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การศึกษากิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ 3 ชนิด ไดแก catalase (CAT), glutathione-S-transferase 

(GST) และ glutathione peroxidase (GPx) กิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระชนิด glutathione (GSH) ลิปดเปอรออก   
ซิเดช่ัน (lipid peroxidation; LPO) รวมทั้งกิจกรรมการตานอนุมูลอิสระในปูทะเล (Scylla serrata) ที่เก็บตัวอยางจาก
ฟารมปูน่ิม อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี จํานวน 12 ระยะตลอดวงจรการลอกคราบ พบวา CAT ซึ่งมีหนาที่ทําลาย
อนุมูลอิสระจําพวกไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) มีกิจกรรมคอนขางสูงในตับและกลามเน้ือ โดยเฉพาะ
กิจกรรมในตับมีคาสูงมากในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาหจนถึงกอนลอกคราบ 2 วัน และระยะหลังการ
ลอกคราบ 3 วัน และ 5 วัน และกิจกรรมในระยะกอนการลอกคราบมีคาสูงกวาปูระยะกระดองแข็งปกติ  สวน 
GST ซึ่งทําหนาท่ีกําจัดอนุมูลอิสระไดหลายชนิดและมีความสําคัญในการบํารุงรักษาเซลล แสดงกิจกรรมสูงสุด
ในตับ ทั้งน้ีกิจกรรมของ GST ในเลือด ตับ เหงือก เน้ือเยื่อใตกระดอง และกลามเน้ือ มีคาสูงทั้งในระยะกอนการ
ลอกคราบและระยะหลังการลอกคราบ สําหรับ GPx ซึ่งทําหนาที่ในการกําจัดและทําลายอนุมูลอิสระที่เกิดจาก
กระบวนการท่ีมีการใชออกซิเจนน้ัน พบวากิจกรรมจะคอย ๆ เพ่ิมขึ้นในระยะกอนการลอกคราบ และเมื่อปูลอก
คราบกิจกรรมจะลดลงทันทีและจะเพ่ิมขึ้นอีกครั้งหลังการลอกคราบ กิจกรรมสวนใหญแสดงออกในตับและ
เน้ือเยื่อใตกระดอง  สวน GSH ซึ่งมีฤทธิ์ในการสลายสารอนุมูลอิสระที่เกิดจากกระบวนการที่มีการใชออกซิเจน 
พบวากิจกรรมคอนขางแปรปรวนตลอดทั้งวงจรการลอกคราบ กิจกรรมในเลือด เหงือก เน้ือเยื่อใตกระดอง และ
กลามเน้ือมีคาสูงในระยะกอนการลอกคราบและหลังการลอกคราบ สําหรับกิจกรรมของ LPO ในอวัยวะตางๆ  
พบวากิจกรรมในระยะกอนการลอกคราบมีแนวโนมเพิ่มขึ้น และเมื่อปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ
พบวากิจกรรมลดลงเมื่อเทียบกับปูระยะปกติ ผลการวิจัยสรุปไดวา กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระในปูทะเลมี
ความเดนชัดในระยะกอนการลอกคราบ เน่ืองจากมีกระบวนการสลายสารอินทรียเพ่ือนํากลับไปใชใหมเกิดขึ้น 
และในระยะหลังการลอกคราบเน่ืองจากมีการสะสมสาร อาหารเพื่อสรางกระดองใหมซึ่งกอใหเกิดอนุมูลอิสระ
มากในสองระยะดังกลาว 
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The activity of 3 anti-free radical enzymes; catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) and 
glutathione peroxidase (GPx), anti-free radical substance; glutathione (GSH), lipid peroxidation (LPO) and 
the anti-oxidative power in mud crab (Scylla serrata) were studied.  The crab samples including 12 stages 
over the molting cycle were collected from the soft-shell crab farm at Klung District, Chanthaburi Province.  
The results showed that CAT, which is responsible for destroying hydrogen peroxide (H2O2), had relatively 
high activity in hepatopancreas and muscle. CAT activity in the hepatopancreas was higher at 2 weeks until 2 
days prior to molting and 3-5 days after molting. For GST, which normally acts to eliminate free radicals and 
is important in cell maintenance, the activity showed the maximum content in the hepatopancreas.  GST 
activity in hemolymph, hepatopancreas, gills, integument and muscle were high both period of premolt and 
postmolt.  For GPx, which acts to remove and destroy the free radicals caused by processes involving oxygen, 
the activity revealed the gradually increased in the period of premolt.  At the time of molting, GPx activity 
abruptly decreased and then increased immediately after molting occurred and the activities mostly expressed 
in the hepatopancreas and integument.  For GSH, which has the effect to free radicals caused by processes 
that use oxygen, the activity was quite variable throughout the molting cycle. GSH activities in haemolymph, 
gills, integument and muscle were high both the period of premolt and postmolt stage.  Activity of LPO in 
various organs found gradually increased at premolt stage and the activity was slightly decreased when the 
crabs became postmolt stage, comparing to the normal crab stage.  The research was concluded that the 
activity of anti-free radicals in mud crab was clearly evidenced in 2 periods; the time prior to the molting 
process due to the decomposition of organic substances to return a new figure, and also at the period of 
postmolt stage due to the nutrients accumulated to create new figure. 
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10 กิจกรรม lipid peroxidation ในเน้ือเยื่อใตกระดอง และกลามเน้ือ ในระยะตาง ๆ 

ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล      62 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพผนวกท่ี หนา 

  
1 การวัดขนาดความกวางและความยาวของปู     84 
2 การเก็บเลือดท่ีโคนขาคูท่ี 5 และอวยัวะภายในของปู    85 
3 รอยตอระหวางกระดองกบัจบัปงของปูระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห 

และรอยตอระหวางกระดองกับจับปงของปูระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน  86 
4 กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin      87 
5 กราฟมาตรฐานของเอนไซม catalase       88 
6 กราฟมาตรฐานของเอนไซม glutathione-S-transferase    88 
7 กราฟมาตรฐานของเอนไซม glutathione peroxidase    89 
8 กราฟมาตรฐานของ glutathione       89 
9 กราฟมาตรฐานของ lipid peroxidation      90 
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สารตานอนุมูลอิสระและลิปดเปอรออกซิเดชั่นในวงจรการลอกคราบของปูทะเล    

(Scylla serrata Forskål 1775) 
 

Antioxidant and Lipid Peroxidation in Molting Cycle of Mud Crab 

(Scylla serrata Forskål 1775) 
 

คํานํา 
 

ปูทะเลเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทย เนื่องจากมีรสชาติดีและมีคุณคาทาง
โภชนาการสูง จึงเปนท่ีนยิมบริโภคท้ังชาวไทยและตางประเทศ แตอยางไรก็ตามผลผลิตปูทะเลยัง
ไมเพียงพอกับความตองการของตลาด เนื่องจากผลผลิตสวนใหญจะไดจากการจับปูในธรรมชาติ 
ซ่ึงนับวันจะมีปริมาณลดลงไปเร่ือย ๆ ปูทะเลจัดเปนอาหารเพ่ือสุขภาพดวย เนื่องจากมีคุณคาทาง
โภชนาสูง คลอเรสเตอรอลตํ่า อุดมไปดวยแรธาตุตาง ๆ ไดแก แคลเซียม ไคติน ฟอสฟอรัส สังกะสี 
เหล็ก ไอโอดนีและแมกนีเซียม จึงเปนอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับทุกเพศทุกวัย ปูนิม่ท่ีวางขายอยูใน
ทองตลาดเปนปูทะเลแทบท้ังส้ินและสวนใหญจะเปนปูดํา การเล้ียงปูนิ่มนับเปนธุรกิจท่ีมีศักยภาพ
สูงในเชิงพาณชิย จังหวัดท่ีมีการเล้ียงปูนิ่มไดแก จันทบุรี ตราด ระนอง สมุทรปราการ สมุทรสาคร 
กรุงเทพมหานคร (ท่ีเขตบางขุนเทียน) สตูล ชุมพร ตรังและปตตาน ี การเล้ียงปูเปนธุรกิจท่ีสราง
รายไดและเปนทางเลือกใหมใหแกเกษตรกร เชน เกษตรกรผูเล้ียงกุงท่ีประสบกับปญหาการขาดทุน
ในการเล้ียงกุง หรือชาวประมงรายยอยท่ีมีปญหาในเรื่องแหลงประมง และตองการที่จะเปล่ียนวิธี
ประกอบอาชีพ เนื่องจากการเจริญเติบโตของปูตองอาศัยการลอกคราบ เพราะกระดองของปูเปน
สารประกอบพวกหินปูนท่ีมีความแข็งมาก จึงไมสามารถขยายเพ่ิมขนาดตัวออกไปได ดงันั้นปูจะมี
ขนาดใหญข้ึนไดก็ตอเม่ือไดสลัดเปลือกเกาท้ิงและสรางเปลือกใหม ปูมีการลอกคราบตลอดท้ังป
และตลอดชีวติ การเล้ียงปูนิ่มนยิมเล้ียงในกลองลอยนํ้าเพื่อความสะดวกในการเก็บผลผลิตและ
ปองกันการกนิกันเอง ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหปูเครียดไดงาย นอกจากนี้สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม
ภายในบอ เชน สารอินทรียท่ีสะสมอยูกนบอ จุลชีพและวิธีการเล้ียง ส่ิงตาง ๆ เหลานี้นับเปนปจจัย
สําคัญท่ีทําใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนภายในเซลลรางกายปู ถามีอนุมูลอิสระเปนจํานวนมากแลวไมถูก
กําจัดออกไป อาจสงผลใหเซลลตกอยูในสภาวะเครียดออกซิเดช่ัน (oxidative stress) ซ่ึงจะสงผล
กระทบโดยตรงตอการลอกคราบและอาการผิดปกติในปู เชน อาการทองและอกเปนสีแดง อาการ
อัมพาตในปู เปนตน อยางไรก็ตามปูมีวิธีการรักษาสมดุลของอนุมูลอิสระ ทําใหสามารถมีชีวิตรอด 
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และดํารงชีวิตตอไปไดเม่ือตองพบกับสภาวะตาง ๆ ท่ีกอเกิดอนุมูลอิสระ ซ่ึงตามปกติสัตวในกลุม 
ครัสเตเซียจะมีระบบภูมิคุมกนัเปนแบบที่มีมาแตกําเนิด (innate immunity) ไมสามารถสรางข้ึนมา
ไดเองภายหลัง ดังนั้นเม่ือมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน รางกายสัตวจะสรางสารตานอนุมูลอิสระออกมา 
ปกปองเซลลภายในรางกายไมใหเซลลเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน ซ่ึง Pinho et al. (2003) รายงาน
วา สภาพแวดลอมท่ีผิดปกติ เชน มีส่ิงมีชีวิตจําพวก cyanobacteria เชน Microcystis, Anabaena, 
Nodularia และ Oscillatoria จะทําใหปูทะเล S .serrata สรางสารตานอนุมูลอิสระออกมามากกวา
ปกติ จากเหตุผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารตานอนุมูลอิสระมีบทบาทสําคัญในการปองกันตนเอง 
จากอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากกระบวนการตาง ๆ ทําใหปูสามารถดํารงชีวิตและผานชวงเวลาวกิฤติ ใน
กระบวนการลอกคราบมาได ผูวิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาความสัมพันธวงจรการลอกคราบของ
ปูทะเลกับการเปล่ียนแปลงกจิกรรมของสารตานอนุมูลอิสระ และ lipid peroxidation ท้ังนี้เพื่อจะได
ทราบถึงความสัมพันธการทํางานของสารดังกลาว ในขณะท่ีปูมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทาง
กายภาพภายนอก การเปล่ียนแปลงองคประกอบทางเคมี และสรีระวทิยาภายในรางกาย โดยนําผลท่ี
ไดไปประยุกตใชในการเล้ียงปูทะเล โดยชวงใดท่ีพบวาปูมีระดับของสารตานอนุมูลอิสระตํ่าหรือ
ลดลง อาจมีการเสริมสารตานอนุมูลอิสระเขาไปในอาหารปู เพื่อเปนการเพ่ิมปริมาณสารตานอนุมูล
อิสระ ซ่ึงเปนสวนหนึ่งท่ีทําใหปูสามารถดํารงชีวิต และผานกระบวนการลอกคราบมาไดโดยท่ีปูไม
ตาย ทําใหเกษตรกรสามารถหามาตรการในการปองกนัตนเอง และลดความเส่ียงในการเล้ียงปู ซ่ึง
จะทําใหไดผลผลิตเปนไปตามความตองการ อันจะทําใหธุรกิจการเล้ียงปูนิ่มของเกษตรกรเปนไป
ตามกลไกของตลาดตอไป 
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วัตถุประสงค 

 
เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ไดแก catalase, glutathione-S-transferase, 

glutathione peroxidase สารตานอนุมูลอิสระ glutathione และ lipid peroxidation ในเลือด 
(haemolymph) เหงือก (gill) ตับ (hepatopancreas) เนื้อเยื่อใตกระดอง (integument) และกลามเนือ้ 
(muscle) ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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การตรวจเอกสาร 

 

1.  ชีววิทยาของปูทะเล 

 

 1.1  อนุกรมวธิานปูทะเล 

 

Barnes (1987) ไดจําแนกลักษณะปูทะเลทางอนุกรมวิธานไวดังนี ้

 

Phylum Arthropoda 

     Class Crustacea 

       Subclass Malacostraca 

         Superorder Eucarida 

           Order Decapoda 

             Suborder Reptantia 

              Section Brachyura 

                Subsection Brachygnatha 

                  Family Portunidae 

                    Subfamily Portuninae 

                      Genus Scylla 

                        Species Scylla serrata (Forskål 1775) 
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1.2  ลักษณะท่ีสําคัญของปูทะเล  

 

ปูทะเลมีลักษณะเดนคือ มีกระดองที่เรียบและนูนมีรูปทรงคลายรูปหกเหล่ียม มีสี
น้ําตาลเขียวหรือน้ําตาลปนเทา (Dai and Yang, 1991) เม่ือเปดกระดองของปูออกจะเหน็เหงือก 2 
ขางอยางเดนชดั ซ่ึงทําหนาท่ีชวยในการหายใจ โดยการพัดผานของกระแสนํ้า ปูเพศผูสวนทองจะมี
ลักษณะเรียวเล็กเปนรูปสามเหล่ียม แตปูเพศเมียทองจะขยายกวางออกมากจนเกือบเต็มสวนอก ปู
ทะเลเปนสัตวท่ีกินเนื้อเปนอาหาร เชน ปลา กุง หอย ปู พวกหนอนตาง ๆ ตลอดจนตัวออน ของ
แมลง นอกจากน้ีปูยังกินซากสัตวท่ีตายแลวอีกดวย 

 

ปูทะเลจะเร่ิมเขาสูระยะสืบพันธุเม่ือมีขนาดของกระดองกวางประมาณ 9.2-12.1 
เซนติเมตร และมีอายุประมาณ 44-52 วนั (บรรจง และบุญรัตน, 2545) การผสมพันธุของปูทะเลเปน
การผสมแบบภายใน (internal fertilization) โดยปูเพศผูจะข้ึนครอมปูเพศเมียไวเพื่อเปนการจับคู 
และเม่ือปูเพศเมียลอกคราบปูเพศผูถึงจะทําการผสมพันธุกับปูเพศเมีย โดยในขณะท่ีกระดองของปู
เพศเมียยังนิ่มอยูปูเพศผูจะสอดอวัยวะสืบพันธุ (gonopod) ซ่ึงมีลักษณะเรียวแหลม เล็ก เขาไปในรู
เปดของปูเพศเมีย (gonopore) ใตจับปง หลังจากนั้นปูเพศผูจะปลอยถุงน้ําเช้ือ (spermatophore) ไป
เก็บไวในรูเปดของปูเพศเมีย ซ่ึงปูเพศเมียสามารถเก็บน้ําเช้ือไดนานประมาณ 3-4 เดือน เม่ือผสม
พันธุแลวปูทะเลจะออกไปวางไขในทะเลที่ระดับน้ําลึก แลวเดนิทางกลับมาอาศัยอยูบริเวณชายฝง
น้ํากรอยตามปาชายเลนดังเดมิ ปูจะเจริญเติบโตไดตองอาศัยการลอกคราบเพ่ือเพ่ิมขนาด และ
น้ําหนกัของรางกาย (บรรจง และบุญรัตน, 2545) 

 

1.3  วงจรการลอกคราบของปูทะเล  

 

Drach (1939) อางถึงใน (บรรจง และบุญรัตน, 2545) แบงการลอกคราบของปู
ออกเปน 5 ระยะดวยกันคือ 

 

1. ระยะ A (Newly molted) เปนระยะท่ีปูเพิ่งลอกคราบเสร็จใหม ๆ โดยใชเวลาใน
ระยะนี้ท้ังหมดคิดเปนประมาณ 1.5 เปอรเซ็นต ของระยะเวลาท้ังหมดในวงจรการลอกคราบ ซ่ึง 
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ระยะนี้ปูจะไมกินอาหาร โครงสรางภายนอกมีลักษณะออนนุม ล่ืน และเหี่ยวยน สามารถแบงได
เปน 2 ระยะ คือ 

 

A-1 (newly molt) ระยะน้ีกระดองของปูทะเลจะน่ิมมาก ขาไมสามารถพยุงรางกาย
ใหอยูในน้ําไดและเคล่ือนไหวไมได โดยใชเวลาคิดเปนประมาณ 0.5 เปอรเซ็นตของเวลาในระยะ A 

 

A-2 (soft) ระยะน้ีกระดองของปูทะเลเร่ิมแข็งข้ึน หยดุการดูดซึมน้ําเขาสูรางกาย มี
น้ําหนกัตัวคงท่ี ระยะน้ีปูทะเลมีน้ําในรางกายประมาณ 86 เปอรเซ็นต โดยใชเวลาคิดเปนประมาณ 1 
เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ A 

 

2. ระยะ B (Post molt หรือ Recently molted) ระยะหลังการลอกคราบ เปนระยะท่ี
โครงสรางภายนอกของปูเร่ิมแข็งข้ึน แตระยะนี้ปูก็ยังไมกนิอาหาร โดยใชเวลาในระยะน้ีท้ังหมดคิด
เปนประมาณ 8 เปอรเซ็นต ของระยะเวลาท้ังหมดในวงจรการลอกคราบ ซ่ึงสามารถแบงได 2 ระยะ
ดวยกัน คือ  

 

B-1 ระยะนี้ขาของปูทะเลแข็งข้ึน มีน้ําในรางกายประมาณ 85 เปอรเซ็นต โดยระยะ
นี้ใชเวลาคิดเปนประมาณ 3 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ B 

 

B-2 ระยะนี้โครงสรางภายนอกของปูทะเลแข็งมากข้ึน ปริมาณนํ้าในรางกายลดลง
เหลือประมาณ 83 เปอรเซ็นต โดยระยะน้ีใชเวลาคิดเปนประมาณ 5 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ B 

 

3.  ระยะ C (Intermolt) ระยะระหวางการลอกคราบ ระยะน้ีโครงสรางภายนอกมีความ
แข็งสมบูรณ ปูทะเลสามารถเล่ือนไหวไดอยางคลองแคลว และดุราย โดยระยะน้ีใชเวลาคิดเปน
ประมาณ 66 เปอรเซ็นต ของระยะเวลาท้ังหมดในวงจรการลอกคราบ สามารถแบงได 4 ระยะ คือ 
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C-1 ระยะน้ีปูทะเลเร่ิมกินอาหาร โครงสรางภายนอกแข็งเกือบเปนปกติ ปริมาณนํ้า
ในรางกายของปูทะเลมีประมาณ 80 เปอรเซ็นต โดยระยะนี้ใชเวลาคิดเปนประมาณ 8 เปอรเซ็นต 
ของเวลาในระยะ C 

 

C-2 ระยะน้ีปูทะเลมีปริมาณนํ้าในรางกายประมาณ 76 เปอรเซ็นต โครงสราง
ภายนอกแข็ง โดยใชเวลาคิดเปนประมาณ 13 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ C 

 

C-3 ระยะน้ีปูทะเลมีปริมาณน้ําในรางกายประมาณ 68 เปอรเซ็นต โดยใชเวลาคิด
เปนประมาณ 15 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ C 

 

C-4 ระยะนี้ปูทะเลกินอาหารเปนปกติ มีการเคล่ือนไหวอยางคลองแคลว วองไว 
และดุราย ระยะนี้ปูทะเลจะทําการเร่ิมสะสมสารอินทรีย และสารอนินทรียตาง ๆ เพื่อเตรียมไว
สําหรับใชในการลอกคราบคร้ังตอไป ระยะน้ีปูทะเลมปีริมาณนํ้าในรางกายประมาณ 61 เปอรเซ็นต 
โดยใชเวลาคิดเปนประมาณ 30 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ C 

 

4. ระยะ D (Premolt) ระยะกอนการลอกคราบ ระยะน้ีเปนระยะท่ีโครงสรางภายนอก
ท้ังกระดองและเปลือกมีความแข็งสมบูรณเต็มท่ี การสะสมสารอินทรียและสารอนนิทรียท่ีจําเปน
ในการลอกคราบคร้ังตอไปยงัคงดําเนินไป ระยะนีปู้เริ่มเคล่ือนไหวชาและกนิอาหารไดนอยลง 
ระยะนี้ปูทะเลมีปริมาณนํ้าในรางกายเหลือเพียงประมาณ 50-60 เปอรเซ็นต โดยใชเวลาคิดเปน
ประมาณ 24 เปอรเซ็นต ของระยะเวลาท้ังหมดในวงจรการลอกคราบ 

 

D-1 ระยะนี้เปลือกใหมเร่ิมแยกออกจากเปลือกเกา เปลือกใหมและเปลือกเกาจะ
เกิดเปนลักษณะของช้ันท่ีขนานกัน เปลือกใหมท่ีสรางข้ึนจะมีลักษณะใส ปริมาณนํ้าในตัวของปู
ทะเลในระยะนี้จะคงท่ี โดยใชเวลาคิดเปนประมาณ 15 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ D 

 

D-2 เกิดชองวางท่ีกวางมากข้ึนระหวางเปลือกใหมท่ีแยกออกจากเปลือกเกา โดยใช
เวลาคิดเปนประมาณ 5 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ D 



 

8 

D-3 เปลือกใหมมีการพัฒนาท่ีสมบูรณมากข้ึน ชองวางระหวางเปลือกใหมท่ีแยก
เปลือกเกาเห็นไดอยางชัดเจน ระยะน้ีปูทะเลจะหยดุกินอาหาร การเคล่ือนไหวชาลง โดยใชเวลาคิด
เปนประมาณ 3 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ D 

 

D-4 ระยะนี้น้ําหนักตวัของปูทะเลเพิ่มข้ึน รอยตอตาง ๆ ตามเปลือกเร่ิมแตก โดยใช
เวลาคิดเปนประมาณ 1 เปอรเซ็นต ของเวลาในระยะ D 

 

5. ระยะ E (Ecdysis) ระยะนี้ปูอยูในกระบวนการลอกคราบ เปนระยะท่ีปูสลัด
โครงสรางเกาท้ิง เม่ือออกมาจากกระดองเกา ปูจะดึงน้ําเขาสูรางกายทันทีและอยางรวดเร็ว ปูจะไม
เคล่ือนท่ีและไมกินอาหาร เปนชวงวิกฤติท่ีสุดของปู เนือ่งจากระยะนีปู้จะออนแอมาก อาจถูกสัตว
อ่ืนทํารายหรือกินเปนอาหารได ระยะนี้ใชเวลาเพียงเล็กนอยเทานัน้โดยคิดเปนประมาณ 0.5
เปอรเซ็นต ของระยะเวลาท้ังหมดในวงจรการลอกคราบ 

 

2.  ภาวะเครียดออกซิเดชั่น (Oxidative stress) และอนุมูลอิสระ (Free radical) 

 

ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) เปนภาวะที่เซลลภายในรางกายไดรับบาดเจ็บ
หรือถูกทําลาย ซ่ึงเปนสาเหตุใหการทํางานของอวัยวะตาง ๆ ลมเหลว (multiple-system organ 
failure) เนื่องจากมีการเพิม่ข้ึนของอนุมูลอิสระ (Free radical) หรือเกิดจากการท่ีมีสารตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant) ลดลง ทําใหเกดิความไมสมดุลกันระหวางอนมูุลอิสระและ สารตานอนุมูล
อิสระ จึงเปนสาเหตุใหเซลลเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน ผลของการเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน    
ทําใหเซลลตาย ซ่ึงการตายของเซลลสงผลใหการทํางานของอวัยวะตาง ๆ ลมเหลวลง (Griswold et 
al., 1993)   

 

อนุมูลอิสระ (Free radical) เปนผลิตภัณฑท่ีมีพิษตอเซลลและเนื้อเยื่อในสัตว (Guzman and 
Solter, 1999) โมเลกุลของอนุมูลอิสระเชน superoxide anion (O2

●) hydroxyl (●OH) hydroperoxyl 
(HO2

●) และ hydrogen peroxide (H2O2) เปนตน (Rudneva, 1999) อนุมูลอิสระ O2
● เกิดจากการรับ

อิเล็กตรอนเพิม่เขามาในปฏิกิริยา reduction ของออกซิเจน (O2) ดังสมการ 
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O2+ e- → O2
● 

 

ปฏิกิริยาการเกดิอนุมูลอิสระโดย dismutation reaction ของ O2
● ซ่ึงทําใหไดอนุมูลอิสระ 

HO2
● และเม่ือ HO2

● 2 โมเลกุลรวมกันไดผลิตภัณฑคือ H2O2 (Arun et al., 1999) ดังสมการ 

 

           O2
● + H+ → HO2

● และ 2HO2
● → H2O2 + O2 

 

สวนอนุมูลอิสระ ●OH เกิดไดจาก 2 ปฏิกิริยาดวยกนัคือ 

 

ปฏิกิริยา Haber-Weiss ซ่ึงเปนปฏิกิริยาระหวาง H2O2 และ O2
● (Michael and Dariush, 

2006) ดังสมการ 

 

H2O2 + O2
● → O2 + HO- + ●OH 

 

ปฏิกิริยา Fenton ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาการ oxidation ระหวาง H2O2  และเหล็ก (Fe)  

ดังสมการ 

 

            H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + HO- + ●OH 

 

อนุมูลอิสระเกดิไดจากกระบวนการท้ังภายในและจากภายนอกรางกาย ภายในรางกายเกิด
จากกระบวนการ metabolism ตาง ๆ (Kashiwagi et al., 1997)  เชน การเกดิปฏิกิริยา lipid 
peroxidation (LPO) ของไขมัน สภาวะทางอารมณ เชน ความเครียด ภาวะอดอาหารและขบวนการ
ทางภูมิคุมกัน เชน การทําลายเช้ือท่ีเปนสาเหตุของโรคตาง ๆ เชน โปรโตซัว แบคทีเรีย ไวรัส       
เปนตน แหลงอนุมูลอิสระจากภายนอกรางกายเชน อนุภาคอินทรีย สารพิษ และมลภาวะตาง ๆ      

เปนตน (Halliwell and Gutteridge, 1999)  
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อนุมูลอิสระเปนอนุพันธของออกซิเจนท่ีมีพิษตอเซลลของส่ิงมีชีวิต ถาอนุมูลอิสระเกดิข้ึน
แลวไมถูกทําลายหรือกําจัดออกไป อนุมูลอิสระจะเขาทําลายสารชีวโมเลกุลท่ีเปนองคประกอบของ
เซลล ไดแก โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน โดยอนุมูลอิสระจะทําใหโปรตีนเสียสภาพ                  
สงผลใหสารภายในรางกายท่ีมีโปรตีนเปนองคประกอบเชน เอนไซมท่ีมีบทบาทในการเรงปฏิกิริยา
ตาง ๆ ภายในรางกายไมสามารถทํางานไดตามปกติ หรือมีประสิทธิภาพการทํางานลดลง นอกจากน้ี
โปรตีนซ่ึงทําหนาท่ีในการขนสงสารตาง ๆ ภายในเซลล รางกายเม่ือโปรตีนเส่ือมสภาพลงทําใหการ
เจริญเติบโตและการพัฒนาของเซลลเส่ือมลงไปดวย (Michael and Dariush, 2006) 

 

การทําลายดีเอ็นเอของอนุมูลอิสระ ทําใหโครงสรางของดีเอ็นเอเปล่ียนแปลงไป โดย      
อนุมูลอิสระจะทําใหการจับคูเบสของดีเอ็นเอผิดไป การจัดเรียงตัวของนิวคลิโอไทดผิดไป ทําให        
นิวคลิโอไทดบางสวนเพิ่มข้ึนหรือลดลงไป ซ่ึงการเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอเหลานี้ทําใหเกิดการ
กลายพันธุ และการสรางความเสียหายแกไขมัน โดยอนุมูลอิสระจะเขาทําลายไขมันทําใหใหมี
ปฏิกิริยา LPO เกิดข้ึน ซ่ึง LPO จะทําลายไขมันชนดิไมอ่ิมตัว ทําใหเกิดการเส่ือมสภาพหรือเสีย
สภาพของเซลลเมมเบรน ลิพิดในเลือดหรือในของเหลวในรางกาย ซ่ึงเม่ือเกิดการเส่ือมสภาพของ             
เซลลเมมเบรน เปนสาเหตุทําใหองคประกอบอ่ืน ๆ ภายในเซลลเกิดความเสียหายดวย ซ่ึงความ
เสียหายท่ีเกิดข้ึนนี้ทําใหเกิดการตายของเซลล (cell death) (Halliwell and Gutteridge, 1999) 

 

ถาในเซลลมีอนุมูลอิสระมากจะทําใหเซลลตกอยูในภาวะเครียดออกซิเดชัน อนุมูลอิสระ
เปนตัวสรางความเสียหายตาง ๆ ใหแกเซลล ดังนั้นรางกายจึงสรางสารตานอนุมูลอิสระ เพื่อยับยัง้
และทําใหเกดิสมดุลภายในเซลลระหวางอนุมูลอิสระและสารตานอนมูุลอิสระ สารตานอนุมูลอิสระ
ทําหนาท่ีปกปองเซลลจากการถูกทําลายของอนุมูลอิสระ (Sies, 1993; Sole et al., 1998) โดยทําให
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนส้ินสุดลง (Halliwell and Gutteridge, 1999) Digiulio et al. (1989) แบงสารตาน
อนุมูลอิสระ ท่ีพบในรางกายไดออกเปน 2 ประเภท คือ สารตานอนุมูลอิสระ ท่ีพบในรางกายและ
จัดเปนเอนไซม ไดแก คาตาเลส (catalase) กลูตาไธโอน-เอส-ทรานสเฟอเรส (glutathione-S-
transferase) (Storey, 1996) กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) (Livingstone, 
1990) เปนตน สวนสารตานอนุมูลอิสระท่ีพบในรางกายและไมจดัเปนเอนไซม ไดแก กลูตาไธโอน  

(glutathione) วิตามินซี (ascorbic acid) และวิตามินอี (vitamin E) (Hermes-Lima et al., 1998) เปน
ตน ส่ิงมีชีวิตสามารถสรางสารตานอนุมูลอิสระชนิดท่ีเปนเอนไซม และสารตานอนมูุลอิสระชนิดที 



 

11 

ไมใชเอนไซมไดบางชนิดภายในรางกาย ถาเซลลมีความสมดุลระหวางอนุมูลอิสระกับสารตาน
อนุมูลอิสระ เซลลก็จะไมเกดิภาวะเครียดออกซิเดช่ัน Vinagre et al. (2003) ศึกษาความสัมพนัธ
ระหวางอนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ โดยพบวาเม่ือปูน้ํากรอยชนิด Chasmagnathus 
granulatus มีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนมาก (โดยการเหนี่ยวนําดวยสาหราย Microcystin aeruginosa 
เพื่อใหอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในตัวปูมากกวาปกติ) พบวาสารตานอนมูุลอิสระก็เพิ่มมากข้ึนเชนกัน 
สาเหตุท่ีสารตานอนุมูลอิสระเพ่ิมมากข้ึน เนื่องมาจากเซลลจะรักษาความสมดุลระหวางสารตาน
อนุมูลอิสระและอนุมูลอิสระ ถาเกิดความไมสมดุลภายในเซลล เซลลจะเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน 
ซ่ึงจะนําไปสูการตายของเซลลได โดยทั่วไปสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีความสําคัญ ในเซลลของ
ส่ิงมีชีวิต ไดแก 

 

1.  Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการเปล่ียน hydrogen peroxide 
(H2O2) ใหเปนน้ําและออกซิเจนอิสระ (John and Dorothy, 1997) ดังสมการ 

 

2H2O2→ 2 H2O + O2 

 

 เอนไซม CAT มีโครงรางเปน tetramer มีฮีมชนิด ferriprotoporphyrin เปน
องคประกอบ โครงสรางเอนไซม CAT ประกอบดวยหนวยยอยของโปรตีนฮีม (hemoprotein) 4 
หนวยยอย (subunit) ท่ีเหมือนกัน (Wu and Shad, 1995) แตละหนวยจะมีขนาดประมาณ 50-60 กิโล
ดาลตัน (Klotz et al., 1997) การจัดเรียงตัวของหนวยท้ังส่ีเปนแบบเตตระฮีดรัล ดังนั้นเอนไซมนีจ้ึง
มีฮีม 4 กลุมตอ 1 โมเลกุลของเอนไซม มีน้ําหนกัโมเลกลุรวมประมาณ 240 กิโลดาลตัน 

 

 เอนไซม CAT พบอยูภายใน organell ของเซลลทุกเซลลท่ีมีชีวิต (John and Dorothy, 
1997) โดยสวนใหญจะอยูในเนื้อเยื่อ สัตวเล้ียงลูกดวยนมจะพบปริมาณมากในตับ (Nord and 
Werkman, 1941) สวนสัตวในกลุมครัสเตเซีย ก็พบมากในตับ เชนกัน (Damdanpat et al., 2000) 
เอนไซม CAT สามารถ oxidize สารพิษตาง ๆ (H2R) ได เชน formaldehyde, formic acid และ  

alcohol โดยจะทําปฏิกิริยากบั H2O2 ทําใหได น้ํา 2 โมเลกุล และสารท่ีไมมีพิษ (R) ดงัสมการ 
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H2O2 + H2R → 2H2O + R 

 

เอนไซม CAT เปนเอนไซมตานอนุมูลอิสระ โดยจะทําหนาท่ีตอตานและขจดัอนมูุล
อิสระออกจากเซลล (Olga et al., 2004) ซ่ึงเมื่อมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน โดยเฉพาะ H2O2  เอนไซม 
CAT เปนเอนไซมชนิดแรกท่ีจะเขาทําการสลาย H2O2 ทําใหความเปนพิษหายไปอยางรวดเร็ว ทําให
เซลลไมเกิดภาวะเครยีดออกซิเดช่ัน (Hermes-Lima et al., 1998) 

 

เอนไซม CAT มีคุณสมบัติในการฆาเช้ือโรค (John and Dorothy, 1997)  มีรายงานวา
เอนไซม CAT จากเลือดและเนื้อเยื่อสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีเกดิจากกระบวนการทําลาย
แบคทีเรียได เม่ือเซลลมีการติดเช้ือ pathogen เชน Mycobacterium tuberculosis, Legionella 
penumophila และ Campylobacter jeiuni เอนไซม CAT จะทําลายอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนจาก
กระบวนการทําลายและขจดั pathogen ตาง ๆ ออกจากเซลล และยังทําหนาท่ีรักษาเซลลท่ีบาดเจ็บ
จากการติดเช้ืออีกดวย นอกจากนี้เอนไซม CAT ยังมีสวนชวยในขบวนการกลืนกินเซลลส่ิง
แปลกปลอม (phagocytes) (Helmward, 1999) มีรายงานวาเอนไซม CAT เปนเอนไซมท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง ในการทําลายอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากกระบวนการทําลายแบคทีเรียของกุงขาว 
Penaeus (Litopenaeus) vannamei (Olga et al., 2004) 

 

Arun and Subramanian (1998) รายงานวาพบเอนไซม CAT ในกุง Macrobrachium 
malcolmsonii  เพิ่มข้ึนจากระยะ embryonic larval จนถึงระยะ sub-adult ตามลําดับ สวน Luqing 
and Zhang (2006) ศึกษากิจกรรมของเอนไซม CAT ในเหงือกของปูทะเล (Charybdis japonica) 
เม่ือถูกเหนีย่วนําดวยโลหะแคดเมียม เปนเวลา 15 วัน ผลการศึกษาพบวา กจิกรรมของเอนไซม 
CAT สูงสุดเม่ือทําการเหนีย่วนําในระยะท่ี 0.5 วัน แลวคอย ๆ ลดลงเร่ือย ๆ จนในท่ีสุดกิจกรรมของ
เอนไซม CAT ลดลงต่ําสุดในระยะท่ี 15 วัน 

 

2.  Glutathione-S-transferase (GST; EC 2.5.1.18) เปนเอนไซมตานอนุมูลอิสระท่ีมี           
4 คลาสหลัก (alpha, mu, pi และ theta) 4 คลาสรอง (zeta, sigma, omega และ kappa) และ  
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1 microsomal (Mannervik et al., 1992) เอนไซมชนิดนี้มีน้ําหนกัของโมเลกุลประมาณ 45-55     
กิโลดาลตัน (Mannervik et al., 1992) เปนเอนไซมท่ีไมมีความเฉพาะเจาะจง (non-specific enzyme) 
จึงทําใหมีฤทธ์ิในการกําจัดไดอยางกวางขวาง (Helmward, 1999)  

 

GST เปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญในการบํารุงรักษาเซลล (Eaton and Bammler, 
1999) จากผลของกระบวนการ metabolism และ electrophilic (Kensler, 1997) และยังทําหนาท่ีใน
การทําลายพิษที่เกิดจากกระบวนการ LPO เอนไซม GST พบไดท่ัวไปใน cytosolic, mitochondria, 
microsomal, protein, plasma และพบในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของส่ิงมีชีวิต (Ray et al., 1996; Stine and 
Brown, 1996) โดย Helmward (1999) แบงเอนไซม GST ออกเปน 3 ชนิดดวยกันคือ ชนิด A 1-1 
เปนชนิดท่ีทําหนาท่ีปกปองเซลลจากปฏิกิริยา oxidation โดยไซโตโครม P-450 ชนิด P 1-1 เปน
ชนิดท่ีพบแพรกระจายท่ัวไปภายในรางกายยกเวนในตับ และชนิด M 1-1 เปนชนดิท่ีพบในตับ 

 

เม่ือเซลลภายในรางกายไดรับส่ิงแปลกปลอมหรือสารพิษ รางกายน้ันจะมีข้ันตอนใน
การทําลายส่ิงแปลกปลอม หรือสารพิษเหลานีใ้หมีความเปนพษิลดลง หรือหมดความเปนพษิไป 
โดยมีเอนไซมเขามาเปนสวนรวมในการทําลายพิษ ซ่ึงมีสองระยะ (phase) ดวยกนั (Adalto and 
Monserrat, 2007) คือ ระยะท่ี 1 (phase I) เอนไซมจะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของสารพิษ ทําใหมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของส่ิงแปลกปลอมใหสามารถละลายนํ้าไดดีข้ึน และสามารถกําจัดออกจาก
รางกายไดงายข้ึน บางคร้ังสารพิษท่ีเขาสูรางกายมีความเปนพิษสูง โดยท่ี phase I ไมสามารถทําลาย
พิษไดหมด หรือไมสามารถขับออกจากรางกายได phase I ก็จะทําใหสารพิษและส่ิงแปลกปลอม
ตาง ๆ เหลานั้น กลายเปนสารต้ังตนท่ีเหมาะสมแลวเขาสู phase II เพื่อเกิดปฏิกิริยาทําลายสารพิษ
ตอไป เม่ือไดผลผลิต (product) จาก phase I แลวจะเกิดปฏิกิริยาการรวมตัว (conjugation) กับสาร
จําพวกกลูตาไธโอน และกรดอะมิโน โดยจะเกิดปฏิกิริยาการรวมตัวไดตองอาศัยเอนไซมเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ผลของปฏิกิริยาทําใหไดผลิตภัณฑท่ีสามารถละลายนํ้าไดดีอยางมากและถูกขับออกจาก
รางกายไดดียิ่งข้ึน เอนไซมท่ีมีความสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการรวมตัวของ phase II ไดแก
เอนไซม GST (Storey, 1996) โดยเอนไซม GST จะทําหนาท่ีในการขจัดและทาํลายพิษออกจาก
เซลล (Pflugmacher et al., 1998) ใน phase II โดยเอนไซม GST จะเรงปฏิกิริยาการรวมตัวกนั
ระหวาง กลูตาไธโอนกับ 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) ซ่ึงทําหนาท่ีเปน substrate ผลจาก
การรวมตัวกันโดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม GST ทําใหไดผลิตภัณฑท่ีละลายนํ้าไดดีซ่ึงสามารถ
ขจัดออกจากรางกายไดดยีิ่งข้ึนและไดผลิตภัณฑท่ีหมดความเปนพษิ  
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Pflugmacher et al. (1998) รายงานวา เม่ือ microcystin ซ่ึงเปนสารพิษท่ีไดมา          
จากส่ิงมีชีวิตพวก cyanobacteria เขาสูรางกายจะรวมตัวกับ GSH โดยมีเอนไซม GST เปน         
ตัวเรงปฏิกิริยาและผลจากการรวมตัวทําใหสามารถขจัด microcystin ออกจากรางกายได สวน     
Adalto and Monserrat (2007) ศึกษากจิกรรมของเอนไซม GST ในตับของปูทะเลชนดิ 
Chasmagnathus granulatus เม่ือทําการเหนี่ยวนําดวยสารพิษ 3,4-methylenedioxyphenol (0.05 
mg/kg) ทุก ๆ 24 ช่ัวโมง เปนเวลาเปนเวลา 3 วัน ผลการศึกษาพบวาเม่ือครบ 3 วัน เอนไซม GSH มี
กิจกรรมเพิ่มมากข้ึนกวากลุมท่ีไมไดทําการเหนีย่วนําดวยสารพิษ สาเหตุท่ีกจิกรรมของเอนไซม 
GSH เพิ่มมากข้ึนเนื่องมาจากมีกิจกรรมของสารพิษในเซลลมากข้ึน ดังนั้นกจิกรรมของเอนไซมจึง
มากข้ึนตาม เพื่อทําลายสารพิษ Pinho     et al. (2003) รายงานวากิจกรรมของเอนไซม GST เพิ่มข้ึน 
ในตับของปู C. granulatus หลังจากถูกเหนีย่วนาํดวย Microcystin aeruginosa 

 

3.  Glutathione preoxidase (GPx; EC 1.11.1.9) เปน tetrameric glycoprotein โครงสราง
ประกอบดวย 4 โมเลกุลของ selenocysteine amino acid ท่ีเหมือนกนั แตละหนวยยอยมีน้ําหนกั
โมเลกุลประมาณ 22-23 กิโลดาลตัน ดังนั้น GPx จึงมีน้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 84-94           
กิโลดาลตัน (Maddipati and Marnett, 1987; Takahashi et al., 1987)  

 

  เอนไซม GPx เปนเอนไซมท่ีสามารถขจัดพิษออกจากเซลล (Ursini et al., 1995) และ
ปกปองเซลลจากอนุมูลอิสระ เชน H2O2 (Arun and Subramanian, 1998) โดย GPx จะ เรงปฏิกิริยา
การเปล่ียน H2O2 ใหกลายเปนน้ําโดยอาศัย GSH เปนตัวรีดิวส (Helmward, 1999) ดังสมการ 

 

2GSH + H2O2→ oxidized glutathione (GSSG) + 2H2O 

 

จากสมการจะเห็นไดวา GPx มีคุณสมบัติในการทําลายพิษของ H2O2 ใหหมดไป 
(Halliwell and Gutteridge, 1999) นอกจากนี้เอนไซม GPx ยังสามารถปกปองเซลลจากการเกดิ LPO 
โดยเอนไซม GPx เปนตัวเรงปฏิกิริยา organic peroxides (R-O-O-H) ใหกลายเปน alcohols (R-O-
H) โดยใช GSH รวมในปฏิกริิยาดวยเชนกนั (Marius and Brouwer, 1998) ดังสมการ 
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2GSH + R-O-O-H → R-O-H + GSSG+ 2H2O 

 

เอนไซม GPx เปนเอนไซมท่ีพบในเนื้อเยือ่ท่ัวท้ังรางกาย (Aceto et al., 1994) ความ
แตกตางของยนีทําให GPx มีหลากหลายชนิดดวยกัน เชน Cellular Glutathione Peroxidase (cGPx), 
Phospholipid Hydroperoxidase Glutathione Peroxidase (PHGPx) และ Plasma Glutathione 
Peroxidase (pl•GPx) เปนตน ชนิด cGPx พบใน cytosol และ mitochondria cGPx ทําหนาท่ีในการ
ทําลายและลดความเปนพษิของผลิตภัณฑท่ีเกิดจาก peroxidase ภายในเซลลใหหมดไป (Ursini et 
al., 1995) สวนชนิด PHGPx พบอยูท่ี membrane เปนชนิดท่ีสามารถกําจัดลิปดเปอรออกไซมออก
จากเมมเบรนได (Minotti and Aust, 1989) โดยจะทําหนาท่ีสลาย Phospholipid Hydroperoxidase ท่ี
เกิดจากกระบวนการ LPO ใหมีความเปนพิษนอยลงหรือหมดความเปนพิษ และชนดิ pl•GPx เปน 
primary sequence อาศัยอยูในบริเวณ glycocylated N-terminal และ extra-cellular (Avissar et al., 
1991) นอกจากนี้ยังพบ pl•GPx ปริมาณมากในตับ (Avissar et al., 1989)  

 

Livingstone (1990) รายงานวาเอนไซม GPx ทําหนาท่ีเปนตัวบงช้ี ตรวจตรา และคอย
เตือนเซลล เม่ือเซลลอยูในสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสม โดย GPx จะเปนตัวช้ีใหเซลลทราบถึง
ภาวะท่ีกําลังตกอยูในสภาพแวดลอมท่ีมีการปนเปอนหรือมีพิษ 

 

Arun and Subramanian (1998) ศึกษาการทํางานของเอนไซม GPx ในตับ กลามเนือ้ 
และเหงือกของกุงชนิด M. malcolmsonii โดยพบการทํางานของเอนไซม GPx สูงสุดในตับ 
กลามเนื้อ และเหงือก ตามลําดับ ในขณะท่ี Jagneshwer et al. (2000) ศึกษากิจกรรมของเอนไซม
ตานอนุมูลอิสระ ไดแก CAT GPx ในเหงือกและตับของกุง M. rosenbergii ผลการศึกษาพบวาท้ัง
สองอวัยวะมีกจิกรรมของเอนไซม GPx มากท่ีสุด เม่ือเทียบกับเอนไซมตานอนุมูลอิสระชนิดอ่ืน ๆ 
นอกจากน้ี Arun et al. (1999) ยังศึกษาอิทธิพลของ pH ท่ีมีผลตอการทํางานของเอนไซม GPx ใน
ตับของกุง M. malcolmsonii ซ่ึงพบวา เอนไซม GPx สามารถทํางานไดดีท่ี pH 8.0 และพลังงานการ
ยับยั้ง (energy inhibition) ของเอนไซม GPx มีคาเทากับ 13.71 กิโลเเคลอร่ี/โมล 

 

4. Glutathione (GSH) หรือ γ-glutamylcysteinylglycine เปนสารพวกไตรเปบไทด  
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(tripeptide) โครงสรางประกอบดวยกรดอะมิโน 3 ชนิดคือ กรดกลูตามิก (glutamic acid) ซิสเตอีน 
(cysteine) และไกลซีน (glycine) จับกับหมูซัลเฟอร (sulfur; SH) ดวยพันธะโควาเลนท (covalent) 
(Struznka et al., 2005) 

 

GSH ภายในเซลลสวนใหญอยูในรูปรีดวิช (reduced form) (GSH) ประมาณ 95 
เปอรเซ็นต และอีกประมาณ 5 เปอรเซ็นต อยูในรูปของ oxidized form (GSSG) กลูตาไธโอน
สามารถพบไดภายในเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม สัตวไมมีกระดูกสันหลัง และในเซลลของยีสต 
โดยจะพบปริมาณมากในเน้ือเยื่อของสัตว GSH เปนสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีบทบาทภายใน 
cytoplasm มีความสําคัญในการคงสภาพของเซลลใหดํารงอยู และสามารถทํางานไดอยางปกต ิ     
GSH ยังมีบทบาทในการชวยเรงประสิทธิภาพการทํางานของวิตามินซี และวิตามินอี ใหอยูใน       
รูปท่ีสามารถดูดซึมไดเร็วข้ึน นอกจากนี้ยังทําหนาท่ีปองกันเนื้อเยือ่จากภาวะเครียดออกซิเดช่ัน    
และภาวะบาดเจ็บของเน้ือเยือ่ (tissue injury) ท่ีเกิดจากการทําลายของอนุมูลอิสระ ซ่ึง GSH มี
คุณสมบัติในการปกปองเซลลจากอนุมูลอิสระสูง GSH สามารถปกปองเซลลจากความเปนพษิของ 
microcystin (Pinho et al., 2005) และยังมีบทบาทในการควบคุมการเกิดปฏิกิริยาการเกิด LPO ซ่ึง 
LPO สรางความเสียหายใหแกเซลลเมมเบรนและทําใหเซลลเมมเบรนเสียสภาพไป โดย GSH จะทํา
ใหปฏิกิริยาลูกโซของการเกิด LPO ภายในเซลลส้ินสุดลง (Storey, 1996) นอกจากนี้ GSH ยังทํา
หนาท่ีในการทําลายส่ิงแปลกปลอมท่ีจะเขามาทําลายเซลล โดยอาศัยเอนไซม GST ในการเรง
ปฏิกิริยา (Stine and Brown, 1996) 

 

Pinho et al. (2005) รายงานวา GSH มีความสําคัญในการปกปองเซลลของ ปูน้ํากรอย       
C. granulatus จากการทําลายของสารพิษ M. aeruginosa  ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีไดมาจาก 
cyanobacteria 

 

Jagneshwer et al. (2000) ศึกษาอิทธิพลของวิตามินอีในอาหารที่ระดบัความเขมขน
200, 400 และ 600 ppm ในอาหารที่มีตอระดับ GSH ในตับของกุง M. rosenbergii  พบวากจิกรรม
ของ GSH ในตับจะเพิม่สูงโดยแปรผันตามปริมาณของวิตามินอีท่ีมีอยูในอาหาร 
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Vijayavel et al. (2004) ศึกษากิจกรรมของ GSH ในตับของปูทะเล (S. serrata) โดย
แบงปูทะเลออกเปน 2 กลุม กลุมแรกเหน่ียวนําดวยน้ําเกลือ 0.7 เปอรเซ็นต เปนกลุมควบคุม  

สวนกลุมท่ี 2 ทําการเหนีย่วนําดวย สาร naphthalene 100 mgL-1 เปนเวลา 96 ช่ัวโมง จากการศึกษา
พบวา GSH ในกลุมท่ี 2 ลดลงเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม 

 

5.  Lipid peroxidation (LPO) LPO เปนปฏิกิริยาท่ีเกดิจากไขมันชนิดตาง ๆ เชน 
triglyceride diglyceride และ phospholipid รวมถึงกรดไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid ; 
PUFAs ) เชน linoleic acid, linolenic acid และ arachidonic acid ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีสําคัญของ            
เซลลเมมเบรนถูกอนุมูลอิสระเขาทําลายจะเกิดปฏิกิริยา LPO ข้ึน และอาจทําใหเซลลตกอยูใน   
ภาวะเครียดออกซิเดชัน ซ่ึงสภาวะดังกลาวอาจกอใหเกดิการตายของเซลล การตายของเซลลนั้นเปน
สาเหตุใหเกิดความเสียหายตอการทํางานของเนื้อเยื่อเชน สูญเสียความยืดหยุน เกิดการเปล่ียนแปลง
ท้ังการทํางานของเอนไซม และ receptors บนผิวเมมเบรน รวมถึงการเปล่ียนแปลง ion channel และ 
การซึมผาน (permeability) ของ Ca2+ ฯลฯ (Lombradi et al., 1991)  

 

กระบวนการเกิดปฏิกิริยาของ LPO เกิดข้ึนไดดังตอไปนี้ เม่ือมีอนุมูลอิสระเขามาทํา
ปฏิกิริยากับลิพิด (autoxidation of lipid; LH) ทําใหเกิดอนุมูลลิพิด (L. หรือ R.) เชน .OH เม่ือมี L. 

เกิดข้ึนจะทําปฏิกิริยากับ O2  ไดผลิตภณัฑเปน lipid peroxide (LOO.) และ LOO. จะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของลิพิดอ่ืนทําใหไดผลผลิตเปน lipid peroxidase (LOOH) สามารถเขียนสมการไดดังนี้ 
(Jeejeebhoy, 1991) 

 

LH + R. → L. 

L. + O2  → LOO. 

LOO. + LH → L. + LOOH 

 

เม่ือภายในเซลลเกิด LPO ข้ึนแสดงวาเซลลมีความไมสมดุลเกิดข้ึน ระหวางอนุมูล
อิสระและสารตานอนุมูลอิสระ ปฏิกิริยา LPO ท่ีเกิดขึ้นทําใหไดสารประกอบพวก reactive  
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carbonyl compounds เชน 4-hydroxyalkenals และ malondialdehyde ซ่ึงสารประกอบ 2 ชนิดนี้เปน
ตัวบงช้ีท่ีสําคัญ ถึงภาวะที่เซลลหรือเน้ือเยื่อของสัตวไดรับความบาดเจ็บหรือเกิดภาวะเครียดออก    
ซิเดช่ัน อาจกลาวไดวา LPO เปนดัชนีบงช้ีปริมาณของอนุมูลอิสระได (Esterbauer et al., 1991)       
มีรายงานการศึกษาของ Hermes-Lima et al. (1995) พบวา LPO เปนหนึ่งในตัวหลักท่ี                   
สรางความเสียหายใหแกเซลล และ Rameshthangam and Ramasamy (2006) ตรวจพบวาระดับ     

กิจกรรมของ LPO เพิ่มข้ึนในตับ เหงือก กลามเนื้อ และเลือดของกุงกุลาดํา (P. monodon) หลังจาก
ถูกเหนีย่วนําดวย เช้ือ White spot syndrome virus (WSSV) 

 



 

19 

อุปกรณและวิธีการ 

 

1.  การเตรียมสัตวทดลอง 

 

เก็บตัวอยางปูทะเลจากฟารมปูนิ่มซ่ึงอยูในระยะ (stage) ตาง ๆ ซ่ึงมีขนาดความกวางของ
กระดอง 9.6-10.6 ซม.  ความยาว 6.8-7.6 ซม. ความหนา 4.1-4.5 ซม. และนํ้าหนัก 310-390 กรัม นํา
ปูมาเล้ียงในถังไฟเบอรท่ีภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะประมง มีการใหอากาศตลอดเวลา และ
ใหเนื้อปลาสับเปนอาหารวนัละคร้ัง รอจนกระท่ังปูปรับสภาพไดแลว จึงเก็บเนื้อเยื่อไปวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซม ไดแก catalase, glutathione-S-transferase, glutathione peroxidase สารตาน
อนุมูลอิสระไดชนิด glutathione และ lipid peroxidation ระยะของปูท่ีนํามาศึกษามีจํานวน 12 ระยะ 
ตาม Salaenoi et al. (2006a) ไดแก 

 

1.  ระยะปูปกติท่ีมีกระดองแข็ง 

2.  ระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห 

3.  ระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห 

4.  ระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน 

5.  ระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 

6.  ระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง 

7.  ระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง 

8.  ระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน 

9.  ระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน 

10.  ระยะหลังการลอกคราบ 5 วัน 

11.  ระยะหลังการลอกคราบ 7 วัน 

12.  ระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน 

 



 

20 

2.  การเตรียมสารสกัดหยาบ (crude extract) 

 

การเตรียมเลือดปู โดยทําความสะอาดบริเวณขาเดินคูท่ี 4 และ 5 ดวยน้ําสะอาดและ
เอธานอล 70 เปอรเซ็นต จากนั้นใชเข็มฉีดยาเบอร 21 เจาะเลือดปูบริเวณโคนขาเดิน นําเลือดเก็บใน
หลอดพลาสติกท่ีมี 10 เปอรเซ็นต trisodium citrate (อัตราสวนระหวาง 10 เปอรเซ็นต trisodium 
citrate กับเลือดเทากับ 1:5) จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 g เปนเวลา 30 นาที เก็บเฉพาะ
สวนใสเพื่อนาํไปวิเคราะหตอไป 

 

การเตรียมเนื้อเยื่อตาง ๆ ไดแก ตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ โดยการนําปู
ไปแชในน้ําเยน็จัดประมาณ 1 นาที เพื่อทําใหปูสลบ จากนั้นนําข้ึนไปวางบนภาชนะท่ีสะอาด ซับตัว
ปูใหแหงดวยผาสะอาด แลวเก็บเนื้อเยือ่ใตกระดองโดยใชกรรไกรตัดขอบกระดอง (carapace) 
โดยรอบ ดึงสวนของกระดองท่ีถูกตัดออก ใชปากคีบดึงเนื้อเยื่อใตกระดองออกระวังมิใหเนื้อเยื่อฉีก
ขาด นําเนื้อเยือ่ท่ีถูกตัดไปแชใน Tris-HCl buffer, pH 8 ท่ีเย็นจัด (อัตราสวนระหวางเนื้อเยื่อกบั     
Tris buffer, pH 8 เทากับ 1 g: 5 ml) จากน้ันบดเนื้อเยือ่ในโกรง ขณะท่ีบดใหเติมไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen) เพื่อรักษาสภาพเน้ือเยื่อและชวยทําใหบดไดงายข้ึน สวนการเก็บเหงือก เร่ิมจากทํา
ความสะอาดเหงือกและใชมีดผาตัด ตัดเหงือกมิใหฉีกขาดจากน้ันนําเหงือกแชลงใน Tris-HCl 
buffer, pH 8 ท่ีเย็นจดั นํามาบดในโกรงท่ีเติมไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําเนื้อเยื่อท่ีบดแลวไปปน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 6,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 30 นาท ี เก็บสวนใสไป
วิเคราะหในข้ันตอนตอไป สวนตับและกลามเนื้อทําตามวิธีการเชนเดยีวกัน 

 

3.  การหาสภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม catalase และการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
catalase  

 

การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม CAT ดัดแปลงจากวธีิการของ Takahara et al. (1960) 
โดยสวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 50 mM buffer (ศึกษา buffer ในชวง pH 3-12), crude 
extract  และ 3 mM H2O2 จากนัน้นาํสวนผสมไปบมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (ศึกษาอุณหภมิูท่ี
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมในชวง 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 
นาที แลวนาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 240 นาโนเมตร โดย 1 unit คิดจากความสามารถของ 
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เอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 240 nm ของ H2O2 ลดลง 0.01 ในเวลา 1 นาท ี
โดยรายงานเปนคา units min-1 mg protein-1 

 

4.  การหาสภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม glutathione-S-transferase และการ

วิเคราะหกิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase 

 

การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม GST ดัดแปลงจากวิธีการของ Habig et al. (1974) โดยมี
สวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย crude extract, 1 mM reduced glutathione (GSH), 0.7 mM 1-
chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) และ buffer (ศึกษา buffer ในชวง pH 3-12) หลังจากนัน้นาํ
สวนผสมไปบมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซมในชวง 
30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 3 นาที แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 340     
นาโนเมตร โดย 1 unit คิดจากความสามารถของเอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑท่ี
เกิดข้ึนคือ 2,4-dinitrophenyl-S-glutathione ท่ีความยาวคล่ืน 340 nm เพิม่ข้ึน 0.1 ในเวลา 1 นาที โดย
รายงานเปนคาเปน 2,4-dinitrophenyl-S-glutathione units min-1 mg protein-1 

 

5.  การหาสภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม glutathione peroxidase และการวิเคราะห
เอนไซม glutathione peroxidase 

 

การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม GPx ดัดแปลงจากวธีิการของ Rotruck et  al. (1973) 
โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย crude extract, GSH, EDTA, sodium azide, H2O2  และ 
buffer (ศึกษา buffer ในชวง pH 3-12) นําสวนผสมไปบมท่ีอุณหภมิูเหมาะสม (ศึกษาอุณหภมิูท่ี
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมในชวง 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 
นาที  แลวเติม 5 % trichloroacetic acid เพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นนําไปปนดวยเคร่ืองปนตกตะกอน
ท่ี 4,500 g เปนเวลา 10 นาที นําเฉพาะสวนใสมาผสมรวมกับ 0.1% DTNB และนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 422 นาโนเมตร โดย 1 unit คิดจากความสามารถของเอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืน
แสงของผลิตภัณฑท่ีเกิดขึน้คือ oxidized glutathione ท่ีความยาวคล่ืน 422 nm เพิ่มข้ึน 0.001 ในเวลา 
1 นาที โดยรายงานเปนคา oxidized glutathione units min-1 mg protein-1 
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6.  การวิเคราะหกิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระชนิด glutathione  

 

การวิเคราะหกจิกรรมของ GSH ดัดแปลงวิธีการของ Anderson (1985) โดยนํา crude 
extract มาเติมดวย 5 % trichoroacetic acid หลังจากนั้นนําไปปนดวยเคร่ืองปนตกตะกอนท่ี
ความเร็วรอบ 4,500 g เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสท่ีไดมาผสมรวมกับ 5, 5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic) acid (DTNB) ใน 100 mM buffer pH 7 จากนั้นวางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 
นาที แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 412 นาโนเมตร โดย 1 unit คิดเทียบจากคาการดูดกลืนแสง
ของผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้นคือ 2-nitro-5-mercatobenzoic acid (TNB) ท่ีเพิ่มข้ึน 0.001 ในเวลา 1 นาที 
โดยรายงานเปน μmoles 2-nitro-5-mercatobenzoic acid (TNB) min-1 mg protein-1 

 

7.  การศึกษากิจกรรมของ Lipid peroxidation 

 

การวิเคราะหกจิกรรมของ LPO ดัดแปลงจากวิธีการของ Buege and Aust (1978) โดยนํา
สวนผสมของปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวย crude extract, trichloroacetic acid, thiobarbituric acid 
(TBA) และ hydrochloric acid  ผสมใหเขากันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที ปนดวยเคร่ืองปนตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 4,500 g เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 535 นาโนเมตร โดย 1 unit  คิดเทียบจากคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณท่ีเกิดข้ึนคือ 
malondialdehyde (MDA)-TBA ท่ีเพิ่มข้ึน 0.001 ในเวลา 1 นาที โดยรายงานเปน μmoles 
malondialdehyde-TBA min-1 mg protein-1 

 

8.  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

 

วิเคราะหปริมาณโปรตีนในหนวยไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของเลือด และเนื้อเยื่อแตละชนดิ 
แลววดัคาการดูดแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยเทียบการดูดแสงของโปรตีนมาตรฐาน 
bovine serum albumin (BSA) ท่ีทราบความเขมขนแลว ตามวิธีการของ Bradford (1976) 
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9.  การวางแผนการทดลอง 

 

การวางแผนการทดลองเปนแบบสุมตลอด (completely randomized design)  โดยตัวอยางปู
ท่ีนํามาศึกษาจะใชปูจํานวน 3 ตัวตอซํ้าซ่ึงมีท้ังหมด 5 ซํ้า ตอ 1 ระยะในชวงการลอกคราบ 

 

10.  การวิเคราะหขอมูล 

 

วิเคราะหขอมูลโดยเปรียบเทียบคาเฉล่ียขององคประกอบท่ีศึกษาในปูระยะตาง ๆ ตลอด
วงจรการลอกคราบ แลววิเคราะหความแปรปรวนดวยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) ท่ีระดบั
ความเช่ือม่ัน 95% (p< 0.05) 
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ผลและวิจารณ 
 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระชนิด catalase, glutathione-S-transferase 
และ glutathione peroxidase กิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระชนิด glutathione และกิจกรรมของ 
lipid peroxidation ในเลือด เหงือก ตับ เนือ้เยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ ของปูทะเล จํานวน 12 
ระยะตลอดวงจรการลอกคราบ โดยเก็บตัวอยางจากฟารมปูนิ่ม อ. ขลุง จ. จันทบุรี ซ่ึงทําการศึกษา
ตั้งแตเดือน พฤศจิกายน 2551 ถึง กันยายน 2552 พบวา ลักษณะภายนอกของปูในระยะปกติ ระยะ
กอนการลอกคราบ และระยะหลังการลอกคราบ มีความแตกตางกันอยางเหน็ไดชัด โดยท่ีปูในระยะ
ปกติ มีกระดองแข็งมาก มีสีน้ําตาลเขม กินอาหารไดเปนปกติ ปูในระยะนี้มีพฤตกิรรมดุราย ปราด
เปรียวและเคล่ือนท่ีไดอยางรวดเร็ว จึงไมสามารถนํามาขังรวมกันไดเนื่องจากปูจะทํารายกนัเอง  
เม่ือปูเขาสูระยะกอนการลอกคราบ กระดองจะมีการเปล่ียนแปลงโดยกระดองจะมีลักษณะกรอบ 
เปราะ และแตกงาย โดยปูท่ีอยูในระยะใกลลอกคราบจะมีพฤติกรรมการเคล่ือนไหวชาลง หรือ
อาจจะไมมีการเคล่ือนท่ี และไมกินอาหาร สวนบริเวณรอยตอระหวางกระดองและจับปงจะมีการ
ยืด และปริออก ยิ่งใกลลอกคราบบริเวณดงักลาวจะยดืออกมามากอยางเห็นไดชัดเจน ขณะท่ีปูกําลัง
จะลอกคราบนัน้ ปูจะคอย ๆ ถอยหลังออกทางสวนทายบริเวณรอยตอระหวางกระดองกับจับปง 
เม่ือออกจากกระดองเกาแลวปูจะดึงน้ําเขาสูรางกายในปริมาณท่ีมากกวาปกติ ซ่ึงทําใหปูขยายขนาด
ของรางกายและนํ้าหนกัเพิม่ข้ึน การลอกคราบจึงเปนวิธีการเพิ่มการเจริญเติบโตของปู ปูท่ีลอก
คราบใหม ๆ จะไมกินอาหาร ไมเคล่ือนท่ีหรือเคล่ือนท่ีไดชา นอกจากนี้รางกายของปูท่ีลอกคราบ
ใหม ๆ จะออนนิ่ม ไมสามารถชวยเหลือตัวเองได หลังจากลอกคราบแลวประมาณ 2 วัน ปูจะ
เคล่ือนไหวไดเร็วข้ึน เร่ิมกนิอาหาร และกระดองจะเร่ิมแข็งข้ึนเร่ือย ๆ 

 

1.  เอนไซม catalase 

 

1.1  สภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม CAT 

 

ผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม CAT ในเลือด เหงือก ตับ 
เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเน้ือของปูทะเล พบวา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม CAT 
ในเลือด เหงือก ตับ และกลามเนื้อ เปน pH 7 สวนในเนื้อเยื่อใตกระดอง คือ pH 8  



 

25 

จากผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมการในทํางานของเอนไซม CAT ในสวนตาง ๆ ของปู
ทะเลสอดคลองการศึกษาของ Arun and Subramanian (1998) ท่ีรายงานวา pH ท่ีเหมาะสมท่ี
นํามาใชในการศึกษากิจกรรมเอนไซม CAT ในตบั กลามเนื้อ และเหงือกของกุงชนดิ 
Macrobrachium malcolmsonii  คือ pH 7 และ Carolina et al. (2007) ยังพบวา pH 7 ยังเหมาะสมกับ
กิจกรรมของเอนไซม CAT ในกลามเนื้อ ตับ เหงือก และเลือดของปู  Paralomis granulose อีกดวย 
อยางไรก็ตาม มีรายงานวา pH 8 มีความเหมาะสมในการศึกษากจิกรรมเอนไซม CAT ในตับ (Pinho 
et al., 2005) และเหงือก (Ubirajara et al., 2005) ของปูชนดิ Chasmagnathus granulatus    

 

ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม CAT ในเนื้อเยื่อใต
กระดอง เหงือก ตับ กลามเนื้อ และเลือดของปูทะเล พบวา เลือด ตับ เนื้อเยื่อใตกระดอง และ
กลามเนื้อมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเดียวกัน คือ 30 องศาเซลเซียส สวนในเหงือกพบที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส   

 

จากผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม CAT ในสวนตาง ๆ 
ของปูทะเล ผลท่ีไดสอดคลองกับการศึกษาของ Adalto and Monserrat (2007) ท่ีศึกษากิจกรรมของ 
CAT ในตับของปูชนิด Chasmagnathus granulatus และพบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 30 องศา
เซลเซียส สวน Pinho et al. (2005) รายงานวาอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ในการศึกษาการทํางานของเอนไซม CAT ในเหงือกของปูชนิดเดียวกัน   

 

1.2  กิจกรรมเอนไซม catalase ในเลือด 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม CAT ในเลือดมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.56+0.32 ถึง 3.30+0.47 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 1) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) พบวามีกจิกรรม CAT เทากับ 2.01+0.09 
units mg protein-1 และในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาหมีกิจกรรมเพ่ิมข้ึน (D1) (2.72+0.48 
units mg protein-1) เม่ือเขาสูระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) กิจกรรม CAT มีคาลดลง
เทากับ 1.50+0.15 units mg protein-1 หลังจากนั้นกิจกรรมมีคาเพิ่มข้ึนและคงท่ีตั้งแตระยะกอนการ
ลอกคราบ 2 วัน (D3) (3.28+0.50 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) 
(2.70+0.04 units mg protein-1) กิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วในระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน  

-1

-1

-1

-1

-1

-1
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ตารางท่ี 1  กิจกรรมของ catalase ในสวนตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 

 
กิจกรรมของ catalase (units mg protein -1) ในสวนตาง ๆ ของปูทะเล  

ระยะ เลือด เหงือก         ตับ เน้ือเยื่อใต
กระดอง 

กลามเน้ือ 

2.01+0.09b 0.56+0.01a 29.62+1.09c 10.59+0.13b 20.47+0.33d กระดองแข็งปกติ (C) 

2.72+0.48c 5.30+0.13b 47.86+0.35e 11.05+0.31b 23.81+0.88d กอนลอกคราบ2สัปดาห(D1) 

1.50+0.15b 6.05+0.13b 29.71+1.71c 11.13+0.27b 29.31+0.50e กอนลอกคราบ1สัปดาห(D2) 

3.28+0.50c 5.58+0.06b 46.42+0.57e 22.39+0.31d 19.38+0.17c กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

3.13+0.14c 0.88+0.04a 5.07+0.18a 15.15+0.69c 19.59+0.31c หลังลอกคราบ 6 ชม. (A1) 

2.02+0.06b 0.56+0.04a 27.56+0.19c 8.05+0.38a 4.65+0.10a หลังลอกคราบ 12 ชม. (A2.1) 

1.97+0.28b 0.52+0.21a 8.89+1.13b 11.22+1.02b 8.01+0.16a หลังลอกคราบ 24 ชม. (A2.2) 

2.70+0.04c 5.06+0.22b 10.93+0.26b 16.80+1.19c 13.78+0.45b หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 

0.56+0.32a 0.66+0.01a 56.58+0.31f 22.91+1.11d 32.88+0.99e หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 

2.94+0.39c 8.42+0.36c 37.90+0.54d 17.08+1.19c 18.67+0.67c หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 

2.85+0.46c 1.45+0.37a 10.78+0.20b 9.14+0.25a 16.79+0.44b หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 3.30+0.47c 1.33+0.29a 26.73+0.68c 12.91+0.83b 18.13+0.31d 

 

หมายเหต:ุ  ตัวอักษร (Superscript) ในแนวตั้ง (Column) แสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

                   ทางสถิติ (p<0.05) 

 

(B2.1) (0.56+0.32 units mg protein--11) หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนอยางคงที่ในระยะหลังการลอกคราบ   
5 วัน (B2.2) (2.94+0.39 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (3.30+0.47 
units mg protein-1) 

-1

-1
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1.3  กิจกรรมเอนไซม catalase ในเหงือก  

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม CAT ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.52+0.21 ถึง 
8.42+0.36 units mg protein-1 (ตารางที่ 1) โดยปกูระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
0.56+0.01 units mg protein-1 และมีคาเพิ่มข้ึนจนกระท่ังคงท่ีเม่ือเขาสูระยะกอนการลอกคราบ 2 
สัปดาห (D1) (5.30+0.13 units mg protein-1) จนถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (5.58+0.06 
units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซมลดลง เม่ือปูเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) (0.88+0.04 units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.52+0.21 units 
mg protein-1) แตในระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) พบวากจิกรรมมีคาเพิ่มข้ึนเทากับ 5.06+0.22 
units mg protein-1 และลดลงอีกคร้ังเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 
(0.66+0.01 units mg protein-1) กิจกรรมของ CAT เพิ่มข้ึนสูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 5 วนั 
(B2.2) (8.42+0.36 units mg protein-1) และลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 7 วัน (B2.3) (1.45+0.37 
units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (1.33+0.29 units mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1 -1

 

1.4  กิจกรรมเอนไซม catalase ในตับ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรมของ CAT ในตับมีคาเฉล่ียอยูในชวง 5.07+0.18 ถึง 
56.58+0.31 units mg protein-1 (ตารางท่ี 1) โดยปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
29.62+1.09 units mg protein-1 โดยเพ่ิมข้ึนเม่ือเขาสูระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 
(47.86+0.35 units mg protein-1) จนถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (46.42+0.57 units mg 
protein-1) พบกิจกรรม CAT ต่ําสุดในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (5.07+0.18 units mg 
protein-1) และเพิ่มข้ึนเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (27.56+0.19 units mg 
protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมลดลงและมีคาคอนขางคงท่ีในระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง 
(A2.2) (8.89+1.13 units mg protein-1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) (10.93+0.26 units mg 
protein-1) แตเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน (B2.1) กิจกรรมมีคาสูงสุดเทากับ (56.58+0.31 
units mg protein-1) หลังจากนั้นพบวากิจกรรม CAT ลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 
(37.90+0.54 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (26.73+0.68 units mg 
protein-1)  

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1
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1.5  กิจกรรมเอนไซม catalase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม CAT ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาเฉล่ียอยูในชวง 8.05+0.38 
ถึง 22.91+1.11 units mg protein-1 (ตารางท่ี 1) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
10.59+0.13 units mg protein-1 โดยในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) และระยะกอนการ
ลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) พบวากิจกรรมมีคาคงท่ีเทากับ 11.05+0.31 units mg protein-1, 
11.13+0.27 units mg protein-1 ตามลําดับ เม่ือเขาสูระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) กิจกรรม 
CAT เพิ่มข้ึนเทากับ 22.39+0.31 units mg protein-1 แตลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) (15.15+0.69 units mg protein-1) และระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (8.05+0.38 
units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรม CAT เพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 
(11.22+1.02 units mg protein-1) จนถึงหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (12.91+0.83 units mg 
protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

 

1.6  กิจกรรมเอนไซม catalase ในกลามเนือ้ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรมของ CAT ในกลามเนื้อ มีคาระหวาง 4.65+0.10 ถึง 
32.88+0.99 units mg protein-1 (ตารางท่ี1) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
20.47+0.33 units mg protein-1 โดยระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) และระยะกอนการลอก
คราบ 1 สัปดาห (D2) มีคาเพิ่มข้ึนเปน 23.81+0.88 units mg protein-1 และ 29.31+0.50 units mg 
protein-1 ตามลําดับหลังจากนั้นกิจกรรม CAT ลดลงในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) 
(19.38+0.17 units mg protein-1) ระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (19.59+0.31) และลดลงตํ่า
ในระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (4.65+0.10 units mg protein-1) กิจกรรมเอนไซม
เพิ่มข้ึนอีกคร้ังเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (8.01+0.16 units mg 
protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (18.13+0.31 units mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1 -1
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Catalase in hepatopancreas
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ภาพท่ี 1  กิจกรรม catalase ในเลือด (A) เหงือก (B) และตับ (C) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอก
คราบของปูทะเล 
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C tatalase in integumen
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Catalase in muscle
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ภาพท่ี 2  กิจกรรม catalase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง (D) และกลามเนื้อ (E) ในระยะตาง ๆ ตลอดวงจร
การลอกคราบของปูทะเล 

 

CAT เปนเอนไซมตานอนมูุลอิสระท่ีพบอยูภายใน cytoplasm, erythrocytes, nucleus, 
mitochondria ของเซลลทุกเซลลท่ีมีชีวิต (Michael and Dariush, 2006) โดยเอนไซม CAT จะทํา
หนาท่ีในการทําลาย H2O2  ซ่ึงเปนอนุมูลอิสระท่ีมีพิษ H2O2 เปนอนุมูลอิสระท่ีเกิดไดจาก
กระบวนการภายในรางกาย เชน กระบวนการเผาผลาญพลังงาน กระบวนหายใจ และกระบวนการ
ทําลายส่ิงแปลกปลอม เปนตน เม่ือรางกายเกดิกระบวนการดังกลาวจะทําใหได superoxide anion 
(O2

.) หลังจากนั้น (O2
.) จะทําปฏิกิริยาตอไปกับเอนไซม superoxide dismutase (SOD) ผลจาก 
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ปฏิกิริยาทําใหได HO2
.และเม่ือ HO2

. 2 โมเลกุลรวมกันจะไดผลิตภัณฑคือ H2O2 ถา H2O2 ไมถูก
กําจัดหรือทําลายท้ิงไป H2O2 จะเขาสูปฏิกิริยา Haber-Weiss ซ่ึงเปนปฏิกิริยาระหวาง H2O2 และ O2

. 
ทําใหได -OH  -OH เปนอนุมูลอิสระท่ีมีพิษตอเซลลมาก ถาไมถูกกําจัดทําลายออกไปอาจทําใหเซลล
ตายได ดังนั้นกอนท่ี H2O2 จะเกดิปฏิกิริยากลายเปน -OH รางกายจึงมีกระบวนการทําลาย H2O2 โดย
ใชเอนไซม CAT เปนตัวเรงปฏิกิริยาการเปล่ียน H2O2 ใหเปนน้ําและออกซิเจนอิสระ (John and 
Dorothy, 1997)  

 

จากผลการศึกษากิจกรรม CAT ตลอดระยะการลอกคราบของปูทะเล พบวา กจิกรรม 
CAT ในเลือดระยะกอนการลอกคราบ มีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน และเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ
ก็ยังมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเชนกนั เม่ือเทียบกบัปูระยะกระดองแข็งปกติ ซ่ึงอาจเนื่องจากเม็ดเลือดของปู 
ทําหนาท่ีในการทําลายส่ิงแปลกปลอม ซ่ึงเปนระบบภูมิคุมกันแบบ cellular immunity (Soderhall 
and Cerenius, 1992) โดยระบบภูมิคุมกันดงักลาว ประกอบดวยเม็ดเลือด 3 ชนิดดวยกันคือ hyaline 
cell เปนเม็ดเลือดท่ีมีหนาท่ีในกระบวนการ phagocytosis หรือกระบวนการกลืนกินเซลลส่ิง
แปลกปลอม เม็ดเลือดชนิด semigranular ทําหนาท่ีเกีย่วของกับกระบวนการ phagocytosis และ
ทําลายส่ิงแปลกปลอมแบบหอหุมเช้ือโรค (encapsulation) สวนเม็ดเลือดชนิด granular cell จะทํา
หนาท่ีในการเก็บและปลดปลอยเอนไซม prophenoloxidase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับ
กระบวนการทําลายส่ิงแปลกปลอม (Soderhall and Cerenius, 1992) โดยระหวางกระบวนการ
ทําลายส่ิงแปลกปลอมดังกลาวกอใหมี H2O2 เกิดข้ึน ซ่ึงระยะหลังการลอกคราบเปนระยะท่ีปูมี
กระดองท่ีนิ่ม สภาพรางกายออนแอ เช้ือโรคอาจเขาสูรางกายไดงายและมากกวาปูระยะกระดองแข็ง
ปกติ ดังนั้นในเลือดจึงมีแนวโนมของกิจกรรม CAT เพิ่มข้ึนกวาปูปกติ เพื่อทําหนาที่ในการทําลาย 
H2O2 ท่ีเกิดจากกระบวนการทําลายส่ิงแปลกปลอมของเม็ดเลือด สอดคลองกับ Cheng and Chen 
(2001) ท่ีรายงานวาในระยะหลังการลอกคราบของกุงชนิด P. stylirostris จะพบจํานวนเม็ดเลือด
สูงสุดในระยะดังกลาว สวน Arun and Subramanian (1998) ศึกษากิจกรรม CAT ในเลือด กลามเนื้อ 
และเหงือก ของกุงชนิด M. malcolmsonii ระยะ sub-adult ผลการศึกษาพบวากิจกรรมในเลือดสูง 
เนื่องจากเลือดตองทําหนาท่ีในกระบวนการทําลายส่ิงแปลกปลอม ดังนั้นในเลือดจึงมีกิจกรรมของ 
CAT มากกวาในเหงือก และกลามเนื้อ 
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กิจกรรม CAT ในเหงือกระยะกอนการลอกคราบ พบวามีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนอยาง
ชัดเจนกวาปูระยะกระดองแข็งปกติ โดยในระยะหลังการลอกคราบกิจกรรม CAT คอนขาง
แปรปรวน อาจดวยระยะกอนการลอกคราบปูตองการออกซิเจนมากกวาระยะปกติ เพื่อท่ีออกซิเจน
จะถูกสงไปชวยในกระบวนการดึงกลับและสลายแคลเซียมจากกระดองเกา โดยผานทางเลือด        
ซ่ึงเหงือกเปนบริเวณแลกเปล่ียนกาซ เม่ือรางกายมีความตองการออกซิเจนสูงและออกซิเจนถูก
นําไปใชในปฏิกิริยาตาง ๆ เปนผลทําใหบริเวณเหงือกมี H2O2 เกิดข้ึนดวย ซ่ึง Carolina et al. (2007) 
รายงานวาเม่ือเหงือกของปูชนิด Paralomis granulose ตองการออกซิเจนมากข้ึน เหงือกจะ
ปลดปลอย O2

. ออกมามาก สงผลใหเหงือกมีกิจกรรมของ CAT สูง เพื่อทําหนาท่ีในการยับยั้งและ
ทําลาย H2O2 ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการสลาย O2

.   

 

สวนกิจกรรม CAT ในตับพบวา ในระยะกอนการลอกคราบกิจกรรมมีแนวโนมเพิม่       
มากข้ึนเม่ือเทียบกับปูระยะกระดองแข็งปกติ และเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ พบวากจิกรรม 
CAT ในตับคอนขางแปรปรวนและมีคาสูง อาจเนื่องมาจากระยะกอนการลอกคราบ ปูมีการ         
สะสมพลังงานสํารองเพ่ือใชในระหวางท่ีมีการลอกคราบ (ซ่ึงชวงนั้นเปนชวงท่ีปูไมกินอาหาร)              
ตับนับเปนแหลงของพลังงาน สํารองและเปนอวยัวะที่มีการสะสมสารอินทรียและสารอนินทรีย   
ตาง ๆ รวมถึงเปนอวยัวะท่ีมีกระบวนการเผาผลาญพลังงานสูง (Adalto and Monserrat, 2007) ซ่ึง
กระบวนการดงักลาวกอใหมี H2O2 เกิดข้ึนมากเชนกนั ดงันั้นกิจกรรม CAT ในตับจึงมีคาสูงข้ึนตาม
ไปดวยเพื่อท่ีจะนําไปใชในการสลายและทําลาย H2O2 Arun and Subramanian (1998) กลาววา ตับ
ของสัตวกลุมครัสเตเชียเปนอวัยวะท่ีมีอนมูุลอิสระเกิดข้ึนมากท่ีสุด เชนเดียวกับ Pan et al. (2004) ท่ี
รายงานวาพบกิจกรรมของ CAT มีคาสูงในตับ มากกวาในเหงือกของปูชนิด Eriocheir sinensis 
สวน Luqing and Zhang (2006) รายงานวาในปูชนดิ Charybdis japonica พบ O2

. สูงในตับ ซ่ึง เม่ือ 
O2

.
  เขาทําปฏิกิริยากับเอนไซม SOD จะไดผลิตภัณฑ H2O2 ออกมา  

 

กิจกรรมของ CAT ในเนื้อเยือ่ใตกระดองพบวา ในระยะกอนการลอกคราบและระยะ
หลังการลอกคราบกิจกรรมมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับระยะปูกระดองแข็งปกติ ซ่ึง
อาจเนื่องมาจากในระยะกอนการลอกคราบ ปูมีการกระบวนการสลายและดึงกลับแคลเซียมจาก
กระดองเกา และระยะหลังการลอกคราบจะมีกระบวนการสะสมแคลเซียมในกระดองใหม เพื่อให
โครงรางใหมมีความแข็งข้ึน นอกจากน้ีในกระบวนการสราง chitin ท่ีช้ัน cuticle ในเนื้อเยื่อใต
กระดองของปู ยังมีการเผาผลาญพลังงานเกิดข้ึนซ่ึงสารต้ังตนในกระบวนการดังกลาวไดมาจากยอย 
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สลายน้ําตาล trehalose โดยเอนไซม trehalase (Chung, 2008) ดังนั้นผลจากกระบวนการดังกลาวทํา
ใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนเปนจํานวนมาก กจิกรรมของ CAT จึงมีแนวโนมเพิ่มข้ึน 

 

สวนในกลามเนื้อพบวา กอนการลอกคราบกิจกรรม CAT มีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนกวา
ระยะปูกระดองแข็งปกติ จากน้ันกิจกรรมลดลงในระยะหลังการลอกคราบใหม ๆ (A1-A2.2) และ   
คอย ๆ เพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ จนมีคาสูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 
หลังจากนัน้เม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 5 ถึง 10 วัน (B2.2-B2.4) กิจกรรมของ CAT คอนขาง
คงท่ี เนื่องจากกลามเนื้อของปูทําหนาท่ีในการเคล่ือนไหว เม่ือปูลอกคราบได 2 วัน ปูจะมีการ
เคล่ือนไหวไดมากข้ึน และมีพัฒนาการเคล่ือนไหวเพิ่มข้ึนจนสามารถเคล่ือนไหว ไดอยาง
คลองแคลวหลังการลอกคราบประมาณ 7 วัน (บรรจง และบุญรัตน, 2545) จากผลการศึกษาจะเห็น
ไดวากิจกรรมของ CAT ในระยะหลังการลอกคราบ 5 ถึง 10 วัน คอนขางจะใกลเคียงกับปูระยะ
ปกติ อาจเนื่องมาจากปูเร่ิมมีการเคล่ือนไหวไดใกลเคียงกบัปูระยะปกติ ซ่ึงการเคล่ือนไหวของปูตอง
อาศัยพลังงานท่ีไดจากการสลายไกลโคเจนท่ีสะสมอยูในกลามเนื้อโดยจะสลายให glucose (Dutra 
et al., 2008) ซ่ึงกระบวนดังกลาวกอใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน Mohankumar and Ramasamy (2006) 
รายงานวากลามเนื้อของกุงชนิด Fenneropenaeus indicus ท่ีมีรางกายแข็งแรง เคล่ือนไหวไดอยาง
คลองแคลว มีกิจกรรมของ CAT สูงกวากุงท่ีมีสภาพรางกาพออนแอ เชนเดียวกับ Rameshthangam 
and Ramasamy (2006) กพ็บวาในกลามเน้ือของกุงชนดิ P. monodon ท่ีมีสภาพรางกายสมบูรณ
แข็งแรงกิจกรรมของ CAT สูงกวากุงท่ีมีสภาพรางกายออนแอ 

 

2.  เอนไซม glutathione-S-transferase 

 

 2.1  สภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม glutathione-S-transferase 

 

ผลการศึกษาสภาพ pH ท่ีมีความเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GST ในเลือด 
เหงือก ตับ เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อของปูทะเล พบวา pH ท่ีเหมาะสมสําหรับเหงือก ตับ 
และเนื้อเยื่อใตกระดอง คือ pH 7 สวนในเลือด และกลามเนื้อ คือ pH 8  
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จากผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GST ในสวนตาง ๆ ของปู
ทะเล สอดคลองกับ Adalto and Monserrat (2007) ท่ีพบวา pH 7 เปน pH ท่ีเหมาะสมที่ใชใน
การศึกษากิจกรรมของ GST ในตับของปูชนิด Chasmagnathus granulatus เชนเดียวกันกับ Vinagre 
et al. (2003) ท่ีไดศึกษาการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ในเหงือกของปูชนิด Chasmagnathus 
granulatus และพบวา pH 7 เปน pH ท่ีเหมาะสม นอกจากนี้ Pinho et al. (2003) รายงานวา pH 7 
เปน pH ท่ีเหมาะสมในการศึกษากิจกรรมของ GST ในตับของปูชนิด Chasmagnathus granulatus 
ซ่ึงใกลเคียงกับผลของ Yahia et al. (2007) ท่ีพบวา pH 7.4 มีความเหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม GST ในเหงือกของปูชนิดเดียวกัน 

 

ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GST ในเน้ือเยื่อใต
กระดอง เหงือก ตับ กลามเน้ือ และเลือดของปูทะเล พบวา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในเนื้อเยื่อใต
กระดอง กลามเนื้อ และเลือด เทากับ 40 องศาเซลเซียส สวนในเหงือก และตับ พบท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  

 

จากผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GST ในสวนตาง ๆ 
ของปูทะเล มีรายงานของ Pinho et al. (2003) วาอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิท่ีมีความ
เหมาะสมในการศึกษาการทํางานของเอนไซม GST ในตับของปูชนิด Chasmagnathus granulatus 
เชนเดียวกับผลของ Vinagre et al. (2003) ท่ีพบในเหงือกของปูชนิดเดียวกัน    

 

2.2  กิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase ในเลือด 

  

จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม GST ในเลือดมีคาเฉล่ียอยูชวง 0.08+0.05 ถึง 
1.27+0.13 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากับ 0.24+0.03 
units mg protein-1 โดยเพ่ิมข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.45+0.04 units mg 
protein-1) ถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (0.51+0.09 units mg protein-1) หลังจากนัน้
กิจกรรมลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (0.08+0.05 units mg protein-1) ถึงระยะ
หลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (0.27+0.07 units mg protein-1) แลวกิจกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนอีก
ในระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.49+0.06 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการ 

-1

-1

-1 -1

-1

-1

-1



 

35 

ตารางท่ี 2 กิจกรรมของ glutathione-S-transferase ในสวนตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบ                            
ของปูทะเล 

 

 
กิจกรรมของ glutathione-S-transferase (units mg protein -1)   

ระยะ ในสวนตาง ๆ ของปูทะเล 
เลือด เหงือก        ตับ เน้ือเยื่อใต

กระดอง 
กลามเน้ือ 

0.24+0.03b 0.63+0.03b 28.24+0.95b 4.84+0.30a 2.78+0.26a กระดองแข็งปกติ (C) 

0.45+0.04c 2.33+0.23b 26.50+0.39b 6.94+0.26b 3.92+0.13b กอนลอกคราบ2สัปดาห(D1) 

0.25+0.06b 4.85+0.11c 50.06+0.88d 6.36+0.41b 2.24+0.57a กอนลอกคราบ1สัปดาห(D2) 

0.51+0.09c 4.99+0.11c 133.93+0.63f 8.81+0.24c 3.85+0.11b กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

0.08+0.05a 0.46+0.09a 18.90+0.75a 4.01+0.17a 1.97+0.23a หลังลอกคราบ 6 ชม. (A1) 

0.27+0.07b 0.76+0.04a 36.61+0.56c 4.93+0.93a 4.59+0.23b หลังลอกคราบ 12 ชม. (A2.1) 

0.49+0.06c 1.53+0.10b 52.39+1.15d 9.43+0.11c 3.79+0.56b หลังลอกคราบ 24 ชม. (A2.2) 

0.76+0.05d 10.09+0.74e 98.36+0.80e 10.62+0.15d 6.53+0.24d หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 

0.60+0.07d 2.39+0.24b 95.32+1.96e 10.49+0.17d 6.13+0.06d หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 

0.65+0.07d 6.66+0.36d 95.61+1.26e 10.79+0.23d 8.09+0.07e หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 

0.63+0.08d 1.21+0.26b 53.39+1.48d 6.87+0.41b 5.17+0.14c หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

1.27+0.13e 0.81+0.16a 35.98+0.71c 7.98+0.27c 4.30+0.23b หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

 

หมายเหต:ุ  ตัวอักษร (Superscript) ในแนวตั้ง (Column) แสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

                   ทางสถิติ (p<0.05) 

 

ลอกคราบ 7 วนั (B2.3) (0.63+0.08 units mg protein-1) และเพ่ิมข้ึนสูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 
10 วัน (B2.4) (1.27+0.13 units mg protein-1) 

-1

-1

 



 

36 

2.3  กิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase ในเหงือก 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GST ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.46+0.09 ถึง 
10.09+0.74 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
0.63+0.03 units mg protein-1 โดยกิจกรรมเอนไซมเพิม่ข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 2 สัปดาห 
(D1) (2.33+0.237 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (D3) (4.99+0.110 units 
mg protein-1) เม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) พบวากจิกรรมเอนไซมลดลง
เปน 0.46+0.09 units mg protein-1 หลังจากนั้นพบวากจิกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอก
คราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (0.76+0.04 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 
(0.81+0.16 units mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

 
 

2.4  กิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase ในตับ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม GST ในตับมีคาเฉลี่ยอยูในชวง 18.90+0.75 ถึง
133.93+0.63 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
28.24+0.95 units mg protein-1 โดยมีกิจกรรมเอนไซมคงท่ีในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห 
(D1) (26.50+0.39 units mg protein-) จากน้ันกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึนเม่ือเขาสูระยะกอนการ
ลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) มีกิจกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึน (50.06+0.88 units mg protein-) และระยะกอน
การลอกคราบ 2 วัน (D3) (133.93+0.63 units mg protein-) แตในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) พบวากิจกรรมเอนไซมลดลงเปน 18.90+0.7 units mg protein-1 หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซม
เพิ่มข้ึนเม่ือปูพฒันาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (36.61+0.56 units mg protein-) 
จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (35.98+0.71 units mg protein-1) 

-1

-1

-

-

-

-1

-
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2.5  กิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase ในเนื้อเยือ่ใตกระดอง 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GST ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาเฉล่ียอยูในชวง 4.01+0.17 
ถึง 10.79+0.23 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากบั 
4.84+0.30 units mg protein-1 กิจกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนเม่ือผานระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห 
(D1) (6.94+0.26 units mg protein-1) จนถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วนั (D3) (8.81+0.24 units mg 
protein-1) เม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) กลับพบวากิจกรรมเอนไซมลดลงเปน 
4.01+0.17 units mg protein-1 หลังจากนัน้กิจกรรมเพ่ิมข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 12 ชั่วโมง 
(A2.1) (4.93+0.93 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (7.98+0.27 units 
mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

 

2.6  กิจกรรมเอนไซม glutathione-S-transferase ในกลามเนื้อ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GST ในกลามเน้ือมีคาเฉล่ียอยูในชวง 1.97+0.23 ถึง 
8.09+0.07 units mg protein-1 (ตารางท่ี 2) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากับ 2.78+0.26 
units mg protein-1 กิจกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 3.92+0.13 
units mg protein--1 และระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) 3.85+0.11 units mg protein-1 แตในระยะ
หลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) กลับพบวากจิกรรมเอนไซมลดลงเปน 1.97+0.23 units mg 
protein-1 หลังจากนั้นกิจกรรมเพ่ิมข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (4.59+0.23 units 
mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (4.30+0.23 units mg protein-1)  

-1

-1

-1

-1

-1 -1

 

GST เปนเอนไซมท่ีไมมีความเฉพาะเจาะจง (non-specific enzyme) มีฤทธ์ิในการ
กําจัดอนุมูลอิสระไดอยางกวางขวาง (Helmward, 1999) และยังมีความสําคัญในการบํารุงรักษา
เซลล (Eaton and Bammler, 1999) จากผลของกระบวนการ metabolism และ electrophilic 
(Kensler, 1997) และทําหนาท่ีในการทําลายพิษ ซ่ึง GST พบไดท่ัวไปใน cytosolic, mitochondria, 
microsomal protein, plasma และในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของส่ิงมีชีวิต (Ray et al., 1996) ตามปกติเม่ือ
ไดรับส่ิงแปลกปลอมหรือสารพิษ รางกายจะมีข้ันตอนในการทําลายสารดังกลาวใหมีความเปนพิษ
ลดลงหรือหมดความเปนพษิโดยมีเอนไซมเขามามีสวนรวมในการทําลายพิษ     ซ่ึงเอนไซมจะทํา 
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Glutathione-S-transferase in haemolymph
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Glutathione-S-transferase in gill
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(B) 

Glutathione-S-transferase  in hepatopancreas 
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ภาพท่ี 3    กิจกรรม glutathione-S-transferase ในเลือด (A) เหงือก (B) ตับ (C) ในระยะตาง ๆ ตลอด                            
วงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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Glutathione-S-transferase in integument
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(D) 

Glutathione-S-transferase of muscle
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ภาพท่ี 4  กิจกรรม glutathione-S-transferase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง (D) และกลามเนือ้ (E) ในระยะ
ตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 

 

ปฏิกิริยากับโมเลกุลของสารพิษ ทําใหมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางจนสามารถละลายนํ้าไดและ
สามารถกําจัดออกจากรางกายไดงายข้ึน (Pflugmacher et al.,1998) หากสารพิษนัน้มีความเปนพิษ
สูงจะเกดิปฏิกริิยาการรวมตวักับสารจําพวกกลูตาไธโอน และกรดอะมิโนกอน ซ่ึง GST เปน
เอนไซมท่ีมีความสําคัญในการเรงปฏิกิริยาดังกลาว (Storey, 1996) และผลจากปฏิกิริยาทําใหได
ผลิตภัณฑท่ีละลายน้ําไดดแีละขจัดออกจากรางกายไดงายข้ึน 
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จากผลการศึกษากิจกรรมของ GST ในเลือด ตลอดวงจรการลอกคราบ พบวาในระยะ
กอนการลอกคราบและระยะหลังการลอกคราบ กิจกรรม GST มีแนวโนมเพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจเกิดจาก
เอนไซมตองทําหนาท่ีในการกําจัดอนุมูลอิสระท่ีเกิดจาก กระบวนการกลืนกินส่ิงแปลกปลอม และ
กระบวนการหอมลอมส่ิงแปลกปลอม โดยกระบวนการหอมลอมเซลลเปนกระบวนวนการทําลาย
ส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดใหญ เกินกวาท่ีกระบวนการกลืนกินเซลลจะทําลายได โดยท้ังสอง
กระบวนการเปนการทําลายเช้ือโรคโดยเซลลเม็ดเลือด (Soderhall and Cerenius, 1992) Hose et al. 
1992 รายงานวาในระหวางการลอกคราบของกุงชนิด Sicyonia ingentis จะพบเซลลเม็ดเลือดเพิ่มข้ึน 
เพราะรางกายจะสงเม็ดเลือดออกมาเพ่ือทําหนาท่ีชวยในการทําลายเช้ือโรคตาง ๆ ท่ีเขาสูรางกายได
งายในระยะหลังการลอกคราบ ซ่ึง Rameshthangam and Ramasamy (2006) รายงานวา เม่ือมีส่ิง
แปลกปลอมเขาสูรางกายกุงชนิด P. monodon จะทําใหมีอนุมูลอิสระเพ่ิมสูงข้ึนในเลือด  

 

กิจกรรม GST ในเหงือกปูทะเลพบวา ระยะหลังการลอกคราบต้ังแต 6 ช่ัวโมง ถึง 10 
วัน (A1-B2.4) กิจกรรมเอนไซมมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน เนื่องมาจากเหงือกเปนอวยัวะท่ีสัมผัสกับน้ํา
โดยตรง นอกจากน้ีเหงือกยงัทําหนาท่ีในการแลกเปล่ียนกาซดวยวิธีการแพรผานและยังเปนปราการ
ดานแรกท่ีชวยปกปองรางกายปูจากเช้ือโรคและสารพิษตาง ๆ ท่ีปะปนมากับน้ํา Pinho et al. (2003) 
รายงานวาในเหงือกของปูชนิด C. granulatus มีกิจกรรมของ GST เพิ่มสูงข้ึนหลังจากปูถูก
เหนีย่วนําดวย cyanobacteria (Microcystis) เนื่องจากเหงือกเปนอวยัวะแรกท่ีทําหนาท่ีในการกรอง
สารตาง ๆ กอนท่ีจะถูกสงตอไปยังอวยัวะอ่ืน ๆ สวน Luqing and Zhang (2006) รายงานวาเม่ือ
เหนีย่วนําดวยสารละลายแคดเม่ียม พบวากิจกรรมของ GST ในเหงือกของปูชนิด C. japonica มีคา
สูงมากกวาเหงือกปูในกลุมท่ีไมไดมีการเหน่ียวนํา  

 

ผลการศึกษาพบวา กจิกรรม GST ในตับตลอดท้ังวงจรการลอกคราบน้ัน ในระยะกอน
การลอกคราบ 2 วัน มีกิจกรรม GST สูงสุด และมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในระหลังการลอกคราบ ซ่ึงอาจ
เนื่องมาจาก GST เปนเอนไซมท่ีทําหนาที่ในการทําลายสารพิษตาง ๆ และกําจัดอนุมูลอิสระท่ีเกดิ
จากกระบวนการทําลายสารพิษเหลานัน้ โดยเฉพาะสารพิษพวกกลุมโลหะหนกั ซ่ึงเม่ือปูเขาสูระยะ
กอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) เปนระยะท่ีปูมีการสะสมสารอาหารท่ีจําเปน เพื่อเอาไวใชเปน
พลังงานสํารองสําหรับชวงการลอกคราบ โดยตับเปนแหลงของการสะสมสารอาหารตาง ๆ ซ่ึง
อาจจะมีสารแปลกปลอมถูกสงมายังตับดวย ดังนัน้ GST จึงทําหนาท่ีในการสลายและทําลายสารพิษ 
เหลานั้นใหหมดสภาพความเปนพิษ Adalto and Monserrat (2007) รายงานวาเม่ือมีสารพิษชนิด 



 

41 

methyl parathion เขาสูรางกายของปูชนิด C. granulatus จะมีการสะสมสารพิษดังกลาวในตับ สงผล
ใหตับมีกจิกรรมของ GST สูง เชนเดียวกนักับ Blat et al.  (1988) ท่ีรายงานวาหลังจากกุงมังกรชนดิ
Procambarus clarkia ไดรับยาฆาแมลงกลุม organophosphorus ท่ีปะปนมากับน้ํา ตับของกุงจะ
แสดงกิจกรรมของ GST สูง เนื่องมาจาก GST ทําหนาท่ีในการสลายและทําลาย organophosphorus 
ใหกลายเปนสารท่ีไมมีพิษและสามารถขับออกจากเซลลได  

 

ในเนื้อเยื่อใตกระดอง พบวากิจกรรมของ GST ในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) 
มีคาเพิ่มข้ึนอยางเห็นไดชัด และแตกตางอยางมีนัยสําคัญ จากปูระยะกระดองแข็งปกติ (C) ซ่ึง 
Skinner (1962) อธิบายวาในระยะกอนการลอกคราบ เนื้อเยื่อกระดองช้ัน epidermis จะมีปริมาณ
ออกซิเจนสูง ซ่ึงบริเวณท่ีมีออกซิเจนสูงแสดงวาบริเวณนั้นจะมีกระบวนการที่ตองการใชออกซิเจน
มาก โดยผลของกระบวนการตาง ๆ จะทําใหอนุมูลอิสระเกิดเพิ่มข้ึนดวย นอกจากน้ีในระยะกอน
การลอกคราบ บริเวณใตกระดองยังมีการยอยและดึงสารท่ีเปนอนุพันธของไคตินจากกระดองเกา
ไปใชเพื่อสรางกระดองใหม จึงทําใหปูในระยะนี้มีกระดองท่ีเปราะ บาง แตกหักงายกวาปูปกติ และ
ระยะดังกลาวยังมีการสะสมไกลโคเจนในเน้ือเยื่อใตกระดองเพ่ิมข้ึน (Salaenoi et al., 2006b) โดยมี
การดึงกลับสารอินทรียจากกระดองเกาไวสําหรับสรางกระดองใหม ซ่ึงผลจากกระบวนการดังกลาว
จะกอใหมีอนมูุลอิสระเกิดข้ึนเปนจํานวนมาก (Mangum et al., 1985) ดังนั้นในระยะกอน              
การลอกคราบ เอนไซมตานอนุมูลอิสระจึงถูกผลิตออกมามากเพ่ือทําหนาท่ีในการกําจัดอนุมูลอิสระ
ท่ีเกิดขึ้น 

 

ผลการศึกษากจิกรรมของ GST ในกลามเนื้อปูทะเล พบวาระยะหลังการลอกคราบ มี
แนวโนมกิจกรรมของ GST เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ จากการที่กลามเนื้อเปนแหลงสะสมไกลโคเจน 
ซ่ึงในระยะหลังการลอกคราบ พบวาปูจะมีขนาดเพ่ิมข้ึนประมาณหน่ึงในสามเทาของขนาดเดิม 
สาเหตุท่ีกลามเน้ือของปูในระยะหลังการลอกคราบมีกิจกรรมของ GST สูง ข้ึนอาจเนื่องมาจากมี
กระบวนการเผาผลาญพลังงานเกิดข้ึนมาก ดังนั้นอนุมูลอิสระจึงเกิดข้ึนจากกระบวนดังกลาว ซ่ึง 
Carolina et al. (2007) รายงานวาเม่ือปูชนิด P. granulose มีอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน จะทําใหกลามเนื้อปู
มีกิจกรรมของ GST สูงข้ึนตามไปดวย 
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3. เอนไซม glutathione peroxidase 

 

 3.1  สภาพท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม glutathione peroxidase 

 

ผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GPx ในเลือด เหงือก ตับ      
เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อของปูทะเล พบวา pH ท่ีเหมาะสมของเอนไซมชนิดนี้ในเลือด คือ 
pH 6 สวนใน เหงือก ตับ เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ คือ pH 8 สวนในเลือด คือ pH 6   

 

จากผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของ GPx ในสวนตางๆ ของปูทะเล 
สอดคลองกับ Arun et al. (1999) ท่ีรายงานวา pH 8 มีความเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม 
GPx ในตับของกุงชนิด Macrobrachium malcolmsonii และ Marius and Brouwer (1998) ยังพบวา 
pH 7 เปน pH ท่ีเหมาะสมกับกิจกรรม GPx ในตับของปูทะเลชนิด Callinectes  sapidus สวน  
Luqing and Zhang (2006) รายงานวา pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานของ GPx ในเหงือกและตับของ
ปูชนิด Charybdis japonica คือ pH 7 สอดคลองกับ Ana et al. (2003) ท่ีพบวา pH 7 มีความ
เหมาะสมในการทํางานของ GPx ในกุงชนิด Gammarus locusta ระยะ juveniles    

 

ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม GPx พบวา อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในเนื้อเยื่อใตกระดอง ตับ และเลือด พบท่ี 50 องศาเซลเซียส สวนในเหงือก และกลามเนื้อ 
พบท่ี 40 องศาเซลเซียส   

 

Luqing and Zhang (2006) พบวาอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีความเหมาะสมใน
การศึกษาการทํางานของเอนไซม GPx ในตับและเหงือกของปูชนิด Charybdis japonica 
เชนเดียวกันกับ Rameshthangam and Ramasamy (2006) ท่ีพบในตับ เหงือก กลามเนื้อ และเลือด
ของกุงกุลาดํา (Penaeus mondon) สวน Arun et al. (1999) รายงานวา อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เหมาะสมในการทํางานของ GPx ในตับกุงชนิด  Macrobrachium malcolmsonii  
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3.2  กิจกรรมเอนไซม glutathione peroxidase ในเลือด 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม GPx ในเลือด มีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.23+0.03 ถึง
1.67+0.06 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากับ 0.62+0.01 
units mg protein-1 โดยกิจกรรมเพ่ิมข้ึนในระยะกอนลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.93+0.07 units mg 
protein-1) และระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) กิจกรรมเอนไซมเพิม่ข้ึนเทากับ 1.90+0.11 units 
mg protein-1 กิจกรรม GPx ลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (0.46+0.07 units mg 
protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 7 วัน (B2.3) (1.54+0.05 units mg protein-1) และกิจกรรม
กลับมาเพ่ิมข้ึนอีกคร้ังในระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (2.00+0.11 units mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1

-1 -1

-1

 

3.3  กิจกรรมเอนไซม glutathione peroxidase ในเหงือก 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GPx ในเหงือก มีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.34+0.16 ถึง3.97+0.53 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 3) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากับ 0.35+0.05 units mg 
protein-1 และมีคาคงท่ีในระยะหลังการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.35+0.08 units mg protein-1) 
หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (1.53+0.10 units 
mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (2.34+0.45 units mg protein-1) เม่ือเขาสู
ระยะหลังการลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (0.69+0.08 units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 
5 วัน (B2.2) (1.07+0.16 units mg protein-1) หลังจากนัน้กิจกรรมเพิ่มข้ึนสูงสุดในระยะหลังการลอก
คราบ 7 วัน (B2.3) (3.97+0.53 units mg protein-1) แตกลับลดลงอีกคร้ังในระยะหลังการลอกคราบ 
10 วัน (B2.4) (1.87+0.14 units mg protein-1) 

-1

-1 -1

-1 -1

-1

-1

-1

-1

 

3.4  กิจกรรมเอนไซม glutathione peroxidase ในตับ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GPx ในตับมีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.78+0.60 ถึง 34.02+0.43 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 3) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเปน 20.31+0.30               
units mg protein-1 โดยในระยะหลังการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมเอนไซมลดลงเทากับ      

-1

-1
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ตารางท่ี 3  กิจกรรมของ glutathione peroxidase ในอวัยวะตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของ 

                  ปูทะเล 

 
กิจกรรมของ glutathione peroxidase (units mg protein -1)   

ระยะ ในสวนตาง ๆ ของปูทะเล 
เลือด เหงือก        ตับ เน้ือเยื่อใต

กระดอง 
กลามเน้ือ 

0.62+0.01b 0.35+0.05a 20.31+0.30e 4.47+0.25b 3.70+0.06d กระดองแข็งปกติ (C) 

0.93+0.07c 0.35+0.08a 15.81+0.42d 2.21+0.92a 2.99+0.37c กอนลอกคราบ2สัปดาห(D1) 

0.52+0.07b 1.53+0.10c 30.02+0.90f 4.36+0.81b 1.96+0.24b กอนลอกคราบ1สัปดาห(D2) 

1.90+0.11d 2.74+0.48d 15.33+0.77d 10.82+0.52d 1.96+0.36b กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

0.46+0.07b 2.34+0.45d 5.81+0.51b 5.89+0.08b 4.35+0.01e หลังลอกคราบ 6 ชม. (A1) 

1.04+0.14c 0.69+0.08b 7.29+0.10b 4.90+0.21b 3.58+0.02d หลังลอกคราบ 12 ชม. (A2.1) 

0.23+0.03a 0.34+0.16a 2.78+0.60a 1.75+0.40a 6.93+0.17f หลังลอกคราบ 24 ชม. (A2.2) 

0.36+0.02b 0.83+0.06b 4.59+0.15a 1.17+0.13a 1.91+0.35b หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 

0.55+0.03b 0.87+0.10b 8.74+0.50c 8.02+0.25c 0.78+0.01a หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 

1.67+0.06d 1.07+0.16b 16.87+0.29d 10.15+0.10d 1.03+0.50a หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 

1.54+0.05d 3.97+0.53e 23.17+0.24e 15.58+0.53e 2.50+0.14c หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

2.00+0.11d 1.87+0.14d 34.02+0.43f 10.82+0.11d 5.95+1.0f หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

 

หมายเหต:ุ  ตัวอักษร (Superscript) ในแนวตั้ง (Column) แสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

                   ทางสถิติ (p<0.05) 
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15.81+0.42 units mg protein--11 และเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (30.02+0.90 
units mg protein-1) หลังจากนั้นพบวากจิกรรม GPx ลดลงในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) 
(15.33+0.77 units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน (B2.1) (8.74+0.50 units mg 
protein-1) จากน้ันกิจกรรมเอนไซมเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ในระยะหลังการลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 
(16.87+0.29 units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (34.02+0.43 units mg protein-1) 
(B2.4) 

-1

-1

-1

-1 -1

 

3.5  กิจกรรมเอนไซม glutathione peroxidase ในเนื้อเยื่อใตกระดอง 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GPx ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาระหวาง 1.17+0.13 ถึง 
15.58+0.53 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเปน 4.47+0.25 
units mg protein-1 โดยในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กจิกรรมเอนไซมลดลงเทากับ 
2.21+0.92 units mg protein-1 เม่ือเขาสูระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) และ ระยะกอนการ
ลอกคราบ 2 วัน (D3) พบวากิจกรรมเพิ่มข้ึนเปน 4.36+0.81 units mg protein-1 และ 10.82+0.52 units 
mg protein-1 ตามลําดับ หลังจากนั้นพบวากิจกรรม GPx ลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) (5.89+0.08 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 5 วัน (B2.2) (10.15+0.10 units 
mg protein-1) และกิจกรรมเพิ่มข้ึนสูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 7 วัน (B2.3) (15.58+0.53 units 
mg protein-1) เม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) เอนไซมลดลงเปน 10.15+0.10 units 
mg protein-1 

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

 

3.6  กิจกรรมเอนไซม glutathione peroxidase ในกลามเนื้อ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GPx ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.78+0.01 ถึง 
6.93+0.17 units mg protein-1 (ตารางท่ี 3) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีคากิจกรรมเทากับ 3.70+0.06 
units mg protein-1  และลดลงในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.99+0.37 units              
mg protein-1) ถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3)  (1.96+0.36 units mgprotein-1) จากน้ันกิจกรรม  

-1

-1

-1 -1
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Glutathione peroxidaes in haemolymph 
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(A) 

Glutathione peroxidase in gill
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(B) 

Glutathione peroxidase in hepatopancreas
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(C) 

ภาพท่ี 5 กิจกรรม glutathione peroxidase ในเลือด (A) เหงือก (B) ตับ (C) ในระยะตาง ๆ ตลอด
วงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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Glutathione peroxidase in integument
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(D) 

Glutathione peroxidase in muscle
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ภาพท่ี 6 กิจกรรม glutathione peroxidase ใน เนื้อเยื่อใตกระดอง (D) และกลามเนือ้ (E) ในระยะ                            
ตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 

 

GPx เพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (4.35+0.01 units mg protein-1) จนถึงระยะ
หลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (6.93+0.17 units mg protein-1) หลังจากนัน้กจิกรรมเอนไซม
ลดลงเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) (1.91+0.35 units mg protein-1) จนถึงระยะหลัง
การลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (5.95+1.0 units mg protein-1) 

-1

-1

-1

-1
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GPx เปนเอนไซมตานอนุมูลอิสระท่ีทําหนาท่ีในการกําจดัและทําลายอนุมูลอิสระ เชน 
O2

-, H2O2 และ -OH เปนตน ใหเปนสารท่ีไมมีพิษตอเซลล โดย GPx จะอาศัย reduced glutathione 
เปน co-enzyme ซ่ึงผลิตภัณฑท่ีไดคือ oxidized glutathione นอกจากนี้ GPx ยังสามารถปกปองเซลล
จากการเกิด LPO ซ่ึง GPx จะเปนตัวเรงปฏิกิริยา organic peroxides กบั reduced glutathione ใหได 
alcohols, oxidized glutathione และนํ้า โดย GPx เปนเอนไซมท่ีพบไดในเซลลทุกเซลลของ
ส่ิงมีชีวิต (Halliwell and Gutteridge, 1999)  

 

ผลการศึกษากจิกรรม GPx ในเลือดตลอดวงจรการลอกคราบ พบวามีแนวโนมเพิ่มข้ึน
ในระยะกอนการลอกคราบ (D1-D3) ซ่ึงมีคาสูงกวาระยะปูกระดองแข็งปกติ อาจเนือ่งมาจากระยะ
กอนการลอกคราบ สัตวจําพวกครัสเตเซียจะเพิ่มความเขมขนของสารตาง ๆ ในเลือด เชน น้ําตาล 
แคลเซียม และโปรตีน เปนตน เพื่อสํารองไวใชในชวงการลอกคราบ และสําหรับการสรางเปลือก
ใหม โดยนํ้าตาลในเลือดเปนแหลงของพลังงานในกระบวนการเมทาบอลิซึม (ประจวบ, 2537) ซ่ึง
เปนกระบวนที่กอใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน นอกจากน้ีการขนถายออกซิเจนยังเกดิข้ึนมากในระยะ
กอนการลอกคราบ โดยประจวบ (2537) กลาวไววาสัตวในกลุมครัสเตเซียจะพบฮีโมไซยานิน ซ่ึง
เปนสารสีท่ีอยูในเลือดท่ีทําหนาท่ีในการจับและขนสงออกซิเจน หากพบวากจิกรรมของ GPx มี
ปริมาณสูงในระยะกอนการลอกคราบ นั่นแสดงวามีออกซิเจนปริมาณมากเชนกัน Mangum et al. 
(1985) ตรวจพบวาปูชนดิ Callinectes sapidus ในระยะกอนการลอกคราบมีระดับออกซิเจนในเลือด
เพิ่มข้ึน 

 

จากผลการศึกษากิจกรรม GPx ในเหงือกของปูระยะกอนการลอกคราบ พบวากิจกรรม
มีแนวโนมเพิม่ข้ึนเม่ือเทียบกับปูระยะกระดองแข็งปกติ ซ่ึงเหงือกทําหนาท่ีในการชวยระบายอากาศ 
โดยนํ้าเคล่ือนท่ีผานเหงือก นอกจากน้ีเหงือกยังเปนอวัยวะแรกท่ีชวยในการกรอง และดูดซึม
สารอาหารและแรธาตุตาง ๆ จากน้ําทะเลผานเหงือกไปยงัอวัยวะตางๆ เชน ตับ และเนื้อใตกระดอง 
เปนตน โดยอาศัยเลือดเปนตัวกลางในการขนสงสารอาหารและแรธาตุตาง ๆ (Xiao et al., 2002) ซ่ึง
อาจเปนไปไดวาระยะกอนการลอกคราบเปนระยะท่ีปูตองสะสมสารอาหาร กิจกรรมการทํางานของ
เหงือกจะเพิ่มสูงข้ึน เพื่อท่ีจะไดกรองอาหารและดดูซึมธาตุอาหารไดมากข้ึน เม่ือปูเขาสูระยะหลัง
การลอกคราบ (A1-B2.4) พบวากิจกรรมของ GPx มีแนวโนมเพิ่มสูงข้ึนกวาปูระยะกระดองแข็งปกติ 
ซ่ึงเหงือกอาจจะกรองเช้ือโรคและสารพิษเพิ่มมากกวาปกติ เนื่องจากเม่ือคราบเกาของปู 
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หลุดออกจากกระดองเดิม ปูจะดึงน้ําเขาสูรางกายในปริมาณท่ีมากกวาปกติ เปนผลใหมีอนุมูลอิสระ
เพิ่มมากข้ึนในเหงือก ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Luqing and Zhang (2006) ท่ีศึกษาเหงือกของ
ปูชนิด C. japonica ในขณะที่มีสารพิษ (cadmium) เขาสูรางกายปู ท่ีความเขมขน   0, 0.025 และ 
0.05 mg/l ผลการศึกษาพบวากิจกรรมของ GPx จะเพิ่มสูงท่ีความเขมขน 0.05, 0.025 และ 0 mg/l 
ตามลําดับ เนื่องมาจากเหงือกจะทําหนาท่ีในการกรองและดูดซับสารพิษนั้นไว หลังจากนัน้จะมี
กระบวนการทําลายพิษดังกลาว ซ่ึงจะมีการปลดปลอยอนุมูลอิสระออกมา ดังนั้นกิจกรรมของ GPx 
จะมีคาสูงเพื่อทําหนาท่ีกําจัดอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนใหหมดไปจากเซลล 

 

จากผลการศึกษากิจกรรมของ GPx ในตับ ผลการศึกษาพบวากจิกรรม GPx              
ในระยะหลังการลอกคราบมีแนวโนมเพิ่มข้ึน อาจเนื่องมาจากสารอาหารที่สะสมไว ถูกใชไปกบั
กระบวนการลอกคราบ และกระบวนการสรางคราบใหม บวกกับไมไดรับสารอาหารเพิ่ม เนื่องจาก
ระยะดังกลาวปูยังไมกนิอาหาร อาจเปนสาเหตุทําใหเกิดกระบวนการเผาผลาญพลังงานในตับลด
นอยลง ดังนั้นจึงทําใหระยะหลังการลอกคราบ 6-24 ช่ัวโมง มีกิจกรรมของ GPx ต่ํา แตหลังจากนัน้
กิจกรรมของ GPx ก็คอย ๆ เพิ่มข้ึน จนสูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 10 วนั ซ่ึงอาจเนื่อง            
มาจาก ปูเร่ิมมีการกินอาหารในชวงระยะดังกลาว ซ่ึงอาหารท่ีไดรับจะเปล่ียนไปเปนพลังงานตอไป 
Boonyarath et al. (2002) รายงานวาในระยะหลังการลอกคราบใหม ๆ (early post molt) ปูชนิด        
S. serrata มีปริมาณโปรตีน คารโบไฮเดรต และไกลโคเจน (Salaenoi et al., 2006b) ลดนอยลง เม่ือ
เปรียบเทียบกบัปูระยะกระดองแข็งปกติ 

 

ผลการศึกษากจิกรรม GPx ในเนื้อเยื่อใตกระดอง พบวา GPx มีกิจกรรมสูงในระยะ
กอนการลอกคราบ 2 วันอยางเดนชดั หลังจากนั้นกิจกรรม GPx จะลดลงเม่ือปูลอกคราบ เม่ือปู
พัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 3 ถึง 10 วันพบวากจิกรรม GPx เพิม่ข้ึนสูงอีกคร้ัง โดยกิจกรรม
ท่ีเพิ่มข้ึนสูงในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน อาจเนือ่งมาจากระยะดังกลาวมีอนมูุลอิสระเกิดข้ึน
มาก เนื่องมาจากการเปล่ียนแปลงโครงสรางของช้ัน cuticle (Espie and Roff, 1995)  

 

จากการศึกษากิจกรรมของ GPx ในกลามเนื้อ พบวากิจกรรมมีแนวโนมเพิ่มข้ึนใน
ระยะหลังการลอกคราบใหม ๆ (A1-A2.2) หลังจากนัน้กจิกรรม GPx จะลดลง และเพิม่ข้ึนสูงอีกคร้ัง  
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เม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน ซ่ึงในระยะน้ันกลามเนื้อมีการเคล่ือนไหวไดอยาง
คลองแคลวแลว Ana et al. (2003) รายงานวา GPx มีสวนชวยในการทําลายอนุมูลอิสระท่ีเกิดจาก
กระบวนการเผาผลาญพลังงาน เพื่อใชในการเจริญเติบโตและสรางเนือ้เยื่อในตัวออนระยะ adults 
ของสัตวกลุมครัสเตเซียหลายชนิด ไดแก กุงชนดิ M. malcolmsonii   ปูชนิด Palaemontes 
argentinus  และชนิด  Carcinus maenas  เชนเดียวกับ Jagneshwer et al. (2000) ท่ีรายงานวา GPx มี
ความสําคัญมากในการกําจดัและทําลาย H2O2 และ peroxide ท่ีเกิดขึ้นระหวางการเจริญเติบโตของ
กุงระยะ larval (zoea larvae และ post-larvae) ชนิด M. rosenbergii  

 

4.  สารตานอนุมูลอิสระ glutathione 

 

4.1  กิจกรรม glutathione ในเลือด 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในเลือดมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.02+0.01 ถึง 0.22+0.06 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 4) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 0.11+0.02 units mg protein-1 โดย
มีกิจกรรมคงท่ีในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) เทากับ 0.17+0.02 units mg protein-1 เม่ือ
เขาสูระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) พบวากิจกรรมลดลงเปน 0.07+0.01 units mg protein-1 
และกลับมาเพ่ิมข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (0.22+0.06 units mg protein-1)       
หลังจากนัน้กจิกรรมของ GSH ลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (0.06+0.02            
units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (0.07+0.02 units mg protein-1) 

-1 -1

-1

-1

-1

-1 -1

 

4.2  กิจกรรม glutathione ในเหงือก 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.47+0.04 ถึง 4.54+0.08 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 4) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 0.47+0.04 units mg protein-1 โดย
กิจกรรมเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (2.187+0.50 units mg protein-1) จนถึง
ระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (3.11+0.16 units mg protein-1) หลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง 
(A1) (1.06+0.03 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) (0.70+0.03  

-1 -1

-1

-1

-1
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ตารางท่ี 4 กิจกรรมสารตานอนุมูลอิสระ glutathione ในสวนตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปู
ทะเล 

 
กิจกรรมของ glutathione (units mg protein -1) ในสวนตาง ๆ ของปูทะเล  

ระยะ เลือด เหงือก       ตับ เน้ือเยื่อใต       
กระดอง 

 กลามเน้ือ 

0.11+0.02c 0.47+0.04a 1.38+0.14a 9.64+0.44d 12.28+0.32d กระดองแข็งปกติ (C) 

0.17+0.02d 2.18+0.50c 1.33+0.39a 7.38+0.87c 16.67+0.50e กอนลอกคราบ2สัปดาห(D1) 

0.07+0.01b 4.11+0.06e 1.22+0.34a 9.23+0.33d 10.74+0.82c กอนลอกคราบ1สัปดาห(D2) 

0.22+0.06e 3.11+0.16d 2.44+0.08b 17.88+1.05g 14.65+0.47d กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

0.06+0.02b 1.06+0.03b 6.82+0.16d 15.16+0.96f 6.16+0.17b หลังลอกคราบ 6 ชม. (A1) 

0.04+0.05b 0.55+0.04a 10.00+0.35e 2.38+0.48a 4.41+0.25a หลังลอกคราบ 12 ชม. (A2.1) 

0.05+0.07b 0.70+0.03a 5.51+0.36c 7.22+0.13c 4.58+0.24a หลังลอกคราบ 24 ชม. (A2.2) 

0.11+0.02c 4.54+0.08e 12.69+0.40e 13.21+0.11e 17.54+0.19e หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 

0.02+0.01a 1.45+0.15c 7.95+0.44d 10.89+0.89d 5.69+0.58b หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 

0.05+0.01b 4.05+0.28e 11.46+0.39e 10.25+0.33d 12.56+0.80d หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 

0.09+0.02c 1.10+0.05b 3.27+0.20b 3.86+0.09b 6.09+0.33b หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

 

0.07+0.02b 0.94+0.04b 4.65+0.18c 7.85+0.36c 6.22+0.17b 

หมายเหต:ุ   ตัวอักษร (Superscript) ในแนวต้ัง (Column) แสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ    

                   ทางสถิติ (p<0.05) 
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units mg protein--11) แตเม่ือเขาสูระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) พบวากจิกรรมเพ่ิมข้ึนเทากับ 
4.54+0.08 units mg protein-1 แลวลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 3 วนั (B2.1) (1.45+0.15 units mg 
protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วนั (B2.4) (0.94+0.04 units mg protein-1) 
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4.3  กิจกรรม glutathione ในตับ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในตับมีคาระหวาง 1.22+0.34 ถึง12.69+0.40 units mg 
protein-1 (ตารางท่ี 4) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 1.38+0.14 units mg protein-1 โดยกิจกรรมมี
คาคงท่ีในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (1.33+0.39 units mg protein-1) และระยะกอน
การลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (1.22+0.34 units mg protein-1) หลังจากนั้นกิจกรรมของ GSH 
เพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (2.44+0.08 units mg protein-1) ถึงระยะหลัง
การลอกคราบ 12 ช่ัวโมง (A2.1) (10.00+0.35 units mg protein-1) เม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอก
คราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) พบวากิจกรรมลดลงเปน 5.51+0.36 units mg protein-1 แตกลับเพิ่มข้ึนอีก
คร้ังในระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) (12.69+0.40 units mg protein-1) แลวลดลงในระยะหลัง
การลอกคราบ 3 วัน (B2.1) (7.95+0.44 units mg protein-1) จนระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 
(4.65+0.18 units mg protein-1) 
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4.4  กิจกรรม glutathione ในเน้ือเยื่อใตกระดอง 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในเนื้อเยื่อใตกระดองมีคาเฉล่ียอยูในชวง 2.38+0.48 
ถึง 17.88+1.05 units mg protein-1 (ตารางที่ 4) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 9.64+0.44 units 
mg protein-1 โดยในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมลดลงเปน 7.38+0.87 units mg 
protein-1 แลวเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (9.23+0.33units mg protein-1) ถึง
ระยะกอนการลอกคราบ 2 วนั (D3) (17.88+1.05 units mg protein-1) จากน้ันกิจกรรม GSH ลดลงใน
ระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (15.16+0.96 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอก
คราบ 10 วัน (B2.4) (7.85+0.36 units mg protein-1)  
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Glutathione in hepatopancreas
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ภาพท่ี 7  กิจกรรม glutathione ในเลือด (A) เหงือก (B) ตับ (C) ในระยะตางๆตลอดวงจรการลอก
คราบของปูทะเล 
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Glutathionec in integument
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(D) 

Glutathione in muscle
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ภาพท่ี 8 กิจกรรม glutathione ในเนื้อเยื่อใตกระดอง (D) และกลามเนื้อ (E) ในระยะตาง ๆ ตลอด
วงจรการลอกคราบของปูทะเล 
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4.5  กิจกรรม glutathione ในกลามเนื้อ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในกลามเน้ือ มีคาเฉล่ียอยูในชวง 4.41+0.25 ถึง 
17.54+0.19  units mg protein-1 ในปูกระดองแข็งปกติ (C)   เทากับ   12.28+0.32 units mg protein-1 
โดยในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมเพ่ิมข้ึนเปน 16.67+0.50 units mg protein-1 
แลวลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (10.74+0.82 units mg protein-1) เม่ือเขาสูระยะ
กอนการลอกคราบ 2 วนั (D3) พบวากิจกรรมเพ่ิมข้ึนเปน 14.65+0.47 units mg protein-1 จากนั้น
กิจกรรม GSH ลดลงในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (6.16+0.17 units mg protein-1) 
จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (4.58+0.24 units mg protein-1) แตกลับเพิม่ข้ึนอีกคร้ังใน
ระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) (17.54+0.19 units mg protein-1) แลวลดลงในระยะหลังการลอก
คราบ 3 วัน (B2.1) (5.69+0.58 units mg protein-1 ) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วนั (B2.4) พบวา
กิจกรรมลดลงเปน 6.22+0.17 units mg protein-1 ตามลําดับ 
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GSH เปนสารตานอนุมูลอิสระชนิดท่ีไมใชเอนไซม พบไดภายในเซลลของส่ิงมีชีวิต 
มีหนาท่ีในการทําลายสารที่มีพิษใหกลายเปนสารท่ีไมมีพิษ ทําใหสามารถกําจัดออกนอกรางกายได
งายข้ึน GSH ยังเปน co-enzyme ของเอนไซมหลายชนิด เชน GST GPx และ glutathione reductase 
(GR) เปนตน นอกจากน้ี GSH ยังเปนสารตานอนุมูลอิสระ ท่ีมีฤทธ์ิในการสลายอนมูุลอิสระท่ีเกิด
จากกระบวนการท่ีมีการใชออกซิเจน นอกจากน้ี GSH และวิตามินซี และวิตามินอี ยงัชวยสงเสริม
การทํางานกันดวย (Jagneshwer et al., 2000) 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม GSH ในเลือดตลอดวงจรการลอกคราบของปู พบวา GSH 
แสดงคาเดนชัดในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) ซ่ึงเปนชวงท่ีกระดองใหม (ซ่ึงอยูใตกระดอง
เกา) มีการพัฒนาข้ึน กระดองใหมท่ีเกิดขึ้นแยกออกจากกระดองเกาทําใหเกดิชองวางระหวาง
กระดองใหมและกระดองเกาอยางชัดเจน ซ่ึงเช้ือโรคและสารพิษตาง ๆ สามารถเขาสูกระดองใหม
ไดงายจากชองวางดังกลาว จงึทําใหเลือดมีกิจกรรม GSH สูงในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน ซ่ึง
จากการศึกษาของ Mohankumar and Ramasamy (2006) ท่ีตรวจสอบเลือดกุงชนิด F. indicus  
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เม่ือเหนีย่วนําดวยส่ิงแปลกปลอม ไดแกเช้ือ white spot syndrome virus (WSSV) เปนเวลา 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง ผลการศึกษาพบวา กจิกรรมของ GSH ลดลงเร่ือย ๆ ตามลําดับ และหลังจากช่ัวโมง
ท่ี 72 กุงก็ตาย แสดงถึงประสิทธิภาพการทํางานของเม็ดเลือดในการทําลายส่ิงแปลกปลอมไดลดลง
จนไมสามารถทํางานได   

 

จากการศึกษากิจกรรมของ GSH ในเหงือกตลอดวงจรการลอกคราบ พบวากจิกรรม 
GSH มีแนวโนมเพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบเม่ือเทียบกับปูระยะกระดองแข็งปกติ เนื่องจาก
ในชวงเวลาของการลอกคราบนั้นเหงือกอนัเกาของปูจะถูกลอกออกไปพรอมกับคราบเกา พอปูออก
จากคราบเกาจะดึงน้ําเขาสูรางกายในปริมาณท่ีมากกวาปกติ เม่ือน้ําผานเหงือกใหมท่ีมีลักษณะออน
นิ่ม เหงือกอาจไดรับเช้ือโรคและสารพิษงายกวาปกติ ซ่ึงกระบวนการทําลายส่ิงแปลกปลอม
ดังกลาวกอใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน Warren et al. (2005) ศึกษาระดับของ GSH ในเหงือกของหอย
Perna viridis เม่ือทดสอบดวยสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินชนิด Nodularia spumigena ผลการศึกษา
พบวาระดับ GSH เพิ่มสูงข้ึนมากกวากลุมท่ีไมไดทดสอบดวยสาหรายสีเขียวแกมนํ้าเงิน สวน 
Eduardo et al. (2005) รายงานวาเม่ือมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในเหงือกของหอยแมลงภูชนิด        Perna 
perna จะสงผลให GSH มีปริมาณสูงข้ึนเชนกัน 

 

จากผลการศึกษากิจกรรม GSH ในตับตลอดวงจรการลอกคราบ พบวาปริมาณ GSH มี
แนวโนมเพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ ซ่ึงปูหลังลอกคราบมีโครงรางท่ีนิ่ม นับเปนการเปด
โอกาสใหส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกายไดงายข้ึนโดยผานทางโครงรางท่ีนิ่ม  ดังนั้นเช้ือโรคตาง ๆ 
อาจเขาไปสะสมอยูในตับ ซ่ึง Burgents et al. (2005) รายงานวา พบแบคทีเรียเปนจาํนวนมากในตับ
ของกุงชนิด Litopenaeus vannamei นอกจากน้ี Vogan et al. (2001) ยงัรายงานวาในตับของปูชนิด 
Cancer pagurus พบรองรอยของกระบวนการทําลายเช้ือโรคแบบ encapsulation ซ่ึงเปนการทําลาย
เช้ือโรคแบบหอหุมของเซลลเม็ดเลือด โดยเซลลเม็ดเลือดจะหอมลอมเช้ือโรคแลวเกิดเปนปมขนาด
ใหญ Rameshthangam and Ramasamy (2006) รายงานวาเม่ือมีเชือ้โรคเขาสูรางกายกุงชนิดP. 
monodon จะพบระดับของ GSH ท่ีตับ มากกวาในกลามเนื้อ และหวัใจ เนื่องมาจากตับเปนแหลง
สะสมของเช้ือโรคตาง ๆ  
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ผลการศึกษากจิกรรม GSH ในเนื้อเยือ่ใตกระดองตลอดวงจรการลอกคราบของปู  
พบวา มีแนวโนมเพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ เนื่องจากระยะกอนการลอกคราบปูจะมีการ
ยอยสลาย และการดึงกลับของสารอินทรียจากกระดองเกา เพื่อเก็บไวใชในการสรางกระดองใหม 
Mangum  et al. (1985) พบวาในระยะกอนการลอกคราบ บริเวณเนือ้เยื่อใตกระดองจะมีปฏิกิริยา
ของการยอยสลายโครงสรางเดิมและการสรางกระดองใหมเกิดข้ึน ดังนั้นจึงพบระดับของ GSH สูง 

ตามไปดวย ซ่ึง Boonyarath et al. (2002) พบวาในช้ัน epidermal ของเนื้อเยื่อใตกระดองมีการสะสม
คารโบไฮเดรต ในระยะกอนการลอกคราบมากกวาในระยะหลังการลอกคราบ และยังพบการสะสม
ของไคติน ในช้ัน epidermal ในระยะกอนการลอกคราบมากกวาระยะหลังการลอกคราบอีกดวย  

 

สวนในกลามเนื้อพบกิจกรรม GSH สูงสุดในระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน ซ่ึง
เนื่องมาจากในระยะกอนการลอกคราบเปนระยะสะสมสารอาหารของปู และกลามเน้ือก็เปนแหลง
สะสมไกลโคเจน Boonyarath et al. (2002) รายงานวาปูทะเลชนิด S. serrata ในระยะกอนการลอก 

คราบจะมีปริมาณโปรตีน คารโบไฮเดรต และ glycosaminoglycans สูงกวาในระยะหลังการลอก
คราบ ซ่ึงทําใหมีกระบวนการเผาผลาญพลังงานสูง ดังนั้นกจ็ะกอใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนตามมา 
Jennifer and Key (2007) รายงานวา GSH มีสวนชวยในการเจริญเติบโตของกุงวยัออน ชนดิ P. 
pugio ในระยะ newly hatched larvae, 18-day larvae และระยะ juvenile ยังพบระดับ GSH เพิ่ม
สูงข้ึนตามลําดับ เนื่องมาจาก GSH ทําหนาท่ีในการกําจัดอนุมูลอิสระและทําลายสารพิษตาง ๆ ท่ีเขา
สูรางกาย นอกจากนี้ Jagnesnwer et al. 2000 ยังทําการศึกษากิจกรรม GSH หลังจากทําการ
เหนีย่วนําดวยวิตามินอีในกุง M. rosenbergii ผลการศึกษาพบวากิจกรรมของ GSH เพิ่มสูงข้ึน ซ่ึง
อาจกลาวไดวา GSH และวิตามินอี สงเสริมการทํางานซ่ึงกันละกัน โดยวิตามินอีชวยใหมี GSH                  
เพิ่มสูงข้ึน สวน GSH ชวยเรงประสิทธิภาพในการดดูซึมวิตามินอีใหอยูในรูปท่ีสามารถดูดซึมได
เร็วข้ึน (Jagneshwer et al., 2000) 

 

5.  กิจกรรม lipid peroxidation 

5.1  กิจกรรม lipid peroxidation ในเลือด  

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม LPO ในเลือดพบวามีคาเฉลี่ยอยูในชวง 0.32+0.02 ถึง 
1.50+0.10 units mg protein-1 (ตารางท่ี 5) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 0.48+0.01 units mg  -1
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ตารางท่ี 5  กิจกรรม lipid peroxidation ในสวนตาง ๆ ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 

 
กิจกรรมของ lipid peroxidation (units mg protein -1)  

ระยะ ในสวนตาง ๆ ของปูทะเล 
เลือด เหงือก       ตับ เน้ือเยื่อใต

กระดอง 
 กลามเน้ือ 

0.48+0.01b 0.22+0.09b 6.62+0.43c 2.74+0.12d 2.16+0.12d กระดองแข็งปกติ (C) 

0.73+0.02c 0.99+0.09d 14.61+0.45e 4.24+0.30e 3.40+0.23e กอนลอกคราบ2สัปดาห(D1) 

0.78+0.01c 1.48+0.08d 10.29+0.41d 3.46+0.27e 4.78+0.25f กอนลอกคราบ1สัปดาห(D2) 

1.50+0.10e 3.78+0.26e 10.21+0.61d 11.03+0.62f 3.34+0.15e กอนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

0.45+0.01b 0.33+0.02b 2.36+0.53a 1.42+0.04c 1.47+0.12b หลังลอกคราบ 6 ชม. (A1) 

0.89+0.04d 0.68+0.01c 1.78+0.33a 1.43+0.05c 1.46+0.04b หลังลอกคราบ 12 ชม. (A2.1) 

1.03+0.04d 0.08+0.09a 1.41+0.09a 1.55+0.06c 1.01+0.03a หลังลอกคราบ 24 ชม. (A2.2) 

1.11+0.03d 6.35+0.25f 4.98+0.39b 0.43+0.03a 1.5+0.06b หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) 

0.32+0.02a 0.47+0.03c 2.96+0.25a 0.46+0.02a 1.13+0.05a หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) 

0.52+0.04b 2.68+0.12e 3.21+0.10a 0.76+0.06b 1.27+0.09b หลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) 

0.53+0.03b 1.08+0.10d 1.31+0.05a 1.77+0.07c 1.99+0.17d หลังลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

หลังลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

  

0.91+0.08d 1.27+0.06d 3.43+0.06a 0.74+0.03b 1.75+0.05c 

หมายเหต:ุ   ตัวอักษร (Superscript) ในแนวต้ัง (Column) แสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

                   ทางสถิติ (p<0.05) 
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protein--11 กิจกรรม LPO เพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.73+0.02 units mg 
protein-1) ถึงระยะกอนการลอกคราบ 2 วนั (D3) (1.50+0.10 units mg protein-1) และลดลงในระยะ
หลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (0.45+0.01 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 
วัน (B2.4) (0.91+0.08 units mg protein-1) 

-1 -1

-1

-1

 

5.2  กิจกรรม lipid peroxidation ในเหงือก 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม LPO ในเหงือกมีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.08+0.09 ถึง 6.35+0.25 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 5) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 0.22+0.09 units mg protein-1 โดย
ในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) (0.99+0.09 units mg protein-1) เพิ่มข้ึนจนถึงระยะกอน 
การลอกคราบ 2 วัน (D3) (3.78+0.26 units mg protein-1) แลวลดลงในระยะหลังการลอกคราบ         
6 ช่ัวโมง (A1) (0.33+0.02 units mg protein-1) ถึงระยะหลังการลอกคราบ 24 ช่ัวโมง (A2.2) 
(0.08+0.09 units mg protein-1) แตกิจกรรมเพิ่มข้ึนในระยะหลังการลอกคราบ 2 วัน (B1) (6.35+0.25 
units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) (1.08+0.10, 1.27+0.06 units mg 
protein-1) 

-1 -1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

 

5.3  กิจกรรม lipid peroxidation ในตับ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม LPO ในตับมีคาเฉล่ียอยูในชวง 1.31+0.05 ถึง 14.61+0.45 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 5) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 6.62+0.43 units mg protein-1 โดย
ในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) 14.61+0.45 units mg protein-1 มีกิจกรรมเพิ่มข้ึน ถึงกอน
การลอกคราบ 2 วัน (D3) 10.21+0.61 (unit mg protein-1) หลังจากนั้นกจิกรรม LPO ลดลง ในระยะ
หลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (2.36+0.53 unit mg protein -1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 
วันกจิกรรมเพิม่ข้ึนเปน 3.43+0.06 unit mg protein –1 

-1 -1

-1
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5.4  กิจกรรม lipid peroxidation ในเนื้อเยื่อใตกระดอง  

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม LPO ในเนื้อเยื่อใตกระดอง มีคาเฉล่ียอยูในชวง 11.03+0.62 
ถึง 0.43+0.03 units mg protein-1 (ตารางท่ี 5) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 2.74+0.12 units mg 
protein-1 โดยในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาห (D1) กิจกรรมเพิ่มข้ึนเปน 4.24+0.30 units mg 
protein-1 และลดลงในระกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห (D2) (3.46+0.27 units mg protein-1) กิจกรรม 
LPO เพิ่มข้ึนมากในระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน (D3) (11.03+0.62 units mg protein-1) หลังจาก
นั้นกิจกรรมลดลงคงท่ีในระยะหลังการลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (1.42+0.04 units mg protein-1) 
จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน (B2.4) พบวากจิกรรมลดลงเปน 0.74+0.03 units mg protein-1 

-1

-1

-1 -1

-1

-1

-1

 

5.5  กิจกรรม lipid peroxidation ในกลามเนื้อ 

 

จากการวิเคราะหกจิกรรม LPO ในเนื้อเยื่อใตกระดอง มีคาเฉล่ียอยูในชวง 1.01+0.03 ถึง 4.78+0.25 
units mg protein-1 (ตารางท่ี 5) ในปูกระดองแข็งปกติ (C) เทากับ 2.16+0.12 units mg protein-1  โดย
ในระยะกอนการลอกครบ 2 สัปดาห (D1) 3.40+0.23, 4.78+0.25 units mg protein-1 ถึงระยะกอน
การลอกคราบ 2 วัน (D3) (3.34+0.15 units mg protein-1) หลังจากนัน้กิจกรรมลดลงในระยะหลัง
การลอกคราบ 6 ช่ัวโมง (A1) (1.47+0.12 units mg protein-1) จนถึงระยะหลังการลอกคราบ 10 วัน 
(B2.4) (1.75+0.05 units mg protein-1) 

-1 -1

-1

-1

-1

-1

 

LPO เปนกระบวนการท่ีอนุมูลอิสระเขาทําลายไขมันชนิดตาง ๆ เชน triglyceride, 
diglyceride และ phospholipid รวมถึงกรดไขมันไมอ่ิมตัว เชน linoleic acid, linolenic acid และ 
arachidonic acid ทําใหได lipid peroxides โดย lipid peroxides เปนผลิตภัณฑอันดับตน ท่ีไมคงรูป 
สามารถเปล่ียนเปน 4-hydroxyalkenals และ malondialdehyde ซ่ึงเปนสารท่ีมีพิษตอเซลล โดย LPO 
สามารถบงช้ีบอกถึงปริมาณของอนุมูลอิสระในเซลลได (Yusong et al., 2003)  

 

ผลการศึกษา LPO ในเลือด ตลอดวงจรการลอกคราบ พบวากิจกรรม LPO มีแนวโนม
เพิ่มข้ึนตลอดวงจรการลอกคราบ (D1-B2.4) โดยระบบไหลเวียนเลือดของปูนั้นเปนระบบไหลเวียน  
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Lipid peroxidase in hepatopancreas
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ภาพท่ี 9  กิจกรรม lipid peroxidation ในเลือด (A) เหงือก (B) ตับ (C) ในระยะตางๆตลอดวงจรการ
ลอกคราบของปูทะเล 
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Lipid peroxidase in integument
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(D) 

Lipid peroxidase in muscle

0

1

2

3

4

5

6

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

st

un
its

/ m
g 

pr
ot

e

age

 
(E) 

 

ภาพท่ี 10  กิจกรรม lipid peroxidation ในเน้ือเยื่อใตกระดอง (D) และกลามเนื้อ (E) ในระยะตาง ๆ
ตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล 

 

เลือดแบบเปด (open circulatory system) เลือดท่ีอยูในแองเลือด (infrabranchial sinus) เปนเลือดท่ี
ไหลมาจากโพรงเลือด (haemoceal) เพื่อท่ีจะคอยสงเลือดไปยัง lamellae ของเหงือกแตละอัน และ
เสนเลือด hepatic artery ท่ีจะทําหนาท่ีในการสงเลือดจากหัวใจไปยังตับ (Ceccaldi, 1989) นอกจาก
เลือดจะทําหนาท่ีในขนสงออกซิเจนแลว เลือดยังเปนตัวกลางในการลําเลียงแรธาตุและสารอาหาร
ตาง ๆ เชน ฟอสเฟต และแคลเซียม (Cheng and Rodirick, 1975) เปนตน จากอวยัวะท่ีปลด       
ปลอยออกมา จากนั้นเลือดจะนําพาสารอาหารไปเก็บสะสมไวในอวัยวะ ท่ีทําหนาท่ีในการสะสม 

Lipid peroxidation in muscle 
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สารอาหาร หรืออาจถูกนําไปใชเปนองคประกอบในเน้ือเยื่อตาง ๆ (Morris and Greenaway, 1992)
โดยระยะกอนการลอกคราบเปนระยะท่ีปูมีการสะสมสารอินทรียและสารอนินทรีย เพื่อเก็บไวเปน
พลังงานสํารองในการลอกคราบ กระบวนการดังกลาวอาจกอใหมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนเปนจํานวน
มากจึงทําใหมีกิจกรรม LPO เพิ่มสูงข้ึนในระยะดังกลาว เชนเดยีวกับ Rameshthangam and 
Ramasamy (2006) และ Vijayavel et al. (2004) ท่ีรายงานวาเม่ือมีอนมูุลอิสระเพ่ิมข้ึนในเลือดของ
กุงชนิด P. monodon และปูชนิด S. serrata กิจกรรมของ LPO จะเพิ่มสูงข้ึนเชนกนั  

 

ผลการศึกษากจิกรรมของ LPO ในเหงือกตลอดวงจรการลอกคราบของปู พบวา
กิจกรรม LPO มีแนวโนมเพิม่ข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ และระยะหลังการลอกคราบกิจกรรม
คอนขางแปรปรวน เหงือกของปูมีโครงสรางเปนแขนง ลักษณะของเหงือกเปนเสนหรือมีลักษณะ
คลายซ่ีเปนจํานวนมากเรียงตัวอยูรอบ ๆ แกนเหงือก Chen et al. (1974) รายงานวาแคลเซียมสวน
ใหญในตัวปูไดมาจากน้ําทะเลเพื่อนําไปใชในกระบวนการตาง ๆ โดยนํ้าทะเลผานทางชองเปดท่ีอยู
บริเวณรอยตอของโคนขาและกระดอง ซ่ึงนํ้าทะเลจะเขาสูตัวปูโดยการผานทางเหงือก จากนั้นจะถูก 
ขับออกทางปาก ซ่ึงปูจะมีการดึงแคลเซียมจากนํ้าทะเลนาํไปเก็บสะสมไวในอวยัวะตาง ๆ (Morris 
and Greenaway, 1992) เพื่อรอนําเอาไปใชในกระบวนการเพ่ิมความแข็งใหกระดองในระยะหลัง
การลอกคราบ นอกจากนัน้เหงือกยังเปนอวัยวะท่ีสัมผัสกับน้ําโดยตรง ซ่ึงอาจทําใหตองสัมผัสกับ
เช้ือโรคและสารพิษตางดวย Pinho et al. (2005) ศึกษาเหงือกของปูชนิด  C. granulatus เม่ือ
เหนีย่วนําดวย cyanobacteria ชนิด Microcystis aeruginosa เม่ือผานไป 7 วันพบวา กิจกรรมของ 
LPO เพิ่มสูงข้ึน เนื่องมาจากมีอนุมูลอิสระปริมาณมากในเหงือก ซ่ึงแตกตางจาก Carolina et al. 
(2007) ท่ีรายงานวาเม่ือนําปูชนิด P. granulose มาวางบนท่ีแหงเปนเวลา 3 ช่ัวโมง  พบวากิจกรรม 
LPO ลดลง 

 

ผลการศึกษากจิกรรมของ LPO ในตับตลอดวงจรการลอกคราบของปูทะเล พบวา         
ระยะกอนการลอกคราบมีแนวโนมของกจิกรรมเพิ่มข้ึน และเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอก
คราบพบวากิจกรรมลดลงเม่ือเทียบกับปูระยะปกติ โดยตับนั้นเปนอวัยวะท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวของกับ 
metabolism ของสารอินทรียและสารอนินทรีย (Phillips et al., 1997) และยังทําหนาท่ีในการสะสม
สารอาหาร เชน ไกลโคเจน ลิพิด (Verri et al., 2001) และการยอยสลายของโปรตีนโดยเอนไซม 
proteinase ยังเกิดข้ึนท่ีตับดวยดวย ซ่ึงกระบวนการตาง ๆ เหลานั้นลวนกอใหมีอนมูุลอิสระเกิดข้ึน
ท้ังส้ิน โดยระยะกอนการลอกคราบเปนระยะท่ีปูสะสมอาหาร เพื่อเก็บไวใชเปนพลังงาน                                              
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สํารอง (Chang, 1995) Adalto and Monserrat et al. (2007) และ Pinho et al. (2003) รายงานวา
อนุมูลอิสระกอใหมีกจิกรรม LPO เพิ่มสูงข้ึนในตับของปูชนิด C. granulatus โดย LPO เปนดัชนี
บงช้ีถึงปริมาณของอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในตับได 

 

สวนเนื้อเยื่อใตกระดอง พบวากิจกรรมของ LPO มีแนวโนมเพิ่มสูงข้ึนในระยะกอน
การลอกคราบ และมีแนวโนมลดลงในระยะหลังการลอกคราบ ซ่ึงมีลักษณะของกิจกรรมเชนเดียวท่ี
แสดงออกในตับ  เนื้อเยื่อใตกระดองประกอบดวยช้ันตาง ๆ หลายช้ัน เชน basement membrane  
เปนช้ันในสุดของเน้ือเยื่อใตกระดอง  ช้ัน epidermis เปนช้ันท่ีทําหนาท่ีในการขับสารตาง ๆ เพื่อท่ี
ช้ัน cuticle จะนําสารตาง ๆ เหลานั้นไปใชในกระบวนการสรางโครงรางใหแข็งข้ึน สวนช้ัน cuticle 
เปนช้ันท่ีจะเกดิการยอยสลายของกระดองเกาและสรางกระดองใหม (Sugumaran, 1996) ในระยะ
หลังการลอกคราบ โดยจะเกิดปฏิกิริยาการจับตัวกนัระหวางโปรตีนกบัไคติน ซ่ึงช้ัน cuticle 
ประกอบดวย 4 ช้ันยอยดวยกันคือช้ัน epicuticle เปนช้ันท่ีอยูนอกสุดมี ไขมัน โปรตีน และ calcium 
salt เปนสวนประกอบ ถัดมาเปนช้ันท่ีมีไคติน และโปรตีนเปนองคประกอบคือช้ัน exocuticle และ 
ช้ัน endocuticle และสุดทายเปนช้ัน membranous layer (Rosomer and Stoffolano, 1998) โดยท่ี
เนื้อเยื่อใตกระดองช้ัน epidermis จะปลดปลอยเอนไซมออกมายอยสลายโปรตีนในช้ัน    
endocuticleใหไดโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กจนสามารถดูดซึมเก็บไวใชในระยะหลังการลอกคราบ (Espie 
and Roff, 1995) กระบวนการเปล่ียนแปลงของช้ันดังกลาวเกิดข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ ซ่ึง
เปนกระบวนการท่ีมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน ดงันั้นกิจกรรม LPO จึงมีคาสูงในระยะกอนการลอกคราบ 

 

กิจกรรมของ LPO ในกลามเนื้อ พบวากิจกรรมมีแนวโนมสูงในระยะกอนการลอก
คราบ และลดลงในระยะหลังการลอกคราบ โดยกิจกรรมของ LPO มีคาสูงสุดในระยะกอนการลอก
คราบ 1 สัปดาห เนือ่งจากระยะดงักลาวปูยังมีการเคล่ือนท่ีและกินอาหารเปนปกติ ซ่ึงจะมี
กระบวนการใชออกซิเจนโดยสลายไกลโคเจนท่ีอยูในกลามเนื้อ เพื่อใหไดเปนพลังงานออกมาใช
การเคล่ือนไหวตอไป ซ่ึง Carolina et al. (2007) ศึกษากลามเนื้อปูชนิด P. granulose โดยแบงปู
ออกเปน 2 กลุม กลุมแรกใหปูอยูในน้ําทะเล ซ่ึงปูเคล่ือนท่ีในน้าํอยางคลองแคลว และปราดเปรียว
ไดตามปกติ กลุมท่ีสองนําปูไปวางไวบนท่ีแหง (aerial exposure) ซ่ึงปูจะเคล่ือนท่ีบางแตไมคอย
มาก สวนใหญจะอยูนิ่ง ๆ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ผลการศึกษาพบวาหลัง 3 ช่ัวโมง ไปแลวในกลุมแรกมี
กิจกรรมของ LPO ในกลามเน้ือสูงกวากลุมท่ีสองท่ีมีกิจกรรมของการเคล่ือนท่ีนอย เนื่องมาจากไม
มีอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนจากการใชพลังงานในการเคล่ือนไหว  
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สรุป 

 

1.  กิจกรรมของ catalase (CAT) ในเลือด เหงือก ตับ เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ มี
คาเฉล่ียอยูในชวง 0.56+0.32 ถึง 3.30+0.47,  0.52+0.21 ถึง 8.42+0.36,  5.07+0.18 ถึง 56.58+0.31,  
8.05+0.38 ถึง 22.91+1.11 และ  4.65+0.10 ถึง 32.88+0.99 units mg protein-1 CAT ซ่ึงมีหนาท่ี
ทําลายอนุมูลอิสระจําพวกไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) มีกิจกรรมคอนขางสูงในตับและ
กลามเนื้อ โดยเฉพาะกิจกรรมในตับมีคาสูงมากในระยะกอนการลอกคราบ 2 สัปดาหจนถึงกอน
ลอกคราบ 2 วัน และระยะหลังการลอกคราบ 3 วัน และ 5 วัน และกจิกรรมในระยะกอนการลอก
คราบมีคาสูงกวาปูระยะกระดองแข็งปกติ   

-1

 

2.  กิจกรรมของ glutathione-S-transferase (GST) ในเลือด เหงือก ตบั เนื้อเยื่อใตกระดอง 
และกลามเนื้อ มีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.08+0.05 ถึง 1.27+0.13, 0.46+0.09 ถึง 10.09+0.74, 18.90+0.75 
ถึง 133.93+0.63, 4.01+0.17 ถึง 10.79+0.23 และ 1.97+0.23 ถึง 8.09+0.07 units mg protein-1 GST 
ซ่ึงทําหนาท่ีกําจัดอนุมูลอิสระไดหลายชนดิและมีความสําคัญในการบํารุงรักษาเซลล แสดงกิจกรรม
สูงสุดในตับ ท้ังนี้กิจกรรมของ GST ในเลือด ตับ เหงือก เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ มีคาสูง
ท้ังในระยะกอนการลอกคราบและระยะหลังการลอกคราบ  

-1

 

3.  กิจกรรมของ glutathione peroxidase (GPx)  ในเลือด เหงือก  ตบั เนื้อเยื่อใตกระดอง 
และกลามเนื้อ มีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.23+0.03 ถึง 1.67+0.06, 0.34+0.16 ถึง 3.97+0.53, 2.78+0.60 
ถึง 34.02+0.43,  1.17+0.13 ถึง 15.58+0.53 และ 0.78+0.01 ถึง 6.93+0.17 units mg protein-1 
ตามลําดับ GPx ซ่ึงทําหนาท่ีในการกําจดัและทําลายอนุมูลอิสระท่ีเกดิจากกระบวนการท่ีมีการใช
ออกซิเจนนัน้ พบวากิจกรรมจะคอย ๆ เพิ่มข้ึนในระยะกอนการลอกคราบ และเม่ือปูลอกคราบ
กิจกรรมจะลดลงทันทีและจะเพิ่มข้ึนอีกคร้ังหลังการลอกคราบ กิจกรรมสวนใหญแสดงออกในตับ
และเนื้อเยื่อใตกระดอง   

-1
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4.  กิจกรรมของ glutathione (GSH) ในเลือด เหงือก ตับ เนื้อเยื่อใตกระดอง และกลามเนื้อ  
มีคาเฉล่ียอยูในชวง 0.02+0.01 ถึง 0.22+0.06, 0.47+0.04 ถึง 4.54+0.08, 1.22+0.34                         
ถึง 12.69+0.40,2.38+0.48 ถึง 17.88+1.05 และ 4.41+0.25 ถึง 17.54+0.19 units mg protein-1 
ตามลําดับ GSH ซ่ึงมีฤทธ์ิในการสลายสารอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากกระบวนการท่ีมีการใชออกซิเจน 
พบวากจิกรรมคอนขางแปรปรวนตลอดท้ังวงจรการลอกคราบ กิจกรรมในเลือด เหงือก เนื้อเยื่อใต
กระดอง และกลามเนื้อมีคาสูงในระยะกอนการลอกคราบและหลังการลอกคราบ  

-1

 

5.  กิจกรรมของลิปดเปอรออกซิเดช่ัน (LPO) ในเลือด เหงือก ตับ เนือ้เยื่อใตกระดอง และ
กลามเนื้อในปูทะเล ตลอดวงจรการลอกคราบ  มีคาอยูในชวง 0.32+0.02 ถึง 1.50+0.10,  0.08+0.09 
ถึง 6.35+0.25, 1.31+0.05 ถึง14.61+0.45, 0.43+0.03 ถึง 11.03+0.62 และ 1.01+0.03 ถึง 4.78+0.25 
units mg protein-1 ตามลําดับ สําหรับ LPO พบวากจิกรรมในระยะกอนการลอกคราบมีแนวโนม
เพิ่มข้ึน และเม่ือปูพัฒนาเขาสูระยะหลังการลอกคราบพบวากิจกรรมลดลงเม่ือเทียบกับปูระยะปกติ     

-1

 

6. ผลการวิจัยสรุปไดวา กิจกรรมการตานอนุมูลอิสระในปูทะเลมีความเดนชัดในระยะกอน
การลอกคราบเน่ืองจากมีกระบวนการสลายสารอินทรียเพื่อนํากลับไปใชใหมเกิดข้ึน และในระยะ
หลังการลอกคราบเนื่องจากมีการสะสมสารอาหารเพ่ือสรางกระดองใหมซ่ึงกอใหเกดิอนุมูลอิสระ
มากในสองระยะดังกลาว 
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ขอเสนอแนะ 

 

1. เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมและสารตานอนุมูลอิสระท่ีศึกษาในเนื้อเยื่อตาง ๆ มี
รูปแบบคลายคลึงและคอนขางจะเปนไปในทิศทางเดยีวกัน กลาวคือ กิจกรรมมีแนวโนมมากใน
ระยะกอนการลอกคราบ และระยะหลังการลอกคราบ จากผลการวิจยัจะเห็นไดชัดวากิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ สารตานอนุมูลอิสระ และลิปดเปอรออกซิเดช่ัน แสดงออกอยางชัดเจนใน
ตับมากกวาอวยัวะอ่ืน ๆ ซ่ึงเนื่องมาจากตับเปนแหลงสะสมสารอาหาร เปนอวัยวะท่ีมี metabolism
สูง และยังทําหนาท่ีในการกรองสารพิษ และเช้ือโรคตาง ๆ ท่ีเขาสูรางกาย จากเหตุผลดังกลาวตับ
นาจะเปนตัวแทนของอวัยวะสัตวท่ีนํามาศึกษาการทํางานของเอนไซมและสารตาง ๆ ไดเปนอยางดี 
ซ่ึงจะเปนการชวยลดคาใชจายจากคาสารเคมี หรืออุปกรณตาง ๆ ท่ีเพิ่มข้ึนได หากตองการตอยอด
งานวิจยัในข้ันสูงตอไป 

 

2.  จากผลการวิจัยจะเห็นไดวาเอนไซมสารตานอนุมูลอิสระ สารตานอนุมูลอิสระ และลิปด
เปอรออกซิเดช่ันมีแนวโนมเพิ่มข้ึนสูงในระยะกอนการลอกคราบ ซ่ึงสาเหตุท่ีทําใหกิจกรรมตาง ๆ 
สูงในระยะดังกลาว อาจเนือ่งมาจากมีอนมูุลอิสระเกิดข้ึนเปนจํานวนมากจากกระบวนการท่ีเกิดข้ึน 
เนื่องจากการเปล่ียนแปลงโครงรางเกา และการสรางโครงรางใหมของปู ดังนั้นเกษตรกรผูเล้ียงปู 
ควรมีความระมัดระวังและควบคุมในเร่ืองของคุณภาพนํ้า ส่ิงแวดลอม ความเครียดตาง ๆ ท่ีมี
ผลกระทบตอปูในชวงระยะดังกลาว ซ่ึงอาจทําใหปูลอกคราบไมออก จนเปนสาเหตุใหมีการตาย
ของปูเกิดข้ึน 

 

 3.  ความเครียดและส่ิงแวดลอมเปนตัวกออนุมูลอิสระ ซ่ึงอาจเปนสาเหตุการลอกคราบไม
ออกของปู ตามปกติปูมีระบบภูมิคุมกันแบบท่ีมีมาแตกําเนิด ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดไดใน
ภายหลัง ดังน้ันถาปูเปนโรคหรือมีส่ิงผิดปกติเกิดข้ึนแลว อาจไมสามารถรักษาใหหายจากโรค
ดังกลาวไดในทัน ทวงที ดังนั้นการเสริมสารตานอนุมูลอิสระจึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการปองกัน
และสรางภูมิคุมกันใหแกปู ซ่ึงสารตานอนุมูลอิสระท่ีสรางข้ึนมาในรางกายปูอาจไมเพียงพอ ดังนั้น
การเสริมสารตานอนุมูลอิสระในรูปแบบตาง ๆ เขาไปในปูในชวงระยะเวลาท่ีเหมาะสม ท่ีปูสามารถ
นําสารตานอนมูุลอิสระไปใชใหเกดิประโยชนแกรางกายไดดีท่ีสุด โดยไมจําเปนตองเสริมสาร 
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รอยตอระหวางกระดองกับจับปง 

(A) 

 

รอยตอระหวางกระดองกับจับปง 

(B) 

 

ภาพผนวกท่ี 3  รอยตอระหวางกระดองกับจับปงของปูระยะกอนการลอกคราบ 1 สัปดาห      

และรอยตอระหวางกระดองกับจับปงของปูระยะกอนการลอกคราบ 2 วัน 
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กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) 

 

สารเคมี 

-   1.0 mg/ml BSA (stock solution) 

-   Bradford reagent 

วิธีการวิเคราะห 

1. เตรียมสารละลาย BSA เจือจางท่ีระดับความเขมขน 0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 

mg/ml ตามลําดับ จากสารละลาย BSA เขมขน (stock solution) (โดยใชน้ํากล่ันเปน 

Blank) 

2. เติม Bradford reagent ปริมาตร 1 ml ลงใน 100 μl ของสารละลายเจือจางระดับความ

เขมขนตางๆ ท่ีเตรียมไว ผสมใหเขากนั แลวบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

3. จากนั้นนําไปวัดคาดดูกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm 

4. นําผลที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm 

กับความเขมขนระดับตางๆ ของ BSA 

Standard curve of BSA 
y = 3.604x
R2

 = 0.9944
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ภาพผนวกท่ี 4  กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin 
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กราฟมาตรฐานของเอนไซม catalase และ glutathione-S-transferase 

 

y = 0.01x

R2 = 1
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ภาพผนวกท่ี 5  กราฟมาตรฐานของเอนไซม catalase 

 

0.15 

 
 

ภาคผนวกท่ี 6  กราฟมาตรฐานของเอนไซม glutathione-S-transferase 

y = 0.1 x 
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กราฟมาตรฐานของเอนไซม glutathione peroxidase และสารตานอนุมูลอิสระ glutathione 

 

 
 

ภาพผนวกท่ี 7 กราฟมาตรฐานของเอนไซม glutathione peroxiadase 

 

 
 

ภาคผนวกท่ี 8 กราฟมาตรฐานของสารตานอนุมูลอิสระ glutathione  

y = 0.001x

R2 = 1
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กราฟมาตรฐานของ lipid peroxidation product 

 

y = 0.001x

R2 = 1
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ภาพผนวกท่ี 9 กราฟมาตรฐานของ lipid peroxidation product 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
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