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1.  โครงสรางของ PAHs 
 

  
ภาพผนวกที่ 1  โครงสรางของ PAHs บางชนิด 
ที่มา:  Furton and Pentzke (1998) 
 
2.  สถานีเกบ็ตัวอยางปลาจากแมน้ําโขง 
 

   
 
ภาพผนวกที่ 2  สถานีเก็บตัวอยางปลาจากแมน้ําโขง 
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3.  ตัวอยางปลาจากแมน้ําโขง 
  
 ตัวอยางปลาทั้งปลาไมมีเกล็ดและปลามีเกล็ด จํานวนทัง้สิ้น 117 ตัว 31 ชนิด ที่ใชใน
การศึกษาครั้งนี้ จาํแนกชนิดตาม ชวลิต และคณะ (2540) รายละเอียด ดังนี ้
 
ตารางผนวกที ่1  ชนิด จาํนวน และความยาวของปลาจากแมน้ําโขงในฤดูหนาวและฤดูรอน   
 
ฤดู สถานที่เก็บ

ตัวอยาง 
ชนิดปลาตัวอยาง จํานวน 

(ตัว) 
ความยาว   

(เซนติเมตร)  
อ.เชียงแสน  
จ.เชียงราย 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาแค  Bagarius bagarius  (Hamilton, 1822) 2 - 
อ.เชียงคาน  
จ.เลย 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลากด  Hemibagrus nemurus                     
(Val.in Cuv. & Val., 1839) 

2 - 

อ.เมือง  
จ.นครพนม 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาเทพา  Pangasius sanitwongsei  
(Smith,1931) 

2 - 

 
 
 
 
 

หนาว 

 ปลาคัง  Hemibagrus wyckioides                
(Chaux & Fang, 1949) 

1 - 

อ.เชียงแสน  
จ.เชียงราย 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาเคา  Wallago attu  (Schneider, 1801) 2 48.0,48.0 
 ปลาสวาย  Pangasianodon hypophthalmus  

(Sauvage, 1878) 
1 40.0 

 ปลาคัง  H. wyckioides 1 41.0 
 ปลาแค  B. bagarius  1 31.0 
 ปลาเนื้อออน  Ompok hypophthalmus  

(Bleeker, 1846) 
1 - 

 
 
 

 
รอน 

 ปลากด  H. nemurus 1 12.0 
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ตารางผนวกที ่1 (ตอ)  ชนิด จํานวน และความยาวของปลาจากแมน้าํโขงในฤดหูนาวและฤดูรอน  
 

ฤดู สถานที่เก็บ
ตัวอยาง 

ชนิดปลาตัวอยาง จํานวน 
(ตัว) 

ความยาว  
(เซนติเมตร) 

อ.เชียงแสน 
จ.เชียงราย 

ปลามีเกล็ด   

 ปลาตะเพียน  Barbodes gonionotus  
(Bleeker, 1850) 

1 - 

อ.เชียงคาน  
จ.เลย 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาสวาย  P. hypophthalmus 2 - 
 ปลาเผาะ  Pangasius conchophilus  

(Roberts & Vidthayanon, 1991) 
2 47.7, - 

 ปลาคัง  H. wyckioides 2 31.4, - 
 ปลาบู  Oxyeleotris marmorata   

(Bleeker, 1858) 
3 20.3,22.0,22.5 

 ปลามีเกล็ด   
 ปลาปากหนวด  Hypsibarbus vernayi  

(Norman, 1925) 
3 41.0,43.5,44.3 

 ปลายี่สกไทย  Probarbus jullieni                        
(Suavage, 1880) 

6 24.5,24.8,27.8, 
28.4,36.2,38.2 

 ปลาไน  Cyprinus caprio  (Linnaeus, 1758) 2 36.5,37.2 
 ปลาลูกแก  Cirrhinus chinensis  

(Gunther, 1868) 
3 21.9,22.3,24.0 

 ปลาตะเพียน  B. gonionotus          5 26.8,29.0,29.4, 
30.0,32.3 

 ปลาตะเพียนทอง  Barbodes altus  
(Gunther, 1868) 

3 20.9,23.0,23.3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รอน 

 
 
 
 
 
 

 ปลากาดํา  Morulius chrysophekadian   
(Bleeker, 1850) 

3 28.4,31.3,33.5 
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ตารางผนวกที ่1 (ตอ)  ชนิด จํานวน และความยาวของปลาจากแมน้าํโขงในฤดหูนาวและฤดูรอน  
 
ฤดู สถานที่เก็บ

ตัวอยาง 
ชนิดปลาตัวอยาง จํานวน 

(ตัว) 
ความยาว  

(เซนติเมตร) 
อ.บึงกาฬ  
จ.หนองคาย 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาขบ  Belodontichthys truncatus  
(Bleeker, 1935) 

1 56.3 

 ปลาสวายหนู  Helicophagus waandersii 
(Bleeker, 1858) 

3 30.1,30.6,32.2 

 ปลาคัง  H. wyckioides 1 76.2 
อ.เมือง  
จ.นครพนม 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลายาง  Panganius bocourti  
(Sauvage, 1880) 

7 21.3,22.2,22.3,25.6, 
30.6,30.7,32.0 

 ปลาคัง  H. wyckioides 5 30.2,30.7,35.5, 
39.6,45.6 

 ปลานาง  Micronema apogon  
(Bleeker, 1851) 

2 24.7,24.7 

 ปลายอน  Pteropangasius pleurotaenia 
(Sauvage, 1878) 

7 19.8,20.3,20.4,21.7, 
21.8,21.9,22.3 

 ปลาเทพา  P. sanitwongsei 2 28.1,35.0 
 ปลามีเกล็ด   
 ปลาตะเพียน  B. gonionotus 4 20.1,20.9,23.5,23.9 
 ปลาตะเพียนทอง  B. altus 1 18.4 
 ปลากาดํา  M. chrysophekadian 1 22.5 
อ.โขงเจียม  
จ.อุบลราชธานี 

ปลาไมมีเกล็ด   

 ปลาแค  B. bagarius 1 21.2 
 ปลาเทโพ  Pangasius larnaudii   

(Bocourt, 1866) 
1 26.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รอน 

 ปลายอน  P. pleurotaenia 1 22.6 
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ตารางผนวกที ่1 (ตอ)  ชนิด จํานวน และความยาวของปลาจากแมน้าํโขงในฤดหูนาวและฤดูรอน  
 
ฤดู สถานที่เก็บ

ตัวอยาง 
ชนิดปลาตัวอยาง จํานวน 

(ตัว) 
ความยาว  

(เซนติเมตร) 
อ.โขงเจียม  
จ.อุบลราชธานี 

ปลาไมมีเกล็ด (ตอ)   

 ปลาเทพา  P. sanitwongsei 3 13.6,13.8,21.8 
 ปลากด  H. nemurus 3 14.8,22.4,25.9 
 ปลาหมูหางแดง  Botia eos  (Taki, 1972) 2 14.6,16.8 
 ปลาหมูเสือ  Botia helodes  (Sauvage, 1876) 3 14.5,16.8, - 
 ปลามีเกล็ด   
 ปลาตะเพียน  B. gonionotus 4 16.6,17.8,15.9,14.6 
 ปลายี่สกไทย  P. jullieni 1 13.3 
 ปลาสรอย  Henicorhynchus siamensis   

(Sauvage, 1881) 
3 13.7,18.4,18.4 

 ปลาสนาก  Raiamus guttatus  (Day, 1869) 4 14.9,15.2,17.2,21.8 
 ปลาตะเพียนทอง  B. altus 2 16.7,14.5 
 ปลากระทุงเหว  Xenentodon cancila 

(Hamilton, 1822) 
1 22.8 

 ปลาสรอยขางลาย  Labiobarbus siamensis  
(Sauvage, 1881) 

1 14.1 

 ปลากราย  Chitala ornata  (Gray, 1831) 1 41.3 
 ปลาเสือพนน้ํา  Toxotes chatareus  

(Hamilton, 1822) 
1 18.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รอน 

 ปลาเสือตอ  Datnioides undecimradiatus  
(Roberts & Kottelat, 1994) 

2 15.4,15.5 

 
หมายเหต ุ:      -   ไมไดวัดความยาวของตวัอยางปลา 
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4.  วิธีการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม  
 

4.1  Glutamic oxalacetic transaminase (GOT)  (IFCC, 1986a) 
หลักการ คือ GOT เคลื่อนยายกรดอะมิโนจาก 2-oxoglutarate ได oxalacetate และ 

oxalacetate ถูก reduce เปน malate วดัหา NADH ที่ลดลงจากปฏิกิริยา 
 
aspartate + 2-oxoglutarate   ⎯⎯AST⎯→  oxalacetate + glutamate 

       oxalacetate + NADH + H+    ⎯⎯MDH⎯→  malate + NAD+ 
 
สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห 
4.1.1  สารเคมี   
      tris                                         121.00   mmol/L 

 L-aspartate                 362.00   mmol/L 
 malate dehydrogenase                                          >460.00   U/L 
 lactate dehydrogenase                                          >660.00   U/L 
 pH                                                                                  7.8    

4.1.2  สารเคมี 
          NADH                                                                             1.3   mmol/L 

 2-ketoglutarate                                                             75.0   mmol/L 
 sodium azide                                                               0.95   g/dL 

 
วิธีการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมทําไดโดยนํา working reagent ซึ่งเตรียม    

จากสารเคมีในขอ 4.1.1 และ 4.1.2 เก็บไวที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซยีส เติมลงใน cuvette            
set blank ดวย working reagent เทากับ 0 วัดคาดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer จากนัน้ดูดซีรัมเฉพาะสวนที่ใสใสใน cuvette ผสมกับ working reagent ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อานคาการดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร นําคาการดูดแสงที่
เปลี่ยนแปลงมาคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซมตอนาท ี
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concentration (U/L)   =   ∆A / min x TV x 1000   
                                               6.3 x SV x P 
เมื่อ   ∆A   = คาการดูดกลนืแสงที่เปลี่ยนแปลง 
 TV = ปริมาตรของสารละลายทัง้หมด (ml) 
 SV = ปริมาตรของซีรัม (ml) 
 EF = Extinction coefficient of NADH at 340 nm  =  6.3 
 P = ความกวางของ cuvette 
 

4.2  Glutamic pyruvic transaminase (GPT)  (IFCC, 1986b) 
หลักการ คือ GPT เคลื่อนยายกรดอะมิโนจาก 2-ketoglutarate ได pyruvate และ 

pyruvate ถูก reduce เปน lactate วัดหา NADH ที่ลดลงจากปฏิกิริยา 
 
alanine + 2-ketoglutarate   ⎯⎯ALT⎯→  pyruvate + glutamate 

       pyruvate + NADH + H+      ⎯⎯LDH⎯→  lactate + NAD+ 
 
สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห 
4.2.1  สารเคมี   
      tris                                         150.00   mmol/L 

 L-alanine                            750.00   mmol/L 
 lactate dehydrogenase                                       >1350.00   U/L 
 pH                                                                                  7.3    

4.2.2  สารเคมี 
          NADH                                                                             1.3   mmol/L 

 2-ketoglutarate                                                             75.0   mmol/L 
 sodium azide                                                               0.95   g/dL 

 
วิธีการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมทําไดโดยนํา working reagent ซึ่งเตรียม    

จากสารเคมีในขอ 4.2.1 และ 4.2.2 เก็บไวที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซยีส เติมลงใน cuvette  
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set blank ดวย working reagent เทากับ 0 วัดคาดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer จากนัน้ดูดซีรัมเฉพาะสวนที่ใสใสใน cuvette ผสมกับ working reagent ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อานคาการดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร นําคาการดูดแสงที่
เปลี่ยนแปลงมาคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซมตอนาท ี

 
concentration (U/L)   =   ∆A / min x TV x 1000   
                                               6.3 x SV x P 
เมื่อ   ∆A   = คาการดูดกลนืแสงที่เปลี่ยนแปลง 
 TV = ปริมาตรของสารละลายทัง้หมด (ml) 
 SV = ปริมาตรของซีรัม (ml) 
 EF = Extinction coefficient of NADH at 340 nm  =  6.3 
 P = ความกวางของ cuvette 

 
5.  การเตรียมชิ้นเนื้อเยื่อผานขั้นตอนทางพาราฟนเทคนิค (Humason, 1979) 
 
 ข้ันตอนที่    สารละลาย   เวลา (ชั่วโมง) 
 1    70 % alcohol          5 
 2    70 % alcohol                     2 
 3 80 % alcohol          1  
 4 80 % alcohol           1 
 5 95 % alcohol          1 
 6 95 % alcohol          1 
 7 100 % alcohol          1 
 8 100 % alcohol          1 
 9 xylene I          1  
 10 xylene II          1 
 11 paraplast  I                      1.5 
        12 paraplast  II                                     1.5    
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6.  การเตรียมสารเคม ีและวธิีการยอมสีทางพาราฟนเทคนิค 
 

6.1  น้ํายาคงสภาพ  
  
น้ํายาลางเนื้อเยื่อกอนคงสภาพ 
 normal saline (NaCl)    0.9   เปอรเซ็นต 

 
       น้ํายาคงสภาพ  neutral buffered formalin solution (Drury et al., 1967)  

   formalin (30-40 เปอรเซ็นต formaldehyde)   100.00  มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น         900.00  มิลลิลิตร 
        sodium phosphate monobasic (NaH2PO4)                              4.00  กรัม 
         sodium phosphate dibasic (anhydrous) (Na2H PO4)      6.50  กรัม 
        ผสมเขาดวยกนั 
 
 คุณสมบัติ : เปนทีน่ิยมใชกนัทัว่ไปตามหองปฏิบัติการ เหมาะสําหรับรักษาสภาพเนือ้เยื่อ
ทั่วไป ทั้งที่ตองการยอมสีธรรมดาและสีพิเศษ  formalin เปนตัวคงสภาพโปรตีนในไซโทพลาซึม 
ระยะเวลาในการรักษาสภาพประมาณ 24 ชั่วโมง หรือถาจําเปนตองรักษาสภาพไวนานกวานี้กย็ัง
ใชได ลางออกดวยน้าํไหลประมาณ 6 ชั่วโมง (Humason, 1979) 
 

6.2  สียอม Harris’s hematoxylin และ Eosin (Luna, 1960) 
  6.2.1  Harris’s hematoxylin 

            hematoxylin crystal         5.00  กรัม 
            absolute alcohol                  50.00  มิลลิลิตร 
            ammonium alum     100.00  กรัม 
            mercuric oxide (red)        2.50  กรัม 
            น้ํากลัน่                1000.00  มิลลิลิตร 
 
 ตมน้ํากลั่นในบีกเกอรขนาด 1,500 มิลลิลิตร ใหเดือด เตมิ ammonium หรือ potassium 
alum คนใหละลาย ละลายผง hematoxylin ใน absolute alcohol ในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 
แลวเติมลงในสารละลาย ammonium หรือ potassium alum ที่กําลงัเดือด คนใหเขากัน ตมตอไป
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อีก 30 วินาที ยกลงแชในน้าํเย็น และเติม mercuric oxide ลงไปอยางชา ๆ ทีละนอย ไมควรเติม
ทีเดียวหมด เพราะจะกระเด็นซึ่งอาจเกิดอันตรายไดเนือ่งจากเกิดปฏกิิริยารุนแรง คนสารละลายให
เขากัน จนกระทั่งไดสารละลายสีมวงน้ําเงนิเขม ทิ้งไวใหเย็นแลวเทใสขวดสีน้ําตาล เก็บไวนาน 1 
สัปดาห หรือใชไดเลยหลังจากที่สารละลายเยน็แลว สารละลายนี้เก็บไวไดนานประมาณ 6 เดือน
ในที่มืด กอนใชเติม glacial acetic acid 2-4 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 100 มิลลิลิตร เพื่อชวยให 
hematoxylin เปลี่ยนเปน hematein อยางชา ๆ ทาํใหนวิเคลียสติดสีดีข้ึน 
 
 6.2.2  การเตรียม Eosin 

            ก.  1% stock alcohol Eosin 
                       Eosin Y             1.00   กรัม 
                       น้ํากลั่น                   20.00  มิลลิลิตร 
                 ละลายเขาดวยกันแลวจึงเติม 95% alcohol               80.00  มิลลิลิตร 
                             ข.    working Eosin solution 
                         Eosin stock solution                    1  สวน 
                         80% alcohol              3  สวน 
   

กอนใชใหเตมิ glacial acetic acid 1-1.5 มิลลิลิตร ตอสี 100 มิลลิลิตร แลวคนใหเขากัน 
เพื่อการติดสีของ Eosin ที่จบักับไซโทพลาซึม 
  
 6.2.3  acid alcohol 1% 

          70% alcohol                          1000.00  มิลลิลิตร 
          hydrochloric acid                  10.00  มิลลิลิตร 

  
 6.2.4  ammonium water 0.2% 

          tab water               1000.00  มิลลิลิตร 
          ammonium hydroxide 28%                   2.00  มิลลิลิตร 
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7.  วิธียอมสี Harris’s hematoxylin-Eosin (Luna, 1960) 
 

นํา paraffin section ผานขั้นตอนการยอมสีดังนี้ 
7.1 deparaffinized โดยจุมใน xylene 2 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
7.2  hydration ใน 100%alcohol, 95%alcohol, 70%alcohol และน้ํากลั่นครั้งละ 2 นาท ี
7.3  ยอมสี Harris’s hematoxylin 5 นาท ี
7.4  ลางในน้าํประปาที่ไหลจนแผนเนื้อเยื่อเปนสีน้าํเงิน 5-10 นาท ี
7.5  differentiate ใน acid alcohol 1% โดยจุม (dip) 1-2 คร้ัง 
7.6  แชในน้ําประปาที่ไหล 5 นาท ี
7.7  จุมใน ammonium water solution 1 นาท ี
7.8  แชในน้ําประปาที่ไหล 5 นาท ี
7.9  ยอมสี Eosin นาน 1-2 นาท ี
7.10  differentiate ใน 70%alcohol แลวยกขึน้อยางเร็ว 
7.11  dehydrate ใน 95%alcohol, 100%alcohol 2 คร้ัง ๆ ละ 2 นาท ีเพื่อขจัดน้าํ 
7.12  clearing ใน xylene 2 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี
7.13  ปดดวยกระจกปดสไลดผนึกใหแนนดวยน้าํยา permount ทิ้งไวใหแหง กอนทีจ่ะ

นําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพตอไป 
 
ผล : นิวเคลียส ยอมติดสีมวงน้าํเงนิ หรือน้าํเงนิ 
        ไซโทพลาซึม ยอมติดสีชมพูถงึสมแดง 


