a 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6  

           กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 4  อตัราการเจริญเติบโตต่อวนัเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริมแมน-  
               แนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 
 

1.5 อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอ (Feed conversion rate [FCR]) 
 

     หลงัจากใหอ้าหารผสมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นแตล่ะชุดการทดลองเป็น
ระยะเวลา 21 วนั พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวั/ตู ้อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิล
แปลงเพศไมมี่ความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลอง คือ 
1.42±0.10, 1.39±0.25, 1.28±0.19 และ 1.12±0.09 ตามลาํดบั ส่วนชุดการทดลองทีTมีอตัราปล่อย 200 
ตวั/ตู ้พบวา่อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศชุดควบคุมกบัชุดทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ไมแ่ตกต่างกนั
ทางสถิติ (P>0.05) คือ 1.59±0.07 และ 1.47±0.20 ตามลาํดบั ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผล
ทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยนอ้ยกวา่ชุดควบคุมและชุดทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม อยา่งมีนยั-
สาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 1.32±0.14 และ 1.30±0.09 ตามลาํดบั แตที่TชุดการทดลองทีTมีอตัรา
ปล่อย 300 ตวั/ตู ้พบวา่อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศชุดควบคุมกบั
ชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม และ 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 
กิโลกรัม ไมมี่ความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) คือ 1.39±0.09, 1.27±0.09 และ 1.18±0.19 
ตามลาํดบั ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํใหลู้กปลานิลแปลงเพศมีอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTย
นอ้ยกวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 1.06±0.09 และมีอตัราการเปลีTยนอาหาร
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เป็นเนืNอเฉลีTยนอ้ยกวา่ชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัมและ 
4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) (ตารางทีT 8 และ 
ภาพทีT 5) 

 
ตารางทีM 8  อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 

     แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้
 

ชุดการทดลอง อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยลูกปลานิลแปลงเพศ 
ของแต่ละอตัราปล่อย  

100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 
ชุดการทดลองทีT 1 1.42±0.10a 1.59±0.07a 1.39±0.09a 
ชุดการทดลองทีT 2 1.39±0.25a 1.47±0.20ab 1.27±0.09ab 
ชุดการทดลองทีT 3 1.28±0.19a 1.32±0.14b 1.18±0.19ab 
ชุดการทดลองทีT 4 1.12±0.09a 1.30±0.09b 1.06±0.09b 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6  

           กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 5  อตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารเสริม 
  แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั 

 
1.6 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเนืNอเยืTอบริเวณลาํไส้ส่วนตน้และตบั 
 
       เมืTอครบกาํหนดการอนุบาลเป็นระยะเวลา 21 วนัแลว้ สุ่มลูกปลาจากแต่ละชุดการ

ทดลองมาผา่ตดัเกบ็อวยัวะภายในเพืTอศึกษาถึงสภาพเนืNอเยืTอของลาํไส้ส่วนตน้และตบัของแต่ละชุด
การทดลอง พบวา่ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีพืNนทีTผวิของ microvilli ในลาํไส้ส่วนตน้ไมฉี่กขาด มีสภาพคอ่นขา้ง
สมบูรณ์ และเพิTมขึNนอยา่งเห็นไดช้ดั (ภาพทีT 6) สาํหรับชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอ-
ลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม มีพืNนทีTผวิของ microvilli เพิTมมาก
ขึNนแต่ยงัพบวา่มีการฉีกขาดอยูบ่า้ง (ภาพทีT 7) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม (ภาพทีT 8) และชุด
ควบคุม (ภาพทีT 9) ทีTมีพืNนทีTผวิของ microvilli คอ่นขา้งนอ้ยและพบการฉีกขาดทีTผนงัดา้นนอกของ 
microvilli อยูม่าก สาํหรับลกัษณะทางพยาธิสภาพเนืNอเยืTอตบัของชุดควบคุมและชุดทดลองทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร พบวา่มีการสะสมไขมนั (Fat droplet) อยูใ่นเซลล์
ตบั (Hepatocyte) แต่ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 
4 กรัม และ 6 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม มีการสะสมไขมนัในเซลลต์บัมากกวา่ชุดควบคุมและ 
ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่อ อาหาร 1 
กิโลกรัม (ภาพทีT 10) 
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ภาพทีM 6  ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารกุง้ 
  เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60  
  มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6 กรัม ต่ออาหาร  
  1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 7  ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารกุง้ 

  เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60  
  มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4 กรัม ต่ออาหาร   

               1 กิโลกรัม พบการฉีกขาดของ microvilli (Laceration; L) 
 
 

L 
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ภาพทีM 8  ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารกุง้ 

  เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60  
  มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม ต่ออาหาร   
  1 กิโลกรัม พบการฉีกขาดของ microvilli (Laceration; L) 
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ภาพทีM 9  ลกัษณะทางพยาธิสภาพบริเวณลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลแปลงเพศหลงัไดรั้บอาหารกุง้ 

  เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60  
  มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) พบการฉีกขาดของ microvilli  
  (Laceration; L) 

 
 

 

L 

9 
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ภาพทีM 10  เซลลต์บั (Hepatocyte; H) มีการสะสมของไขมนั (Fat droplet; F) อยูใ่นเซลล ์
 

หมายเหตุ  T1 = เซลลต์บัของลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้ 
17 α–methyl testosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม  

      (ชุดควบคุม) 
T2 = เซลลต์บัของลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้ 

(17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

T3 = เซลลต์บัของลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้ 
(17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

T4 = เซลลต์บัของลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้ 
(17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
ผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

 
 
 

 

T1 T2 

T4 T3 

H 

H 
H 

H 

F 

F 

F 

F 
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1.7 ผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารต่อความตา้นทานเชืNอ  
     S. agalactiae ของลูกปลานิลแปลงเพศ 
 
     หลงัทดสอบความสามารถในการตา้นเชืNอโรคของลูกปลานิล โดยวธีิการแช่ดว้ยเชืNอ S. 

agalactiae ทีT 108 CFU/ml พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวั/ตู ้อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลง
เพศของชุดควบคุม คือ 43.33±20.82  เปอร์เซ็นต ์ในขณะทีTชุดทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอ-
ลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ส่งผลใหอ้ตัรา
การตายลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 3.33±5.77, 0.00±0.00 และ 0.00±0.00 
เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ส่วนอตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 
ตวั/ตู ้พบวา่ลูกปลานิลแปลงเพศชุดควบคุมกบัชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัราการตายเฉลีTยไมแ่ตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
คือ 63.33±11.55, 50.00±17.32, 46.67±5.77  และ 43.33±15.28 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ในขณะทีTชุด
การทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่
อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทาํให้ลูกปลานิลแปลงเพศมีอตัราการตายเฉลีTยนอ้ยกวา่ชุดควบคุมและชุดทีT
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 16.67±5.77, 3.33±5.77, 16.67±5.77 และ 6.67±5.77 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั (ตารางทีT 9 และภาพทีT 11)  
 
 นาํลูกปลาทีTตายมาแยกเชืNอแบคทีเรียจากตบั มา้ม และไตส่วนหลงั และนาํเชืNอแบคทีเรียทีT
ไดม้าทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพและทางชีวเคมีพบวา่เป็นเชืNอ Streptococcus agalactiae  
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ตารางทีM 9  อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
     ไรดเ์ป็นเวลา 21 วนั ทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั/ตู ้หลงัแช่ดว้ยเชืNอ S. agalactiae  

    ทีT 108 CFU/ml 
 

ชุดการทดลอง อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศของแต่ละอตัราปล่อย  
100 (ตวั/ตู)้ 200 (ตวั/ตู)้ 300 (ตวั/ตู)้ 

ชุดการทดลองทีT 1 43.33±20.82a 63.33±11.55a 46.67±5.77a 
ชุดการทดลองทีT 2 3.33±5.77b 50.00±17.32a 43.33±15.28a 
ชุดการทดลองทีT 3 0.00±0.00b 16.67±5.77b 16.67±5.77b 
ชุดการทดลองทีT 4 0.00±0.00b 3.33±5.77b 6.67±5.77b 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้17 α–   
methyltestosterone (17 α-MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ชุดควบคุม) 
ชุดการทดลองทีT 2 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α-  
MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2  
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 

     ชุดการทดลองทีT 3 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 4  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ลูกปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารกุง้เบอร์ศูนยผ์สมฮอร์โมนเพศผู ้(17 α- 
     MT) ในอตัรา 60 มิลลิกรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 6  
     กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 11  อตัราการตายเฉลีTยของลูกปลานิลแปลงเพศทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
   ไรดเ์ป็นระยะเวลา 21 วนั หลงัแช่ดว้ยเชืNอ S. agalactiae ทีT 108 CFU/ml 

 
การทดลองทีM 2 การศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัของ 

ปลานิล  

 

การทดลองทีM 2.1 ระบบภูมิคุ้มกนัแบบจําเพาะเจาะจงของปลานิลในเชิงการสร้าง Antibody 

หลงัจากได้รับวคัซีน S. agalactiae 

 

 ผลการศึกษาค่า Antibody titer เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนัในแต่ละสัปดาห์ พบวา่การเปลีTยนแปลงของค่า Antibody titer เฉลีTยของ
ปลานิลในแต่ละชุดการทดลองหลงัจากใหว้คัซีนครัN งแรก มีคา่สูงขึNนในสัปดาห์ทีT 1-2 โดยปลานิล
จากชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม ในสัปดาห์ทีT 1 มีคา่ Antibody titer เฉลีTยสูงสุด คือ 8.00±0.00 รองลงมาคือชุดควบคุม 
และชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ตามลาํดบั คือ 6.40±2.07, 5.50±2.80 และ 3.80±0.63 สัปดาห์ทีT 2 ปลานิล
จากชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม ยงัคงมีคา่เฉลีTยสูงสุด คือ 8.80±6.20 รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ชุดควบคุม และชุดการ
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ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
ตามลาํดบั ซึT งมีคา่ใกลเ้คียงกนัคือ 4.00±0.00, 3.30±2.58 และ 3.10±1.20 ตามลาํดบั เมืTอเขา้สู่สัปดาห์
ทีT 3 คา่เฉลีTย Antibody titer ของทุกชุดการทดลองเริTมมีคา่ลดลง โดยชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ยงัคงมีคา่เฉลีTยสูงสุด 
คือ 3.20±1.03 รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT
ระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม และชุดควบคุม ตามลาํดบั คือ 2.40±2.17, 1.40±0.52 
และ 1.20±0.42 ตามลาํดบั และทาํการใหว้คัซีนกระตุน้เป็นครัN งทีTสอง 
 
 สัปดาห์ทีT 4 (หนึTงสัปดาห์หลงัการฉีดวคัซีนครัN งทีT 2) พบวา่การตอบสนองต่อวคัซีนของทุก
ชุดการทดลองมีคา่สูงขึNนกวา่การไดรั้บวคัซีนครัN งแรก โดยชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTยสูงทีTสุด คือ 
166.40±61.83 รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT
ระดบั 2 กรัม และ 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่ใกลเ้คียงกนัคือ 14.22±3.53 และ 13.71±3.90
และชุดควบคุม ซึT งมีคา่เฉลีTย Antibody titer ตํTาสุดคือ 6.67±4.00 สัปดาห์ทีT 5 คา่เฉลีTย Antibody titer 
ของชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั คือ 14.40±3.37 สาํหรับชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม และ 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม นัNน
ยงัคงมีคา่เพิTมขึNน คือ 15.60±9.70, 15.20±7.00 และ 22.40±8.26 ตามลาํดบั เมืTอเขา้สู่สัปดาห์ทีT 6 
คา่เฉลีTย Antibody titer ของทุกชุดการทดลองเริTมลดลง โดยคา่เฉลีTย Antibody titer ของชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
ลดลงเป็น 7.60±1.26 ซึT งเทา่กบัชุดควบคุม รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนน-
โอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม คือ 7.20±1.69 และ 
5.60±2.07 สัปดาห์ทีT 7 คา่เฉลีTย Antibody titer ของทุกชุดการทดลองลดลงเกือบคงทีT โดยทีTชุด
ควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม 
ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เท่ากบัในสัปดาห์ทีT 6 คือ 7.60±1.26 และ 5.60±2.07 ตามลาํดบั ส่วนชุด
การทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่
อาหาร 1 กิโลกรัม ลดลงเล็กนอ้ย คือ 4.80±3.49 และ 4.20±1.48 ตามลาํดบั (ตารางทีT 10 และ 
ภาพทีT 12) 
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ตารางทีM 10  คา่เฉลีTย Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลอง 
 
สัปดาห์ ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
0 2.00±0.00a 2.00±0.00 a 2.00±0.00 a 2.00±0.00 a 
1 6.40±2.07 c 8.00±0.00 bc 5.50±2.80 b 3.80±0.63 a 
2 3.30±2.58 a 8.80±6.20 b 4.00±0.00 a 3.10±1.20 a 
3 1.20±0.42 a 3.20±1.03 c 2.40±2.17 bc 1.40±0.52 ab 
4 6.67±4.00 a 14.22±3.53 a 13.71±3.90 a 166.40±61.83 b 
5 15.60±9.70 a 15.20±7.00 a 22.40±8.26 b 14.40±3.37 a 
6 7.60±1.26 b 5.60±2.07 a 7.20±1.69 b 7.60±1.26 b 
7 7.60±1.26 b 5.60±2.07 a 4.80±3.49 a 4.20±1.48 a 

 
หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
     ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
     ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
     2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
     4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
     6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 12  คา่เฉลีTย Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลอง 
 

ผลการตอบสนองของปลานิลทีTไดรั้บวคัซีน แบง่ออกเป็น การตอบสนองในช่วงการให้
วคัซีนครัN งแรก (primary response) พบวา่คา่เฉลีTย Antibody titer ของทุกชุดการทดลองอยูใ่นช่วง 
3.80±0.63-8.80±6.20 โดยชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีT
ระดบั 2 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม มีการตอบสนองต่อวคัซีนครัN งแรกสูงทีTสุด คือ 8.80±6.20 ใน
สัปดาห์ทีT 2 หลงัการใหว้คัซีน และมีคา่สูงกวา่การตอบสนองต่อวคัซีนของชุดการทดลองทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม อยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 3.80±0.63 ซึT งมีการตอบสนองสูงสุดในสัปดาห์แรกหลงัการให้
วคัซีน แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสติถิ (P>0.05) กบัชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม ทีTมีคา่ 6.40±2.07 และ 
5.50±2.80  ตามลาํดบั และมีการตอบสนองสูงสุดในสัปดาห์แรกหลงัการให้วคัซีนเช่นเดียวกนั 
สาํหรับการตอบสนองของปลานิลหลงัการฉีดวคัซีนกระตุน้ครัN งทีT 2 (secondary response) มีคา่เฉลีTย 
Antibody titer ของทุกชุดการทดลองอยูใ่นช่วง 15.20±7.00-166.40±61.83 ซึT งชุดการทดลองทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม มีการ
ตอบสนองต่อวคัซีนครัN งทีT 2 สูงทีTสุด คือ 166.40±61.83 ในสัปดาห์ทีT 1 หลงัการใหว้คัซีนครัN งทีT 2 
(สัปดาห์ทีT 4) และมีคา่สูงกวา่ชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัมและ 4 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม ทีTมีการตอบสนองในสัปดาห์ทีT 2 
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หลงัจากการใหว้คัซีน (สัปดาห์ทีT 5) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) คือ 15.60±9.70, 
15.20±7.00 และ 22.40±8.26 ดงัแสดงในตารางทีT 11 และภาพทีT 13  
 
ตารางทีM 11  คา่เฉลีTยสูงสุดของ Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลองหลงัไดรั้บวคัซีน 

      ทัNง 2 ครัN ง 
 

ชุดการทดลอง คา่เฉลีTยสูงสุดของ Antibody titer  
Primary response Week Secondary response Week 

ชุดการทดลองทีT 1 6.40±2.07 ab 1 15.60±9.70 a 5 
ชุดการทดลองทีT 2 8.80±6.20b 2 15.20±7.00 a 5 
ชุดการทดลองทีT 3 5.50±2.80 ab 1 22.40±8.26 a 5 
ชุดการทดลองทีT 4 3.80±0.63 a 1 166.40±61.83b 4 

 
หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในตัNง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(P<0.05)  
     ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
     ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
     2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
     4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
     ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
     6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 13  คา่เฉลีTยสูงสุดของ Antibody titer เปรียบเทียบระหวา่งชุดการทดลองหลงัไดรั้บวคัซีนทัNง  

    2  ครัN ง 
 

การทดลองทีM 2.2 ศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่ 

จําเพาะเจาะจงของปลานิล  

 
เมืTอเลีNยงปลานิลดว้ยอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรดที์Tระดบัความเขม้ขน้ทีTกาํหนด 

เมืTอครบ 30 วนั และเลีNยงปลานิลต่อเป็นระยะเวลา 20 วนั โดยใหอ้าหารปกติทุกชุดการทดลอง
เช่นเดียวกบัชุดควบคุม ทาํการสุ่มปลานิลทุก ๆ10 วนั เพืTอศึกษาระดบัภูมิคุม้กนัของปลานิลตลอด
การทดลอง ผลการศึกษาระดบัภูมิคุม้กนัมีดงันีN  
 

2.2.1 ปริมาณเม็ดเลือดแดงรวม (Total red blood cells) 
 
         คา่เฉลีTยปริมาณเม็ดเลือดแดงรวมของปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมน- 

แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 10 วนั มีคา่สูง
กวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการทดลองอืTน ๆ คือ 27.10±16.81 x 108 cells/ml แตไ่มแ่สดงความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลอง เมืTอพิจารณาในวนัทีT 20 ของการ
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ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTย
ปริมาณเม็ดเลือดแดงรวมเป็น 23.67±6.79  x 108 cells/ml และ 24.33±4.37 x 108 cells/ml ตามลาํดบั 
ซึT งสูงกวา่ชุดควบคุมทีTมีคา่เฉลีTยเทา่กบั 21.43±8.43 x 108 cells/ml แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทาง
สถิติ (P>0.05) ในขณะทีTคา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดแดงรวมของปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่นอ้ยทีTสุด คือ 
17.31±5.87  x 108 cells/ml และมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เมืTอเปรียบเทียบ
กบัระดบัอืTน ๆ แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กบัชุดควบคุม ส่วนคา่เฉลีTยปริมาณเมด็
เลือดแดงรวมของปลานิลทีT 30 วนั พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่สูงกวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุด
การทดลองอืTน ๆ คือ 27.75±4.91 x 108 cells/ml แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) 
ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน หลงัจากหยดุใหอ้าหารทดลองเป็นระยะเวลา 10 วนั พบวา่
คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดแดงรวมของปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่ตํTากวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการ 
ทดลองอืTน ๆ คือ 16.05±2.65 x 108 cells/ml โดยพบความแตกตา่งอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร
ทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ทีTมีคา่เป็น 21.18±4.37 x 108 cells/ml ซึT งเป็นชุดการทดลองทีTมี
คา่สูงสุดในช่วงเวลานัNน แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม
และชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 
1 กิโลกรัม ทีTมีคา่เฉลีTยเป็น 19.44±3.62 x 108 cells/ml และ 18.09±5.68 x 108 cells/ml ตามลาํดบั แต่
เมืTอพิจารณาในวนัทีT 20 ของการหยดุใหอ้าหารทดลอง พบวา่ปลานิลทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนน-
โอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกชุดการทดลองมีค่าเฉลีTยของปริมาณเมด็เลือดแดงรวมใกลเ้คียงกนั
และสูงกวา่ชุดควบคุม แต่ไม่แสดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) (ตารางทีT 12 และภาพทีT 14) 
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ตารางทีM 12  คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดแดงรวม (Total red blood cells) ของปลานิลทีTไดรั้บอาหาร 
       เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด ( x 108 cells/ml) 

 
ระยะเวลา ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
10 วนั 20.37±6.99a 17.50±7.51 a 27.10±16.81 a 19.76±4.31 a 
20 วนั 21.43±8.43 ab 17.31±5.87 a 23.67±6.79 b 24.33±4.37 b 
30 วนั 21.13±7.64 a 23.00±7.93 a 22.40±3.88 a 27.75±4.91 a 

หยดุให ้10 วนั 19.44±3.62 ab 21.18±4.37 b 16.05±2.65 a 18.09±5.68 ab 
หยดุให ้20 วนั 18.41±2.46 a 19.45±5.27 a 19.83±4.29 a 20.00±2.62 a 
 
หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 

    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 14  คา่เฉลีTยปริมาณเม็ดเลือดแดงรวม (Total red blood cells) ของปลานิลทีTไดรั้บอาหาร 
    เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 
 
2.2.2 คา่ Hematocrit 
 
         คา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก- 

แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ทีTระยะเวลา 10 และ 20 วนั มีคา่สูงกวา่
ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการทดลองอืTน ๆ โดยมีค่า 19.500±8.546 และ 22.080±6.042  

เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบัแต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม
และชุดทดลองอืTน ๆ ส่วนคา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลทีT 30 วนั พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีT
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่สูง
กวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการทดลองอืTน ๆ คือ 16.950±5.710  เปอร์เซ็นต ์แต่ไมแ่สดงความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน ๆ หลงัจากหยดุให้
อาหารทดลองเป็นระยะเวลา 10 วนั พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เป็น16.470±4.679  เปอร์เซ็นต ์ซึT งสูง
กวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร
ทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ทีTมีคา่เป็น 15.030±5.666  และ 12.900±6.502  เปอร์เซ็นต ์แต่
ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ในขณะทีTแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เมืTอ เปรียบเทียบกบัปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เป็น11.160±3.472  เปอร์เซ็นต ์ซึT งนอ้ยกวา่ 
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ปลานิลในชุดควบคุมและชุดการทดลองอืTน ๆ แต่เมืTอพิจารณาในวนัทีT 20 ของการหยดุใหอ้าหาร
ทดลอง พบวา่ปลานิลทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกชุดการทดลองมี
คา่ Hematocrit เฉลีTยใกลเ้คียงกนัและสูงกวา่ชุดควบคุม โดยปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่สูงสุด คือ 
15.270±5.251 เปอร์เซ็นต ์แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม
และชุดทดลองอืTน ๆ (ตารางทีT 13 และภาพทีT 15) 
 
ตารางทีM 13  คา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์าม 

       ระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (เปอร์เซ็นต)์ 
 

ระยะเวลา ชุดการทดลอง 
ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 

10 วนั 14.633±4.743a 13.133±5.817 a 19.500±8.546 a 17.100±6.380 a 
20 วนั 19.200±10.053 a 16.080±7.447 a 22.080±6.042 a 18.120±5.248 a 
30 วนั 15.330±8.260 a 15.390±8.610 a 15.650±4.840 a 16.950±5.710 a 

หยดุให ้10 วนั 15.030±5.666 ab 16.470±4.679 b 11.160±3.472 a 12.900±6.502 ab 
หยดุให ้20 วนั 13.013±5.136 a 13.980±5.896 a 14.400±5.177 a 15.270±5.251 a 
 
หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 

    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 15  คา่ Hematocrit เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์าม 
   ระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (เปอร์เซ็นต)์ 
 
2.2.3 คา่ Hemoglobin 
 
         คา่ Hemoglobin เฉลีTยของปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก- 

แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ทีTระยะเวลา 10 วนั มีคา่สูงกวา่ปลานิลใน
ชุดควบคุมและชุดการทดลองอืTน ๆ เพียงเล็กนอ้ย คือ 6.267±2.998 g/dL แตไ่มแ่สดงความแตกต่าง
ทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน ๆ ส่วนคา่ Hemoglobin เฉลีTย
ของปลานิลทีT 20 วนั และ 30 วนั พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่สูงกวา่ปลานิลในชุดควบคุมและชุด
การทดลองอืTน ๆ คือ 8.490±2.055 และ 8.610±1.880 g/dL ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทาง
สถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน ๆ และเมืTอพิจารณาในวนัทีT 10 และ 
20 ของการหยดุให้อาหารทดลอง พบวา่ปลานิลทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารมีคา่ Hemoglobin เฉลีTยลดลงเกือบทุกชุดการทดลองและใกลเ้คียงกนั และไมแ่สดงความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน ๆ (ตารางทีT 14 และ
ภาพทีT 16) 
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ตารางทีM 14  คา่ Hemoglobin เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์าม 
      ระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (g/dL) 
 

ระยะเวลา ชุดการทดลอง 
ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 

10 วนั 6.267±2.875 6.267±2.998 6.000±1.885 6.257±1.753 
20 วนั 7.200±3.575 6.060±2.399 7.560±2.087 8.490±2.055 
30 วนั 6.230±2.330 6.360±3.170 6.540±2.420 8.610±1.880 

หยดุให ้10 วนั 6.000±1.241 6.510±1.371 5.100±1.327 6.030±2.211 
หยดุให ้20 วนั 5.138±0.870 5.200±1.324 5.610±0.917 5.730±1.253 
 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของคา่เฉลีTยในแนวนอน 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 16  คา่ Hemoglobin เฉลีTยของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์าม 
     ระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (g/dL) 
 

2.2.4 ปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) 
 
         คา่เฉลีTยปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือดของปลานิลชุดควบคุม ทีTระยะเวลา 10 

วนั มีคา่สูงกวา่ปลานิลในชุดการทดลองอืTน ๆ คือ 30.13±12.22  x 107 cells/ml แตไ่มแ่สดงความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กบัทุกชุดทดลอง เมืTอพิจารณาในวนัทีT 20 ของการไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร พบวา่ปลานิลชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแส
เลือดเป็น 33.76±8.30  x 107 cells/ml ซึT งสูงกวา่ชุดการทดลองอืTน และแสดงความแตกต่างทางสถิติ
อยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และยงัคงมีปริมาณสูงทีTสุดเมืTอเขา้สู่วนัทีT 
30 ของการกินอาหารทดลอง โดยมีคา่เป็น 39.83±8.58 x 107 cells/ml  แตไ่มแ่สดงความแตกต่าง
ทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน หลงัจากหยดุใหอ้าหารทดลอง
เป็นระยะเวลา 10 วนัและ 20 วนั พบวา่คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือดของปลานิลชุด
ควบคุมและชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุกระดบั มี
ปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือดลดลง และไม่แสดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน (ตารางทีT 15 และภาพทีT 17) 
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ตารางทีM 15  คา่เฉลีTยปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) ของ 
      ปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีT     
      กาํหนด ( x 107 cells/ml) 

 
ระยะเวลา ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
10 วนั 30.13±12.22 a 26.74±13.05 a 26.40±10.42 a 28.72±9.22 a 
20 วนั 22.42±10.33a 24.55±10.27 ab 30.77±11.29 ab 33.76±8.30 b 
30 วนั 31.87±7.64 a 32.01±12.52 a 33.41±10.06 a 39.83±8.58 a  

หยดุให ้10 วนั 25.72±5.54 a 28.40±7.08 a 23.51±4.34 a 23.10±9.25 a 
หยดุให ้20 วนั 24.60±5.07 a 25.10±8.70 a 24.61±8.02 a 25.09±6.33 a 
 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยกาํกบัดว้ยอกัษรทีTต่างกนัในแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (P<0.05) 

    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 17  คา่เฉลีTยปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) ของปลานิล 
   ทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 
   ( x 107 cells/ml) 
 
2.2.5 กิจกรรมการจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว (Phagocytic activity) 
 
         คา่เฉลีTย percent phagocytosis ของปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา-

ไรดใ์นอาหารทุกชุดการทดลอง ทีTระยะเวลา 10, 20 และ 30 วนั มีคา่สูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
มีคา่เฉลีTย percent phagocytosis สูงทีTสุดคือ 14.74±16.26, 18.54±15.64 และ 37.40±31.65 
ตามลาํดบั แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุด
ทดลองอืTน หลงัจากหยดุใหอ้าหารทดลองเป็นระยะเวลา 10 วนัและ 20 วนั พบวา่คา่เฉลีTย percent 
phagocytosis มีคา่นอ้ยกวา่ช่วงทีTไดรั้บอาหารทดลอง โดยทีTชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทุกชุดการทดลองมีคา่สูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุดการทดลองทีT
เคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มี
คา่เฉลีTย percent phagocytosis สูงทีTสุดคือ 20.66±13.36 และ 21.50±13.40 ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดง
ความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน (ตารางทีT 16 และ
ภาพทีT 18) 
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ตารางทีM 16  คา่เฉลีTย percent phagocytosis ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซค- 
       คาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 

 
ระยะเวลา ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
10 วนั 9.62±11.87 13.92±9.11 11.07±15.30 14.74±16.26 
20 วนั 14.92±11.97 17.44±9.48 16.39±13.71 18.54±15.64 
30 วนั 33.55±28.90 34.90±20.10 36.70±20.60 37.40±31.65 

หยดุให ้10 วนั 17.35±2.98 19.90±7.26 20.21±17.39 20.66±13.36 
หยดุให ้20 วนั 14.90±3.35 18.45±7.26 18.20±14.35 21.50±13.40 
 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของคา่เฉลีTยในแนวนอน 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 18  คา่เฉลีTย percent phagocytosis ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
   ไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 
 
2.2.6 ดชันีกิจกรรมการจบักินสิTงแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว (Phagocytic index) 
 
         คา่เฉลีTย phagocytic index ของปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ในอาหารทุกชุดการทดลองทีTระยะเวลา 10, 20 และ 30 วนั มีคา่สูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
มีคา่เฉลีTย phagocytic index สูงทีTสุดคือ 4.83±5.61, 5.31±4.61 และ 33.30±28.49 ตามลาํดบั 
แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน 
หลงัจากหยดุใหอ้าหารทดลองเป็นระยะเวลา 10 วนัและ 20 วนั พบวา่คา่เฉลีTย phagocytic index มี
คา่นอ้ยกวา่ช่วงทีTไดรั้บอาหารทดลอง โดยทีTชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทุกชุดการทดลองมีค่าสูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTย 
phagocytic index สูงทีTสุดคือ 6.00±4.01 และ 7.46±4.76 ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทาง
สถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน (ตารางทีT 17 และภาพทีT 19) 
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ตารางทีM 17  คา่เฉลีTย phagocytic index ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซค- 
       คาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 

 
ระยะเวลา ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
10 วนั 1.31±1.72 2.93±2.05 3.30±4.59 4.83±5.61 
20 วนั 2.52±2.16 4.25±2.37 4.08±3.49 5.31±4.61 
30 วนั 23.10±20.23 27.20±16.08 31.50±18.03 33.30±28.49 

หยดุให ้10 วนั 3.40±0.60 4.37±1.67 5.20±4.52 6.00±4.01 
หยดุให ้20 วนั 2.66±0.64 3.60±1.45 3.87±3.09 7.46±4.76 
 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของคา่เฉลีTยในแนวนอน 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 19  คา่เฉลีTย phagocytic index ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
   ไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด 
 
2.2.7 ปริมาณ Superoxide anion (O2

-) 
 

         คา่เฉลีTย Superoxide anion (O.D.) ของปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดใ์นอาหารทุกชุดการทดลอง ทีTระยะเวลา 10, 20 และ 30 วนั มีคา่สูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุด
การทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม มีคา่เฉลีTย superoxide anion สูงทีTสุดคือ 0.295±0.325, 0.371±0.313 และ 0.748±0.633 
ตามลาํดบั แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุด
ทดลองอืTน หลงัจากหยดุใหอ้าหารทดลองเป็นระยะเวลา 10 วนัและ 20 วนั พบวา่คา่เฉลีTย 
superoxide anion มีคา่ลดลง โดยทีTชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารทุกชุดการทดลองมีคา่สูงกวา่ชุดควบคุม โดยชุดการทดลองทีTเคยไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTย superoxide anion 
สูงทีTสุดคือ 0.413±0.267 และ 0.430±0.268 ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) 
เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดทดลองอืTน (ตารางทีT 18 และภาพทีT 20) 
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ตารางทีM 18  คา่เฉลีTย superoxide anion ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซค- 
      คาไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (O.D.) 

 
ระยะเวลา ชุดการทดลอง 

ชุดการทดลองทีT 1 ชุดการทดลองทีT 2 ชุดการทดลองทีT 3 ชุดการทดลองทีT 4 
10 วนั 0.192±0.237 0.278±0.182 0.221±0.306 0.295±0.325 
20 วนั 0.298±0.239 0.349±0.190 0.328±0.274 0.371±0.313 
30 วนั 0.671±0.578 0.698±0.402 0.734±0.412 0.748±0.633 

หยดุให ้10 วนั 0.347±0.060 0.398±0.145 0.404±0.348 0.413±0.267 
หยดุให ้20 วนั 0.298±0.067 0.369±0.145 0.364±0.287 0.430±0.268 
 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของคา่เฉลีTยในแนวนอน 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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ภาพทีM 20  คา่เฉลีTย superoxide anion ของปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
   ไรดต์ามระดบัและระยะเวลาทีTกาํหนด (O.D.) 

 

การทดลองทีM 3 ศึกษาผลของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการแสดงออกของยีน Interleukin 1 β,  

Interleukin 8, Transforming growth factor β 1 และ Tumor necrosis factor α โดยใช้เทคนิค  

Semi-quantitative RT-PCR 

 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนี Interleukin 1 β, Interleukin 8, Transforming growth  
factor β 1 และ Tumor necrosis factor α จากไตส่วนหนา้ (Head kidney) และมา้ม (Spleen) ของ
ปลานิลจากทุกชุดการทดลอง โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR ซึT งใช ้Gene specific primers ไดแ้ก่   
IL-1b-F/IL-1b-R, On-IL8 F/On-IL8 R, TGF-βF/TGF-βR และ TNF-αF/TNF-αR เป็น Forward 
และ Reverse primers ตามลาํดบั (ตารางทีT 1) ผลปรากฏวา่เกิด Band ของ PCR product จากไตส่วน
หนา้และมา้ม ขนาด 339 bp เมืTอใช ้Primer คูที่T 1 (ภาพทีT 21A และ 21B) และ 256 bp เมืTอใช ้Primer 
คูที่T 2 (ภาพทีT 22A และ 22B) และ 359 bp เมืTอใช ้Primer คูที่T 3 (ภาพทีT 23A และ 23B) และ 499 bp 
เมืTอใช ้Primer คูที่T 4 (ภาพทีT 24A และ 24B) ตามลาํดบั สาํหรับยนี ß-actin จากไตส่วนหนา้และมา้ม 
ซึT งเป็น House keeping gene ทีTใชเ้ป็น Internal control พบวา่เกิด Band ของ PCR product ขนาด 
592 bp ดงัแสดงในภาพทีT 25A และ 25B ตามลาํดบั 
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ภาพทีM 21  การแสดงออกของยนี Interleukin 1 β จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิลจาก 

ทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 4 ซํN า โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR โดย A) และ B) คือ 
PCR product ขนาด 339 bp ของยนี Interleukin 1 β ของไตส่วนหนา้และมา้ม ตามลาํดบั  
(M; Marker) 

   T1 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
   T2 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม  
            ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T3 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4 กรัม  
           ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T4 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6 กรัม  
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

339 bp 
200 bp 

300 bp (A) 
M 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 

339 bp 
200 bp 

300 bp (B) 
M 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 

T1 T2 T3 T4 

T1 T2 T3 T4 
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ภาพทีM 22  การแสดงออกของยนี Interleukin 8 จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิลจาก  

ทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 4 ซํN า โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR โดย A) และ B) คือ 
PCR product ขนาด 256 bp ของยนี Interleukin 8 ของไตส่วนหนา้และมา้ม ตามลาํดบั  
(M; Marker) 
T1 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
T2 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม  
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

   T3 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4 กรัม 
           ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T4 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6 กรัม 
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

256 bp 
300 bp 

200 bp 

(A) M 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 

256 bp 

300 bp 

200 bp 

(B) 
M 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 

T1 T2 T3 T4 

T1 T2 T3 T4 
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ภาพทีM 23  การแสดงออกของยนี Transforming growth factor β 1 จากไตส่วนหนา้และมา้มของ 

   ปลานิลจากทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 4 ซํN า โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR โดย A)  
   และ B) คือ PCR product ขนาด 359 bp ของยนี Transforming growth factor β 1 ของ 
  ไตส่วนหนา้และมา้ม ตามลาํดบั (M; Marker) 
T1 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
T2 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม  
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

   T3 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4 กรัม 
           ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T4 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6 กรัม 
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

359 bp 300 bp 

400 bp 

(A) M 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 
T1 T2 T3 T4 

359 bp 300 bp 
400 bp 

(B) 1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 M 
T1 T2 T3 T4 
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ภาพทีM 24  การแสดงออกของยนี Tumor necrosis factor α จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิลจาก 
   ทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 4 ซํN า โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR โดย A) และ B) คือ 
   PCR product ขนาด 499 bp ของยนี Tumor necrosis factor α ของไตส่วนหนา้และมา้ม 
  ตามลาํดบั (M; Marker) 
T1 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
T2 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม  
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

   T3 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4 กรัม 
           ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T4 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6 กรัม 

                          ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

499 bp 
400 bp 

500 bp (A) 
1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 M 

T1 T2 T3 T4 

499 bp 
400 bp 

500 bp 
(B) 

1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 M 
T1 T2 T3 T4 
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ภาพทีM 25  การแสดงออกของยนี β-actin จากไตส่วนหนา้และมา้มของปลานิลจาก 
ทุกชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 4 ซํN า โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR โดย A) และ B) คือ  
PCR product ขนาด 592 bp ของยนี β-actin ของไตส่วนหนา้และมา้ม ตามลาํดบั  
ซึT งใชเ้ป็น Internal control (M; Marker) 

   T1 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
   T2 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด์ 2 กรัม 
            ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T3 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์4 กรัม 
           ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
   T4 = ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์6 กรัม 
         ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 

 

จากนัNนนาํขอ้มูลทีTไดม้าวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกตามวธีิของ (Flach et al., 1998) โดย
ใชโ้ปรแกรม SynGene Genetools version 3.08.01 ในการวเิคราะห์ ทาํการ Normalize ระดบัการ
แสดงออกของยนีดว้ยจาํนวนของ β actin คา่ทีTไดอ้อกมาคือ relative fluorescence units/rfU (%) 
ดงันีN  

1.1 Interleukin 1 β 
 
      การแสดงออกของยนี Interleukin 1 β ทีTไตส่วนหนา้ของปลานิลชุดควบคุมมีการ

แสดงออกสูงสุดคือ 25.11±10.56 เปอร์เซ็นต ์เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 2, 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น 
19.45±7.83, 16.49±9.01 และ 19.77±6.77 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ  

592 bp 500 bp 

600 bp (A) 
1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 M 

592 bp 500 bp 

(B) 
1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4      1      2      3      4 M 

T1 T2 T3 T4 

600 bp 

T1 T2 T3 T4 
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(P>0.05) ในขณะทีTการแสดงออกของยีน Interleukin 1 β ทีTมา้ม พบวา่ชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออก
สูงสุดคือ 4.40±1.89 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม และ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น 3.26±4.94 และ 
3.21±1.32 เปอร์เซ็นต ์และชุดควบคุมซึTงมีคา่การแสดงออกตํTาทีTสุด คือ 1.62±0.77 เปอร์เซ็นต ์ 
แต่ไมพ่บวา่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ดงัภาพทีT 26 
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ภาพทีM 26  คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Interleukin 1 β ในปลานิลทีTไดรั้บอาหาร 
    เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 

 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของการแสดงออกของยนี Interleukin 1 β 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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1.2 Interleukin 8 
 
       การแสดงออกของยนี Interleukin 8 ทีTไตส่วนหนา้ของปลานิลชุดควบคุมมีการ

แสดงออกสูงสุดคือ 30.84±6.95 เปอร์เซ็นต ์ซึT งพบวา่การแสดงออกนัNนมีความแตกต่างอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม และ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น 19.79±8.49 และ 
14.20±2.46เปอร์เซ็นต ์แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลอง
ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่
เป็น 21.47±14.62 เปอร์เซ็นต ์ในขณะทีTการแสดงออกของยนี Interleukin 8 ทีTมา้ม พบวา่ชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
มีการแสดงออกนอ้ยทีTสุด คือ 23.55±8.91 เปอร์เซ็นต ์และมีความแตกต่างทางสถิติ (P<0.05) เมืTอ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซึT งมีการแสดงออกสูงสุดคือ 37.71±11.88 เปอร์เซ็นต ์แตไ่มพ่บความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น 25.47±5.94 และ 
35.74±4.16 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ดงัภาพทีT 27 
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ภาพทีM 27  คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Interleukin 8 ในปลานิลทีTไดรั้บอาหารเสริม 
   แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 

 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยทีTมีอกัษรกาํกบัต่างกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
 
1.3 Transforming growth factor β 1 

 
       การแสดงออกของยนี Transforming growth factor β 1 ทีTไตส่วนหนา้ของปลานิลชุด

ควบคุมมีการแสดงออกสูงสุดคือ 9.91±4.09 เปอร์เซ็นต ์เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2, 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมี
คา่เป็น 6.60±3.41, 8.65±5.19 และ 3.69±3.73 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั แตไ่มแ่สดงความแตกต่างทาง
สถิติ (P>0.05) ในขณะทีTการแสดงออกของยนี Transforming growth factor β 1  ทีTมา้ม พบวา่ชุด
การทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม มีการแสดงออกนอ้ยทีTสุดคือ 4.61±4.24 เปอร์เซ็นต ์แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ  
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(P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซึT งมีการแสดงออกเทา่กบั 10.89±1.54 เปอร์เซ็นต ์สาํหรับ
ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม มีการแสดงออกมากกวา่ชุดควบคุม แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) คือ 
13.69±1.27 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกสูงทีTสุด (P<0.05) คือ 18.45±5.88 
เปอร์เซ็นต ์และมีความแตกต่างทางสถิติเมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (P<0.05)  แต่
ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (ภาพทีT 28) 
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ภาพทีM 28  คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Transforming growth factor β 1 ในปลานิล 
   ทีTไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกตา่งกนั 
 

หมายเหตุ  คา่เฉลีTยทีTมีอกัษรกาํกบัต่างกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
     6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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1.4  Tumor necrosis factor α 
  

       การแสดงออกของยนี Tumor necrosis factor α ทีTไตส่วนหนา้ของปลานิลชุดควบคุมมี 
การแสดงออกนอ้ยทีTสุดคือ 0.75±0.27 เปอร์เซ็นต ์เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองทีTไดรั้บการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น
1.36±1.26 และ 1.31±1.93 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ในขณะทีTชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกสูงทีTสุด คือ 
2.02±0.94 เปอร์เซ็นต ์แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ในขณะทีTการแสดงออกของยีน 
Tumor necrosis factor α ทีTมา้ม พบวา่ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกสูงสุดคือ 6.77±3.24 เปอร์เซ็นต ์
รองลงมาคือชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม 
และ 2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม ซึT งมีคา่เป็น 4.07±0.68 และ 3.44±2.37 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 
สาํหรับชุดควบคุมพบวา่มีคา่การแสดงออกนอ้ยทีTสุดคือ 3.38±0.68 เปอร์เซ็นต ์แต่ไมพ่บวา่มีความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ดงัภาพทีT 29 
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ภาพทีM 29  คา่เฉลีTย relative fluorescence units ของยนี Tumor necrosis factor α ในปลานิลทีTไดรั้บ 
   อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนั 
 

หมายเหตุ  ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ของการแสดงออกของยนี Tumor necrosis  
       factor α 

    ชุดการทดลองทีT 1 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืช (ชุดควบคุม) 
    ชุดการทดลองทีT 2 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์   
    2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 3 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
    ชุดการทดลองทีT 4 ปลานิลเลีNยงดว้ยอาหารปลากินพืชผสมแมนแนนโอลิโกแซกคาไรด ์ 
    6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม 
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วจิารณ์ผลการศึกษา 

 
การศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการเจริญเติบโต อตัรารอด  

และความต้านทานต่อเชืcอแบคทเีรีย Streptococcus  agalactiae ของลกูปลานิล  

 
จากการศึกษาครัN งนีNพบวา่การใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม

และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลใหลู้กปลานิลแปลงเพศทีTอตัราปล่อย 100, 200 และ 300 ตวั
ต่อตูมี้คา่เฉลีTยของนํNาหนกัและความยาวมาตรฐานสูงกวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
(P<0.05) โดยทีTอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตู ้ลูกปลาทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์T
ระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTยของนํNาหนกัและความยาวมาตรฐานตํTากวา่ลูกปลาทีT  
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ดว้ยเช่นกนั ในขณะทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวัต่อตู ้พบวา่การให้
อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมนัNนไมมี่ความแตกต่าง
ทางสถิติ (P>0.05) กบัชุดควบคุมและชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์T
ระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เมืTอพิจารณาถึงอตัราการเจริญเติบโตต่อวนัของลูก
ปลานิล พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตู ้การใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 
กรัมและ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลใหค้า่เฉลีTยของอตัราการเจริญเติบโตต่อวนัของลูกปลา-
นิลมีคา่สูงกวา่ลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัมและชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ในขณะทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวั
ต่อตูก้ลบัไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหวา่งชุดควบคุมและชุดทดลอง สาํหรับอตัรา
การเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอของลูกปลานิลจากชุดการทดลองทีTมีอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตู ้พบวา่การ
ใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2, 4 และ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ส่งผลให้
มีคา่เฉลีTยตํTากวา่ชุดควบคุม ตามลาํดบั แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสติถิ (P>0.05) อาจเกิดจากมี
อตัราการปล่อยทีTเบาบางทาํใหลู้กปลามีการเจริญเติบโตไดอ้ยา่งเตม็ทีT และมีความแตกต่างระหวา่ง
ขนาดของลูกปลานิลคอ่นขา้งนอ้ยในแต่ละชุดการทดลองทีTไดรั้บแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารระดบัทีTแตกต่างกนั แต่ในชุดการทดลองทีTมีอตัราการปล่อย 200 ตวัต่อตู ้ลูกปลานิลทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTย
ของอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอตํTากวา่ชุดควบคุมและชุดทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดที์Tระดบั  2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) สาํหรับชุดการ
ทดลองทีTมีอตัราการปล่อย 300 ตวัต่อตู ้พบวา่ลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคา- 
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ไรดที์Tระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่เฉลีTยของอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอตํTากวา่ชุด 
ควบคุม อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) และมีความแตกต่างกนัระหวา่งขนาดของลูกปลานิลให้
เห็นไดใ้นระหวา่งทาํการทดลอง จากการศึกษาครัN งนีN แสดงใหเ้ห็นวา่การทีTปลาชุดการทดลองทีTมี
อตัราปล่อยหนาแน่นขึNนตอ้งใชแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นปริมาณทีTมากขึNนถึงจะแสดงผลต่อ
การเจริญเติบโตและอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอนัNน เกิดจากการทีTอยูก่นัอยา่งหนาแน่นอาจ
ส่งผลใหเ้กิดความเครียดทาํใหมี้อตัราการเจริญเติบโตไดไ้ม่ดีเทา่อตัราปล่อยทีTนอ้ยกวา่ จึงตอ้งเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในระดบัทีTสูงกวา่เพืTอช่วยให้มีความสามารถเสริมในเรืTองของการ
เจริญเติบโตของลูกปลานิลได ้และนอกจากประสิทธิภาพของอาหารแลว้อตัราปล่อยในการอนุบาล
ลูกปลานิลวยัแปลงเพศ รวมไปถึงปัจจยัอืTนทีTเกีTยวขอ้ง เช่น อุณหภูมิ ขนาดของลูกปลา หรือวธีิการ
ใหอ้าหาร กมี็ผลต่อการเจริญเติบโตของลูกปลานิลดว้ยเช่นเดียวกนั (Dambo and Rana, 2008; 
Aksungur et al., 2007) 
 

จากผลการศึกษาครัN งนีNแสดงใหเ้ห็นวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT
ระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลต่อการเจริญเติบโต และอตัราการเปลีTยนอาหาร
เป็นเนืNอ ซึT งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Rodriguez-Estrada et al. (2009) ในลูกปลา Rainbow trout 
ทีTพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 
12 สัปดาห์ มีผลทาํใหลู้กปลามีอตัราการเจริญเติบโตสูงกวา่ลูกปลาทีTไมไ่ดรั้บการเสริม จาก
การศึกษาในปลา Rainbow trout (Yilmaz et al., 2007) และในปลานิลลูกผสม (Genc et al., 2007a) 
พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม นัNนสามารถเพิTม
ระดบัโปรตีนในร่างกายไดจึ้งทาํใหมี้นํNาหนกัเพิTมขึNนและมีอตัราการเจริญเติบโตดีกวา่สัตวท์ดลองทีT 
ไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์ในขณะทีTการศึกษาของ Grisdale-Helland et al. 
(2008) พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 1 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 
16 สัปดาห์ สามารถเพิTมอตัราการเจริญเติบโตของปลา Salmon ได ้และการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ทาํใหมี้นํNาหนกัเพิTมขึNน มีอตัราการตาย 
และอตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอลดลงเมืTอสิNนสุดการทดลอง (Staykov et al., 2007) และมี
รายงานในปลากะพง (Torrecillas et al., 2007) และกุง้กุลาดาํ (Genc et al., 2007b) ทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ทีTระดบั 3 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบวา่มีการเจริญเติบโตทีTดีขึNน 
การทีTแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมี์บทบาทช่วยเสริมการเจริญเติบโตนัNนอาจเป็นไปไดว้า่ การเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์มีส่วนช่วยใหผ้นงัลาํไส้ส่วนตน้มีความสมบูรณ์มากขึNน ดงัผลจาก
การศึกษาในครัN งนีN ซึT งพบวา่ลกัษณะพยาธิสภาพของลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลทีTไดรั้บแมนแนน- 
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โอลิโกแซคคาร์ในระดบัสูงขึNนทาํใหมี้พืNนทีTในการดูดซึมอาหารเพิTมมากขึNน สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Spring et al. (2000) และ Shane (2001) ซึT งพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารช่วยเสริมใหผ้นงัลาํไส้มีความสมบูรณ์จึงมีพืNนทีTในการดูดซึมสารอาหาร เช่น กรดอะมิโนได้
มากขึNน (Torrecillas et al., 2007) ดงัรายงานการศึกษาในไก่ (Lji et al., 2001) ทีTพบวา่การเพิTม
ปริมาณของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทาํใหมี้การดูดซึมกรดอะมิโน L-tryptophan ได้
มากขึNนทัNงบริเวณลาํไส้ส่วน Jejunal และ Ileal ซึT ง L-tryptophan เป็นกรดอะมิโนทีTเกีTยวขอ้งกบัการ
หลัTง Serotonin ออกมาเพืTอทาํใหร่้างกายรู้สึกผอ่นคลายหรือหลบัไปในทีTสุด ทาํใหมี้การใชพ้ลงังาน
ในร่างกายลดลง และจากรายงานของ Torrecillas et al. (2010) พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหารทาํใหมี้การสะสมไขมนัทีTตบัของปลา European sea bass ลดลงเนืTองจากทาํให้
การทาํงานของเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase ทีTทาํหนา้ทีTเร่งปฏิกิริยาในการเปลีTยนกลูโคสให้
เป็นกรดไขมนันัNนลดลง (Santoso et al., 1995) ทาํใหมี้กลูโคสเป็นแหล่งพลงังานของกลา้มเนืNอและ
การนาํสารอาหารไปใชใ้นร่างกายเพืTอการเจริญเติบโตได ้นอกจากนีNแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดย์งั
อาจมีส่วนเกีTยวขอ้งกบัการทาํงานของระบบประสาทของต่อมใตส้มองเกีTยวกบัความอยากอาหารซึTง
อาจส่งผลต่อปริมาณความตอ้งการอาหาร (Torrecillas et al., 2010) แตก่ารศึกษาเกีTยวกบัเรืTองนีNยงั
ไมส่ามารถอธิบายถึงกลไกไดช้ดัเจนจึงจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไป ในขณะทีTการศึกษาผลของการ
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบัแตกต่างกนัในอาหารนัNนไมมี่ผลต่อการเจริญเติบโตใน
ปลา Sturgeon (Pryor et al., 2003) และในลูกปลาช่อนทะเล (Salze et al., 2008) ซึT งตอ้งใชอ้าหารมี
ชีวติในการทดลอง คือ อาร์ทีเมีย โดยใหแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดแ์ก่อาร์ทีเมียก่อนทีTจะนาํไปให้
อาหารลูกปลาอีกครัN ง จึงอาจเกิดการสูญเสียแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ออกไปในขัNนตอนนีN  
การศึกษาของ Dimitroglou et al. (2010) ในปลา Sea bream ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดที์Tระดบั 2 กรัม และ 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 9 สัปดาห์ กไ็มพ่บความ
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ของอตัราการเจริญเติบโต การทีTแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดไ์ม่
แสดงผลสอดคลอ้งกบัในสิTงมีชีวติบางชนิดนัNน อาจเกิดจากความแตกต่างกนัของระดบัทีTเหมาะสม
ในการใชแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นสิTงมีชีวติต่างชนิดกนั การออกแบบการทดลองทีTแตกต่าง
กนั หรือลกัษณะทางกายภาพของสิTงมีชีวติทีTต่างกนั เช่น ความยาวของลาํไส้ เป็นตน้ จึงทาํใหมี้ผล
ต่อการตอบสนองต่อแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์แตกต่างกนัออกไป 

 
จากการศึกษาครัN งนีNพบวา่อตัรารอดของลูกปลานิลจากชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริม 

แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์มีอตัรารอดสูงกวา่ชุดควมคุม โดยลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารมีอตัรารอดสูงกวา่ 92% ขึNนไป แต่ไมพ่บความแตกต่างทางสถิติ  
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(P>0.05) อาจเป็นเพราะการทดลองมีระยะเวลาสัNนและมีการควบคุมสภาพแวดลอ้มใหดี้ตลอดการ
ทดลอง ประกอบกบัการไดรั้บสารอาหารในปริมาณทีTเพียงพอทีTเกิดจากการเพิTมพืNนทีTในการดูดซึม
อาหารของลาํไส้ทาํใหมี้พลงังานเหลือเกบ็ไวใ้นรูปของไกลโคเจนทีTตบัและกลา้มเนืNอซึT งมี
ประโยชน์ต่อร่างกาย เมืTอพบกบัสภาพแวดลอ้มทีTเปลีTยนแปลงจะมีการดึงไกลโคเจนทีTสะสมนีN
ออกมาใชเ้ป็นพลงังานเพืTอใหด้าํรงชีวิตต่อไปได ้(เมฆ, 2525) ในขณะทีTการศึกษาในกุง้นํNาจืด  
(Sang and Fotedar, 2010) ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม ตอ่อาหาร 1 
กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 56 วนั พบวา่มีอตัรารอดสูงกวา่กุง้ทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดใ์นอาหาร อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) จึงแสดงใหเ้ห็นวา่การทีTสัตวน์ํNาไดรั้บการ 
เสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัเดียวกนัแต่ในระยะเวลาทีTแตกต่างกนั หรือในสัตวน์ํNาต่าง 
ชนิดกนักส่็งผลต่อการเจริญเติบโต และอตัรารอดแตกต่างกนัออกไป 
  
 ผลการศึกษาความตา้นทานต่อเชืNอแบคทีเรีย Streptococcus  agalactiae ของลูกปลานิล โดย
พิจารณาจากอตัราการตายของลูกปลานิลหลงัไดรั้บเชืNอ S. agalactiae ทีTความเขม้ขน้ 108 CFU/ml 
พบวา่ทีTอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตู ้ลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2, 
4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัรารอดสูงกวา่ลูกปลานิลทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิ-
โกแซคคาไรดใ์นอาหารอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ในขณะทีTอตัราปล่อย 200 และ 300 ตวั
ต่อตู ้พบวา่ลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ตอ่
อาหาร 1 กิโลกรัม มีอตัรารอดสูงกวา่ลูกปลานิลทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์T
ระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม และลูกปลานิลทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การทีTตอ้งใชแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในระดบัสูง
กบัชุดการทดลองทีTมีอตัราปล่อยหนาแน่นขึNนเพืTอช่วยเสริมความตา้นทานโรคนัNน อาจเกิดจากการ
ไดรั้บปริมาณแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารไมเ่พียงพอทีTจะช่วยเพิTมความตา้นทานโรคและ
เกิดจากความเครียดเนืTองจากมีอตัราปล่อยทีTหนาแน่น จึงทาํใหต้อ้งเพิTมระดบัของแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดเ์พืTอใหเ้กิดความตา้นทานต่อเชืNอแบคทีเรีย S. agalactiae ในลูกปลานิลทีTมีอตัราปล่อย
เพิTมมากขึNน การทดลองนีNไดท้าํการทดสอบความตา้นทานต่อเชืNอ S. agalactiae โดยวิธีการแช่ ซึT ง
เชืNอสามารถเขา้สู่ร่างกายทัNงในระบบทางเดินอาหารไดโ้ดยตรงและระบบหมุนเวยีนโลหิตผา่นทาง
เหงือก ซึT งแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดอ์าจควบคุมปริมาณเชืNอในทางเดินอาหารไดโ้ดยการไปจบั
กบั Mannose-specific lectins ทีTผนงัเซลลข์องแบคทีเรียซึT งเป็นส่วนทีTใชใ้นการยดึเกาะกบัผนงัลาํไส้ 
(Mirelman and Ofek, 1986) ตามรายงานในแบคทีเรียชนิด Campylobacter jejuni (McSweegan and 
Walker, 1986) และ Aeromonas hydrophila (Merino et al., 1996) ทาํใหเ้ชืNอแบคทีเรียไมส่ามารถยดึ 
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เกาะกบัผนงัลาํไส้ได ้และถูกกาํจดัโดยเซลลที์Tทาํหนา้ในการกลืนกินสิTงแปลกปลอมในร่างกายหรือ
ทางระบบขบัถ่าย (Perry and Ofek , 1984; Wright et al., 1989) เช่นจากการศึกษาผลของการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารต่อความตา้นทานโรคในระบบทางเดินอาหารโดยวธีิ oral 
inoculation ดว้ยเชืNอ Salmonella typhimurium พบวา่ลูกไก่ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดใ์นอาหารมีปริมาณเชืNอ S. typhimurium ในลาํไส้ส่วนตน้ลดลง (Spring et al., 2000) และจาก
การศึกษาของ Oyofo et al. (1989a) พบวา่แมนโนสซึTงเป็นองคป์ระกอบหลกัในแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดน์ัNนสามารถลดการกระจายตวัของเชืNอ S. typhimurium ในลาํไส้ของลูกไก่ได ้การศึกษา
ถึงผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์กีTยวกบัความตา้นทานต่อเชืNอทีTเขา้สู่ระบบหมุนเวยีนโลหิต
พบวา่แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดไ์ปกระตุน้กระบวนการทาํงานของระบบ complement ใน
รูปแบบของ lectin pathway โดยอาศยัโปรตีนชนิด Mannan binding lectin (MBL) ใน Serum ของ
สิTงมีชีวติ โดย MBL จะจบักบับริเวณโครงสร้างทีTเป็นนํNาตาล คือ mannose (Turner, 2003) และเกิด
การกระตุน้จนได ้Mannan-binding lectin association proteinase 1 และจะเปลีTยนเป็น Mannan-
binding lectin association proteinase 2 และจะกระตุน้การทาํงานต่อ ๆ ไปจนไดเ้อนไซมที์Tเรียกวา่ 
C3 convertase และมีการทาํงานต่อไปในลกัษณะเดียวกนักบัการกระตุน้ระบบ complement แบบ 
classical pathway และทาํลายเซลลสิ์Tงแปลกปลอมไดใ้นทีTสุด (Turner, 1996) สอดคลอ้งกบั
การศึกษาในลูกไก่ (Elmusharaf et al., 2007) ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 
10 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม แลว้นาํมาทดสอบความตา้นทานต่อโปรโตซวัในกลุ่ม Eimeria spp. ทีT
เป็นสาเหตุทาํใหเ้กิดโรคบิดในสัตวปี์ก พบวา่หลงัจากทีTไดรั้บโปรโตซวัเขา้ไปในร่างกาย ลูกไก่ทีT
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารมีการกระจายตวัของไข่โปรโตซวันอ้ยกวา่
ลูกไก่ชุดทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) และ Torrecillas et al. (2007) พบวา่ไตส่วนหนา้ของปลากะพงทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรด ์4 ‰ มีปริมาณเชืNอ V. alginolyticus ต ํTากวา่ ปลากลุ่มทีTไดรั้บการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2 ‰ และปลาทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดอ์ยา่ง
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) จากการศึกษาขา้งตน้สามารถอธิบายใหท้ราบถึงการทาํงานของแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดต่์อการตา้นทานเชืNอแบคทีเรียได ้
 
 การศึกษาครัN งนีNพบวา่ลกัษณะทางพยาธิสภาพของลาํไส้ส่วนตน้ของลูกปลานิลทีTไดรั้บ 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ทีTระดบั 4 กรัมและ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 21 วนั มีการ
พฒันาพืNนทีTผวิในการดูดซึมอาหารและมี microvilli ทีTยาวและสมบูรณ์กวา่ลูกปลาทีTไดรั้บการเสริม
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมและชุดทีTไมไ่ดรั้บการเสริมแมน- 
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แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารอยา่งชดัเจน แมว้า่ลูกปลานิลทีTไดรั้บแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ทีTระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม จะพบวา่มีการฉีกขาดของผนงัลาํไส้อยูบ่า้งแต่กน็อ้ยกวา่ลูก
ปลาทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัมและชุดทีT
ไมไ่ดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร ในขณะทีTลูกปลานิลทีTไดรั้บแมนแนนโอ-
ลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม พบการฉีกขาดของผนงัลาํไส้นอ้ยมาก จาก
รายงานของ Dimitroglou et al. (2008) ไดท้าํการศึกษาลกัษณะพยาธิสภาพของลาํไส้ในปลา 
Rainbow trout ทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์2 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เป็น
ระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบวา่มีการพฒันาของ microvilli เพิTมมากขึNน และยาวกวา่ปลาทีTไมไ่ดรั้บการ
เสริม จึงอาจเป็นไปไดว้า่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นระดบัตํTา ๆ กส็ามารถเสริมใหผ้นงั 
ลาํไส้มีความสมบูรณ์ไดเ้ช่นเดียวกนั เพียงแต่ตอ้งใชร้ะยะเวลาทีTนานกวา่ เช่นจากรายงานของ 
Torrecillas et al. (2010) ในปลา sea bass ทีTไดรั้บแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2, 4 
และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม พบวา่ทีTระยะเวลา 60 วนั ปลาทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดที์Tระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีจาํนวน mucus cell ทีTอยูบ่ริเวณผนงัเซลลช์ัNน 
mucosa ของลาํไส้เพิTมขึNนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และ
เมืTอทาํการศึกษาอีกครัN งทีTระยะเวลา 14 เดือนพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 2 
กรัมและ 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม กเ็พียงพอต่อการช่วยใหผ้นงัลาํไส้มีความสมบูรณ์และมี
จาํนวน mucus cell เพิTมขึNนเมืTอเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (P<0.05) การทาํหนา้ทีTของ mucus cell 
คือ การสร้างและปล่อย mucin ออกมาเคลือบผนงัลาํไส้เพืTอปกป้องผนงัลาํไส้จากการเกาะตวัของสิTง
แปลกปลอมต่าง ๆ ดว้ย (Torrecillas et al., 2010 Cited Sandberg et al., 2000) โดยปกติแลว้การ 
ฉีกขาดหรือการผลดัเซลลบ์ริเวณผนงัลาํไส้นัNนสามารถพบไดท้ัTวไปในสัตว ์และจะมีการสร้างเซลล์
ใหมขึ่Nนมาทดแทน แต่การทาํลายจากเชืNอทีTไมเ่กิดประโยชน์หรือเชืNอก่อโรคทีTเขา้มาในระบบ
ทางเดินอาหารก็เป็นอีกปัจจยัหนึTงของความไม่สมบูรณ์ภายในลาํไส้ จากรายงานของ Swanson et 
al. (2002) พบวา่แมนแนนโอลิโกแซคคาไรดจ์ะเขา้จบักบัผนงัเซลลข์องเชืNอแบคทีเรียตรงบริเวณทีT
เป็น Lectins โดยอาศยัหลกัการ Carbohydrate binding protein จึงทาํใหโ้อกาสทีTแบคทีเรียจะจบักบั
ผนงัลาํไส้ลดลง ซึT งโดยปกติแบคทีเรียจะจบักบัผนงัลาํไส้โดยจะจบักบัโมเลกุลของนํNาตาลกลุ่มยอ่ย 
ของ glycoconjugate receptor Type 1 (Oyofo et al., 1989b) จากขอ้มูลนีNสอดคลอ้งกบัขอ้มูลทีT
กล่าวถึงบทบาทของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นการจาํกดัปริมาณเชืNอแบคทีเรียและผลต่อความ
ตา้นทานต่อเชืNอแบคทีเรียในสิTงมีชีวติดงักล่าวขา้งตน้ จึงเป็นเหตุผลหนึTงทีTสามารถอธิบายไดถึ้งผล
ของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดว์า่มีผลต่อการเจริญเติบโตของสิTงมีชีวติเนืTองจากมีพืNนทีT
ในการดูดซึมอาหารไดม้ากขึNนนัTนเอง นอกจากนีNแลว้ยงัมีการศึกษาเกีTยวกบัคุณสมบติัของแมน- 
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แนนโอลิโกแซคคาไรดซึ์T งไม่สามรถถูกยอ่ยไดใ้นระบบทางเดินอาหารเพราะมีการยึดเกาะกนัดว้ย
พนัธะทีTหลากหลายจึงตอ้งใชเ้อนไซมจ์าํเพาะในการยอ่ย (Jones and Ballou, 1969) และมีประโยชน์
ต่อเจา้บา้นโดยช่วยเสริมในเรืTองการเจริญเติบโตและหรือมีผลดีต่อเชืNอแบคทีเรียทีTมีประโยชน์ต่อเจา้
บา้น (Gibson and Roberfroid, 1995) จึงจดัให้เป็นสารในกลุ่มพรีไบโอติก (Merrifield et al., 2010; 
Genc et al., 2007a; Sang et al., 2009)  
 

สาํหรับลกัษณะทางพยาธิสภาพของตบัทีTไดจ้ากลูกปลานิลทีTในการศึกษาครัN งนีNพบวา่มีการ
สะสมของไขมนั (Fat droplet) ในเซลลต์บั (Hepatocyte) เพิTมมากขึNนเมืTอไดรั้บการเสริมแมนแนน-
โอลิโกแซคคาไรดเ์พิTมมากขึNนเช่นเดียวกนั ทัNงนีNอาจเกิดจากการไดรั้บอาหารในปริมาณเกินความ
ตอ้งการแลว้เกิดการสะสมในรูปของไขมนัทีTตบั แต่จากบางรายงานพบวา่แมนแนนโอลิโกแซคคา-
ไรดมี์ผลทาํใหก้ารดูดซึมคลอเรสเตอรอลในหนูขนาด 50-75 กรัมลดลง 20% (Gallaher et al., 2000) 
และเพิTมการหลัTงของนํNาดี (Jie and Shu-Sheng, 1997; Gallaher et al., 1999) จึงทาํใหมี้การสะสม
ของไขมนัในตบันอ้ยลง สอดคลอ้งกบัผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTมี
โปรตีน 51.50% พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
ในปลากะพงขนาดประมาณ 30 กรัม มีการสะสมของไขมนัในตบันอ้ยลงเมืTอเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุม (Torrecillas et al., 2007) และจากการศึกษาของ Torrecillas et al. (2010) ในปลา sea bass 
(Dicentrarchus labrax) ขนาดประมาณ 60 กรัม พบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารทีTมีปริมาณโปรตีน 48.71 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 60 วนั ทาํใหมี้การสะสม
ไขมนัทีTตบัลดลงเมืTอมีปริมาณแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารเพิTมขึNน เนืTองจากทาํใหก้าร
ทาํงานของเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase ทีTทาํหนา้ทีTเร่งปฏิกิริยาในการเปลีTยนกลูโคสใหเ้ป็น
กรดไขมนันัNนลดลง (Santoso et al., 1995) จากการศึกษาของ Dimitroglou et al. (2010) ทีT 9 
สัปดาห์ของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTมีโปรตีน 44% พบวา่ปลา Gilthead 
sea bream ขนาด 24 กรัม ชุดการทดลองทีTไดรั้บแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 
กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีคา่ Hepatosomatic index ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การ
ทีTผลการทดลองครัN งนีNแสดงความแตกต่างกบัการศึกษาขา้งตน้เป็นไปไดว้า่อาหารทีTนาํมาทาํการ
ทดลองมีโปรตีนสูงถึง 40% จึงทาํใหไ้ดรั้บสารอาหารอยา่งเตม็ทีTประกอบกบัลูกปลานิลทีTทาํการ
ทดลองนัNนเป็นปลาขนาดเล็กและมีอายนุอ้ยจึงจะนาํสารอาหารไปใชเ้ป็นพลงังานในการ
เจริญเติบโตเป็นหลกั และมีบางส่วนทีTเหลือและเกิดการสะสมในรูปไขมนับริเวณตบัมากกวา่
การศึกษาอืTน ๆ ทีTสัตวท์ดลองอยูใ่นช่วงอายทีุTมากกวา่ และเป็นวยัทีTนอกจากจะนาํสารอาหารไปใช้
เป็นพลงังานในเรืTองของการเจริญเติบโตและซ่อมแซมส่วนทีTสึกหรอแลว้ ยงัตอ้งนาํพลงังานมาใช้
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ในเรืTองของระบบสืบพนัธ์ุอีกดว้ย จึงทาํใหจ้าํเป็นตอ้งใชป้ริมาณสารอาหารสูงกวา่และเกิดการ
สะสมในรูปของไขมนัหรือแป้งในตบันอ้ยกวา่ปลาขนาดเล็ก  
 

การศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัแบบจําเพาะเจาะจง

ของปลานิล  

 

ระบบภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะเจาะจงในเชิงการสร้าง Antibody หลงัจากไดรั้บวคัซีน  
S. agalactiae 
 
 การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะในเชิงการสร้าง Antibody นัNนการตรวจวดั
คา่ Antibody titer ของการทดลองครัN งนีNพบวา่หลงัจากให้วคัซีนครัN งแรกปลาชุดควบคุมและชุดการ
ทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 
1 กิโลกรัม มีการตอบสนองต่อวคัซีนเกิดขึNนเพียงเล็กนอ้ยและเริTมลดลงในสัปดาห์ถดัไปในขณะทีT
ชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 2 กรัม ต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม ยงัคงมีการตอบสนองเพิTมขึNนเล็กนอ้ยอยูที่T 8.80±6.20 และลดลงเมืTอเขา้สู่สัปดาห์ทีT 3 เมืTอมี
การใหว้คัซีนครัN งทีT 2 ปลาชุดการทดลองทีTไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารทีT
ระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีการตอบสนองอยา่งรวดเร็วโดยเพียง 1 สัปดาห์หลงัการให้
วคัซีนครัN งทีT 2 (สัปดาห์ทีT 4 ตัNงแต่เริTมทดลอง) และสูงทีTสุดอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) คือ 
166.40±61.83 ก่อนทีTจะลดลงในสัปดาห์ต่อมาและมีคา่ใกลเ้คียงกบัการตอบสนองต่อวคัซีนครัN งทีT 2 
ของชุดการทดลองอืTนทีTเริTมมีการตอบสนองสูงขึNนในสัปดาห์ทีT 5 (2 สัปดาห์หลงัจากไดรั้บวคัซีน
ครัN งทีT 2) และการตอบสนองต่อวคัซีนของทุกชุดการทดลองจะลดลงเรืTอย ๆ ในสัปดาห์ถดัไป แสดง
ใหเ้ห็นวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผล
ต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะเจาะจงในเชิงการสร้าง Antibody ในช่วง Secondary 
immune response ซึT งน่าจะเกิดจากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมี์ผลต่อปริมาณของ B lymphocyte 
ซึT งสามารถพฒันาไปเป็น memory B cell ทีTมีบทบาทสาํคญัต่อการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนั
ในช่วงนีN  โดยเกิดจากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดส์ามารถคงสภาพเดิมไดใ้นระบบทางเดินอาหาร
เมืTอถูกดูดซึมเขา้สู่กระแสเลือดจะไปจบักบั mannose receptor ทีTอยูบ่นผนงัเซลลเ์มด็เลือดขาว 
(Rodriguez et al., 2003) โดยอาศยัคุณสมบติัของการจดจาํโครงสร้างต่าง ๆ บนผวิสิTงแปลกปลอม
ของเซลลเ์มด็เลือดขาว และเกิดกระบวนการ phagocytosis แลว้ตกแต่งโครงสร้างโดยเลือกเอา
เฉพาะส่วนทีTมีคุณสมบติัดีทีTสุดในการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัทีTเรียกวา่ Antigenic determinant ไป 
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แสดงไวที้Tผวิเซลล ์โดยอาศยั Major histocompatibility complex (MHC) class II เป็นสืTอกลางให ้T 
cell (Helper T cell) มาจดจาํ ภายหลงัจากทีT Helper T cell มาตรวจพบ Antigenic determinant ของ
สิTงแปลกปลอมแลว้ จะปล่อย Cytokines (Whyte, 2007) ออกมาเพืTอกระตุน้ใหก้ลุ่มของเซลลเ์มด็
เลือดขาวมีการแบง่เซลลอ์ยา่งรวดเร็วและยงักระตุน้ใหเ้ซลลเ์มด็เลือดขาวมีการตอบสนองไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพมากยิTงขึNน ดงันัNนเมืTอปลานิลไดรั้บวคัซีนของเชืNอ S. agalactiae เขา้ไปในร่างกาย จะมี
การตอบสนองของเซลลเ์มด็เลือดขาวไดไ้วเนืTองจากไดถู้กกระตุน้ใหมี้ปริมาณเพิTมขึNนแลว้จาก
ขัNนตอนขา้งตน้ นาํไปสู่การตอบสนองต่อระบบภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะเจาะจงเมืTอไดรั้บวคัซีน ระบบ
ภูมิคุม้กนัจะกระตุน้ lymphocyte ใหรั้บรู้และเพิTมจาํนวนพร้อมกบัสร้าง Antibody ซึT งจะอยูไ่ดร้ะยะ
หนึTงแลว้คอ่ย ๆ ลดลง ในระหวา่งนีN  B lymphocyte บางเซลลจ์ะพฒันากลายเป็น memory B cell ทีT
จดจาํต่อ Antigen ชนิดนัNน ๆ ถา้ไดรั้บ Antigen ชนิดเดิมอีก กจ็ะมีการตอบสนองไดม้ากและรวดเร็ว
กวา่ในครัN งแรก จากการศึกษาของ Swanson et al. (2002) ในสุนขัพบวา่การไดรั้บแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดมี์ผลใหมี้ปริมาณของ IgA และเซลลเ์มด็เลือดขาวใน Serum มากขึNนทาํใหมี้ B 
lymphocyte มากขึNน แต่ผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารต่อการตอบสนอง
ของวคัซีนในช่วง primary immune response จากการศึกษาครัN งนีNยงัแสดงผลไมช่ดัเจน ในขณะทีT
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลต่อการ
ตอบสนองของวคัซีนในช่วง secondary immune response เทา่นัNน 
 
การศึกษาระดับทีMเหมาะสมของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อระบบภูมิคุ้มกนัแบบไม่ 

จําเพาะเจาะจงของปลานิล 

 

ในการศึกษาครัN งนีNพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารมีผลต่อระดบั
ภูมิคุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงของปลานิลเพียงเล็กนอ้ย โดยค่าปริมาณเมด็เลือดแดงรวม  
คา่ Hematocrit คา่ Hemoglobin ในทุกชุดการทดลองทีTระยะเวลา 30 วนัของการไดรั้บการเสริม 
แมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารไมมี่ความแตกต่างกนัทางสถิติ และไมพ่บความแตกต่างกนั
ในทุกชุดการทดลองเมืTอหยดุการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTเวลา 10 และ 20 วนั
สาํหรับปริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือด คา่ percent phagocytosis คา่ phagocytic index และคา่ 
superoxide anion ทีTระยะเวลา 30 วนั พบวา่ปลานิลทีTไดรั้บการไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโก-
แซคคาไรดที์Tระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ส่งผลใหมี้คา่ดงักล่าวมากกวา่ชุดการทดลองอืTน
เพียงเล็กนอ้ย แต่ยงัคงไมพ่บความแตกต่างทางสถิติเช่นเดียวกนั การทีTแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ทีTระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีส่วนช่วยใหป้ริมาณเมด็เลือดขาวในกระแสเลือด ค่า percent  
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phagocytosis คา่ phagocytic index และคา่ superoxide anion มากกวา่ชุดการทดลองอืTนนัNน อาจเกิด
จากแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tซึมเขา้สู่กระแสเลือดไปมีส่วนร่วมในกระบวนการทาํงานของ
ระบบ complement ทีTถูกกระตุน้โดย lectin pathway โดยอาศยัการทาํงานของโปรตีนชนิด Mannan 
binding lectin (MBL) ทีTอยูใ่น Serum ของสิTงมีชีวติ และจะจบักบัแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต์รง
โครงสร้างทีTเป็นนํNาตาล mannose (Turner, 2003) และเกิดการกระตุน้จนได ้Mannan-binding lectin 
association proteinase 1 และจะเปลีTยนเป็น Mannan-binding lectin association proteinase 2 และจะ
กระตุน้การทาํงานต่อ ๆ ไปจนไดเ้อนไซมที์Tเรียกวา่ C3 convertase และมีการทาํงานต่อไปใน
ลกัษณะเดียวกนักบัการกระตุน้ระบบ complement แบบ classical pathway และทาํลายเซลลสิ์Tง
แปลกปลอมไดใ้นทีTสุด (Turner, 1996) และมีการส่งสัญญาณให ้monocyte หลัTงสาร Tumor 
necrosis factorα (TNF-α), Interleukin 1β และ Interleukin 6 (Jack et al., 2001) ซึT ง Interleukin มี
หนา้ทีTหลกัในการควบคุมการทาํงานร่วมกนัระหวา่งเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดต่าง ๆ (Abbas et al., 
2000) และ TNF-α ทีTมีบทบาทในการส่งเสริมการเดินทางออกจากเส้นเลือดของเม็ดเลือดขาวใน
กระบวนการอกัเสบ และส่งเสริมกิจกรรมการกลืนกินสิTงแปลกปลอมของ polymorphonuclear cell 
และส่งเสริมการสร้าง hydrogen peroxide ใน macrophage (Secombes et al., 2001) และการทาํงาน
ของ mannose receptor ทีTอยูบ่นผนงัเซลลเ์มด็เลือดขาว (Rodriguez et al., 2003) ทาํใหมี้จาํนวนของ
เซลลเ์มด็เลือดขาวเพิTมขึNน การทีTแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดไ์มมี่ผลต่อระบบภูมิคุม้กนัแบบไม่
จาํเพาะเจาะจงจากการทดลองครัN งนีNอาจเกิดจากระยะเวลาทีTใหแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารอาจนอ้ยเกินไป คือ 30 วนั ซึT งในการทดลองของ Torrecillas et al. (2010) กบัปลา sea bass ทีT
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม และ
ศึกษาคา่ phagocytic activity ในวนัทีT 30, 45 และ 60 วนัของการไดรั้บอาหารเสริม พบวา่คา่
phagocytic activity เพิTมขึNนเมืTอมีระยะเวลาของการกินอาหารเสริมมากขึNน การทีTมี phagocytic 
activity เพิTมขึNนเกิดจากการทาํงานของ mannose receptor ทีTอยูบ่นผนงัเซลลเ์มด็เลือดขาว 
(Rodriguez et al., 2003) จบักบัโครงสร้างทีTเป็นนํNาตาลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด ์และเกิด
กระบวนการ phagocytosis ตามกลไกทีTอธิบายไวแ้ลว้ขา้งตน้ 
 

นอกจากเหตุผลของระยะเวลาในการไดรั้บแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดมี์นอ้ยเกินไปจึงทาํ
ใหไ้มแ่สดงผลต่อระบบภูมิคุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงแลว้อาจเป็นเพราะระดบัของแมนแนนโอ-
ลิโกแซคคาไรดที์Tศึกษาอาจนอ้ยเกินไปสาํหรับการศึกษาผลทีTมีต่อระบบภูมิคุม้กนัภายใน 30 วนั จึง
อาจจาํเป็นตอ้งเพิTมระดบัของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารใหมี้ปริมาณสูงขึNน เช่นในการ
ทดลองของ Yoshida et al. (1995) ทีTใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 10 กรัม ตอ่ 
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อาหาร 1 กิโลกรัม กบัปลาดุกแอฟริกา (Clarias gariepinus) พบวา่มีปริมาณของ activated 
neutrophils เพิTมขึNนตัNงแต่ 2 สัปดาห์แรกของการไดรั้บอาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดอ์ยา่ง
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) สอดคลอ้งกบัการศึกษาในลูกไก่ (Elmusharaf et al., 2007) ทีTไดรั้บ
การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 10 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 19 วนั พร้อม
กบัทดสอบความตา้นทานต่อโปรโตซวัในกลุ่ม Eimeria spp. ซึT งเป็นสาเหตุทาํให้เกิดโรคบิดในสัตว์
ปีกในระหวา่งทีTไดรั้บอาหารเสริม พบวา่ในวนัทีT 5 และวนัทีT 12 ของการไดรั้บอาหารเสริม ลูกไก่ทีT
ไดรั้บการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหาร มีการกระจายตวัของไข่โปรโตซวันอ้ยกวา่
ลูกไก่ชุดทีTไมไ่ดรั้บการเสริมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
 

การศึกษาในครัN งนีNพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารเป็นเวลา 30 วนั 
ในปลานิลวยัรุ่นไมส่่งผลทีTชดัเจนต่อระบบภูมิคุม้กนั โดยพิจารณาจากปริมาณเม็ดเลือดแดงรวม ค่า 
Hematocrit คา่ Hemoglobin ปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด คา่ percent phagocytosis คา่ 
phagocytic index และคา่ superoxide anion แตพ่บวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์น
อาหารเป็นเวลา 21 วนั มีผลต่อความตา้นทานต่อเชืNอแบคทีเรีย S. agalactiae ในลูกปลานิล ดงันัNนจึง
ควรทาํการศึกษากิจกรรมอืTน ๆ ของระบบภูมิคุม้กนั เช่น Lysozyme activity และ Complement 
activity เพิTมเติม เพืTอใหท้ราบถึงผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดต่์อระบบภูมิคุม้กนัไดช้ดัเจน
ยิTงขึNน 
 
การศึกษาผลของแมนแนนโอลโิกแซคคาไรด์ต่อการแสดงออกของยีน Interleukin 1 β,  

Interleukin 8, Transforming growth factor β 1 และ Tumor necrosis factor α โดยใช้เทคนิค  

Semi-quantitative RT-PCR 

 
ในการศึกษาครัN งนีNพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารไมมี่ผลต่อการ

แสดงออกของยนีในกลุ่ม Cytokines คือ Interleukin 1 β, Interleukin 8, Transforming growth 
factor β 1 และ Tumor necrosis factor α โดยพบวา่มีการแสดงออกของยีนทัNง 4 ชนิด ในไตส่วน
หนา้และมา้มของปลานิลในทุกชุดการทดลองและมีปริมาณการแสดงออกทีTไมส่อดคลอ้งกบัระดบั
ของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์TเพิTมขึNน ยกเวน้การแสดงออกของยีน Transforming growth factor 
β 1 ในมา้มทีTพบวา่มีปริมาณการแสดงออกเพิTมขึNนเล็กนอ้ยตามระดบัของการเสริมแมนแนนโอลิ-
โกแซคคาไรดที์TเพิTมขึNน แต่ไมแ่สดงความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) การศึกษาครัN งนีNพบการแสดง 
ออกของยีน Transforming growth factorβ 1 แบบเบาบางมากในไตส่วนหนา้ การแสดงออกของยีน 



 

105

ในกลุ่ม Cytokines นีN เป็นยนีทีTมีการแสดงออกเมืTอมีสิTงแปลกปลอมเขา้ไปในร่างกายหรือเมืTอเกิดการ
อกัเสบ (เอกพล, 2551) โดยการแสดงออกนัNนจะมีระยะเวลาของการแสดงออกทีTแตกต่างกนัตามแต่
หนา้ทีTและบทบาทของยนีนัNน ๆ (Secombes et al., 2001) โดย Tumor necrosis factor α (TNFα) จะ
หลัTงออกมาก่อน Cytokines ชนิดอืTน ๆ จากนัNนจะไปกระตุน้ใหเ้ซลลเ์มด็เลือดขาวสร้างและหลัTง 
Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6) และ Interleukin-8 (IL-8) ตามออกมา รวมถึงกระตุน้
ใหเ้ซลลเ์มด็เลือดขาวของตวัเองหรือขา้งเคียงหลัTง TNFα ออกมาเพิTมดว้ย จากการศึกษาการแสดง -
ออกของ Cytokines ในปลาไนทีTกระตุน้ดว้ยปรสิตพบวา่ การแสดงออกของ Cytokines ชนิดอืTน ๆ 
จะคอ่ย ๆ สูงขึNนและสูงทีTสุดช่วงประมาณชัTวโมงทีT 3-4 หลงัจากถูกกระตุน้ และลดลงภายใน 24 
ชัTวโมง แต่จะมีเพียง TNFα ทีTมีการแสดงออกขึNน ๆ ลง ๆ (Gonzalez et al., 2007) จึงอาจเป็นไปได้
วา่ TNFα สามารถแสดงออกไดอี้กหรือสามารถแสดงออกไดแ้มจ้ะไมใ่ช่ในสภาวะทีTถูกกระตุน้ 
โดย TNFα จะสามารถแสดงออกไดบ้า้งในปลาทีTไม่ไดรั้บการกระตุน้จากสิTงแปลกปลอม หรือ
สามารถหลัTงออกมาไดอี้กเมืTอไดรั้บการกระตุน้จากเซลลเ์มด็เลือดขาวทีTจบักบั Lipopolysaccharide 
(LPS) หรือ Phorbol myristate acetate เป็นตน้ นอกจากการกระตุน้ดว้ย TNFα เพืTอใหมี้การหลัTง
ของ IL-1β แลว้นัNนยงัพบวา่ในสภาวะทีTมีอุณหภูมิตํTา มีความเครียด หรือไดรั้บการกระตุน้จาก LPS 
กส่็งผลใหมี้การแสดงออกของยนี IL-1β ไดเ้ช่นกนั (Zou et al., 2000) ซึT งการแสดงออกของยนีใน
กลุ่ม Cytokines จากการทดลองครัN งนีNอาจเกิดขึNนก่อนหรือหลงัระยะเวลา 30 วนัของการเกบ็ตวัอยา่ง
จึงทาํใหไ้มเ่ห็นผลทีTชดัเจนและบทบาทของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tจบักบั Mannan-binding 
lectin แลว้ไปกระตุน้ใหมี้การหลัTง Cytokines (TNFα, IL-1β และ Il-6) ออกมานัNนพบวา่ไมแ่สดง 
ผลใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนเช่นเดียวกนั อาจเป็นเพราะระดบัของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tเสริมใน
อาหารนัNนยงัไมเ่พียงพอทีTจะมีผลต่อการแสดงออกของยนีในกลุ่มนีNภายใน 30 วนั ซึT งการศึกษาของ 
Terova et al. (2009) ทดลองใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 30 กรัม ตอ่อาหาร 
1 กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 30 วนั พบวา่มีการแสดงออกของยนี Dicentracin ทีTไตส่วนหนา้เพิTมขึNน
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากเหตุผลทีTวา่ระดบัของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์T
เสริมในอาหารไมเ่พียงพอทีTจะมีผลต่อการแสดงออกของยนีในกลุ่ม Cytokines แลว้ สาเหตุอีก
ประการหนึTงคือ ยนีในกลุ่มนีN จะมีการแสดงออกเมืTอไดรั้บกระตุน้จากสิTงแปลกปลอม แต่การศึกษา
ครัN งนีN เป็นการศึกษาในปลาทีTมีสุขภาพดีและไม่ถูกกระตุน้ดว้ยสิTงแปลกปลอม 

 
จากผลการทดลองทัNงหมดของการศึกษาครัN งนีN จึงมีขอ้เสนอวา่ควรใชอ้าหารเสริมแมนแนน-

โอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ในช่วงการอนุบาลลูกปลานิลเพืTอยกระดบั
การเจริญเติบโต และความตา้นทานต่อเชืNอ S. agalactiae และควรใชอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโก-
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แซคคาไรดที์Tระดบั 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เพืTอยกระดบัการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัแบบ
จาํเพาะเจาะจงของปลานิลวยัรุ่น 



สรุปและข้อเสนอแนะ 

 สรุป 
 

1.  การใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 
กิโลกรัม ระหวา่งการอนุบาลและแปลงเพศลูกปลาเป็นเวลา 21 วนั ส่งผลใหมี้นํNาหนกัและความยาว 
มาตรฐานมากกวา่ชุดควบคุมในทุกอตัราปล่อย อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) การเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 4 และ 6 กรัม มีผลต่ออตัราการเจริญเติบโตต่อวนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ทีTอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตูบ้รรจุนํNา 80 ลิตรเทา่นัNน ส่วนการเสริมแมน-
แนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีT 4 และ 6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม กบัปลา 200 ตวัต่อตู ้และทีT 
6 กรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม กบัปลา 300 ตวัต่อตูต้ามลาํดบั มีผลต่ออตัราการเปลีTยนอาหารเป็นเนืNอ
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ในขณะทีTการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทุก
ความเขม้ขน้ไมมี่ผลต่ออตัรารอดของลูกปลานิลเมืTอสิNนสุดการอนุบาล 21 วนัในทุกอตัราปล่อย   

 
2.  การศึกษาทางพยาธิสภาพพบวา่การเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารทีTระดบั 

4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลต่อการเพิTมพืNนทีTและความสมบูรณ์ในการพฒันาของ 
microvilli ซึT งมีส่วนสาํคญัในการดูดซึมอาหารในลาํไส้ และการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์
ในอาหารทุกระดบัมีผลช่วยใหลู้กปลานิลทีTอตัราปล่อย 100 ตวัต่อตูมี้ความตา้นทานต่อเชืNอ 
Streptococcus agalactiae ไดดี้กวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  ส่วนทีTอตัรา
ปล่อย 200 และ 300 ตวัต่อตูพ้บวา่เฉพาะทีTระดบั 4 และ 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัมเท่านัNนทีTมี
ความตา้นทานต่อเชืNอ S. agalactiae ไดดี้กวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
3.  การใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดที์Tระดบั 6 กรัม ตอ่อาหาร 1 กิโลกรัม มี

ผลต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัในเชิงการสร้าง Antibody ตอบสนองในช่วง secondary immune 
response ต่อการให้วคัซีนเชืNอ S. agalactiae ไดเ้ร็วและสูงทีTสุดอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
แต่การให้อาหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 30 วนั ไม่มีผลต่อปริมาณเมด็เลือด
แดงรวม คา่ Hematocrit คา่ Hemoglobin ปริมาณเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด คา่ percent 
phagocytosis คา่ phagocytic index และคา่ superoxide anion ของปลานิลวยัรุ่น 
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4. การใหอ้าหารเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดเ์ป็นระยะเวลา 30 วนัไมมี่ผลต่อการ 
แสดงออกของยนีในกลุ่ม Cytokines ของปลานิลวยัรุ่น 
 

ข้อเสนอแนะ  
 

1.  ควรมีการศึกษาผลของการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นอาหารต่อคา่ Lysozyme 
activity และ Complement activity เพิTมเติม เพืTอใหท้ราบถึงประสิทธิภาพของแมนแนนโอลิโกแซค-
คาไรดต่์อระบบภูมิคุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงอืTน ๆ มากขึNน 
 

2.  การใชแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดร่์วมกบัโปรไบโอติกอาจเป็นอีกแนวทางหนึTงทีTอาจ
สามารถเพิTมประสิทธิภาพของการใชแ้มนแนนโอลิโกแซคคาไรดห์รือโปรไบโอติกในการ
เพาะเลีNยงสัตวน์ํNาได ้

 
3.  ควรมีการศึกษาเกีTยวกบักลไกการกระตุน้ภูมิคุม้กนัทีTเกิดจากการไดรั้บแมนแนนโอลิโก-

แซคคาไรดใ์นอาหารเพิTมเติม เพืTอเป็นแนวทางในการอธิบายความสามารถในการกระตุน้ภูมิคุม้กนั
ของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดใ์นปลาไดดี้ยิTงขึNน เนืTองจากปัจจุบนัมีการศึกษาเกีTยวกบักลไก
ดงักล่าวนอ้ยมาก 

 
4.  การศึกษาเกีTยวกบัผลของแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์ต่อการแสดงออกของยนีในกลุ่ม 

Cytokines ควรศึกษาในกลุ่มสัตวท์ดลองทีTไดรั้บสิTงแปลกปลอมเขา้สู่ร่างกาย และระยะเวลาทีTมีการ
แสดงออกตามแต่ชนิดของยนี เพืTอใหไ้ดผ้ลการศึกษาทีTก่อใหเ้กิดประโยชน์ในการใชแ้มนแนนโอลิ-
โกแซคคาไรดใ์นสิTงมีชีวิตมากยิTงขึNน 
 

5.  ควรมีการศึกษาการเจริญเติบโตและการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัระหวา่งการเสริมเซลล์
ยสีตท์ัNงเซลลเ์ปรียบเทียบกบัการเสริมแมนแนนโอลิโกแซคคาไรดแ์ละเบตา้กลูแคนในอาหาร เพืTอ
ทราบถึงประสิทธิภาพของสารและเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตผลผลิตสัตวน์ํNาทีTมีคุณภาพ  

 
6.  ควรมีการศึกษาเพิTมเติมเพืTอใหท้ราบถึงบทบาทของระดบัแมนแนนโอลิโกแซคคาไรด์

ในอาหารต่อลกัษณะทางพยาธิสภาพของเซลลต์บั และความสัมพนัธ์ของการนาํไขมนัทีTสะสมใน
ตบัไปใช้
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การเตรียมสารในการวเิคราะห์ค่า Antibody titer 

 

วคัซีน (Formalin-killed vaccine)  
 

อปุกรณ์และสารเคมี 

 

1. เซลลข์องแบคทีเรีย Streptococcus  agalactiae ทีTผา่นการทดสอบแลว้วา่เป็นเชืNอทีTทาํให้
เกิดโรค 

2. สารละลายฟอร์มาลิน (Formalin  solution) 2 ความเขม้ขน้  คือ  
      -  ความเขม้ขน้ 0.1%  (ใชส้าํหรับเกบ็รักษาวคัซีนทีTเตรียมแลว้) 
      -  ความเขม้ขน้ 1.0%  (ใชส้าํหรับฆา่เชืNอแบคทีเรียให้ตาย) 

3. เครืTองปัTนเหวีTยง  (Centrifuge) 
4. Test tube และ Volumetric flasks 
5. อาหารเลีNยงเชืNอ (TSA และ TSB) 
6. สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ 

 

วธีิการทดลอง 

 

1. นาํเชืNอ (Streptococcus agalactiae) ทีTตรวจยนืยนัชนิดแลว้มาเลีNยงในอาหารเลีNยงเชืNอ 
TSB เป็นเวลา 18-24 ชัTวโมง 

2. หลงัเชืNอเจริญแลว้จึงนาํไปปัTนเหวีTยง 2,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
3. เทส่วนใสออก แลว้ลา้งออกดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอ

แลว้ 
4. นาํไปปัTนเหวีTยงอีกครัN ง ทีT 2,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
5. ทาํในขัNนตอนทีT 3 และ 4 อีก 2 ครัN ง 
6. ใส่สารละลายฟอร์มาลินความเขม้ขน้ 1.0% เพืTอเป็นการฆ่าเชืNอ  
7. นาํสารละลายเชืNอทีTถูกฆ่าแลว้นาํไป Streak บน TSA เพืTอตรวจยนืยนัวา่เชืNอตายสมบูรณ์

แลว้ โดยระยะเวลาการตรวจบนอาหารเลีNยงเชืNอใชเ้วลา 1 คืน จึงเกบ็สารละลายเชืNอไวที้T 4 องศา- 
เซลเซียส ก่อน 



 

129

8. ตรวจผลการเจริญบน TSA ถา้ไมพ่บเชืNอเจริญแสดงวา่วคัซีนทีTไดเ้หมาะสมจะนาํไปใช้
ต่อ หากมีเชืNอเจริญ ตอ้งนาํกลบัไปฆ่าดว้ยฟอร์มาลินอีกครัN ง  

9. กรณีไมมี่เชืNอขึNน ใหน้าํวคัซีนทีไดล้า้งดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ทีTผา่นการ
ฆ่าเชืNอแลว้ นาํไปปัTนทีT 2,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 2-3 ครัN ง จึงนาํ Formalin-killed vaccine 
ทีTไดไ้ปใช ้หากวคัซีนทีTไดมี้ความเขม้ขน้สูงเกินไปตอ้งปรับความเขม้ขน้ ใหมี้ระดบัความเขม้ขน้  
109 CFU/ml ซึT งเป็นความเขม้ขน้ทีTจะใชใ้นสัตวท์ดลองและสาํหรับทาํ Antibody titer และถา้  
ตอ้งการเกบ็วคัซีนไวน้าน ๆ ใหเ้กบ็โดยการเติม 0.1% Formalin ลงไปแตก่่อนนาํมาใชทุ้กครัN งตอ้ง
ลา้งดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ก่อน 
 
การเตรียมสารเคมีในการวเิคราะห์กจิกรรมการจับกนิสิMงแปลกปลอมของเซลล์เม็ดเลอืดขาว 

(Phagocytic activity) 

 

1. Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4 ประกอบดว้ย 
- NaCl    8.0 กรัม 
- KCl    0.2 กรัม 
- Na2H2PO4.2H2O   1.44 กรัม 
- KH2PO4    0.24 กรัม 

 
      นาํส่วนผสมทัNงหมดละลายดว้ยนํNากลัTน ปรับปริมาตรใหไ้ด ้800 มิลลิลิตร จากนัNนนาํไป 

ปรับ pH ดว้ย HCl หรือ NaOH เพืTอใหไ้ดค้า่ pH=7.4 จากนัNนนาํไปฆ่าเชืNอดว้ยเครืTองนึT งภายใต ้
ความดนัสูง (Autoclave) 

 
2. สารละลายยสีต ์(Heat-killed yeast) 

Baker’s yeast      0.5 กรัม 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.9% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้  250 มิลลิลิตร 

 
เติมยสีตล์งไปในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.9% ทีTผา่นการฆ่าเชืNอ คนให้เขา้กนัแลว้ 

นาํไปตม้เป็นเวลานาน 1 ชัTวโมง จากนัNนนาํไปปัTนลา้งดว้ยสารละลาย PBS ทีTความเร็ว 2,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที จาํนวน 3 ครัN ง จากนัNนปรับความเขม้ขน้ของเซลลย์สีตใ์หไ้ดเ้ทา่กบั 108 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 
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การเตรียมสารเคมีในการวเิคราะห์ Superoxide anion (O2
-) 

 
1. Nitrotetrazolium blue chloride (NBT) 
      ละลาย NBT 1 มิลลิกรัมดว้ย PBS pH 7.4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เกบ็ไวใ้นทีTทึบแสง 
2. 2N KOH 

             ละลาย KOH 112.22 กรัม ในนํNากลัTนทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ปริมาตร 1 ลิตร 
3. 70% Ethanol 
       ผสม 100% Ethanol ปริมาตร 70 มิลลิลิตรกบันํNากลัTนทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ปริมาตร 30  

มิลลิลิตร  
 

การคํานวณปริมาณเม็ดเลอืด (Total hemocytes count) 

 
 ปริมาตรของ Hemacytometer  = กวา้ง x ยาว x สูง 
      = 1 มม. x 1 มม. x 0.1 มม. 
      = 0.1 มม.3 
 จาํนวนเซลลเ์มด็เลือด/ มม.3  = เซลลเ์มด็เลือดทีTนบัได ้
 จาํนวนเซลลเ์มด็เลือด/ มล.3  = เซลลเ์มด็เลือดทีTนบัได ้x 104 x คา่ dilution 
 
 

การเตรียมสารเคมีทีMใช้สําหรับงานทางด้านอณูชีวโมเลกลุ 
 

 

1.  1.5% Agarose Gel 
 
     ชัTง Agarose ใส่บฟัเฟอร์ TBE (1X) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1.5% ตม้จนละลายเป็นเนืNอ

เดียวกนั ทิNงใหเ้ยน็จนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส จากนัNนนาํไปเทลงบน Gel chamber ทีTมี 
Comb อยูแ่ลว้ วางทิNงไวป้ระมาณ 1 ชัTวโมงจนกระทัTงเจลแขง็ตวัจึงดึง Comb ออก  
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2.  10X MOP Buffer 
 

     200 mM [N-Morpholino] proprapane sulfonic acid 
     50 mM Sodium acetate 
     10 mM EDTA 
 
     ปรับ pH ใหไ้ดเ้ทา่กบั 6.5-7.0 ดว้ย NaOH 

 
3.  5X TBE (Tris-Borate-EDTA) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 

     Tris base 54.0 กรัม 
     Boric acid 27.5 กรัม 
     EDTA (pH 8.0) 20.0 กรัม 
 

     ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร แลว้จึงนาํไปฆา่เชืNอดว้ยหมอ้นึTงความดนัไอทีT 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 20 นาที 
 

 

4.  Marker 100 bp ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
 

     100 bp DNA Ladder plus (Fermentas) 10 ไมโครลิตร 
     6X Loading dye solution 10 ไมโครลิตร 
     Distilled water 40 ไมโครลิตร 
 
5.  10X Loading dye 
     Ficol 400 7.5 กรัม 

           Bromphenol blue 0.125 กรัม 
     เติมนํNากลัTนทีTผา่นการฆ่าเชืNอแลว้ 50.0 มิลลิลิตร 

 



ประวตัิการศึกษาและการทาํงาน 

 
ชืTอ นางสาวจิณณพตั  สาํรองพนัธ์ุ 
เกิดวนัทีT 13 กรกฎาคม 2527 
สถานทีTเกิด  อาํเภอเมือง จงัหวดันครพนม 
ประวติัการศึกษา วท.บ. (ประมง) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ตาํแหน่งปัจจุบนั - 
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