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การศึกษาเปรียบเทียบค่าบ่งช้ีความเครียดในปลานิลโดยการกระตุ้นให้เกิดความเครียด 2 ลักษณะ คือการ
เลียนแบบการขนส่งและการได้รับเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ในการทดลองนี้ใช้ค่าบ่งช้ีความเครียด 
3 ค่าคือ ปริมาณกลูโคสและ cortisol ในซีรั่มและระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) จาก
เหงือก การทดลองแรกจ้าลองการขนส่งโดยบรรจุปลานิลขนาดประมาณ 100 กรัมในถุงพลาสติกบรรจุน้้า 5 ลิตร
จ้านวน 5, 10 และ 20 ตัวต่อถุง (คิดเป็นน้้าหนัก 100, 200 และ 400 กรัม/น้้า 1 ลิตร) เป็นเวลา 6 ช่ัวโมงแล้วน้าไป
เลี้ยงต่อในบ่อซีเมนต์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท้าการวิเคราะห์ค่าบ่งชี้ความเครียดทั้ง 3 ที่ 0 (เมื่อขนส่งครบ 6 ช่ัวโมง), 
1, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมงหลังการขนส่ง พบว่าปริมาณกลูโคสในซีรั่มของปลาทั้ง 3 ชุดการทดลองมีแนวโน้มไปใน
ทิศทางเดียวกันคือ เพิ่มสูงขึ้นเมื่อส้ินสุดการขนส่ง 6 ช่ัวโมง จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับค่าก่อน
ทดลองเมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง โดยปริมาณกลูโคสในซีรั่มมีความสัมพันธ์กับระดับความเครียดระหว่างการ
ทดลอง (จ้านวนปลาที่บรรจุถุง) ระดับ cortisol ในซีรั่มในทุกชุดการทดลองจะค่อย ๆ เพิ่มสูงขึ้นตั้งแต่ส้ินสุดการ
ขนส่ง และยังคงสูงกว่าก่อนเริ่มการทดลองเมื่อครบ 24 ช่ัวโมง ส่วนระดับการแสดงออกของยีน HSP70 พบว่ามี
การแสดงออกสูงที่สุดเมื่อผ่านไป 6 ช่ัวโมงหลังปล่อยลงเลี้ยง จากนั้นจะลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกันทุกชุดการ
ทดลองเมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง การทดลองที่สองใช้การฉีดเช้ือ S. agalactiae เพื่อกระตุ้นให้ปลาเกิด
ความเครียด ที่ความเข้มข้น 106 และ 108 CFU/ml ส่วนชุดควบคุมฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% แล้วเลี้ยงต่อเป็นเวลา 7 
วัน และวิเคราะห์ค่าบ่งชี้ความเครียดทั้ง 3 ที่ 12, 24, 48, 72 และ 168 ช่ัวโมง พบว่าปริมาณกลูโคสในซีรั่มมีการ
เปลี่ยนแปลงคล้ายกับการทดลองแรกซ่ึงมีความสัมพันธ์กับระดับของความเครียด (ปริมาณเชื้อที่ฉีด) โดยปริมาณ
กลูโคสของปลาที่ฉีดด้วยแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 และ 12 ตามล้าดับ จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลง 
ส่วนปลาชุดควบคุมมีปริมาณกลูโคสในซีรั่มค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง ปริมาณ cortisol ในซีรั่มของปลาชุด
การทดลองที่ได้รับเชื้อเพิ่มขึ้นสูงตั้งแต่ช่ัวโมงที่ 12 หลังจากนั้นจะลดลงและเพิ่มขึ้นแตกต่างกันในแต่ละชุดการ
ทดลอง ส่วนระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในปลาที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียจะมีการแสดงออกต่้ากว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมเมื่อเวลาผ่านไป 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังการฉีดเช้ือ และแสดงออกสูงกว่าเมื่อเวลา
ผ่านไป 168 ช่ัวโมง จากผลการทดลองดังกล่าวผู้วิจัยเสนอให้ใช้ปริมาณกลูโคสในซีรั่มเป็นค่าบ่งชี้ความเครียดใน
ปลานิลที่มีสาเหตุจากการขนส่งและการได้รับเช้ือแบคทีเรียชนิด Streptococcus agalactiae เนื่องจากปริมาณ
กลูโคสในซีรั่มมีแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนและสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่เกี่ยวข้องกับ
ความเครียด รวมทั้งมีความสอดคล้องกับระดับของความเครียดมากกว่าระดับ cortisol ในซีรั่มและการแสดงออก
ของยีน Heat Shock Protein 70 
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This study was conducted to compare 3 stress indicators including serum glucose, serum cortisol and 

heat shock protein 70 (HSP70) gene expression in Nile tilapia (Oreochromis niloticus Linn.). Tilapia, average 

weight of 100 g, were stress-induced by 6 hr transport simulation and experimentally infected with pathogenic 

bacteria, Streptococcus agalactiae. For the first experiment, fish were stress-induced by placing in polystyrene 

bag containing 5 L water holding 5, 10 and 20 fish per bag (equivalent to 100, 200 and 400 g/L) for 6 hr and 

released in the tank for 24 hr.  Then, they were sampled at 0 (6 hr after transportation), 1, 6, 12 and 24 hr after 

stress induction. Serum glucose of all treatments showed similar pattern of change and appeared to be related 

with the degree of stress caused by different stocking densities. At 0 hr of sampling, serum glucose of all 

stocking densities reached peak level and then decreased to the initial level at 24 hr. Similar trend was found in 

cortisol level even though more fluctuations were observed. Cortisol of all groups increased right after 

transportation and stayed higher than initial level after 24 hr. Expression of HSP70 were highest at 6 hr in all 

densities and decreased to similar initial level at 24 hr. In the second experiment, tilapia were intraperitoneally 

injected with S. agalactiae at 106 and 108 CFU/ml and 0.85% NaCl injection was used for the control. Fish were 

sampled at 12, 24, 48, 72 and 168 hr. Similar finding was observed in which serum glucose of infected fish 

appeared to be related with the degree of stress caused by different bacterial concentration. At 24 and 12 hr of 

sampling, serum glucose of infected fish reached a peak level, respectively and decreased to the initial level at 

168 hr. Serum cortisol of infected groups increased at 12 hr post-infection and fluctuated till the end of 

sampling period at 24 hr. Expression of HSP70 gene in infected groups were lower than control at 24, 48 and 72 

hr but higher at 168 hr. The results of this study indicated that serum glucose was a reliable indicator of stress in 

Nile tilapia caused by transportation and bacterial infection due to the uniform change pattern of glucose in 

relationship with physiological condition after stress. Additionally, the serum glucose clearly showed a more 

positive correlation with the degree of stress when compared with the serum cortisol and HSP70 expression. 
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การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิล )Oreochromis niloticus Linn.) 
 

Comparison of Stress Indicators in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus Linn.) 
 

ค าน า 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus Linnaeus) เป็นปลาน้้าจืดชนิดหนึ่งที่มีการเลี้ยงกันอย่าง
แพร่หลายในประเทศไทย ด้วยเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย เจริญเติบโตเร็ว ด้ารงชีวิตอยู่ได้ทั้งในน้้าจืดและ
น้้ากร่อย อีกทั้งยังเป็นปลาที่มีรสชาติดีสามารถน้ามาประกอบอาหารได้หลากหลาย ธุรกิจการเลี้ยง
ปลานิลนั้น ใช้ระยะเวลาไม่นานก็สามารถมีผลผลิตออกสู่ตลาดได้ ตลอดจนปัจจุบันได้มีการพัฒนา
ระบบการเลี้ยงให้เลี้ยงได้หนาแน่นเพื่อเพิ่มผลผลิต อีกทั้งปลานิลยังเป็นที่นิยมของผู้บริโภค ท้าให้
เกษตรกรหันมาเลี้ยงปลานิลอย่างกว้างขวาง ปัจจุบันปริมาณผลผลิตปลานิลมีอยู่ประมาณ 200,000 
ตัน มูลค่าประมาณ 7,900 ล้านบาท ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 40 ของปริมาณการเพาะเลี้ยงปลาน้้าจืด
ทั้งหมดของประเทศไทย 

 
ปัจจุบันมีการขยายตัวของการเลี้ยงปลานิลเพิ่มมากขึ้น ท้าให้ในบางคร้ังการจัดการในเร่ือง

ต่าง ๆ ของผู้เลี้ยงยังไม่ดีพอ ท้าให้เกิดปัญหาต่าง ๆ ตามมาซึ่งสร้างความเสียหายต่อธุรกิจการ
เพาะเลี้ยงปลานิลเป็นอย่างมาก ซึ่งปัญหาที่มีความส้าคัญในปัจจุบันก็คือการเกิดโรคระบาด โดยมี
สาเหตุมาจากหลายปัจจัย ความเครียดที่เกิดขึ้นกับปลา ก็จัดเป็นปัจจัยที่มีความส้าคัญปัจจัยหนึ่งที่
เหนี่ยวน้าให้เกิดโรคระบาดขึ้นกับปลาได้ การขนส่งปลาและการเลี้ยงปลาด้วยความหนาแน่นสูง 
ล้วนแล้วแต่ส่งผลให้เกิดความเครียดขึ้นกับปลาได้ทั้งสิ้น โดยที่เมื่อปลาเกิดความเครียดก็จะมีการ
แสดงออกในหลายรูปแบบ ซึ่งค่าบ่งชี้ความเครียดในปลาก็จะมีหลายลักษณะเช่นเดียวกัน 

 
ปริมาณกลูโคส ฮอร์โมน cortisol และระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 

จัดเป็นค่าบ่งชี้ความเครียดของปลาที่มีความส้าคัญ โดยมีรายงานการศึกษาจ้านวนมากที่มีการใช้
กลูโคส และฮอร์โมน cortisol เป็นดัชนีชี้วัดความเครียด อย่างไรก็ตามควรค้านึงด้วยว่ามีปัจจัย
มากมายที่ส่งผลกระทบต่อการตอบสนองต่อความเครียด เมื่อพิจารณาที่การตอบสนองในระดับ
เซลล์ต่อสาเหตุที่ท้าให้เกิดความเครียด การตอบสนองในระดับเซลล์ประกอบด้วยการเปลี่ยนแปลง
โปรตีนบางชนิด เช่น การสังเคราะห์ Heat Shock Protein ซึ่งในสิ่งมีชีวิตที่ได้รับความเครียดพบว่ามี
การผลิต Heat Shock Protein เพิ่มมากขึ้น 
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ด้วยมีสาเหตุของความเครียดหลายลักษณะที่เกิดขึ้นได้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า เช่น การ
ขนส่ง การสัมผัสกับปลาเพื่อกิจกรรมบางอย่าง เช่น การฉีดฮอร์โมน หรือการให้วัคซีน และการเกิด
โรค เป็นต้น ซึ่งสัตว์น้้าอาจมีการตอบสนองแตกต่างกันไป ปัจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ตอบสนองต่อความเครียดของสัตว์น้้าในประเทศไทยน้อยมาก ดังนั้นข้อมูลพื้นฐานเหล่านี้จะเป็น
ประโยชน์อย่างยิ่งเพื่อให้เกิดความเข้าใจถึงการปรับตัวทางสรีรของปลานิลต่อความเครียดลักษณะ
ต่าง ๆ ซึ่งสามารถน้าไปศึกษาต่อยอดในการจัดการสุขภาพของสัตว์น้้าต่อไป การวิจัยครั้งน้ีมุ่งเน้น
การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้สภาพความเครียดของปลานิลจากการกระตุ้นให้เกิดความเครียดลักษณะ 
ต่าง ๆ เพื่อก้าหนดค่าบ่งชี้ความเครียดที่น่าเชื่อถือ และน้าไปใช้ในการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการ
จัดการสุขภาพปลานิลในการเพาะเลี้ยงต่อไป 
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วัตถุประสงค ์

 
1. เพื่อเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียด (stress indicators) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิด

ความเครียดโดยการจ้าลองการขนส่งที่ความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
2. เพื่อเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียด (stress indicators) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิด

ความเครียดโดยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
3. ก้าหนดค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่มีความน่าเชื่อถือ และเหมาะสมกับสาเหตุของ

ความเครียดลักษณะต่าง ๆ 
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การตรวจเอกสาร 
 

ปลานิล 
 
อนุกรมวิธานของปลานิล 

 
ปลานิล (Oreochromis niloticus, Linn.) เป็นปลาชนิดหนึ่งใน 16 ชนิดของครอบครัว 

Cichlidae มีรูปร่างและพฤติกรรมคล้ายคลึงกับปลาหมอเทศ (Tilapia mossambica Peters) หรือ Java 
tilapia โดยถิ่นฐานดั้งเดิมของปลาในครอบครัวน้ีอยู่ในทวีปแอฟริกา พบทั่วไปตามหนอง บึง และ
ทะเลสาป ในประเทศซูดาน อูแกนดา แทนแกนยิกา เป็นต้น (ชาญชัย, 2522) ส้าหรับประเทศไทย 
เจ้าฟ้าชายอาคิฮิโตได้จัดส่งปลานิลจ้านวน 50 ตัว มาทูลเกล้าฯ ถวายพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัว
เมื่อปี พ.ศ. 2508 (สุปราณี, 2550) เน่ืองจากปลานิลเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย ทนต่อสภาพแวดล้อมต่าง ๆ 
ได้ดี พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวจึงมอบหมายให้กรมประมงท้าการเผยแพร่ และส่งเสริมให้มีการ
เลี้ยงปลานิลจนมีการเลี้ยงอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 

 
อนุกรมวิธานของปลานิล 

 
  Kingdom Animalia 
   Phylum  Chordata 
    Class  Actinopterygii 
     Order  Perciformes 
      Family  Cichilidae 
       Genus  Oreochromis 
        Species  niloticus 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ Oreochromis niloticus 
 
 
 
 



5 
 

  

ลักษณะท่ัวไปของปลานิล 
 

ปลานิลมีล้าตัวสั้น แบนข้าง ลักษณะพิเศษของปลานิลคือ ริมฝีปากบนและล่างเสมอกัน ซึ่ง
ปลาชนิดอ่ืน ๆ มักจะมีริมฝีปากบนสั้นกว่าริมฝีปากล่าง บริเวณแก้มมีเกล็ด 4 แถว สีของล้าตัว
เปลี่ยนไปตามสภาพแวดล้อมของแหล่งที่อยู่อาศัยคือต้ังแต่สีด้าอ่อนจนถึงสีเขียวด้า ท้องสีขาว ที่
ล้าตัวมีลายพาดขวางประมาณ 9-10 แถบตั้งแต่หัวจรดโคนหาง แม้แต่ลูกปลาก็มีลายพาดขวางนี้เห็น
ชัดเจนไม่น้อยกว่า 7 แถบทั้งเพศผู้และเพศเมีย แต่เพศเมียสีจะจางกว่าเพศผู้มาก ครีบหลัง ครีบก้น 
และครีบหางมีจุดสีขาวและเส้นสีด้าตัดขวาง มีเกล็ด 3 แถวที่บริเวณแก้ม และอีก 1 แถวที่บริเวณ
เหนือเส้นข้างล้าตัวเล็กน้อย ครีบหลังมีอันเดียวยาวจรดถึงคอดหาง ครีบหลังประกอบด้วยก้านครีบ
แข็ง 15-18 อัน และก้านครีบอ่อน 12-14 อัน ครีบก้นประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 3 อัน และก้านครีบ
อ่อน 9-10 อัน ครีบหางตัดตรง บนแถบเส้นข้างล้าตัวมีเกล็ด 33 เกล็ด ทางด้านข้างมีเกล็ดตามแนว
เฉียงจากตอนต้นของครีบหลังลงมาถึงเส้นข้างล้าตัว 5 เกล็ด และจากเส้นข้างล้าตัวลงมาถึงส่วนหน้า
ของครีบก้น 13 เกล็ด ตรงกลางเกล็ดมีสีเข้ม บริเวณปลายอ่อนของครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางมี
จุดสีขาวและเส้นสีด้าตัดขวางดูคล้ายลายข้าวตอกอยู่โดยทั่วไป ที่กระดูกแก้มมีจุดสีเข้มอยู่ 1 จุด 
ลักษณะฟันบริเวณขากรรไกรและคอหอยจะมีหลายขนาด ต้ังแต่ค่อนข้างหยาบจนถึงละเอียด 
เหงือกมีซี่กรองประมาณ 15-17 อัน ปลานิลเมื่อมีอายุได้ประมาณ 3 เดือนเศษจะเร่ิมมีลักษณะ
แตกต่างทางเพศ ปลานิลที่พบมีขนาดใหญ่ที่สุดมีน้้าหนักประมาณ 2.5 กิโลกรัม (อุดม, 2549) 
 
 ปลานิลมีนิสัยชอบอยู่รวมกันเป็นฝูง มีความอดทนและปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี 
ตามปกติรูปร่างภายนอกของปลานิลเพศผู้และเพศเมียจะมีลักษณะคล้ายคลึงกันมาก แต่จะสังเกต
ลักษณะเพศได้โดยการดูอวัยวะเพศที่บริเวณใกล้กับช่องทวาร โดยเพศผู้จะมีอวัยวะเพศลักษณะ
เรียวยาวยื่นออกมา ส้าหรับเพศเมียมีลักษณะของอวัยวะเพศเป็นรูค่อนข้างใหญ่และกลม ขนาดปลา
ที่จะแยกเพศได้ชัดเจนต้องเป็นปลาที่มีขนาดยาวตั้งแต่ 10 เซนติเมตรขึ้นไป ส้าหรับปลาที่มีขนาดโต
เต็มที่สามารถสังเกตเพศได้ด้วยการดูสีที่ล้าตัว โดยสีบริเวณใต้คางและล้าตัวของปลาเพศผู้จะมีสีเข้ม
กว่าปลาเพศเมีย เมื่อถึงฤดูผสมพันธุ์สีจะยิ่งเข้มขึ้น (สุปราณี, 2550) 
 
 ตามธรรมชาติแล้วปลานิลชอบอาศัยอยู่รวมกันเป็นฝูง (ยกเว้นเวลาสืบพันธุ์) ตามแม่น้้า บึง 
ล้าคลอง ทะเลสาบ ที่เป็นแหล่งน้้าจืด แต่สามารถน้าไปเลี้ยงในบริเวณที่เป็นน้้ากร่อยได้ เนื่องจากมี
ความทนทานต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมได้ดี สามารถมีชีวิตอยู่ได้ในช่วงการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิกว้างมากคือต้ังแต่ 11-42 องศาเซลเซียส แต่ในอุณหภูมิต่้ากว่า 10 องศา-
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เซลเซียส พบว่าปลานิลปรับตัวและเจริญเติบโตได้ไม่ดีนัก ทั้งนี้เป็นเพราะถิ่นก้าเนิดเดิมของปลา
ชนิดน้ีอยู่ในเขตร้อน ส่วนความทนทานของปลานิลต่อความเป็นกรด - ด่างของน้้า โดยเจริญเติบโต
ได้ดีในช่วง pH 6.5-8.5 ปลานิลจะเร่ิมตายในน้้าที่มี pH 6.5-5.5 เฉลี่ย 10% และที่ pH 5.5-4.5 เฉลี่ย 
70% และตายหมดที่ pH 4.5-3.5 นอกจากนี้ปลานิลยังมีความทนทานต่อความเค็มของน้้า โดยอยู่ได้
ปกติในน้้าที่มีความเค็มสูงสุด 20 ส่วนในพันส่วน ซึ่งนับว่าเป็นปลาที่เหมาะจะน้าไปเลี้ยงในบ่อดิน
ได้เป็นอย่างดี (อุดม, 2549) 
 
การแพร่ขยายพันธุ์ 
 
 ปลานิลสามารถแพรพ่ันธุ์ได้ตลอดปี โดยปกติวงจรการสืบพันธุ์วางไข่ของปลานิลจะใช้
เวลาประมาณ 1 เดือน แต่อาจจะไม่เกิดขึ้นทุกเดือน ขึ้นอยู่กับความสมบูรณ์ของแม่ปลาและ
สภาพแวดล้อม (คีรี, 2542) เน่ืองจากขนาด อายุและช่วงการสืบพันธุ์ของปลาแต่ละตัวจะแตกต่างกัน
ไปตามสภาพแวดล้อม และสภาพทางสรีรวิทยาของปลาเอง โดยพบว่าปลานิลจะเร่ิมมีพัฒนาการ
ของไข่และน้้าเชื้อเมื่อมีความยาวประมาณ 6.5 เซนติเมตร 
 
 ในช่วงผสมพันธุ์วางไข่ ปลานิลเพศผู้จะแยกออกจากฝูงแล้วเร่ิมสร้างรัง โดยเลือกบริเวณ
เชิงลาดหรือก้นบ่อที่มีระดับน้้าลึกระหว่าง 0.5-1 เมตร วิธีการสร้างรังนั้นปลาจะปักหัวลงโดยตัว
ของมันจะอยู่ในระดับตั้งฉากกับพื้นดิน แล้วใช้ปากพร้อมกับการเคลื่อนไหวของล้าตัวเขี่ยดิน
ตะกอนออก จากนั้นจะอมดินตะกอนและงับเศษสิ่งของต่าง ๆ ออกไปทิ้งนอกรัง ท้าเช่นนี้จนกว่าจะ
ได้รังที่มีลักษณะค่อนข้างกลม เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 20-25 เซนติเมตร ลึกประมาณ 3-6 
เซนติเมตร ความกว้างและความลึกของรังที่ใช้วางไข่ขึ้นอยู่กับขนาดของพ่อปลา หลังจากสร้างรัง
เสร็จเรียบร้อยแล้ว มันจะไล่ปลาตัวอ่ืน ๆ ให้ออกไปนอกรัศมีของรังประมาณ 2-3 เมตร 
ขณะเดียวกันพ่อปลาที่สร้างรังจะแผ่ครีบหลัง และอ้าปากกว้างในขณะที่มีปลาเพศเมียว่ายน้้าเข้ามา
ใกล้ ๆ รัง และเมื่อเลือกปลาเพศเมียได้ถูกใจแล้วจะแสดงอาการจับคู่กัน โดยใช้หางดีดและกัดกัน
เบา ๆ การเคล้าเคลียดังกล่าวใช้เวลาไม่นานนัก ปลาเพศผู้จะใช้บริเวณหน้าผากดุนที่ใต้ท้องของปลา
เพศเมียเพื่อเป็นการกระตุ้นเร่งเร้าปลาเพศเมียให้วางไข่ ซึ่งปลาเพศเมียจะวางไข่คร้ังละ 10-15 ฟอง 
ปริมาณไข่ที่วางรวมกันแต่ละคร้ังมีประมาณ 50-600 ฟอง ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับขนาดของแม่ปลา เมื่อปลา
เพศเมียวางไข่แต่ละคร้ัง ปลาเพศผู้จะว่ายน้้าไปเหนือไข่พร้อมกับปล่อยน้้าเชื้อลงไป จากนั้นปลาเพศ
เมียจะเก็บไข่ที่ได้รับการผสมแล้วไว้ในปาก ท้าเช่นน้ีจนกว่าการผสมพันธุ์แล้วเสร็จ โดยใช้เวลา 1-2 
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ชั่วโมง ปลาเพศเมียจะว่ายออกจากรังส่วนปลาเพศผู้จะคอยหาโอกาสเคล้าเคลียกับปลาเพศเมียตัว
อ่ืนต่อไป 
 
 ไข่ที่ปลาเพศเมียอมไว้ในปากจะมีพัฒนาการขึ้นเป็นล้าดับ ไข่ปลานิลเป็นประเภทไข่จม ไม่
มีสารเหนียว มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1.8-2.0 มิลลิเมตร ถุงไข่แดงมีขนาดใหญ่ ไข่จะฟัก
เป็นตัวภายในเวลา 4 วัน ในน้้าที่อุณหภูมิ 27-28 องศาเซลเซียส ไข่ปลานิลจะพัฒนาเป็นปลานิลตัว
อ่อน 5 ระยะ คือ 
 

ระยะที่ 1 ไม่มีตา (Uneyed) ระยะนี้ไข่ยังคงเป็นสีเหลืองอ่อนตลอดทั้งฟอง ยังไม่มี
พัฒนาการใด ๆ ให้เห็น 

 
 ระยะที่ 2 มีตา (Eyed) ไข่ยังคงมีสีเหลือง และมีจุดตาสีด้า 
 

ระยะที่ 3 ก่อนฟักเป็นตัว (Pre-hatch) เป็นระยะที่ไข่เปลี่ยนเป็นสีน้้าตาล มีการพัฒนาจน
สังเกตเห็นส่วนตาและหางชัดเจน 

 
ระยะที่ 4 ฟักเป็นตัวอ่อน (Hatch fry หรือ Yolk sac fry) เป็นระยะที่ลูกปลาฟักออกเป็นตัว

และยังมี ถุงไข่แดงติดอยู่ 
 

 ระยะที่ 5 ตัวอ่อนที่ว่ายน้้า (Swim-up fry) เป็นระยะที่ถุงไข่แดงยุบและลูกปลาสามารถว่าย
น้้าได้ 
 
 แม่ปลาฟักไข่ในปากโดยการขยับปากให้น้้าไหลเข้าออกในช่องปากอยู่เสมอ เพื่อช่วยให้ไข่
ที่อมไว้ได้รับน้้าที่สะอาดทั้งยังเป็นการป้องกันศัตรูที่จะมากินไข่ด้วย 
 
 ไข่จะพัฒนาเป็นลูกปลาที่ถุงอาหารยังไม่ยุบภายใน 8 วัน ลูกปลานิลจะเกาะรวมกันเป็น
กลุ่มโดยว่ายวนเวียนอยู่บริเวณหัวของแม่ปลาและเข้าไปหลบซ่อนอยู่ในช่องปากเมื่อมีภัย เมื่อมีอายุ
ครบ 13-14 วัน นับจากวันที่แม่ปลาวางไข่ ลูกปลานิลจะเร่ิมกินอาหารจ้าพวกพืช และไรน้้าขนาด
เล็ก หลังจากมีอายุ 3 สัปดาห์ขึ้นไป ลูกปลาจะกระจายแตกฝูงไปหากินเลี้ยงตัวเองได้โดยล้าพัง      
(สุปราณี, 2550) 
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อาหารและการกินอาหาร 
 
 นิสัยการกินอาหารของปลานิลสามารถกินได้ทั้งสัตว์และพืช รวมทั้งซากที่เน่าเปื่อย ปลา
นิลกินซากพืช สาหร่าย โรติเฟอร์ สัตว์หน้าดิน และแพลงก์ตอนสัตว์ เช่น ตัวอ่อนของแมลงน้้าและ
ไรน้้า กินอาหารตั้งแต่ระดับผิวน้้าไปถึงพื้นท้องน้้า นอกจากนี้ยังสามารถฝึกให้ปลานิลกิน
อาหารเม็ด หรืออาหารผสมและเศษอาหารได้ง่าย (อุดม, 2549) การเลี้ยงปลานิลในบ่อนั้นนิยมให้
อาหารจ้าพวก ร้า เศษอาหาร พืชจ้าพวกแหน รวมทั้งมูลสัตว์และปุ๋ยวิทยาศาสตร์ เป็นต้น ต่อมาได้มี
การปรับปรุงคุณภาพของอาหารปลานิลโดยเน้นรายละเอียดเกี่ยวกับปริมาณโปรตีนในอาหารผสม
ให้ได้ระดับที่ต้องการเพื่อช่วยให้ปลาโตเร็วขึ้นและใช้ส่วนผสมของร้า ปลายข้าว กากถั่วเหลือง ใบ
กระถินแห้ง ปลาป่น เกลือแร่และวิตามิน เป็นต้น (ชาญชัย, 2522) 

 
ความเครียด 
 
 ความเครียด (stress) คือ สภาวะที่ร่างกายถูกกดดันหรือถูกคุกคามโดยปัจจัยหรือสิ่งกระตุ้น
ทั้งทางด้านกายภาพ ทางด้านจิตใจ หรือการรบกวนสภาวะปกติของร่างกาย (Von Borell, 2001) ท้า
ให้ร่างกายจ้าเป็นต้องมีการปรับตัวเพื่อรักษาการทรงสภาพปกติในร่างกาย (Squires, 2003) เมื่อเกิด
ความเครียดร่างกายจะตอบสนองโดยการเปลี่ยนแปลงทางด้านสรีรวิทยาและการเปลี่ยนแปลง
ทางด้านพฤติกรรม (Von Borell, 2001) สภาวะที่สัตว์มีความเครียดจะส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน 
(Bilandžić et al., 2005) การเจริญเติบโต และประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ (Squires, 2003) ซึ่งมักจะ
เชื่อมโยงกับสวัสดิภาพสัตว์ (Abeni et al., 2005) โดยสถานการณ์และสภาพแวดล้อมที่ก่อให้เกิด
ความเครียดน้อยท้าให้สัตว์มีความเป็นอยู่ดี (well-being) เป็นปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้การเลี้ยงสัตว์มี
ผลผลิตที่ดี (Stull, 1993) 
 

การทรงสภาพปกติในร่างกาย หมายถึง กระบวนการร่วมต่าง ๆ ที่ท้าให้ร่างกายรักษา
องค์ประกอบภายในไว้ในระดับค่อนข้างคงที่ได้ (นทีทิพย์, 2538) ซึ่งความต้องการภายในร่างกาย
เพื่อรักษาสภาพปกตินี้บ่งบอกถึงการตอบสนองของร่างกาย Cannon (1914) และ Selye (1946) เป็น
ผู้ให้ค้าอธิบายเกี่ยวกับความเครียด โดย Cannon (1914) อธิบายแนวความคิดในการตอบสนองต่อ
ความเครียดแบบถอยหนีหรือต่อสู้  (flight or fight) เป็นการตอบสนองของระบบประสาทอัตโนมัติ 
sympathetic และต่อมหมวกไต (sympatho - adrenal) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของการตอบสนองต่อ
ความเครียดที่เกิดขึ้นในทันทีทันใด โดยการท้างานของประสาทใน hypothalamus ท้าให้หลั่ง
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ฮอร์โมน epinephrine จากต่อมหมวกไตส่วนใน (adrenal medulla) เข้าสู่ระบบไหลเวียนมากขึ้น 
อัตราการเต้นของหัวใจ ระดับกลูโคส และความดันเพิ่มขึ้น การไหลเวียนของเลือดจากอวัยวะที่ไม่
จ้าเป็นต้องใช้พลังงานในเวลานั้น เช่น การสืบพันธุ์และการย่อยอาหาร ไปสู่หัวใจและกล้ามเนื้อ 
เพื่อให้สัตว์สามารถตอบสนองโดยการถอยหนีหรือต่อสู้  Cannon (1932) กล่าวว่าการทรงสภาพ
ปกตขิองร่างกายนั้นมีขั้นตอนที่ซับซ้อนเพื่อให้สามารถด้ารงชีวิตอยู่ได้ 
 
 Selye (1946) อธิบายการตอบสนองต่อความเครียดโดยการท้างานของแกน hypothalamus         
ต่อมใต้สมอง และต่อมหมวกไต (hypothalamic-pituitary-adrenal axis; HPA) โดยจ้าแนกการ
ตอบสนองต่อความเครียดเป็น 3 ระยะ คือ 
 

1. The alarm reaction เปนระยะที่ปลารับรูถึงความผิดปกติ หรือการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 
เช่น การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ การไดรับบาดเจ็บและการติดเชื้อ เป็นต้น 

 
2. The stage of resistance เปนระยะที่ปลาตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอม หรือการ

เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น โดยการพยายามปรับร่างกายให้เข้าสู่สภาวะปกติหรือภาวะสมดุล 
 
3. The stage of exhaustion เปนระยะที่ปลาไมสามารถปรับร่างกายใหเขาสูภาวะปกติได้ มี

ผลท้าให้ปลาออนแอ เน่ืองจากการสูญเสียพลังงานอยางมาก รวมทั้งการสูญเสียสมดุลของอิออน
ในรางกายอีกด้วย 
 
การตอบสนองของร่างกายต่อความเครียด 
 
 ในการตอบสนองต่อความเครียดนั้น ระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) 
ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian) มีการตอบสนองทางสรีรวิทยาและพฤติกรรม ในการ
ตอบสนองทางด้านสรีรวิทยาเป็นการท้างานของแกน hypothalamus ต่อมใต้สมอง ต่อมหมวกไต 
และแกน sympathetic adrenal medullar (Squires, 2003) เพื่อการปรับตัวและการทรงสภาพปกติใน
ร่างกาย 
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สาเหตุและประเภทของความเครียด 
 
 สาเหตุที่ก่อความเครียด (stressor หรือ stress factor) ได้แก่ สิ่งกระตุ้นที่รบกวนต่อการทรง
สภาพปกติของร่างกาย (Squires, 2003) ซึ่งสามารถแบ่งเป็น 
 
 1. สาเหตุที่ก่อความเครียดจากภายนอกร่างกาย (external stressor) ได้แก่ ปัจจัยกดดันทาง
สังคม (social stressor) เช่น ปฏิกิริยาระหว่างสัตว์ต่อสัตว์ในกลุ่มเดียวกันหรือต่างฝูง (González et 
al., 2003) หรือสภาพความเป็นอยู่อย่างโดดเดี่ยวของสัตว์  (Raussi, 2005) ปัจจัยกดดันทาง
สภาพแวดล้อม (environmental stressor) เช่น อุณหภูมิอากาศ ความชื้น (Abilay et al., 1975) และ
สภาพที่อยู่อาศัย (Tripaldi et al., 2004) เป็นต้น และปัจจัยกดดันจากคน (human stressor) เช่น การ
กระท้าของคนต่อสัตว์อย่างไม่เหมาะสม (Munksgaard and Simonsen, 1996) การจัดการระบบการ
เลี้ยงที่ไม่สอดคล้องกับความต้องการตามธรรมชาติของสัตว์ (Maillard et al., 2003) และการ
เคลื่อนย้ายสัตว์ (Lay et al., 1996) เป็นต้น 
 
 2. สาเหตุที่ก่อความเครียดจากภายในร่างกาย (internal stressor) ได้แก่ ปัจจัยกดดันทางด้าน
ชีวภาพ (biological stressor) เช่น การบาดเจ็บ (Molony and Kent, 1996) การเป็นโรค (Walker et 
al., 2008) หรือการติดเชื้อ  (Nakao and Grunert, 1990) และปัจจัยทางโภชนาการ  (nutritional 
stressor) เช่น การขาดอาหาร หรือน้้า และการขาดสมดุลอาหาร (Mills and Jenny, 1979) 
 
ความเครียดในปลา 
 
 ความเครียดที่เกิดขึ้นในปลากระดูกแข็งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของฮอร์โมน cortisol 
โดยตรง ภาวะความเครียดมีผลโดยตรงต่อการรอดตาย ระบบภูมิคุ ้มกัน การเจริญเติบโต การรักษา
สมดุลเกลือแร่ในปลา ตลอดจนการพัฒนาของระบบสืบพันธุ์  โดย cortisol จะมีผลต่อการเพิ่มระดับ
กลูโคสเข้าสู่กระแสเลือด เพื่อสลายเป็นพลังงานในการลดภาวะเครียด และมีผลต่อเมตาบอลิซึมของ
คาร์โบไฮเดรท และจะกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ Gluconeogenesis ที่จะเปลี่ยนโปรตีนให้เป็น
กลูโคสที่ตับ และยังมีผลต่อการลดการสังเคราะห์โปรตีนในเนื้อเยื่อต่าง ๆ รวมทั้งยังเพิ่มการสลาย
โปรตีน เพื่อน้าไปเป็นพลังงาน นอกจากนี้ cortisol ยังมีผลต่อเมตาบอลิซึมของไขมัน โดยไปลดการ
สังเคราะห์ไขมันจากคาร์โบไฮเดรท และท้าให้มีการสลายเอากรดไขมันอิสระออกจากกล้ามเนื้อ ท้า
ให้มีกรดไขมันอิสระในเลือดเพิ่มสูงขึ้นและถูกน้าไปใช้เป็นพลังงานแทนกลูโคส ซึ่งจะช่วยในการ
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สลายกรดไขมันมาใช้เป็นพลังงานฉุกเฉิน การหลั่งของ cortisol อาศัยการควบคุมจากระบบ
ประสาท โดยที่ภาวะเครียดต่าง ๆ มีผลต่อศูนย์ประสาทในสมอง กระตุ้นให้หลั่งฮอร์โมน cortisol 
และจะส่งผลให้เกิดเมตาบอลิซึมภายในร่างกายเพื่อลดความเครียด 
 

Mazeaud et al. (1977) แบ่งขั้นตอนการตอบสนองต่อความเครียดของสัตว์น้้าได้  3 ขั้นตอน 
ได้แก่ 
 

1. Primary effect เป็นการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอร์โมนในร่างกาย เมื่อร่างกายได้รับสิ่ง
กระตุ้นที่ก่อให้เกิดความเครียด ร่างกายจะมีการตอบสนองโดยการหลั่งสาร catecholamine และ 
corticosteroid ใน พลาสม่า รวมถึงปริมาณของ adrenaline และ noradrenaline หลังจากนั้น 2-3 นาที
จะเกิดอาการขาดออกซิเจนในเลือด มีอาการกระวนกระวาย ซึ่งพบได้ในปลาปากกลม ปลากระดูก
อ่อนและปลากระดูกแข็ง 
 

ระดับของ adrenaline หรือ noradrenaline จะขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์น้้า เช่น ในปลาคาร์พ  
(Cyprinus carrpio) จะพบ noradrenaline สูงสุดเมื่อร่างกายมีบาดแผล และเมื่อปลาถูกย้ายจากน้้าเย็น
ไปอยู่ในน้้าอุ่น เช่นเดียวกัน หากปลาคาร์พเกิดอาการเครียดจะพบการไหลเวียนของ corticosteroid 
ในเลือดสูงขึ้น รวมถึงในปลากลุ่ม salmonid และปลาทอง (Carassius auratus) ส่วนในปลากลุ่ม 
Pacific salmon จะพบ catecholamine ในเลือด 
 

2. Secondary effect เป็นการเปลี่ยนแปลงของสรีระ เพื่อตอบสนองกับปริมาณของฮอร์โมน
ที่เพิ่มขึ้นในร่างกาย โดยจะมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมต่าง ๆ ของร่างกาย เช่น มีการสลาย
ไกลโคเจน (glycogen) ที่ตับ ท้าให้มีระดับกลูโคสในเลือดสูง มีการสลายไขมันในร่างกาย และมีผล
ต่อระบบสมดุล เกลือแร่ในร่างกาย นอกจากนี้ corticosteroid ยังมีผลต่อการกดการท้างานของระบบ
ภูมิคุ้มกัน (immunosuppression) ท้าให้ปลาอ่อนแอ เกิดการติดเชื้อได้ง่าย 
 

3. Tertiary effect เป็นการเปลี่ยนแปลงของร่างกายที่เป็นผลจาก Secondary effect เช่น เกิด
การตายของเนื้อเยื่อ หรือร่างกายอ่อนแอจนเกิดการติดเชื้อ  

 
Tertiary effect ที่มีความสัมพันธ์กับการเลี้ยงสัตว์น้้า คือ ท้าให้ความต้านทานโรคของสัตว์

น้้าลดลง และมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน เมื่อระดับของ cortisol ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่พบเป็นส่วนใหญ่
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ของ corticosteroid เพิ่มขึ้น (Pickering, 1989) โดยมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลากระดูกแข็ง ท้า
ให้จ้านวนเม็ดเลือดขาวลดลง (Pickering and Pottinger, 1987) มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่
จ้าเพาะเจาะจง (non - specific immune responses) คือ ยับยั้งกิจกรรม respiratory burst (Stave and 
Robertson, 1985) ยับยั้งกระบวนการ phagocytosis (Ainsworth et al., 1991) ท้าให้การเคลื่อนที่ของ
เม็ดเลือดขาวช้าลง เมื่อมีการฉีด cortisol เข้าสู่ร่างกาย (MacArthur and Fletcher, 1985) นอกจากนี้ 
cortisol ยังมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันแบบจ้าเพาะเจาะจง (specific immune responses) โดยการสร้าง
แอนติบอดีของร่างกายจะลดลงเมื่อปลาอยู่ในภาวะเกิดความเครียด (Ellsaesser and Clem, 1986) 
ผลกระทบจากการยับยั้งการท้างานของเม็ดเลือดขาว จะมีผลต่อการให้วัคซีนแก่ปลา (Houghton 
and Matthews, 1986) 

 
โดยปกติแล้วการเกิดความเครียดกับสัตว์น้้าในกระบวนการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้านั้นสามารถ

เกิดขึ้นได้ตลอดเวลา เช่น การจับปลา การคัดแยกปลา การชั่งวัดปลา การเคลื่อนย้ายปลา การรักษา
โรค รวมทั้งการขนส่งปลา กิจกรรมเหล่านี้ล้วนแต่สามารถกระตุ้นให้ปลานั้นเกิดความเครียดได้
ทั้งสิ้น นอกจากนี้ความเครียดยังสามารถเกิดขึ้นได้เมื่อปลาอยู่ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น 
การเสื่อมของคุณภาพน้้า และความหนาแน่นที่มากจนเกินไปของปลาในพื้นที่เลี้ยง รวมทั้งการที่
ปลาได้รับเชื้อโรค เช่น ปรสิต แบคทีเรีย และไวรัส ก็เป็นที่มาของการเกิดความเครียดได้เช่นกัน แต่
ทั้งนี้การติดเชื้อโรคดังกล่าวมักเกิดขึ้นหลังจากที่ปลาได้รับความเครียดจากการกระท้าต่าง ๆ รวมไป
ถึงสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ส่งผลให้ร่างกายของปลาอ่อนแอ เชื้อโรคต่าง ๆ จึงสามารถเข้าสู่
ร่างกายของปลาได้ง่ายขึ้น (Harmon, 2009; Wedemeyer, 1996) 

 
ในระบบการเลี้ยงแบบหนาแน่นนั้นจะมีผลท้าให้ปลาเกิดความเครียดเพิ่มมากขึ้นเร่ือย ๆ 

เน่ืองจากการเลี้ยงในลักษณะนี้จะท้าให้คุณภาพของน้้าเสื่อมลงอย่างรวดเร็ว ประกอบกับสภาพที่มี
ความหนาแน่นสูงในระบบการเลี้ยงจึงท้าให้ปลามีความเครียดเกิดขึ้นได้มากกว่าการเลี้ยงในแบบ
อ่ืน ซึ่งความเครียดที่เกิดขึ้นนั้นสามารถเกิดขึ้นได้ทั้งแบบเร้ือรังและแบบเฉียบพลัน (Wedemeyer, 
1997) 

 
 ส้าหรับความเครียดที่เกิดขึ้นจากการขนส่งนั้นมักจะเกิดจากการกระตุ้นโดยขั้นตอนของ
การจับและบรรจุปลาลงในภาชนะที่ใช้ในการขนส่ง ทั้งนี้ในระหว่างการขนส่งความเครียดที่เกิดขึ้น
จะมาจากการเสื่อมลงของคุณภาพน้้าเนื่องจากปลามีการหายใจและปล่อยของเสียออกมาท้าให้
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ปริมาณก๊าซออกซิเจนในน้้าลดลง และจะมีปริมาณแอมโมเนียซึ่งมีความเป็นพิษต่อปลาเพิ่มสูงขึ้น 
ส่งผลท้าให้ปลาเกิดความเครียดได้ในระหว่างการขนส่ง (Harmon, 2009) 
 
การวัดการตอบสนองต่อความเครียด 
 
 การวัดการตอบสนองต่อความเครียดนั้นเป็นการวัดการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของสัตว์
น้้า (Mason, 1975) โดยการเปรียบเทียบการตอบสนองในสภาวะปกติต่อสิ่งกระตุ้นหลาย ๆ แบบ ซึ่ง
สามารถวัดได้จาก 
 

1. การเปลี่ยนแปลงของระดับฮอร์โมนที่ก่อให้เกิดความเครียด ได้แก่  ฮอร์โมน 
catecholamine และ corticosteroid ซึ่งสามารถวัดในรูปของฮอร์โมน cortisol และ cortisone 
(Donalson, 1981) adrenalin และ noradrenalin (Mazeaud and Mazeaud, 1981) นอกจากนี้ยัง
สามารถวัดปริมาณฮอร์โมน adenocorticotropic (ACTH) ที่หลั่งมาจาก adenohypophysis ซึ่งเป็น
ตัวกระตุ้น hypothalamus ให้หลั่งฮอร์โมนที่ก่อให้เกิดความเครียดออกมา (Mason, 1975) 

 
2. การเปลี่ยนแปลงในทางสรีรวิทยาของสัตว์น้้า ได้แก่ 
 
- การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของเลือด เช่น ภาวะการเกิด hyperglycemia, 

hyperlacticemia, hypochloremia, leucopenia และการแข็งตัวของเลือดช้า (Mason, 1975) 
 
- การเปลี่ยนแปลงในระดับของเนื้อเยื่อ เช่น ปริมาณไกลโคเจนในตับลดลงและปริมาณ

วิตามินซีในไตลดลง (Mason, 1975) 
 
- การเปลี่ยนแปลงของ metabolic ต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น สมดุลของไนโตรเจน และความ

ต้องการออกซิเจนเพิ่มขึ้น รวมถึงการเปลี่ยนแปลงระดับอิออนในเลือด (Mason, 1975) 
 
3. การเปลี่ยนแปลงที่เกิดกับพฤติกรรมของสัตว์น้้า เช่น การเจริญเติบโต การพัฒนารูปร่าง 

ความสามารถในการสืบพันธุ์ลดลง และความต้านทานโรคลดลง ตลอดจนอัตราการรอดตาย  
(Mason, 1975) 
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Heat Shock Protein 
 
Heat Shock Protein (HSP) เป็นโปรตีนกลุ่มหนึ่งที่ถูกกระตุ้นให้มีการสร้างเพิ่มขึ้นเมื่อ

ได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อน รายงานฉบับแรกของการค้นพบ Heat Shock Protein โดย Ritossa 
(1962) พบว่า เซลล์ต่อมน้้าลายของแมลงหวี่ (Drosophila melanogaster) เมื่อได้รับอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และน้ากลับมาอุณหภูมิปกติที่ 25 องศาเซลเซียส พบว่ามีการแสดงออก
ของโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 70 และ 26 กิโลดาลตันเพิ่มมากขึ้นและต่อมาพบในสิ่งมีชีวิตทั้ง
จุลินทรีย์ พืชและสัตว์ (Taiz and Zeiger, 1998) ซึ่งโปรตีนเหล่านี้ต่อมาได้ถูกเรียกว่า Heat Shock 
Protein 

 
Heat Shock Protein จะช่วยให้สิ่งมีชีวิตสามารถด้ารงชีวิตอยู่ได้ในอุณหภูมิแวดล้อมที่

สูงขึ้นจากปกต ิ(Lindquist and Craig, 1988) สามารถพบได้ทั้งใน prokaryotes และ eukaryotes ซึ่ง
จะมีโครงสร้างที่อนุรักษ์มาก และจะถูกกระตุ้นให้แสดงออกมากในเซลล์ที่ได้รับความเครียด
เน่ืองจากความร้อน ซึ่งนอกจากความร้อนแล้ว โลหะหนัก การติดเชื้อเน่ืองจากจุลินทรีย์ สาร
ปฏิชีวนะ และฮอร์โมนต่าง ๆ ยังสามารถชักน้าให้เกิดการแสดงออกของ Heat Shock Protein ได้อีก
ด้วย (Kiang and Tsokos, 1998) 

 
ปัจจุบันพบว่ามี Heat Shock Protein หลายกลุ่มย่อย โดยใช้น้้าหนักโมเลกุลของโปรตีนเป็น

เกณฑ์ในการแบ่ง คือ HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40, HSP10 และ small HSP 
families (Vierling, 1991) ในเซลล์ที่ไม่ได้รับความเครียด โปรตีนเหล่านี้จะมีหน้าที่ส้าคัญใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมต่าง ๆ ในเซลล์ตลอดเวลา โดย HSP90 จะถูกกระตุ้นโดยส่วนประกอบ
ต่าง ๆ ของ cytoskeleton และพวก steroid hormone receptor (Young et al., 2001) HSP70 จะเป็นตัว
ช่วยให้สายโพลีเปปไทด์ขดตัว (folding) และเป็นตัวกลางในการซ่อมแซมและการย่อยสลายโปรตีน
ที่เสียสภาพไปของเซลล์ (Kiang and Tsokos, 1998) ส่วน HSP พวกที่มีมวลโมเลกุลต่้า ๆ จะมีหน้าที่
แตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์ ซึ่งจะไม่เหมือนกับ Heat Shock Protein ชนิดอ่ืน ๆ เพราะ
โปรตีนเหล่านี้ยังไม่ทราบหน้าที่ปกติในเซลล์ที่ไม่ได้รับความเครียด และจะถูกกระตุ้นให้แสดงออก
ในเฉพาะกรณีเกิดความเครียดขึ้นเท่านั้น (Ciocca et al., 1993) Heat Shock Protein ส่วนใหญ่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการช่วยม้วนพับสายโพลีเปปไทด์ให้กลายเป็นโมเลกุลโปรตีนที่ถูกต้องและ
สมบูรณ์ เรียกโปรตีนที่มีหน้าที่นี้ว่า molecular chaperone การท้างานของ molecular chaperone ใน
การช่วยม้วนพับสายโพลีเปปไทด์ในเซลล์ในสภาวะปกติเกิดขึ้นได้ทั้งกระบวนการ translation 
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(ภาพที่ 1) และกระบวนการเคลื่อนย้ายโมเลกุลโปรตีนผ่าน membrane เข้าสู่ organelle ต่าง ๆ ของ
เซลล ์นอกจากนี้ molecular chaperone ยังเกี่ยวข้องกับการช่วยม้วนพับโมเลกุลโปรตีนที่เสียสภาพ
และคลายตัวเมื่อเซลล์ได้รับภาวะร้อน ซึ่งคาดว่าโปรตีนที่มีการสร้างเพิ่มขึ้นนี้ถูกกระตุ้นด้วยความ
ร้อนมีการตอบสนองแบบชั่วคราว (transient expression) และถึงแม้ว่า Heat Shock Protein ถูก
พบว่ามีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อนแต่ก็มีรายงานว่า  Heat Shock Protein แต่
ละชนิดมีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยปัจจัยทางกายภาพอื่น ๆ หรือสารเคมีบางชนิด 
(Morimoto et al., 1994) 

 
ภาพท่ี 1  หน้าที่ของ HSP70 ที่เป็น molecular chaperone โดยจะช่วยให้สายโปรตีนที่เพิ่งสร้างคง   

สภาพเพื่อให้โปรตีนขดตัวได้อย่างถูกต้อง 
 
ท่ีมา: Cooper (2000) 

 
ในสภาวะปกติ Heat Shock Protein จะรวมตัวอยู่กับ Heat Shock Factor (HSF) แต่เมื่อเซลล์        

เกิดสภาวะเครียด หรือเกิด heat shock ขึ้น HSF จะแยกตัวออกจาก Heat Shock Protein แล้ว HSF 
จะถูกเติมด้วยหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) และรวมตัวกันเป็นไตรเมอร์ (trimer) จากนั้นจะ
เคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียส และจับกับ heat shock element (HSE) ซึ่งเป็นส่วน promotor ของยีน Heat 
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Shock Protein ท้าให้เกิดกระบวนการ transcription และ translation เป็น Heat Shock Protein 
ออกมาท้าหน้าที่ต่าง ๆ ภายในเซลล์ตามล้าดับ (Kiang and Tsokos, 1998) ดังภาพที่ 2 

 

 
ภาพท่ี 2  กลไกในการเพิ่มระดับของ Heat Shock Protein ในเซลล์ของคนและแมลงหวี่ 
 
ท่ีมา: Kiang and Tsokos (1998) 
 
 กลไกในการชักน้าให้เกิดการแสดงออกของ Heat Shock Protein ยังไม่ชัดเจนนัก ซึ่งการ
ควบคุมการแสดงออกของ Heat Shock Protein ส่วนใหญ่จะศึกษาในระดับของกระบวนการ 
transcription (Nover, 1991) การ characterize ยีน Heat Shock Protein และการเปรียบเทียบล้าดับ   
นิวคลีโอไทด์ในส่วน promotor ของยีนจากสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ท้าให้สามารถจ้าแนก HSE ได้ ซึ่ง
โดยทั่วไปจะมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี ้คือ CNNGAANNTTCNNG (Bienz and Pelham, 1987) 
รวมถึงการชักน้าให้สร้าง Heat Shock Protein เกิดจากการรวมตัวกันของ HSF กับ HSE ในส่วน 
upstream ของยีน Heat Shock Protein (Morimoto et al., 1992)  ซึ่งโดยปกติทั่วไปยีน Heat Shock 
Protein จะไม่มี intron อยู่เลย มีผลท้าให้ mRNA ถูก translate ไปเป็นโปรตีนได้อย่างรวดเร็วภายใน
เวลาไม่กี่นาทีหลังจากเซลล์ได้รับความเครียด (Basu et al., 2002) 
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Heat Shock Protein70 (HSP70) 
 

เมื่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้รับอุณหภูมิที่สูงขึ้นเซลล์จะมีการแสดงออกของ HSP70 ชัดเจน
มากซึ่งโปรตีนชนิดน้ีมีโครงสร้างของล้าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์มาก (Highly conserve) ท้าหน้าที่
ส้าคัญในการปกป้องเซลล์โดยจะรวมตัวกับโปรตีนที่สูญเสียสภาพ และจะท้าให้โปรตีนเหล่านั้นขด
ตัวใหม่ (refolding) ให้สามารถกลับไปท้าหน้าที่ดังเดิมได้ (Morimoto et al., 1994) ปกตใินเซลล์ที่
ไม่ได้รับความเครียด HSP70 จะท้าหน้าที่เป็น molecular chaperone หรือโปรตีนที่ช่วยโปรตีนอ่ืน ๆ 
ในการขดตัว โดยจะเข้าไปจับและช่วยให้โปรตีนนั้นคงสภาพ จนท้าให้โปรตีนต่าง ๆ มีการขดตัว
ได้อย่างถูกต้อง (Cooper, 2000) HSP70 เป็น Heat Shock Protein กลุ่มหลักที่จะถูกสร้างเพิ่มขึ้นเมื่อ
ได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อนและท้าหน้าที่ช่วยในการม้วนพับของสายโพลีเปปไทด์ให้กลายเป็น
โมเลกุลโปรตีนที่สมบูรณ์ โดยท้างานร่วมกับ Heat Shock Protein ชนิดอ่ืน ๆ และโมเลกุลบางชนิด 
โดยหน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับการม้วนพับของสายโพลีเปปไทด์ให้กลายเป็นโมเลกุลโปรตีนที่สมบูรณ์
นั้นเกิดขึ้นทั้งในสภาพปกติและสภาพที่เซลล์ได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อน Heat Shock Protein 
ชนิดน้ีมีขนาดประมาณ 70 กิโลดาลตัน (kDa) พบได้ทั่วไปทั้งใน cytoplasm matrix ของ 
mitochondria และ stroma ของ chloroplast โครงสร้างของโมเลกุลแบ่งออกเป็น 2 ส่วนหลักคือ 

 
1. ATPase domain เป็นบริเวณที่อยู่ทางด้าน N-terminal ของโปรตีน มีขนาดประมาณ 40 

kDa 
 
2. Peptide binding domain เป็นบริเวณที่อยู่ทางด้าน C-terminal ของโปรตีน มีขนาด

ประมาณ 25 kDa 
 

ทั้งสองส่วนถูกแบ่งด้วย hinge region ที่เกี่ยวข้องกับ protease cleavage และบริเวณปลาย
ของด้าน C-terminal ที่มีขนาดประมาณ 5 kDa ของ HSP70 หลายชนิดจะท้าหน้าที่ร่วมกับ co - 
chaperone 

 
หน้าที่ของ ATPase domain จะเกี่ยวข้องกับ ATP hydrolysis และ Peptide binding domain 

ท้าหน้าที่ในการจับกับ hydrophobic region ของสายโพลีเปปไทด์ซึ่งยังไม่ได้เกิดการม้วนพับที่
สมบูรณ์ โดยการจับกับโมเลกุล ATP จะท้าให้เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ ATPase 
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domain และส่งผลท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ Peptide binding domain และท้าให้สามารถ
จับกับ hydrophobic region ของสายโพลีเปปไทด์ได้ (Miernyk and Hayman, 1996) 

 
การศึกษากลไกการควบคุมการท้างานของ HSP70 นั้นได้มาจากการศึกษาการท้างานของ 

HSP40 ของ E. coli ซึ่งท้าหน้าที่คล้ายคลึงกับ HSP70 ในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง โดยพบว่าการท้างานของ 
HSP70 จะท้างานเป็นวัฎจักรร่วมกับ HSP40 เรียกว่า “HSP70 cycle” โดยมีกลไกการท้างานดังน้ี 

 
1. ATP จับกับ ATPase domain และท้าให้เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ 

ATPase domain และส่งผลท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ Peptide binding domain ท้าให้
สามารถจับกับ hydrophobic region ของสายโพลีเปปไทด์ได้แต่ความสามารถในการจับยังไม่ดี (low 
binding affinity) 
 
 2. HSP40 จะท้าหน้าที่ในการน้าสายโพลีเปปไทด์มายังโมเลกุล HSP70 
 
 3. HSP40 จับกับบริเวณ ATPase domain ของ HSP70 และส่งต่อสายโพลีเปปไทด์ไปยัง 
Peptide binding domain 
 
 4. HSP40 ท้าหน้าที่กระตุ้นให้บริเวณที่จับกับสายโพลีเปปไทด์ของ Peptide binding 
domain ท้างานได้ดีขึ้น ซึ่งขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนควบคุม (rate-limiting reaction) ในการจับกับสาย
โพลีเปปไทด์ 
 
 5. GrpE ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท้าหน้าที่จับกับ HSP40 และ ADP จะท้าหน้าที่ดึงเอา HSP40 และ 
ADP ออกจาก HSP70 และเร่ิมต้นวัฎจักรใหม่ 

 
HSP70 นั้นเสมือนเป็นศูนย์กลางโครงข่ายของ molecular chaperones ชนิดอ่ืน ๆ ที่อยู่

ภายในเซลล์ อีกทั้งยังเป็นตัวเร่งให้เกิดการม้วนพับของสายโปรตีนหลายชนิด โดยอาศัยการจับกัน
ของ substrate binding domain และ short hydrophobic peptide segments ซึ่งเป็นส่วนที่อยู่ในสารต้ัง
ต้นของการสร้างโปรตีน และการจับกันของสองส่วนน้ีจะเกิดขึ้นเป็นวัฎจักร คือจะมีการจับและ
แยกตัวออกจากกันต่อเน่ืองไป ซึ่ง HSP70 จะเป็นเหมือนสวิตซ์ปิดเปิดให้มีการจับและแยกตัวออก
จากกันโดยอาศัยการท้างานของ low-affinity ATP bound state และ high-affinity ADP bound state 
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ซึ่งเราเรียก cycle นีว้่า ATPase cycle โดย ATPase cycle นี้จะถูกควบคุมโดย co-chaperones ใน
ตระกูลของ J-domain proteins หรือที่เรียกว่า HSP40 นั่นเอง (Miernyk and Hayman, 1996) 

 
การท้างานของ HSP70 ยังเกี่ยวข้องกับโปรตีน Hip ที่มีลักษณะเป็น tetratricopeptide repeat 

protein ซึ่งค้นพบคร้ังแรกในพืชตระกูล Arabidopsis (Hohfeld et al., 1995) ซึ่งจะท้าหน้าที่ในการ
จับกับ ATPase domain ของ HSP70 และท้าให้สภาวะที่มีการจับของ ADP บน ATPase domain มี
เสถียรภาพ รักษาความสามารถในการจับกับสายโพลีเปปไทด์ของ Peptide binding domain และ
ความสามารถในการม้วนพับสายโพลีเปปไทด์ของ HSP70 นอกจากนี้ยังมีการค้นพบโปรตีน Hop ที่
มีลักษณะเป็น tetratricopeptide repeat protein ท้าหน้าที่ในการจับ HSP70 และ HSP90 รวมกันเป็น
กลุ่มเพื่อท้าหน้าที่ในการม้วนพับสายโพลีเปปไทด์ (multi-chaperone complex) และโปรตีน Bag-1 
มีหน้าที่เป็น negative regulator โดยจะจับกับบริเวณ ATPase domain เพื่อกระตุ้นการเกิด ATP 
hydrolysis และเกิดการหลุดออกของ ADP ซึ่งหน้าที่นี้คล้ายคลึงกับการท้างานของ GrpE 

 
ในสภาพปกติ HSP70 มักอยู่รวมกันเป็นกลุ่มซึ่งอาจจับเป็น dimer, trimer หรือ oligomer 

ซึ่งการอยู่รวมกลุ่มกันนี้จะเป็นลักษณะของ inactive form และเมื่อเข้าสู่ภาวะเครียดก็จะมีการแยกตัว
กลับมาเป็นโมเลกุลเด่ียว เพื่อท้างานอีกครั้ง ซึ่งปัจจัยที่ก้าหนดการรวมกลุ่มกันของโมเลกุล HSP70 
นี้มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับปริมาณของสายโพลีเปปไทด์ในเซลล์ (Benaroudj et al., 1997) 

 
ยีน HSP70 ของสิ่งมีชีวิตโดยทั่ว ๆ ไปจะไม่มี intron และจะประกอบด้วย HSE 3 copies อยู่

ในส่วนของ promoter ซึ่ง HSE จะเป็นที่จับของ HSF ในการกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ HSP70 
มากขึ้นเมื่อเกิดสภาวะเครียดต่าง ๆ (Halloran et al., 2000) ในคนจะมียีน HSP70 ที่เหมือนกันอยู่ 2 
ต้าแหน่ง (duplicated locus) ในต้าแหน่งใกล้กับยีน major histocompatility complex (MHC) ซึ่งจะ
ห่างกัน 12 กิโลเบส (Sugimoto et al., 2003) 

 
การควบคุมการแสดงออกของยีน HSP70 นั้นเกี่ยวข้องกับการได้รับภาวะร้อน โดยพบว่า 

HSP70 ส่วนใหญ่จะถูกกระตุ้นให้มีการสร้างเพิ่มขึ้นภายใน 30 นาที ถึง 4 ชั่วโมง หลังจากเซลล์
ได้รับการกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ 37 ถึง 45 องศาเซลเซียส (Li et al., 1999) โดยในพืชตระกูล 
Arabidopsis พบว่า HSP70 อย่างน้อยหนึ่งยีนได้รับการกระตุ้นให้มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นถึง 20 เท่า
เมื่อได้รับอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามมีรายงานว่ายีน HSP70 บางชนิดถูกกระตุ้นให้มี
การแสดงออกได้ด้วยที่อุณหภูมิต่้า (Guy and Li, 1998) 
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การควบคุมการแสดงออกของยีน HSP70 นั้นเกี่ยวข้องกับการท้างานของ heat shock 
transcription factors (HSFs) และ heat shock elements (HSEs) ที่มีต้าแหน่งอยู่บน promoter โดย 
HSF จะท้าหน้าที่ในการจับกับ HSE ที่อยู่บน promoter ของยีน HSP หลายชนิดรวมทั้ง HSP70 เพื่อ
กระตุ้นการแสดงออกของยีน HSP70 (Schoffl et al., 1998) ในสภาพปกติ HSF ที่อยู่ในสภาพ 
inactive ร่วมกับ HSP70 หรืออาจอยู่เป็นอิสระก็ได้ แต่เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยภาวะร้อนปริมาณ 
HSP70 (HSP70 pool) จะลดลงเนื่องจากไปท้าหน้าที่ในการจับกับโมเลกุลโปรตีนที่คลายตัว
เน่ืองจากความร้อน HSF ที่อยู่รวมกับ HSP70 และแยกตัวออกเป็นอิสระจะไปท้าหน้าที่จับกับ HSE 
และกระตุ้นการแสดงออกของยีน HSP70 และมีการเพิ่มปริมาณ HSP70 ในเซลล์ หากมีปริมาณ 
HSP70 มากเกินไปในเซลล์ HSP70 ก็จะจับกับ HSF อิสระเพื่อยับยั้งไม่ให้ไปกระตุ้นการแสดงออก
ของยีน HSP70 
 
 การควบคุมการแสดงออกของยีน HSP70 อาจเกี่ยวข้องกับอีกกระบวนการหนึ่งที่เรียกว่า 
Unfolding protein pathway (UPR) ซึ่งเป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการคลายตัวของโมเลกุล
โปรตีนกลายเป็นสายโพลีเปปไทด์เพื่อการเคลื่อนย้ายผ่านเมมเบรนเข้าสู่ organelle ต่าง ๆ pathway 
นี้จะกระตุ้นการแสดงออกของยีนกลุ่ม HSP70 เพื่อท้าหน้าที่ในการช่วยการคลายตัวและม้วนพับตัว
ของสายโพลีเปปไทด์ (Sung et al., 2001) 
 
 นอกจากนี้ HSP70 ยังท้างานร่วมกับ HSP90 เพื่อช่วยในการตอบสนองของเซลล์ โดยช่วย
ให้ Glucocorticoid Receptor (GR) สามารถจับกับฮอร์โมน cortisol โดย cortisol จะจับกับ GR ใน
ไซโตพลาสซึม ซึ่งการเข้ามาจับของฮอร์โมนจะท้าให้เกิดการแยกตัวของ HSP70 และ HSP90 ออก
จาก GR ซึ่งในภาวะปกติ GR จะรวมตัวกับ HSP70 1 โมเลกุล และ HSP90 2 โมเลกุลเพื่อช่วยคง
สภาพโครงสร้างของ GR และท้าให้สามารถจับกับฮอร์โมนได้ จากนั้น hormone-receptor complex 
จะรวมตัวกันเป็น dimer การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ GR ดังกล่าวจะท้าให้เกิดการส่งสัญญาณการ
เคลื่อนย้าย GR-dimer ไปยังนิวเคลียส จากนั้น GR-dimer จะเข้าไปจับกับ promoter sequence ที่
จ้าเพาะของยีนต่าง ๆ หรือ glucocorticoid response element (GRE) มีผลท้าให้เกิดการกระตุ้นหรือ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการตอบสนองของเซลล์ (Kino et al., 
2003) นอกจากนี้ HSP70 ยังช่วยให้ GR ที่ถูกกระตุ้นสามารถเคลื่อนที่จากไซโตพลาสซึมไปยัง
นิวเคลียส ท้าให้เกิดกระบวนการ transcription และ translation เกิดการสร้างโปรตีนที่ใช้ในการ
ตอบสนองต่อความเครียดต่าง ๆ ของเซลล์หรือร่างกาย (Bruner, 1997) 
 



21 
 

  

 ภาวะร้อนซึ่งท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์ในหลายลักษณะ สิ่งหนึ่งที่เกิดขึ้นคือ 
การชะลอกระบวนการสร้างโปรตีนทั่วไป และโปรตีนที่มีอยู่ในเซลล์ตลอดจนสายโพลีเปปไทด์ที่
อยู่ในระหว่างการพับตัวเกิดความผิดปกติซึ่งน้าไปสู่การม้วนพับกลายเป็นโมเลกุลที่ผิดปกติหรือเกิด
การเกาะกลุ่มกันเป็นก้อน ในสภาวะเครียดเช่นนี้มีรายงานว่า Heat Shock Protein โดยเฉพาะ HSP70 
จะถูกกระตุ้นให้มีการสร้างเพิ่มมากขึ้นเพื่อช่วยในกระบวนการรักษาโมเลกุลโปรตีนให้เกิดการม้วน
พับตัวที่ถูกต้องและป้องกันการเกาะกลุ่มกันของโปรตีน 
 
 องค์ประกอบของสายโพลีเปปไทด์ในเซลล์ของพืชตระกูล Arabidopsis ที่ได้รับภาวะร้อน 
พบว่า มีสายโพลีเปปไทด์อย่างน้อย 12 ชนิดที่อยู่ในกลุ่ม HSP70 เพิ่มขึ้น (Wu et al., 1988) 
สอดคล้องกับการศึกษาการแสดงออกของยีนที่พบว่ามีปริมาณ mRNA ที่เกี่ยวข้องกับ Heat Shock 
Protein กลุ่ม HSP70 เพิ่มขึ้น มีการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน HSP70 ในพืชตระกูล 
Arabidopsis โดยวิธี reverse transcription พบว่ายีน HSP70 อย่างน้อย 11 ยีน ถูกกระตุ้นให้มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้น 2 ถึง 20 เท่าเมื่อได้รับภาวะร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งยีนกลุ่มนี้เป็นยีน
ที่เกี่ยวข้องกับ HSP70 ที่ท้างานทั้งใน cytosol, endoplasmic reticulum, mitochondrial matrix และ 
plastid stroma (Sung et al., 2001) 
 
ฮอร์โมน cortisol 
 
 cortisol เป็น steroid hormone ที่สังเคราะห์มาจาก cholesterol โดยที่ steroid hormone จะไม่
มีการเก็บสะสมแต่จะหลั่งเมื่อมีการสังเคราะห์ (Cunningham, 2002) พบว่า 75 - 80 เปอร์เซ็นต์จะ
ไหลเวียนในกระแสเลือดโดยจับกับโปรตีนจ้าเพาะประเภทโกลบูลลิน (specific glucocorticoid 
binding α2-globulin, transcortin) 15 – 20 เปอร์เซ็นต์จะจับกับอัลบูมิน (albumin) และประมาณ 5 
เปอร์เซ็นต์เป็นฮอร์โมนอิสระ (free hormone) (Kaplan, 1992) cortisol ในพลาสมามีระยะคร่ึงชีวิต 
70 - 90 นาที (Kacsoh, 2000) เน่ืองจาก cortisol ในเลือดส่วนใหญ่อยู่ในรูปฮอร์โมนที่จับกับโปรตีน
ขนส่ง ดังนั้นระดับ cortisol ที่จับกับโปรตีนขนส่งจึงมีค่าสูงกว่า free hormone โดยที่ free hormone 
เท่านั้นที่ออกฤทธิ์ได้ ส่วนฮอร์โมนที่จับกับโปรตีนขนส่งท้าหน้าที่เป็นฮอร์โมนส้ารองส้าหรับ
ปลดปล่อย free hormone เพื่อการออกฤทธิ์ในเวลาต่อมา (นทีทิพย์, 2538) metabolism ของ cortisol 
เกิดขึ้นที่ตับและขับออกจากร่างกายทางปัสสาวะ (Kacsoh, 2000) 
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 cortisol เป็น corticosteroid hormone สร้างจากต่อม adrenal gland (ใน Zona fasciculata 
ของ adrenal cortex) เป็น stress hormone ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อความเครียด ท้าให้ความ
ดันเลือดและปริมาณน้้าตาลในเลือดเพิ่มขึ้นและกดภูมิคุ้มกัน ในคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะมี 
cortisol ที่เป็นฮอร์โมนชนิดหลักของ glucocorticoid hormone ซึ่งจะมีปริมาณและบทบาทส้าคัญ
มาก โดยฮอร์โมนนี้มีหน้าที่หลักเกี่ยวข้องกับกระบวนการ metabolism ของน้้าตาลกลูโคส โดยจะ
ช่วยท้าให้ระดับน้้าตาลในเลือดคงอยู่ในระดับปกติและป้องกันไม่ให้ความดันเลือดต้่า (Wallberg et 
al., 2001) 
 

เมื่อเกิดความเครียดขึ้นไม่ว่าจะทางกายภาพหรือสภาวะอารมณ์ มีผลท้าให้ระดับของ 
glucocorticoid hormone เพิ่มมากขึ้นในพลาสมา ท้าให้ความเข้มข้นของน้้าตาลในเลือดสูงขึ้นและ
ความดันเลือดสูงขึ้น โดย glucocorticoid hormone จะไปกระตุ้นกระบวนการต่าง ๆ มากมายเพื่อ
เพิ่มและคงระดับของกลูโคสในเลือด โดยกระตุ้นกระบวนการ gluconeogenesis ในตับ มีผลท้าให้
เกิดการสังเคราะห์กลูโคสจากกรดอะมิโนและไขมัน ซึ่งจะท้าการกระตุ้นการแสดงออกของ
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ gluconeogenesis รวมทั้งยังท้าให้เกิดการน้ากรดอะมิโนจาก
เน้ือเยื่อของตับมาใช้ในกระบวนการดังกล่าว นอกจากนี้ยังมีหน้าที่ยับยั้งการใช้กลูโคสในกล้ามเนื้อ
และในชั้นไขมัน (adipose tissue) เพื่อที่จะรักษาปริมาณกลูโคส และยังกระตุ้นให้มีการย่อยไขมัน
ในชั้นไขมันท้าให้กรดไขมันถูกปลดปล่อยออกมา สามารถน้ามาใช้ผลิตพลังงานในกล้ามเนื้อและ
ปลดปล่อย glycerol ออกมาเพื่อใช้ในกระบวนการ gluconeogenesis นอกจากนี้ในการเพิ่มระดับ
ของ glucocorticoid hormone ยังลดการอักเสบของร่างกายและเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน ดังนั้น
จึงช่วยลดการถูกท้าลายของเนื้อเยื่อได้ (Wallberg et al., 2001) 
 
โครงสร้างของ cortisol 
 

cortisol มีชื่อทางเคมีว่า 11β, 17, 21 - trihydroxy - 4 - pregnene - 3, 20 - dione เน่ืองจากมี
คาร์บอนทั้งหมด 21 ตัว จัดเป็น pregnane แต่มีพันธะคู่ 1 พันธะ อยู่ระหว่างคาร์บอนต้าแหน่งที่ 4 
และ 5 จึงเปลี่ยนค้าลงท้ายสารต้ังต้นจาก pregnane เป็น pregnene พร้อมทั้งระบุต้าแหน่งของพันธะ
คู่เป็น 4 - pregnene - ค้าเติมหน้าเขียนเป็น 11β, 17, 21 - trihydroxy - เน่ืองจากมีกลุ่มไดรอกซิล 3 
กลุ่มเข้ามาเกาะที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 11, 17 และ 21 โดยที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 11 เป็นเส้นทึบจึง
เขียนเป็น 11β ค้าลงท้ายเขียนเป็น 3, 20 - dione เน่ืองจากมีคีโตน 2 กลุ่มเข้ามาเกาะที่คาร์บอน
ต้าแหน่งที่ 3 และ 20 (วีรพงษ์, 2546) มีสูตรโครงสร้างดังภาพที่ 3 

http://en.wikipedia.org/wiki/Corticosteroid
http://en.wikipedia.org/wiki/Hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Adrenal_gland
http://en.wikipedia.org/wiki/Zona_fasciculata
http://en.wikipedia.org/wiki/Adrenal_cortex
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ภาพท่ี 3  สูตรโครงสร้างของฮอร์โมน cortisol 
 
ท่ีมา: Kaplan (1992) 
 
กลไกการควบคุมการหลั่งฮอร์โมน cortisol 
 
 กลไกการควบคุมการหลั่ง cortisol (ภาพที่ 4) โดย Corticotropin - Releasing Hormone 
(CRH) จาก hypothalamus จะกระตุ้นต่อมใต้สมองส่วนหน้าให้หลั่ง Adrenocorticotropic Hormone 
(ACTH) ซึ่งมีฤทธิ์ในการกระตุ้นการสังเคราะห์และการหลั่ง cortisol จากต่อมหมวกไตส่วนนอก 
(Squires, 2003) นอกจากนี้ความเครียดและสิ่งเร้าอื่น ๆ ยังมีผลต่อระบบประสาทส่วนกลางในการ
กระตุ้น hypothalamus ให้หลั่ง CRH ท้าให้ระดับ cortisol ในระบบไหลเวียนสูงขึ้นกว่า
ระดับพื้นฐาน (basal level) ระดับ cortisol ที่สูงนี้จะไปยับยั้งย้อนกลับที่ระบบประสาทส่วนกลาง, 
hypothalamus และต่อมใต้สมองส่วนหน้า (Kaplan, 1992) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  กลไกการควบคุมการหลั่งฮอร์โมน cortisol 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Kaplan (1992) 
 
 Cortisol จะท้างานได้โดยการไปจับอย่างจ้าเพาะกับ cortisol receptors ซึ่งอยู่ที่อวัยวะต่าง ๆ 
โดย receptors นี้สามารถพบได้ 2 ต้าแหน่ง โดยต้าแหน่งแรกจะเกาะอยู่บริเวณผิวเซลล์ซึ่งสามารถ
ท้างานได้โดยตรงและรวดเร็ว (non-genomic pathway) ส่วนอีกต้าแหน่งอยู่ภายในเซลล์ โดยที่เมื่อ 
receptors ซึ่งอยู่ภายในเซลล์รวมตัวกับ cortisol จะเกิดเป็น complex จากนั้นจะเคลื่อนที่เข้าสู่ 
nucleus ของเซลล์เป้าหมาย และท้าหน้าที่เป็น transcription factor ไปช่วยในการกระตุ้นหรือ
ควบคุมยีนหลาย ๆ ยีนภายในเซลล์ (a slower genomic pathway) (Sandi, 1996) ซึ่ง receptors ของ 
cortisol แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ mineralocorticoid receptors (MR) และ glucocorticoid 
receptors (GR) MR มีหน้าที่หลักเกี่ยวกับการไหลเวียนของฮอร์โมนชนิดต่าง ๆ ส่วน GR มีหน้าที่
ส้าคัญเกี่ยวกับการตอบสนองต่อความเครียด โดยทั่วไปแล้วปลาจะมี MR 1 isoforms และ GR 2 
isoforms คือ GR1 และ GR2 ซึ่งพบว่า GR2 จะมีการตอบสนองได้ดีเมื่อมีปริมาณ cortisol เพียง
เล็กน้อย ส่วน GR1 จะมีการตอบสนองได้ดีเมื่อมีปริมาณ cortisol สูงเท่านั้น (Stolte et al., 2008) 

Anterior pituitary 

Adrenal cortex 

Hypothalamus 

Cortisol hormone 

Corticotropin - Releasing Hormone (CRH) 

Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) 

Inhibits 
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 วิชัยและคณะ (2539) ท้าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ cortisol และองค์ประกอบอิออนใน 
พลาสมาระหว่างการล้าเลียงปลาพ่อแม่พันธุ์ซึ่งการล้าเลียงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ท้าให้เกิดความเครียด 
พบว่าการเปลี่ยนแปลงของ cortisol และกลูโคสในพลาสมามีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว
ภายในเวลา 15 - 90 นาที การขนส่งท้าให้เกิดภาวะเครียดและเกิดขบวนการ glycogenlysis โดยไป
สลาย glycogen ในตับมาเป็นกลูโคสเพื่อสลายมาเป็นพลังงานในการลดความเครียดที่เกิดขึ้นและ
พบว่าการลดลงของ cortisol และกลูโคสสู่ภาวะปกติในเวลา 1 - 2 วัน 
 
 เมื่อสัตว์ได้รับการกระตุ้นจากความเครียดสมองส่วน hypothalamus จะหลั่ง Corticotropin - 
Releasing Hormone (CRH) ไปในระบบไหลเวียนภายในเวลาไม่ถึงวินาที หลังจากนั้นประมาณ 10 
วินาที ต่อมใต้สมองส่วนหน้าจะเพิ่มการหลั่ง Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) และ 
glucocorticoid hormone จะถูกกระตุ้นให้หลั่งเพิ่มขึ้นในเวลา 5 นาที โดยใช้เวลาในการออกฤทธิ์ที่
เน้ือเยื่อเป้าหมายประมาณ 30 นาที เน่ืองจาก glucocorticoid hormone เป็น steroid hormone ซึ่งออก
ฤทธิ์ในระดับยีนจึงมีระยะเวลาในการออกฤทธิ์นานประมาณ 1 ชั่วโมง หลังจากเร่ิมได้รับ
ความเครียด (Sapolsky et al., 2000) 
 
 cortisol มีรูปแบบการหลั่งที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาในแต่ละวัน (circadian rhythm) (Hays et 
al., 1975; Van Cauter, 2005) การศึกษาในคนและหนูทดลองพบว่า ระดับ cortisol สูงสุดในเวลาตื่น
นอนตอนเช้า ต่้าสุดในช่วงแรกของการนอนและตอนดึก ดังนั้นการนอนหลับที่ปกติจะเกิดขึ้นเมื่อ
การท้างานของ cortisol ลดน้อยลง (Van Cauter, 2005) นอกจากนี้ในสัตว์อ่ืน ๆ พบว่า cortisol มี
รูปแบบการหลั่งที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาในแต่ละวันเช่นกัน 
 
ผลของฮอร์โมน cortisol ต่อ metabolism ของสารอาหารในร่างกาย 
 
 Glucocorticoid hormone เป็น steroid hormone ที่มีผลต่อ metabolism ของกลูโคส        
(นทีทิพย์, 2538) เพื่อเป็นแหล่งพลังงานเมื่อร่างกายเกิดความเครียด (Kacsoh, 2000) โดยกระตุ้นการ
ผลิตกลูโคสจากกรดไขมันและกรดอะมิโนในตับ (gluconeogenesis) และลดการใช้กลูโคสในเซลล์
ต่าง ๆ โดยยับยั้งการขนส่งกลูโคสเข้าเซลล์ (Kaplan, 1992) 
 
 การออกฤทธิ์ของ glucocorticoid hormone มีผลทั้งในการสร้าง (anabolism) และการสลาย 
(catabolism) สารอาหาร glucocorticoid hormone นั้นมีผลทางการสลายสูงกว่าการสร้าง (Kaplan, 
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1992) โดยมีผลกระตุ้นการสลายโปรตีนในกล้ามเนื้อโครงร่าง (skeletal muscle) และเน้ือเยื่อ
เกี่ยวพัน (connective tissue) ได้กรดอะมิโน (amino acid) และกลีเซอรอล (glycerol) เพื่อเป็นสารต้ัง
ต้นในการเปลี่ยนไปเป็นกลูโคสในตับ โดยใช้พลังงานที่ได้จากกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) 
เอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการนี้ถูกกระตุ้นให้สังเคราะห์โดยการออกฤทธิ์ของ glucocorticoid 
hormone (Kacsoh, 2000) การใช้กรดอะมิโนไปในการสร้างกลูโคสจึงมีผลทางอ้อมในการลดการ
สังเคราะห์โปรตีนและไขมัน (นทีทิพย์, 2538) ดังนั้นการมี glucocorticoid hormone ในระดับสูง
เป็นเวลานานจึงมีผลต่อการกดการเจริญเติบโต (Squires, 2003) 
 
ระดับกลูโคสกับความเครียด 
 

Vijayan et al. (1994) ชี้ให้เห็นว่าสภาวะทางโภชนาการมีผลต่อการตอบสนองต่อ
ความเครียดและอัตราการก้าจัดกลูโคส ซึ่งสิ่งเหล่านี้ได้รับการสนับสนุนจากนักวิทยาศาสตร์ท่าน
อ่ืน ๆ ซึ่งสรุปว่าการแปรผลระดับกลูโคสในกระแสเลือดต้องกระท้าอย่างละเอียดรอบครอบ เพราะ
มีปัจจัยจากภายนอกเข้ามาเกี่ยวข้องด้วย อาทิเช่น อาหาร ช่วงอายุของสัตว์ ระยะเวลาครั้งสุดท้ายของ
การให้อาหาร และช่วงฤดูกาลต่าง ๆ ในรอบปี เป็นต้น เน่ืองมาจากสิ่งเหล่านี้ส่งผลต่อการกักเก็บ 
glycogen ในตับ (Wedemeyer et al., 1990) สภาวะทางโภชนาการเป็นปัจจัยที่มีผลต่อการ
ตอบสนองของกลูโคส การกินอาหารด้วยส่วนประกอบของโปรตีนและไขมันในสัดส่วนที่แตกต่าง
กันเป็นผลให้เกิดการตอบสนองต่อระดับกลูโคสในเลือดที่แตกต่างกันด้วย นอกจากนั้นกลูโคสยังมี
ความแตกต่างในสัตว์แต่ละชนิดและช่วงอายุของสัตว์ (Iwama et al., 2004) ดังนั้นเพื่อหลีกเลี่ยงผล
การทดลองที่ผิดพลาดจึงควรปรับให้สิ่งมีชีวิตอยู่ในระดับมาตรฐานเดียวกันก่อนการทดลอง 
  

ระดับกลูโคสในกระแสเลือดจะเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับอาหารที่มีคาร์โบไฮเดรตสูง  ปริมาณ
กลูโคสในเลือดมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเร่ือย ๆ หลังกินอาหาร 4 - 12 ชั่วโมง (Mills and Jenny, 1979) 
นอกจากนี้ความเครียดอย่างเฉียบพลันหรือรุนแรงซึ่งท้าให้ cortisol ในกระแสเลือดสูงมีผลให้ระดับ
กลูโคสในกระแสเลือดสูงด้วย (Apple et al., 1993) 
  

สัตว์ที่อยู่ในสภาวะเครียดจะอยู่ในสภาพขาดสมดุลย์พลังงาน (negative energy balance) ซึ่ง
เป็นสภาวะที่มีระดับกลูโคสในกระแสเลือดต่้า (Mudron et al., 2005) cortisol จะกระตุ้นการหลั่ง
สารเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการ gluconeogenesis ในเนื้อเยื่อตับและยับยั้งการขนส่งกลูโคสเข้าเซลล์ 
ดังนั้นจึงท้าให้ความเข้มข้นของกลูโคสในกระแสเลือดเพิ่มขึ้น (Mayes and Bender, 2003) โดย
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กลูโคสจะเป็นแหล่งพลังงานหลักส้าหรับเซลล์เม็ดเลือดแดงและส่วนของระบบประสาทส่วนกลาง
ระหว่างอยู่ในช่วงของความเครียด (Nockels, 1990) แต่การมีระดับกลูโคสในกระแสเลือดสูง 
(hyperglycemia) อาจเกิดจากสาเหตุอ่ืนที่ไม่ใช่ความเครียด (Moberg, 1985) ดังนั้นระดับกลูโคสใน
กระแสเลือดเพียงอย่างเดียวอาจจะไม่ใช่เป็นค่าชี้วัดระดับของความเครียดในสัตว์เน่ืองจากระดับ
กลูโคสสามารถมีผลจากหลายปัจจัย (Schultz et al., 1988) 
 

มีการใช้กลูโคสเป็นค่าชี้วัดความเครียดอย่างกว้างขวาง แต่มีรายงานว่ากลูโคสเป็นดัชนีชี้วัด
ความเครียดที่มีความถูกต้องแม่นย้าน้อยกว่า cortisol (Pottinger, 1998) ดังนั้นในการใช้กลูโคสเป็น
ค่าชี้วัดจึงต้องเพิ่มความระมัดระวัง โดย Simontacchi et al. (2008) กล่าวว่ากลูโคส และ cortisol ไม่
สามารถใช้เป็นค่าชี้วัดความเครียดที่น่าเชื่อถือ 
 
การใช้ Heat Shock Protein, cortisol และกลูโคสเป็นดัชนีชี้วัดความเครียดในปลา 
 

Campbell et al. (1994) ท้าการศึกษาพบว่าการขังปลา rainbow trout (Oncorhynchus 
mykiss) และปลา brown trout (Salmo trutta) ที่อยู่ในช่วงการพัฒนาระบบสืบพันธุ์ระยะสุดท้ายเป็น
เวลานานไม่มีผลต่อการสืบพันธุ์ของปลา rainbow trout แต่ท้าให้ขนาดของไข่ปลา rainbow trout 
ลดลง และท้าให้ลูกปลา  brown trout และ rainbow trout ที่ได้จากปลาในกลุ่มทดลองความเครียดมี
อัตรารอดต้่ากว่าลูกปลาที่ได้จากกลุ่มควบคุม หลังการขังปลา trout นาน 2 สัปดาห์ พบว่าระดับ 
cortisol เพิ่มขึ้นในทุกกลุ่มทดลอง ขณะที่ระดับ testosterone ลดลง ความเครียดจากการกักขังไม่มี
ผลต่อระดับ 17α - estradiol ขณะที่ระดับ vitellogenin ในปลา rainbow trout เพศเมียกลุ่มทดลอง
ลดลง ปลา rainbow trout เพศเมียที่เลี้ยงในที่กักขังเป็นเวลา 1 และ 3 เดือน ให้ไข่ที่เล็กกว่าไข่ปลา
กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และอัตรารอดของลูกปลา brown trout และ rainbow trout 
กลุ่มทดลองต่้ากว่ากลุ่มควบคุม ซึ่งบ่งชี้ได้ว่าความเครียดมีผลต่อคุณภาพเซลล์สืบพันธุ์ของปลา 
 
 Cuesta et al. (2006) รายงานว่าปลา seabream (Sparus aurata L.) ที่ท้าให้เครียดอย่าง
ฉับพลัน มีระดับ cortisol และกลูโคสในพลาสมาเพิ่มขึ้น ความเข้มข้นของ cortisol ในกลุ่มทดลอง
เพิ่มขึ้น โดยอยู่ในช่วง 70 - 140 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในการทดลองฉีด cortisol 50 มิลลิกรัมต่อ
น้้าหนักปลา 1 กิโลกรัม พบว่าหลังจากฉีดเป็นเวลา 5 วัน ระดับ cortisol เพิ่มขึ้น 10 เท่า การย้ายปลา
ไปไว้ในน้้าความเค็มสูง (55 ppt) ท้าให้ cortisol เพิ่มขึ้น การเพิ่มขึ้นของ cortisol ในพลาสมา
หลังจากเกิดความเครียดมีผลต่อการปรับตัวและระบบภูมิคุ้มกัน 
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 Fast et al. (2008) ท้าการศึกษาผลของความเครียดในช่วงสั้นและยาวต่อระดับ cortisol และ
ระบบภูมิคุ้มกันในปลา Atlantic salmon (Salmo salar Linnaeus) พบว่าในการศึกษาความเครียด
ระยะสั้นโดยน้าปลาขึ้นจากน้้า 15 วินาที ระดับ cortisol ในพลาสมาเพิ่มขึ้นหลังจากผ่านไปแล้ว 1 
และ 3 ชั่วโมง ระดับของกลูโคสในพลาสมาในชั่วโมงที่ 1, 3 และ 6 สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ interleukin - 1β (IL-1β) ในชั่วโมงที่ 1 และ 3 ของกลุ่มทดลองสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุม ในการศึกษาความเครียดระยะยาวโดยการน้าปลาขึ้นจากน้้าวันละ 15 วินาทีเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบว่าระดับกลูโคสในพลาสมาของกลุ่มทดลองเพิ่มขึ้นในสัปดาห์ที่ 1 ส่วน IL-1β ใน
สัปดาห์ที่ 1, 2 และ 3 ในกลุ่มทดลองลดลง และ macrophages ของปลาในกลุ่มทดลองลดลงซึ่ง
สอดคล้องกับการลดลงของอัตรารอด 
 
 Iwama et al. (1997) รายงานผลการทดลองฉีด cortisol เข้าไปในปลานิลเพศเมีย พบว่าท้า
ให้เกิดภาวะเครียดขึ้นอย่างรุนแรงส่งผลให้ระดับ testosterone และ estradiol ในพลาสมาลดลงอย่าง
มีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับชุดควบคุมและยังมีผลท้าให้ขนาดของไข่และรังไข่ลดลง ผลจากการศึกษา
เบื้องต้นในปลา rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) แสดงให้เห็นว่าการตอบสนองของ cortisol 
ต่อความเครียดอยู่ในระดับที่คงที่ตลอดเวลา (Pottinger et al., 1992) โดยที่ลักษณะการตอบสนอง
ต่อ cortisol นั้นสามารถส่งผลไปยังลูกได้ (Fevolden et al., 1991; Pottinger and Carrick, 1999) 
 
 Strange et al. (1977) รายงานว่าปลา chinook salmon ที่ถูกกักขังในกระชังขนาดเล็กเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง มี cortisol เพิ่มขึ้น และในปลา cutthroat trout ที่ถูกย้ายจากอุณหภูมิ 13 องศาเซส-
เซียส ไปอยู่ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซสเซียส อย่างเฉียบพลันท้าให้ระดับ cortisol เพิ่มขึ้นเช่นกัน 
 
 Iguchi et al. (2003) ศึกษาผลของความหนาแน่นต่อความเครียดและการเกิดโรคในปลา 
ayu (Plecoglossus altivelis) โดยเลี้ยงปลาที่ความหนาแน่น 1,250 ตัว หรือ 8.0 กิโลกรัม, 400 ตัว 
หรือ 2.6 กิโลกรัม และ 100 ตัว หรือ 0.6 กิโลกรัมต่อลูกบาศก์เมตร พบว่าที่ความหนาแน่นสูง ความ
เข้มข้นของ cortisol ในพลาสมาสูงขึ้น และความเข้มข้นของ immunoglobulin M (IgM) ในพลาสมา
ลดลง ท้าให้อัตราการตายสูงกว่าที่ความหนาแน่นปานกลางและต่้า 
 
 Ercüment et al. (2011) ท้าการศึกษาผลของระดับความหนาแน่นต่อการแสดงออกของยีน         
Heat Shock Protein70 (HSP70) ในตับ กล้ามเนื้อ เหงือกและไตของปลา rainbow trout โดยเลี้ยง
ปลาที่ความหนาแน่นต่างกัน 4 ระดับ คือ 15, 20, 25 และ 30 กิโลกรัม/ตารางเมตร โดยก่อนการ
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ทดลองจะเลี้ยงปลาที่ความหนาแน่นเท่ากันให้อาหารและอากาศอย่างเพียงพอเพื่อให้ปลาได้ปรับตัว
เป็นเวลา 30 วัน ท้าการทดลองเป็นเวลา 2 เดือน ใช้ปลาที่ความหนาแน่น 15 กิโลกรัม/ตารางเมตร 
เป็นชุดควบคุม ใช้ Real-Time PCR ในการวิเคราะห์การแสดงออกเชิงปริมาณของยีน HSP70 ผล
การทดลองพบว่ามีการแสดงออกของยีน HSP70 ในระดับสูงที่ความหนาแน่น 25 และ 30 กิโลกรัม/
ตารางเมตร ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความหนาแน่น 15 และ 20 กิโลกรัม/
ตารางเมตร 
 

Kaur et al. (2011) ได้ศึกษาถึงผลกระทบของอุณหภูมิที่สูงขึ้นและการปนเปื้อนของสาร
ก้าจัดศัตรูพืชในน้้าต่อระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein70 (HSP70) โดยท้าการ
ทดลองในปลาน้้าจืดชนิด Channa punctata กระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียดโดยการน้าไปแช่ในน้้าที่
มีอุณหภูมิสูงกว่าอุณหภูมิน้้าปกติอยู่ 12 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง จากนั้นกระตุ้นต่อด้วยการ
น้าไปแช่ในน้้าที่มีการปนเปื้อนของสารก้าจัดศัตรูพืช โดยเติม deltamethrin (สารก้าจัดศัตรูพืช) ลง
ไปในน้้าให้มีความเข้มข้น 0.75 ส่วนในพันล้าน แช่ปลาไว้ 48 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่ามีการ
แสดงออกของยีน HSP70 ในระดับสูงขึ้นที่ตับ ไต และเหงือก 
 

Kumar et al. (2011) ศึกษาผลของอาหารที่มีระดับโปรตีนแตกต่างกันที่ 20, 30, 40 และ 
45% ต่อการตอบสนองต่อความเครียดในลูกปลา Labeo rohita น้้าหนักเฉลี่ย 6.57 กรัม โดยกระตุ้น
ให้เกิดความเครียดด้วยวิธี Heat shock โดยเร่ิมเลี้ยงปลาด้วยอาหารทดลองเป็นเวลา 30 วัน ในช่วง
อุณหภูมิ 25.5 - 26.5 องศาเซลเซียส จากนั้นน้าไปกระตุ้นให้เกิดความเครียด โดยการแช่น้้าอุณหภูมิ 
38 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง พบว่าชุดการทดลองที่ระดับโปรตีน 20 และ 30% มีปริมาณไกล-
โคเจนในตับลดลงและแตกต่างทางสถิติจากค่าเร่ิมต้น ในขณะที่ชุดการทดลองที่มีระดับโปรตีน 40 
และ 45% มีปริมาณไกลโคเจนในตับค่อนข้างคงที่ ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับค่าเร่ิมต้น เนื่องจาก
ระดับโปรตีนที่สูงสามารถช่วยรักษาระดับไกลโคเจนในตับให้คงที่ได้โดยการใช้โปรตีนในการเป็น
แหล่งพลังงานทดแทนไกลโคเจนที่ร่างกายปลามีความต้องการพลังงานมากขึ้นในช่วงที่เกิด
ความเครียด ในส่วนของปริมาณกลูโคสและ cortisol ในเลือดเพิ่มสูงขึ้นทุกชุดการทดลองและมี
ความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับค่าเร่ิมต้น แต่ชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารโปรตีนสูงมี
แนวโน้มของการเพิ่มขึ้นดังกล่าวน้อยกว่า นอกจากนี้ปลากลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีระดับโปรตีน 40 
และ 45% มีอัตราการรอดตายสูงกว่าปลาที่เลี้ยงด้วยอาหารที่มีระดับโปรตีน 20 และ 30% อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งผู้วิจัยเสนอว่าอาจเกิดจากระดับโปรตีนสูงช่วยให้มีการปรับตัวกับความเครียด
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ได้ดีกว่าชุดการทดลองที่เลี้ยงด้วยอาหารโปรตีนต้่า ซึ่งแสดงจากค่าต่าง ๆ ที่ระบุถึงสภาวะเครียด
ของปลาทดลอง 
 

Seyyed (2011) ศึกษาผลของกานพลูผงในการลดความเครียดของปลาคาร์พ Cyprinus 
carpio (น้้าหนักประมาณ 10 กรัม) ท้าการทดลองโดยเลี้ยงปลาในน้้าที่มีความเค็ม 3 ส่วนในพัน 
ก่อนการทดลองจะเก็บตัวอย่างเลือดเพื่อใช้เป็นค่าเร่ิมต้น จากนั้นกระตุ้นให้ปลาเครียดโดยการเพิ่ม
ระดับความหนาแน่นให้สูงขึ้น (ใส่ปลาลงไปให้ได้ความหนาแน่น 25 กรัม/น้้า 1 ลิตร เป็นเวลา 45 
นาที) โดยแบ่งเป็น 4 ชุดการทดลอง คือ ชุดการทดลองที่ไม่ได้เติมกานพลูผงลงไปในน้้าระหว่างที่
กระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียด (C0) และชุดการทดลองที่เติมกานพลูผงลงไปในน้้าระหว่างที่
กระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียด โดยจะเติมลงไปในระดับต่าง ๆ กันคือ 50 (C50), 200 (C200) และ 
300 (C300) มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อครบ 45 นาทีแล้วเก็บตัวอย่างเลือดของปลาทุกชุดการทดลองเพื่อ
น้ามาตรวจหาปริมาณกลูโคส, cortisol, Na+ และ Cl- ซึ่งพบว่า ชุดการทดลองที่มีการเติมกานพลูผง
ลงไปทั้ง 3 ชุดการทดลอง จะช่วยให้ระดับของ cortisol ไม่เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับค่าเร่ิมต้น แต่
ในส่วนของระดับกลูโคสมีค่าเพิ่มสูงขึ้นในทุกชุดการทดลองและมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับค่าเร่ิมต้น ส่วนระดับของ Na+ และ Cl- ไม่มีการเปลี่ยนแปลงและไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติในทุกชุดการทดลอง จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่ากานพลูผงมีผลท้าให้
ปลาคาร์พลด metabolism ลงและสามารถปรับตัวกับความเครียดที่เกิดจากความหนาแน่นสูงได้ดี 
ส่งผลต่อเน่ืองให้ปริมาณ cortisol ลดลงด้วย 

 
Oyoo - Okoth et al. (2011) ศึกษาผลของความเค็มระดับต่าง ๆ ในระหว่างการขนส่งต่อ

อัตรารอดและการตอบสนองทางสรีรวิทยาของปลาน้้าจืดชนิด Labeo victorianus โดยขนส่งเป็น
เวลา 6 ชั่วโมง ใช้ระดับความเค็มต่าง ๆ กันคือ 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 10 psu โดยการขนส่งจะ
ใส่ปลาลงไปในถุง ๆ ละ 100 ตัว (น้้าหนักเฉลี่ย 8 - 11 กรัม ความหนาแน่น 16 กิโลกรัม/ลูกบาศก์
เมตร) และท้าการวัดอุณหภูมิของน้้า ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้า (DO) pH แอมโมเนีย-
ไนโตรเจนรวม (TAN) และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ทั้งก่อนและหลังการขนส่ง รวมทั้งวัด
ปริมาณ cortisol ในพลาสมา ปริมาณกลูโคสในเลือด ปริมาณโซเดียมในพลาสมา ปริมาณคลอไรด์
ในพลาสมา และปริมาณแอมโมเนียในเลือด ภายหลังการขนส่งพบว่าอัตรารอดและค่าบ่งชี้ต่าง ๆ 
ของปลามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยในชุดควบคุม (0 psu) และชุดการทดลองที่มี
ระดับความเค็ม 0.25, 0.5 และ 10 psu มีอัตราการรอดตายที่ต่้ากว่า 70% การเพิ่มระดับของความเค็ม
ขึ้นจะมีผลผกผันกับปริมาณของ TAN และ CO2 ในน้้า อีกทั้งยังพบว่าระดับของ cortisol ใน
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พลาสมาของปลาที่ขนส่งด้วยความเค็ม 0.5 - 8 psu ระดับของกลูโคสและแอมโมเนียในเลือดของ
ปลาที่ขนส่งด้วยความเค็ม 1 - 4 psu และระดับของโซเดียมและคลอไรด์ในพลาสมาของปลาที่
ขนส่งด้วยความเค็ม 1 - 8 psu ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติระหว่างช่วงก่อนและหลังการขนส่ง 
จากผลการทดลองนี้มีข้อเสนอแนะให้ใช้ความเค็มระหว่าง 1 - 4 psu ในการขนส่งปลา                   
L. victorianus ซึ่งจะช่วยลดผลกระทบของความเครียดให้เกิดน้อยที่สุดกับสรีรวิทยาของปลา 

 
การศึกษาผลของความเครียดต่ออัตราการรอดตาย อัตราการใช้ออกซิเจน ระดับของ 

plasma cortisol และ plasma glucose ในเลือด รวมทั้งการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 
(HSP70) ที่เหงือกของปลา Atlantic cod (Gadus morhua) ขนาด 10 และ 50 กรัม โดยการกระตุ้นให้
ปลาเกิดความเครียดจากการเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้น 2 องศาเซลเซียส ในทุก ๆ ชั่วโมง จนถึงอุณหภูมิ
สูงสุดที่ 22 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบว่าการกระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียดด้วยการเพิ่ม
อุณหภูมิอย่างเฉียบพลันนั้นมีค่าบ่งชี้ที่ใช้ในการวัดการตอบสนองต่อความเครียดที่เกิดขึ้นกับปลาได้
ดีที่สุดคือ อัตราการใช้ออกซิเจนและระดับของ plasma cortisol ในเลือด ส่วนระดับของ plasma 
glucose และการแสดงออกของยีน HSP70 นั้นยังเป็นค่าบ่งชี้ที่มีความไวในการตอบสนองที่ต่้ากว่า 
(Perez-Casanova et al., 2008) 

 
การตอบสนองต่อความเครียดของปลาต่างชนิดกันแม้ว่าจะอยู่ในสิ่งแวดล้อมเดียวกันก็จะมี

ความแตกต่างกันในการตอบสนองต่อความเครียด เช่น ในการทดลองผลของการตอบสนองต่อ
ความเครียดในปลา coral trout 2 ชนิดคือ Plectropomus leopardus และ Plectropomus maculatus 
พบว่าเมื่อน้าปลาทั้ง 2 ชนิดมาท้าการกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการจับ และการลดความเค็ม 
จากนั้นน้ามาตรวจวัดค่าบ่งชี้ต่าง ๆ ที่เป็นผลมาจากการเกิดความเครียด เช่น ฮอร์โมน cortisol, 
glucose, lactate, hemoglobin และ hematocrit พบว่าข้อมูลที่ได้จากปลาทั้ง 2 ชนิดมีความแตกต่าง
กันโดยสิ้นเชิง (Frisch and Anderson, 2005) ทั้งนี้การได้รับความเครียดซ้้า ๆ กันอาจท้าให้เกิด
ความเครียดสะสม (Carmichael et al., 1983; Flos et al., 1988; Maule et al., 1988) โดยที่การศึกษา
ของ Barton et al. (1986) พบว่าเมื่อปลา chinook salmon ได้รับความเครียดจากการจับหลาย ๆ ครั้ง 
ระดับของฮอร์โมน cortisol จะมีการสะสมเพิ่มขึ้นในขั้นตอนสุดท้ายของการกระตุ้นให้เกิด
ความเครียด และนอกจากการเพิ่มขึ้นของฮอร์โมน cortisol แล้วระดับของกลูโคสในซีร่ัมยังเพิ่มขึ้น
ด้วย ซึ่งช่วงเวลาที่ปลาได้รับการรบกวนจากปัจจัยที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดความเครียด และความ
รุนแรงของการกระตุ้นให้เกิดความเครียดนั้นจะมีผลต่อลักษณะในการตอบสนองต่อความเครียด
ของปลา ถ้าการกระตุ้นให้เกิดความเครียดนั้นไม่รุนแรงมาก ปลาก็สามารถที่จะปรับเปลี่ยนกลไก
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ทางสรีรวิทยาให้เกิดการทดแทนสิ่งที่เสียไปเพื่อให้ร่างกายกลับสู่สภาพสมดุล แต่ถ้าหากปลาได้รับ
ความเครียดอย่างรุนแรงจนร่างกายไม่สามารถปรับตัวให้เป็นปกติได้ท้าให้ร่างกายได้รับผลกระทบ
ด้านลบต่าง ๆ จนอาจถึงขั้นท้าให้ปลาตายได้ (Schreck, 2000) 

 
จากการทดลองของ Ortuno et al. (2001) ที่ได้ท้าการทดลองในปลา gilthead seabream 

(Sparus aurara L.) โดยให้ปลาอยู่ในสภาพที่มีความหนาแน่นสูงเป็นระยะเวลาสั้น ๆ เพื่อศึกษาผล
ของความเครียดที่เกิดขึ้นต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน พบว่าผลของความเครียดจะไปกดการ
ท้างานของ complement activity และ phagocytic activity แต่การท้างานของระบบดังกล่าวจะกลับ
เป็นปกติภายหลังจากการทดลองเป็นเวลาประมาณ 3 วัน และจากผลของความเครียดที่ท้าให้การ
ท้างานของ phagocytic activity ลดลงนั้นอาจจะเกิดจากการที่ active cell ที่อยู่ในเนื้อเยื่อย้ายไปอยู่
ในส่วนของกระแสเลือดแทน ส่งผลท้าให้ค่าของ phagocytic activity ของเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ไต
ส่วนหน้ามีค่าน้อยลง 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 
 
สัตว์ทดลอง 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus Linn.) น้้าหนักประมาณ 100 กรัม จากสถานีวิจัยประมง
ก้าแพงแสน คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก้าแพงแสน หรือจากฟาร์มเอกชน 
 
อุปกรณ์ทดลอง 
 

1. บ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร 
2. เคร่ืองให้อากาศ 
3. หัวทราย 
4. สายออกซิเจน 
5. ถุงพลาสติกชนิดขุ่นขนาด 18 x 28 นิ้ว 
6. สวิงตักปลา 
7. เคร่ืองแก้ว เช่น Beaker, Flask และ Pasteur pipette 
8. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ยี่ห้อ Thermo รุ่น Biomate 3 
9. กล่องโฟม 
10. กระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร และ หัวเข็ม 24 G x 1 
11. หลอด Microcentifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
12. อุปกรณ์ในการเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย (ตะเกียงแอลกอฮอล์, Loop, Needle, Triangle) 
13. อุปกรณ์ผ่าตัด 
14. หม้อน่ึงฆ่าเชื้อ (Autoclave), Hirayama 
15. ตู้บ่มเชือ้ (Incubator), Memmert 
16. ตู้อบไอร้อน (Hot air oven), Memmert 
17. เคร่ืองเขย่า (Shaker machine), GFL 3016 
18. สไลด์แก้ว และ cover slip 
19. จานเลี้ยงเชื้อ (petri dish) 
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20. Microcentrifuge ควบคุมอุณหภูมิ, Mikro 200R Hettich 
21. Microcentrifuge ควบคุมอุณหภูมิ, Universal 320R Hettich 
22. ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส, Whirlpool 
23. ชุด Gel Electrophoresis, Bio-Rad 
24. หลอด Centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
25. ELISA reader, 1575 Bio-Rad 
26. Touch mixer Model # 232 (Fisher Scientific, USA) 
27. Power supply: Power PAC 3000 (Bio-Rad Laboratories, USA) 
28. White/UV trasilluminator, UVP ImageStore 7500 (Mitsubishi Electric Corporation, Japan) 
29. Thermal cycle (Polymerase chain reation; PCR) machine model TP600 (Takara Bio Inc.) 
30. Real time PCR machine (Stratagene Mx3005p) 
31. Homogenizer, FastPrep-24 
32. Vortex Mixer, 2 Genic, Scientific Industries, USA 
33. ถุงมือปลอดเชื้อ 
34. PCR tube 
35. ปิเปตอัตโนมัติ (Automatic pipette/Tip: 10 l, 200 l, 1000 l) Model COSTAR 
36. เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง 
37. เคร่ืองชั่งทศนิยม 3 ต้าแหน่ง 

 
สารเคมี 
 
 1. สารเคมีส้าหรับงานทางด้านชีวโมเลกุล 
     1.1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส (Fermentas) 
     1.2 Absolute ethanol (Merck) 
     1.3 Ammonium persulfate (Bio basic Inc.) 
     1.4 Chloroform (Fisher Scientific) 
     1.5 Phenol (Merck) 
     1.6 Tris (Tris-Borate EDTA) (Fisher Scientific) 
     1.7 Ethidium bromide (Sigma) 
     1.8 Ethylene diamine tetreacetic acid, disodium salt dehydrate; EDTA (Fluka) 
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     1.9 Diethyl pyrocarbonate; DEPC (Sigma) 
     1.10 N, N-Dimethylformamide (Ajax Finechem) 
     1.11 ß-mercaptoethanol (Sigma) 
     1.12 Formamide (BDH) 
     1.13 Formaldehyde (BDH) 
     1.14 3-[N-morpholino] propane-sulfonic acid; MOPS (BIO BASIC INC.) 
     1.15 Isopropyl-ß-D-thiogalactoside; IPTG (Sigma) 
     1.16 5-bromo-4-cholo-3-indoyl-ß-D-galactopyranoside; X-gal (Sigma) 
     1.17 Trizol reagent (Molecular Research Center) Isopropanol (Merck) 
     1.18 RNase A 
     1.19 iScriptTM Select cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) 
     1.20 RevertAidTM Firststrand cDNA synthesis kit (Fermentas) 
     1.21 Loading dye (Fermentas) 
     1.22 Gel star (Lonza) 
     1.23 Agarose gel (Conda) 
     1.24 Brilliant®II SYBR®Green QPCR (stratagene) 
 2. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
     2.1 Trypticase Soy Broth (Merck) 
     2.2 Trypticase Soy Agar (Merck) 
 3. สายพันธุ์แบคทีเรีย 
     3.1 Streptococcus agalactiae สายพันธุ ์AQSA 08 
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วิธีการ 
 
การทดลองท่ี 1 การเปรียบเทียบดัชนีบ่งชี้ความเครียดในปลานิลท่ีถูกกระตุ้นด้วยการจ าลองการ
ขนส่งท่ีความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 

1. การวางแผนการทดลอง 
 
         ท้าการกระตุ้นให้ปลานิลเกิดความเครียดโดยจ้าลองการขนส่งในถุงพลาสติกบรรจุน้้า         5 
ลิตร ที่ระดับความหนาแน่น (จ้านวนปลา/ถุง) ต่าง ๆ กัน 
         วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 3 ชุดการทดลอง 
(Treatment) ในแต่ละชุดการทดลองมี 6 ซ้้า (Replication) คือ 

 
         ชุดการทดลองที่ 1       บรรจุปลานิลจ้านวน 5 ตัว/ถุง (ความหนาแน่น 100 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 

         ชุดการทดลองที่ 2       บรรจุปลานิลจ้านวน 10 ตัว/ถุง (ความหนาแน่น 200 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 

         ชุดการทดลองที่ 3       บรรจุปลานิลจ้านวน 20 ตัว/ถุง (ความหนาแน่น 400 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 
 

         การทดลองนี้จ้าลองการขนส่งปลาเป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยมีการตรวจวัดระดับของกลูโคส 
cortisol และ Heat shock protein70 ในสภาพปกติก่อนการขนส่ง และที่เวลา 0, 1, 6, 12 และ 24 
ชั่วโมง หลังจากจ้าลองการขนส่งครบ 6 ชั่วโมง 
 

2. การเตรียมสัตว์ทดลอง 
 
         ใช้ปลานิลที่มีน้้าหนักประมาณ 100 กรัม น้ามาพักไว้ในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร ให้
อากาศอย่างเพียงพอและมีการหมุนเวียนของน้้าอยู่ตลอดเวลา โดยจะพักไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ก่อน
การทดลอง ให้อาหารปลากินพืชชนิดเม็ดส้าเร็จรูปทุกวัน วันละ 2 ครั้ง โดยจะงดให้อาหาร 1 วัน
ก่อนทดลอง 
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3. ขั้นตอนการทดลอง 
 
          3.1 ปรับสภาพปลาโดยน้ามาเลี้ยงในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร ในระดับความ
หนาแน่นที่เหมาะสม ให้อากาศอย่างเพียงพอและมีการหมุนเวียนของน้้าอยู่ตลอดเวลาก่อนน้ามาใช้
ทดลอง โดยใช้เวลาในการปรับสภาพปลาเป็นเวลา 1 สัปดาห ์ให้อาหารปลากินพืชชนิดเม็ด
ส้าเร็จรูปวันละ 2 คร้ัง โดยจะงดให้อาหาร 1 วันก่อนท้าการทดลอง 

 
          3.2 หลังจากปรับสภาพปลาครบ 1 สัปดาห์แล้ว เร่ิมการทดลองโดยการสุ่มตัวอย่างปลา 6 ตัว 
จาก บ่อซีเมนต์ เพื่อเก็บเลือดและเหงือก โดยจะเก็บเลือดจาก caudal vein ด้วยเข็มขนาด 24 Gx1 ให้
ได้เลือดอย่างน้อย 2 ซซีี แยกเอาเฉพาะส่วนซีรั่มน้าไปใช้ในการตรวจวัดระดับของ cortisol และ
กลูโคสส่วนเหงือกจะน้าไปใช้ศึกษาการแสดงออกของ Heat shock protein70 (HSP70) เพื่อใช้เป็น
ค่าเร่ิมต้นก่อนการขนส่ง 
 
          3.3 เตรียมถุงพลาสติกขนาด 18 x 28 นิ้ว จากนั้นใส่น้้าสะอาดลงไปในถุงพลาสติกที่เตรียมไว้
ให้ได้ปริมาตร 5 ลิตร 
 
          3.4 ใส่ปลานิลที่ผ่านการปรับสภาพแล้วลงไปในถุงพลาสติกจ้านวน 5, 10 และ 20 ตัว/ถุง ซึ่ง
มีความหนาแน่นประมาณ 100, 200 และ 400 กรัม/น้้า 1 ลิตร ตามล้าดับ โดยจะใช้ชุดการทดลองละ 
6 ถุง 
 
          3.5 อัดอากาศลงไปในถุงบรรจุปลาจนเต็มถุง จากนั้นรัดปากถุงด้วยยางวงให้แน่น 
 
          3.6 น้าถุงพลาสติกที่บรรจุปลาเรียบร้อยแล้วมาวางไว้เพื่อเป็นการจ้าลองการขนส่ง โดยใช้
เวลาในการจ้าลองการขนส่งตลอดการทดลอง 6 ชั่วโมง เพื่อเป็นการกระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียด 
 
          3.7 เมื่อครบระยะเวลาในการจ้าลองการขนส่ง เปิดถุงบรรจุปลาแล้วสุ่มเก็บตัวอย่างเลือด (วิธี
เก็บตามข้อ 3.2) และเหงือกของปลา 6 ตัวต่อชุดการทดลอง (1 ตัว/ซ้้า) ซึ่งการเก็บตัวอย่างจะเก็บ
เลือดของปลาก่อน จากนั้นจึงน้าปลาตัวที่เก็บเลือดแล้ว ไปเก็บตัวอย่างเหงือกต่อไป โดยจะนับเวลา
เป็น 0 ชั่วโมงหลังจากการจ้าลองการขนส่งครบ 6 ชั่วโมง ส่วนปลาที่เหลือของแต่ละชุดการทดลอง
จะน้าไปปล่อยลงเลี้ยงต่อในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร ซึ่งมีน้้าอยู่ 800 ลิตร แบ่งเป็น 3 ชุด
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การทดลอง ชุดการทดลองละ 4 บ่อ (1 บ่อ/1 ช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่าง ซึ่งจะมี 4 ช่วงเวลาคือ 1, 
6, 12 และ 24 ชั่วโมงหลังจ้าลองการขนส่ง) ซึ่งการปล่อยปลาจะน้าปลาที่เหลืออยู่ในแต่ละถุงของ
แต่ละชุดการทดลองไปปล่อยลงบ่อให้ครบบ่อละ 6 ตัว ตามบ่อที่ก้าหนดชุดการทดลองและ
ช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่างเอาไว้แล้ว โดยเมื่อเลี้ยงต่อไปจนครบช่วงเวลาต่าง ๆ ตามที่ก้าหนด
เอาไว้ก็จะเก็บตัวอย่างเลือดและเหงือกของปลา คือเก็บตัวอย่างชุดการทดลองละ 6 ตัว เป็นการเก็บ
หมดทั้งบ่อ (เก็บตัวอย่างช่วงเวลาละ 3 บ่อ คือ 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 1 บ่อ/ช่วงเวลา) 
รวมแล้วจะเก็บตัวอย่างปลาทั้งหมด 18 ตัว/ช่วงเวลา 
 
          3.8 การเก็บเหงือกจากตัวอย่างปลาที่สุ่มมาท้าได้โดยการใช้ปากคีบเปิดแผ่นปิดเหงือกของ
ปลาออก จากนั้นใช้กรรไกรตัดที่บริเวณเหงือกของปลา แล้วน้าเหงือกที่ตัดได้ไปเก็บไว้ใน TRIzol 
reagent (Molecular Research Center) จากนั้นจึงน้าไปสกัด Total RNA และสังเคราะห์ First Strand 
cDNA ต่อไป 
 
          3.9 เลือดที่ได้จากปลาในแต่ละช่วงเวลา จะน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
ที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกเอาแต่ส่วนของซีร่ัมไปใช้ในการ
ตรวจวัดระดับ cortisol และกลูโคส 
 

4. วิธีการวิเคราะห์ระดับ cortisol และกลูโคส 
 
          ส่งตัวอย่างไปที่ BRIA group of companies เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ cortisol ด้วยเคร่ือง ADVIA 
Centaur CP โดยอาศัยหลักการ CMIA (Chemiluminescent microparticle immunoassay) 

 
          การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสจะด้าเนินการโดยใช้ชุดทดสอบ Liquid – Glucose (BIOTECH 
REAGENT) โดยอาศัยวิธี GOD - PAP Method และวัด end point โดยอาศัย Enzymatic 
Colorimetric Test 
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5. การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 
 
          5.1 การสกัด Total RNA 
 
          น้าตัวอย่างเหงือกที่เก็บไว้มาเติม TRIzol reagent (Molecular Research Center) ให้ได้
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นบดให้ละเอียดและบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วเติม Chloroform ลง
ไป 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องอีก 2 - 3 นาที แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นแยกเอาแต่ส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งประกอบด้วย RNA ไป
ไว้ในหลอด centrifuge หลอดใหม่ แล้วเติม Isopropyl alcohol ลงไปอีก 500 ไมโครลิตร และเขย่า
ให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วจึงน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จะได้ตะกอนสีขาวของ RNA อยู่บริเวณก้นหลอด ล้างตะกอน RNA 
ด้วย 75% Ethanol 1 มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน้าออกมาใช้
สังเคราะห์ First Strand cDNA ต่อไป 
 
          5.2 การสังเคราะห์ First strand cDNA 
 
          น้า Total RNA ที่เก็บไว้ใน 75% Ethanol มาวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้ตัวอย่างละลาย 
จากนั้นน้าไปเขย่าด้วย Vortex mixture แล้วน้าไปปั่นเหว่ียงที่ 8,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จากนั้นดูด 75% Ethanol ออก แล้วตากตะกอนไว้ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อตะกอนแห้ง  
หมาด ๆ แล้วจึงเติม DEPC treated water ลงไปประมาณ 10 ไมโครลิตร ค่อย ๆ เติมทีละน้อยเพื่อให้
ตะกอนละลายจนหมด จากนั้นน้า Total RNA ที่ละลายแล้วออกมา 2 ไมโครลิตร น้าไปผสมกับ 
DEPC treated water อีก 68 ไมโครลิตรแล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 – 280 
นาโนเมตร โดยใช ้DEPC treated water เป็น Blank จะได้ค่าความเข้มข้นของ Total RNA ในหน่วย
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นใช้ Total RNA ที่สกัดได้จากเนื้อเยื่อเหงือกที่มีความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัม มาสังเคราะห์ First strand cDNA ต่อไปโดยใช้ iScriptTM select cDNA synthesis kit 
(BIO - RAD) เพื่อน้ามาใช้เป็น Template ซึ่งปฏิกิริยามีปริมาตรรวมเท่ากับ 7.5 ไมโครลิตร ซึ่ง
ประกอบด้วย Nuclease - free water, Oligo(dT)20 primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นน้ามาบ่มที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน้าไปวางไว้บนน้้าแขง็ เตรียม Master mix ซึ่งมี
ปริมาตรรวมเท่ากับ 10 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 5X iScript select reaction mix ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร และ iScript reverse transcriptase ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วจึงน้าไป
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บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที บ่มต่อที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 
จากนั้นน้าไปบ่มที่ 70 องศาเซลเซียส อีก 10 นาที แล้วจึงน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน้าไปศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real - time PCR 
 
         5.3 การวิเคราะห์ Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Real - 
time PCR) 
 
          การทดลองนี้จะใช้ชุด Brilliant®II SYBR® Green QPCR (Stratagene) ซึ่งปฏิกิริยามีปริมาตร
รวมเท่ากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย First strand cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, SYBR Green 
Master mix 12.5 ไมโครลิตร, น้้ากลั่น 9.5 ไมโครลิตร และใช้ Specific primers ต่อยีน HSP70 ของ
ปลานิล ได้แก่ HSP70f : 5’-CCACTTTGTGGAGGAGTTCAAGAG-3’ และ HSP70r : 5’-
AGCACAGCTCCTCAAAGCGAGCCC-3’ ตามล้าดับ และระดับการแสดงออกของยีน HSP70 
ของตัวอย่างจะถูก Normalize กับ Housekeeping gene คือ β-actin ซึ่ง Forward และ Reverse 
Primer มีล้าดับเบสดังนี้ actinf : 5’-AACAGCGCAATCCTCTTCCAGAGT-3’ และ actinr : 5’-
ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTT-3’ (ตารางที่ 1) โดยสภาวะของปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 95 
องศาเซลเซียส 10 นาที จ้านวน 1 รอบ จากนั้นจะเป็นอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศา
เซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ้านวนทั้งหมด 40 รอบ หลังจากนั้นจึงท้าการวิเคราะห์ 
Melting curve โดยที่จะด้าเนินต่อเน่ืองไป โดยมีสภาวะของปฏิกิริยา PCR ดังนีค้ือ 95 องศา
เซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 
ตารางท่ี 1  Gene specific primers ของยีน Heat Shock Protein70 ส้าหรับท้า Real - time PCR 
 

Gene Names 
Primer 
names 

Sequences from 5’ to 3’ 
size 
(bp) 

 

Heat shock protein70 
HSP70f 5’-CCACTTTGTGGAGGAGTTCAAGAG-3’ 

156 
HSP70r 5’-AGCACAGCTCCTCAAAGCGAGCCC-3’ 

β-actin 
Actinf 5’-AACAGCGCAATCCTCTTCCAGAGT-3’ 

97 
Actinr 5’-ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTT-3’ 

 



41 
 

  

          5.4 การวิเคราะห์ Relative quantification ของ mRNA 
 
          การวิเคราะห์ข้อมูลจากการท้า Real - time PCR นั้นมี 2 วิธี คือ Absolute quantification และ 
Relative quantification (Livak and Schmittgen, 2001) ส้าหรับวิธี Absolute quantification จะท้า
การวิเคราะห์ Transcript copy number โดยการสร้างเส้น Standard curve ซึ่งเป็นการ Plot ค่า log 
แบบเส้นตรงของ Initial copy number ส้าหรับชุดของ Standard เทียบกับค่า Threshold cycle        
(Ct value) โดยจะมีการวัดค่า Ct ของ Unknown gene และ Standard curve เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ 
Copy number เบื้องต้น ส่วนวิธี Relative quantification จะใช้อธิบายถึงการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยีนเป้าหมายที่เกี่ยวข้องกับ Reference group บางกลุ่ม เช่น Internal หรือ Untreated 
control เพื่อ Normalize จ้านวนของ Target transcript ซึ่งวิธีนี้อยู่บนพื้นฐานของ Equal PCR 
efficiencies ส้าหรับ Target และ Internal control mRNAs 
 
          Relative copy number ของ mRNA จะค้านวณตามวิธี 2- CT (Livak and Schmittgen, 2001) 
ค่าความแตกต่างของ Threshold cycle (CT) ระหว่าง mRNA ของ HSP70 ซึ่งเป็น Target gene กับ 
β-actin ซึ่งเป็น Internal control ของแต่ละปฏิกิริยาจะใช้เพื่อ Normalize ระดับการแสดงออกของ 
mRNA ได้ดังสมการ 

 
CT = CT (HSP70) – CT (β-actin) 

 
          ค่านี้จะค้านวณในแต่ละ Unknown sample โดย mRNA ของ HSP70 จะถือว่ามีความสัมพันธ์
คงที่กับ Total RNA ค่า CT ในแต่ละตัวอย่างจะตรงกันกับ Relative quantification ของ mRNA 
ของ Heat Shock Protein70 และ Relative copy number จะถูกน้ามาค้านวณโดยใช้สมการน้ี 

 
Copy number = 2-CT 

 
โดย CT = CT (Unknown sample) - CT (Reference sample) 

 
          ในการทดสอบความจ้าเพาะเจาะจงของ Primer การวิเคราะห์ Melt curve สามารถใช้ยืนยันว่า
เป็น Product ที่เราต้องการเท่านั้น ที่ถูก Amplify ไม่ใช่มาจาก PCR product ที่ไม่มีความจ้าเพาะ
เจาะจงหรือจาก Primer - dimer จับกันเอง อุณหภูมิส้าหรับ Melting ที่แตกต่างกันจะสามารถสังเกต
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ได้ระหว่าง Product ที่มีความจ้าเพาะหรือไม่มีความจ้าเพาะ โดย Melt curve จะได้จากการเปลี่ยน
อุณหภูมิอย่างช้า ๆ ของปฏิกิริยา PCR จนกระทั่งอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นขณะที่มีการเก็บ
ข้อมูล 
 

6. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 
          วิเคราะห์ระดับของกลูโคส, cortisol และระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ซึ่งจะแสดงไว้
ในรูปของ Means ± standard deviation วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช้ One - way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองโดยวิธี Duncan’s 
new multiple range tests ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Steel and Torrie, 1986) 
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การทดลองท่ี 2 การเปรียบเทียบดัชนีบ่งชี้ความเครียดในปลานิลท่ีถูกกระตุ้นด้วยการฉีดเชื้อ

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 

1. การวางแผนการทดลอง 
 
          ท้าการกระตุ้นให้ปลานิลเกิดความเครียดจากการติดเชื้อโรค โดยการทดลองฉีดเชื้อแบคทีเรีย
ชนิด Streptococcus agalactiae ที่จ้านวนเซลล์ต่าง ๆ กัน 
          วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยมี 3 ชุดการทดลอง 
(Treatment) ในแต่ละชุดการทดลองมี 6 ซ้้า (Replication) คือ 

 
          ชุดการทดลองที่ 1 ชุดควบคุม ฉีดปลาด้วยน้้าเกลือที่ความเข้มข้น 0.85% ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร/ตัว 

 
          ชุดการทดลองที่ 2 ฉีดปลาด้วยเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ที่ความเข้มข้น 106 
CFU/ml ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/ตัว 

 
          ชุดการทดลองที่ 3 ฉีดปลาด้วยเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ที่ความเข้มข้น 108 
CFU/ml ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/ตัว 

 
          การทดลองนี้เป็นการกระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียดโดยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus 
agalactiae ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคหลักที่สร้างความเสียหายในปลานิลอย่างรุนแรง โดยจะมี
การตรวจวัดระดับของกลูโคส, cortisol และ HSP70 ในสภาพปกติก่อนการฉีดเชื้อกระตุ้น และที่
เวลา 12 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 2 วัน 3 วัน และ 7 วันหลังจากฉีดเชื้อแบคทีเรียกระตุ้น 

 
2. การเตรียมสัตว์ทดลอง 

 
         ใช้ปลานิลที่มีน้้าหนักประมาณ 100 กรัม น้ามาพักไว้ในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร ให้
อากาศอย่างเพียงพอและมีการหมุนเวียนของน้้าอยู่ตลอดเวลา โดยจะพักไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ก่อน
การทดลอง ให้อาหารปลากินพืชชนิดเม็ดส้าเร็จรูปทุกวัน วันละ 2 ครั้ง 
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3. ขั้นตอนการทดลอง 
 
          3.1 เลี้ยงปลานิลในบ่อซีเมนต์ขนาด 1.5 ลูกบาศก์เมตร ซึ่งมีน้้าอยู่ 800 ลิตร ใส่ปลานิลลงไป
บ่อละ 6 ตัว มี 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 5 บ่อ (1 บ่อ/1 ช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่าง) รวม
ทั้งหมด 15 บ่อ ให้อากาศอย่างเพียงพอและมีการหมุนเวียนของน้้าอยู่ตลอดเวลา โดยจะใช้เวลา 1 
สัปดาห์เพื่อให้ปลาได้ปรับสภาพก่อนที่จะเร่ิมการทดลอง ให้อาหารปลากินพืชชนิดเม็ดส้าเร็จรูปวัน
ละ 2 คร้ัง เช้า - เย็น 

 
          3.2 หลังจากปรับสภาพปลาครบ 1 สัปดาห์แล้ว เร่ิมการทดลองโดยการสุ่มตัวอย่างปลา 6 ตัว 
จากบ่อซีเมนต์ (บ่อ stock) เพื่อเก็บเลือดและเหงือก โดยเลือดจะน้าไปใช้ในการตรวจวัดระดับของ
กลูโคสและ cortisol ส่วนเหงือกจะน้าไปใช้ศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 เพื่อใช้เป็นค่า
เร่ิมต้นก่อนการฉีดกระตุ้น 
 
          3.3 เตรียมเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ในสารละลายน้้าเกลือ 0.85% ที่ระดับ
ความเข้มข้น 106 และ 108 CFU/ml เพื่อใช้ในการฉีดกระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียด 
 
          3.4 น้าเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.3 ไปฉีดเข้าทางช่องท้อง 
(Intraperitoneal injection) ของปลานิลที่เลี้ยงไว้ในบ่อซีเมนต์ (บ่อละ 6 ตัว) โดยฉีดปลานิลทุกตัว 
ตัวละ 0.2 มิลลิลิตร ส่วนในชุดควบคุมจะฉีดด้วยสารละลายน้้าเกลือที่ระดับความเข้มข้น 0.85% 
 
          3.5 เมื่อฉีดกระตุ้นแล้วปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในบ่อซีเมนต์ตามเดิม 
 
          3.6 หลังจากปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในบ่อซีเมนต์ครบ 12 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 2 วัน 3 วัน และ 7 
วัน จะเก็บตัวอย่างเลือดและเหงือกของปลาตามช่วงเวลาต่าง ๆ ดังกล่าว โดยเก็บตามบ่อที่ได้ก้าหนด
ชุดการทดลองและช่วงเวลาไว้แล้ว คือ เก็บช่วงเวลาละ 3 บ่อ (3 ชุดการทดลอง) มีปลาอยู่บ่อละ 6 
ตัว เก็บปลาหมดทั้งบ่อ รวมแล้วเก็บช่วงเวลาละ 18 ตัว ซึ่งการเก็บตัวอย่างจะเก็บเลือดของปลาก่อน
จากนั้นจึงน้าปลาตัวที่เก็บเลือดแล้วไปเก็บตัวอย่างเหงือกต่อไป 
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          3.7 การเก็บตัวอย่างเหงือกจากปลาท้าโดยการใช้ปากคีบเปิดแผ่นปิดเหงือกของปลาออก
จากนั้นใช้กรรไกรตัดที่บริเวณเหงือกของปลาแล้วน้าเหงือกที่ตัดได้ไปเก็บไว้ใน  TRIzol reagent 
(Molecular Research Center) จากนั้นจึงน้าไปสกัด Total RNA และสังเคราะห์ First Strand cDNA 
ต่อไป 
 
          3.8 เลือดที่ได้จากปลาในแต่ละช่วงเวลา จะน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
ที่ 3,000 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกเอาแต่ส่วนของซีร่ัมไปใช้ในการ
ตรวจวัดระดับกลูโคสและ cortisol 
 

4. วิธีการวิเคราะห์ระดับกลูโคสและ cortisol 
 
          ด้าเนินการเช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

5. การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 
 
          ด้าเนินการเช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

6. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 
          วิเคราะห์ระดับของกลูโคส, cortisol และระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ซึ่งจะแสดงไว้
ในรูปของ Means ± standard deviation วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติโดยใช้ One - way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองโดยวิธี Duncan’s 
new multiple range tests ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Steel and Torrie, 1986) 
 

สถานท่ีและระยะเวลาท าการวิจัย 
 
 ห้องปฎิบัติการ การจัดการสุขภาพสัตว์น้้า ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยท้าวิจัยในระหว่างเดือนมิถุนายน 2554 – พฤษภาคม 2555 
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ผลและวิจารณ์ 
 

ผล 
 

1.  การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นด้วยการจ าลองการขนส่งท่ีความ
หนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
 1.1 ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการ
ขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
       ในปลานิลก่อนเร่ิมการทดลองมีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมเท่ากับ 66.02 mg/dl และ
หลังจากปลานิลได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการจ้าลองการขนส่งที่ความหนาแน่น   
ต่าง ๆ กันเป็นเวลา 6 ชั่วโมงแล้ว พบว่า ชั่วโมงที่ 0 หลังการขนส่ง ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 
และ 10 ตัว/ถุง มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมอยู่ที่ 223.29±23.36 และ 326.70±58.28 mg/dl ตามล้าดับ ซึ่ง
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) ส่วนปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/
ถุง มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมสูงกว่าปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 และ 10 ตัว/ถุง และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) คืออยู่ที่ 686.94±96.30 mg/dl จากนั้นเมื่อปล่อยปลาลง
เลี้ยงต่อในสภาวะปกติเป็นเวลา 1 ชั่วโมงหลังการขนส่งพบว่า ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/
ถุง มีประมาณกลูโคสในซีร่ัมต่้าที่สุดเมื่อเทียบกับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 และ 20 ตัว/ถุง 
คืออยู่ที่ 238.55±19.77 mg/dl ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับปลาที่
บรรจุ 20 ตัว/ถุง แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กับปลาที่บรรจุ 10 ตัว/
ถุง โดยปลาที่บรรจุ 10 และ 20 ตัว/ถุง จะมีค่าอยู่ที่ 270.68±34.96 และ 478.31±115.29 mg/dl 
ตามล้าดับ ในชั่วโมงที่ 6 หลังการขนส่ง ปลาทุกชุดการทดลองมีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากับ 174.29±22.33, 178.51±19.52 และ 210.04±26.02 mg/dl 
ตามล้าดับ (P > 0.05) จากนั้นเมื่อผ่านไป 12 ชั่วโมงหลังขนส่ง ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 
ตัว/ถุง มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมสูงกว่าปลาอีก 2 ชุดการทดลองอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
คือมีค่าอยู่ที่ 351.60±71.93 mg/dl ส่วนชุดการทดลองที่บรรจุปลา 10 และ 20 ตัว/ถุง มีปริมาณ
กลูโคสในซีร่ัมไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ คือมีค่าเท่ากับ 133.73±10.34 และ 
137.55±23.25 mg/dl ตามล้าดับ (P > 0.05) ส่วนชั่วโมงที่ 24 หลังขนส่ง ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของ
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ปลาทั้ง 3 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 99.39±25.74, 
101.00±10.40 และ 82.53±10.81 mg/dl ตามล้าดับ (P > 0.05) (ตารางที่ 2 และภาพที่ 5) 
 
ตารางท่ี 2  ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลหลังจากถูกกระตุ้นโดยการจ้าลองการขนส่งที่ความ

หนาแน่นต่าง ๆ กันเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม (mg/dl) ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากกระตุ้นให้เกิดความเครียด 

ชั่วโมงที่ 0 ชั่วโมงที่ 1 ชั่วโมงที่ 6 ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 

5 ตัว/ถุง 223.29±23.36a 238.55±19.77a 174.29±22.33a 351.60±71.93b 99.39±25.74a 

10 ตัว/ถุง 326.70±58.28a 270.68±34.96ab 178.51±19.52a 133.73±10.34a 101.00±10.40a 

20 ตัว/ถุง 686.94±96.30b 478.31±115.29b 210.04±26.02a 137.55±23.25a 82.53±10.81a 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง     

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
 5 ตัว/ถุง คือ บรรจุปลานิลด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง                                        

(น้้าหนักปลา 100 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 
 10 ตัว/ถุง คือ บรรจุปลานิลด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง                                    

(น้้าหนักปลา 200 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 
 20 ตัว/ถุง คือ บรรจุปลานิลด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง                                    

(น้้าหนักปลา 400 กรัม/น้้า 1 ลิตร) 
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ภาพท่ี 5  ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการ

ขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง 

     แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
 
 1.2 ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการ
ขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
       ปลานิลก่อนเร่ิมการทดลองมีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมเท่ากับ 2.42 µg% จากนั้นเมื่อปลา
นิลได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการขนส่งที่ความหนาแน่นต่าง ๆ กันเป็น
เวลา 6 ชั่วโมง พบว่าในชั่วโมงที่ 0 หลังการขนส่ง ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง มี
ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมสูงที่สุดคือ 10.83±1.01 µg% ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P < 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง ซึ่งมีค่าเท่ากับ 6.91±0.68 µg% แต่ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง ที่มี
ค่าอยู่ที่ 8.15±1.29 µg% จากนั้นเมื่อปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติเป็นเวลา 1 ชั่วโมงหลังการ
ขนส่งพบว่า ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง ยังคงมีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมสูงที่สุดคือ 
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16.63±3.28 µg% รองลงมาคือปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง ซึ่งมีค่า 11.28±2.56 µg% 
แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) ส่วนปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 
ตัว/ถุง มีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมเท่ากับ 3.90±2.34 µg% ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (P < 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง ส่วนชั่วโมงที่ 6 หลังการขนส่ง ปลาที่
บรรจุด้วยความหนาแน่นแตกต่างกันทั้ง 3 ชุดการทดลองมีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยมีค่าเป็น 10.05±3.02, 13.28±3.09 และ 12.31±3.17 µg% ตามล้าดับ (P > 
0.05) เมื่อผ่านไป 12 ชั่วโมงหลังการขนส่ง ปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง มีปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัมเท่ากับ 19.91±3.64 µg% ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับ
ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง ที่มีค่า 11.11±1.71 µg% แต่ไม่
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง ที่
มีค่าเท่ากับ 17.81±2.23 µg% จากนั้นเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมงหลังการขนส่งปริมาณ cortisol ใน
ซีร่ัมของปลาทั้ง 3 ชุดการทดลองมีค่าเท่ากับ 11.73±1.88, 13.13±1.29 และ 10.35±1.26 µg% 
ตามล้าดับ ซึ่งทั้ง 3 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) (ตารางที่ 
3 และภาพที่ 6) 
 
ตารางท่ี 3  ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลหลังจากถูกกระตุ้นโดยการจ้าลองการขนส่งที่ความ

หนาแน่นต่าง ๆ กันเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณ cortisol ในซีร่ัม (µg%) ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากกระตุ้นให้เกิด
ความเครียด 

ชั่วโมงที่ 0 ชั่วโมงที่ 1 ชั่วโมงที่ 6 ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 

5 ตัว/ถุง 8.15±1.29ab 3.90±2.34a 10.05±3.02a 11.11±1.71a 11.73±1.88a 

10 ตัว/ถุง 10.83±1.01b 16.63±3.28b 13.28±3.09a 17.81±2.23ab 13.13±1.29a 

20 ตัว/ถุง 6.91±0.68a 11.28±2.56ab 12.31±3.17a 19.91±3.64b 10.35±1.26a 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง     

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 6  ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการ

ขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง 

     แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
 
 1.3 ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้
เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
       ตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียด
โดยใช้เทคนิค Real – time PCR และวิเคราะห์ข้อมูลจากการท้า Real – time PCR ด้วยวิธี Relative 
quantification โดยใช้ยีน β – actin ที่เป็น internal control มาใช้เพื่อ Normalize และใช้ระดับการ
แสดงออกของยีน HSP70 ในปลาชุดที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการบรรจุในถุงพลาสติกที่
ความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง (ชุดควบคุม) มาเป็น Calibrator พบว่า ในชั่วโมงที่ 0 หลังการขนส่ง ปลา
ชุดที่ถูกบรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง มีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 สูงขึ้นอยู่ที่ 
1.04±0.25 ส่วนปลาชุดที่ถูกบรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง มีระดับการแสดงออกลดลงที่ 
0.76±0.33 เมื่อเปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ        
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(P > 0.05) จากนั้นเมื่อปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติเป็นเวลา 1 ชั่วโมงหลังการขนส่งพบว่า 
ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ยังคงมีแนวโน้มเช่นเดิม คือ ปลาชุดที่ถูกบรรจุด้วยความ
หนาแน่น 10 ตัว/ถุง ยังคงมีการแสดงออกสูงขึ้นเท่ากับ 1.28±0.32 และปลาชุดที่ถูกบรรจุด้วยความ
หนาแน่น 20 ตัว/ถุง มีการแสดงออกลดลงเท่ากับ 0.47±0.17 เมื่อเปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุมและ
เทียบกับช่วงเวลาที่ 0 ชั่วโมงภายหลังการขนส่ง โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ        
(P < 0.05) ในชั่วโมงที่ 6 หลังจากปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติ ปลาทั้ง 2 ชุดการทดลองคือ 
ชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 และ 20 ตัว/ถุง มีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 เพิ่มสูงขึ้น 
คือ 1.81±0.38 และ 1.65±0.60 ตามล้าดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) 
แต่เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับปลาชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง ซึ่งใช้เป็น Calibrator พบว่า
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง 
แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กับปลาที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 
ตัว/ถุง ส่วนชั่วโมงที่ 12 หลังปล่อยลงเลี้ยงต่อพบว่า ปลาทั้ง 2 ชุดการทดลองมีระดับการแสดงออก
ของยีน HSP70 ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชั่วโมงที่ 6 หลังการขนส่ง โดยมีค่าอยู่ที่ 1.52±0.32 และ 
1.26±0.20 ตามล้าดับ และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) แต่เมื่อน้าไป
เปรียบเทียบกับปลาในชุดการทดลองที่ใช้เป็น Calibrator พบว่าปลาที่ใช้เป็นชุดทดลองทั้ง 2 ชุด
ยังคงมีระดับของการแสดงออกที่สูงกว่า โดยปลาชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 10 ตัว/ถุง มีระดับ
ของการแสดงออกสูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับปลาชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 20 ตัว/ถุง และเมื่อปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อใน
สภาวะปกติเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าปลาทั้ง 2 ชุดการทดลองมีการแสดงออกของยีน HSP70 ลด
ต่้าลงเมื่อเปรียบเทียบกับระดับของการแสดงออกในชั่วโมงที่ 12 ภายหลังการขนส่ง โดยมีค่าเท่ากับ 
1.22±0.37 และ 1.13±0.60 ตามล้าดับ ซึ่งยังคงมีค่าสูงกว่าเมื่อเทียบกับปลาชุดควบคุมแต่ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติในทุกชุดทดลอง (P > 0.05) (ตารางที่ 4 และภาพที่ 7) 
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ตารางท่ี 4  ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลหลังจากถูก
กระตุ้นโดยการจ้าลองการขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กันเป็นเวลา 6 ชั่วโมงและ
เลี้ยงต่อในสภาวะปกติเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

ชุดการ
ทดลอง 

ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากกระตุ้นให้ปลานิล
เกิดความเครียด 

ชั่วโมงที่ 0 ชั่วโมงที่ 1 ชั่วโมงที่ 6 ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 

5 ตัว/ถุง* 1.00±0.00a 1.00±0.00b 1.00±0.00a 1.00±0.00a 1.00±0.00a 

10 ตัว/ถุง 1.04±0.25a 1.28±0.32b 1.81±0.38b 1.52±0.32b 1.22±0.37a 

20 ตัว/ถุง 0.76±0.33a 0.47±0.17a 1.65±0.60ab 1.26±0.20ab 1.13±0.60a 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง     

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
       *ใช้ปลานิลชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง เป็น Calibrator 
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ภาพท่ี 7  ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้

เกิดความเครียดโดยการจ้าลองการขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับที่ต่างกันในแนวต้ัง     

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
       *ใช้ปลานิลชุดที่บรรจุด้วยความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง เป็น Calibrator 
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2.  การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นด้วยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย 

Streptococcus agalactiae 
 
 2.1 ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการฉีดเชื้อ
แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
       ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลก่อนเร่ิมการทดลองมีค่าใกล้เคียงกันทุกชุดการ
ทดลองคือ 47.32, 56.82 และ 53.10 mg/dl และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ            
(P > 0.05) ซึ่งประกอบด้วย ชุดการทดลองที่ 1 ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% (ชุดควบคุม) ชุดการทดลองที่ 
2 และ 3 ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 106 และ 108 CFU/ml 
ตามล้าดับ หลังจากท้าการฉีดกระตุ้นแล้วน้าปลาไปปล่อยลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติเป็นเวลา 12 
ชั่วโมงพบว่า ปลาชุดที่ฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml 
มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมสูงที่สุดและมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับอีก 2 
ชุดการทดลองคือมีค่า 132.21±9.66 mg/dl รองลงมาคือชุดการทดลองที่ฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อแบคทีเรีย 
S. agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 106 CFU/ml มีค่าเท่ากับ 84.71±11.94 mg/dl และปลาชุดที่ฉีด
ด้วยน้้าเกลือ 0.85% มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมต่้าที่สุดคือ 49.13±5.70 mg/dl และเมื่อเลี้ยงต่อไปเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ปลาชุดที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้น 106 และ 108 CFU/ml มีปริมาณ
กลูโคสในซีร่ัมใกล้เคียงกันและไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติคือมีค่าอยู่ที่ 
105.52±8.81 และ 123.48±12.65 mg/dl ตามล้าดับ (P > 0.05) ส่วนชุดการทดลองที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 
0.85% มีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมเท่ากับ 41.36±3.25 mg/dl ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติกับอีก 2 ชุดการทดลอง (P < 0.05) หลังจากนั้นเมื่อผ่านไป 48 ชั่วโมงปริมาณกลูโคสในซีร่ัม
ของปลาในทุกชุดการทดลองเร่ิมมีค่าลดลงและใกล้เคียงกัน โดยที่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่าอยู่ที่ 42.31±3.25, 60.10±10.76 และ 71.58±14.27 mg/dl ตามล้าดับ        
(P > 0.05) ส่วนในชั่วโมงที่ 72 และ 168 ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลาในชุดที่ฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 2 ชุดการทดลอง มีปริมาณลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาชุดที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% 
และใกล้เคียงกับปริมาณกลูโคสของปลาก่อนเร่ิมการทดลอง โดยชั่วโมงที่ 72 มีค่าเท่ากับ 
45.59±4.71, 48.27±5.16 และ 54.74±2.41 mg/dl ตามล้าดับ ส่วนในชั่วโมงที่ 168 มีค่าเท่ากับ 
43.69±3.36, 40.75±4.37 และ 41.45±4.46 mg/dl ตามล้าดับ (ตารางที่ 5 และภาพที่ 8) 
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ตารางท่ี 5  ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลหลังจากถูกกระตุ้นด้วยการฉีดเชื้อ Streptococcus 
agalactiae 

 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม (mg/dl) ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากฉีดด้วยเชื้อ                
S. agalactiae 

ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 ชั่วโมงที่ 48 ชั่วโมงที่ 72 ชั่วโมงที่ 168 

ชุดควบคุม 49.13±5.70a 41.36±3.25a 42.31±3.25a 45.59±4.71a 43.69±3.36a 

106 CFU/ml 84.71±11.94b 105.52±8.81b 60.10±10.76a 48.27±5.16a 40.75±4.37a 

108 CFU/ml 132.21±9.66c 123.48±12.65b 71.58±14.27a 54.74±2.41a 41.45±4.46a 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง       

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
 ชุดควบคุม คือ ปลานิลที่ถูกฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% 
 106 CFU/ml คือ ปลานิลที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อ Streptococcus agalactiae                                  

ที่ระดับความเข้มข้น 106 CFU/ml 
108 CFU/ml คือ ปลานิลที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อ Streptococcus agalactiae                    
ที่ระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml 
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ภาพท่ี 8  ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการฉีดเชื้อ

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง 

    แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
  

2.2 ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการฉีดเชื้อ
แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
       ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลก่อนเร่ิมการทดลองพบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) ทั้ง 3 ชุดการทดลองโดยมีค่าอยู่ที่ 6.96, 3.61 และ 3.53 µg% ซึ่ง
ประกอบด้วยชุดการทดลองที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% และชุดการทดลองที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรีย 
Streptococcus agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 106 และ 108 CFU/ml ตามล้าดับ เมื่อท้าการฉีด
น้้าเกลือและฉีดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae แล้วเลี้ยงต่อ พบว่าที่ 12 ชั่วโมง ปริมาณ cortisol ในซีร่ัม
ของปลานิลทั้ง 3 ชุดการทดลองมีค่าเพิ่มสูงขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งมี
ค่าเท่ากับ 10.56±1.92, 11.85±2.44 และ 11.01±3.55 µg% ตามล้าดับ (P > 0.05) เมื่อเลี้ยงต่อไป
จนถึงชั่วโมงที่ 24 และ 48 พบว่าปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลทั้ง 3 ชุดการทดลองยังคงมีค่า
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ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติคือมีค่า 6.83±1.95, 5.60±2.43 และ 6.80±1.65 µg% ในชั่วโมงที่ 
24 และมีค่า 4.55±2.00, 5.36±2.61 และ 10.40±2.78 µg% ในชั่วโมงที่ 48 ตามล้าดับ (P > 0.05) 
ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลหลังจากเลี้ยงต่อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ปลาชุดที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 
0.85% มีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมสูงที่สุดซึ่งมีค่าเท่ากับ 10.58±1.76 µg% และมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) กับปลาชุดที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 
106 CFU/ml ที่มีค่าเท่ากับ 3.55±1.59 µg% แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ              
(P > 0.05) กับปลาชุดที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml ที่มีค่าเท่ากับ 
6.98±2.71 µg% และเมื่อเวลาผ่านไป 168 ชั่วโมงหลังการฉีดกระตุ้น ปลานิลทั้ง 3 ชุดการทดลองมี
ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติโดยมีค่าอยู่ที่ 11.23±1.70, 2.65±1.18 
และ 11.60±5.91 µg% ตามล้าดับ (P > 0.05) (ตารางที่ 6 และภาพที่ 9) 
 
ตารางท่ี 6  ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลหลังจากถูกฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อ Streptococcus 

agalactiae 
 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณ cortisol ในซีร่ัม (µg%) ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากฉีดด้วยเชื้อ                
S. agalactiae 

ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 ชั่วโมงที่ 48 ชั่วโมงที่ 72 ชั่วโมงที่ 168 

ชุดควบคุม 10.56±1.92a 6.83±1.95a 4.55±2.00a 10.58±1.76b 11.23±1.70a 

106 CFU/ml 11.85±2.44a 5.60±2.43a 5.36±2.61a 3.55±1.59a 2.65±1.18a 

108 CFU/ml 11.01±3.55a 6.80±1.65a 10.40±2.78a 6.98±2.71ab 11.60±5.91a 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง       

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพท่ี 9  ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการฉีดเชื้อ

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง 

     แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
 
 2.3 ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้
เกิดความเครียดด้วยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
       การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลที่ถูก
กระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการฉีดเชื้อแบคทีเรียพบว่า ภายหลังการฉีดกระตุ้นเป็นเวลา 12 
ชั่วโมง ปลาชุดที่ฉีดด้วยเชื้อ S. agalactiae ที่ระดับความเข้มข้น 106 CFU/ml มีการแสดงออกของยีน 
HSP70 เท่ากับ 0.95±0.17 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับปลาชุดควบคุม ส่วนปลาชุดที่ถูกฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรีย
ที่ระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเท่ากับ 1.19±0.30 เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
การทดลองที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) 
จากนั้นเมื่อเลี้ยงต่อไปเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงพบว่า ปลาชุดการทดลองที่ฉีดด้วยเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 2 ระดับความเข้มข้น มีการแสดงออกสัมพัทธ์ของยีน HSP70 ลดลงทั้ง 2 ชุดการ
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ทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับการแสดงออกในชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีดกระตุ้น โดยในชั่วโมงที่ 24 มี
ค่าเท่ากับ 0.57±0.21 และ 0.56±0.08 ชั่วโมงที่ 48 มีค่าเท่ากับ 0.61±0.27 และ 0.48±0.15 ชั่วโมงที่ 72 
มีค่าเท่ากับ 0.56±0.19 และ 0.71±0.10 ตามล้าดับ ซึ่งทั้ง 3 ช่วงเวลาดังกล่าวระดับการแสดงออกของ
ยีน HSP70 ในปลาที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยเชื้อแบคทีเรียไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ    
(P > 0.05) แต่เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับชุดควบคุมภายในช่วงเวลาเดียวกันทั้ง 3 ช่วงเวลาพบว่า ปลา
ทั้ง 2 ชุดที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียมีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ต่้ากว่าและมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) จากนั้นเมื่อเลี้ยงปลาต่อเป็นเวลา 168 ชั่วโมงพบว่า ปลาชุดที่
ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียในระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml มีการแสดงออกของยีน HSP70 สูงที่สุดคือ 
1.24±0.25 แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กับปลาชุดที่ฉีดด้วยระดับ
ความเข้มข้น 106 CFU/ml ซึ่งมีค่าเท่ากับ 1.21±0.04 แต่มีการแสดงออกของยีน HSP70 สูงกว่าชุด
ควบคุมและแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) (ตารางที่ 7 และภาพที่ 10) 
 
ตารางท่ี 7  ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลหลังจากฉีด

กระตุ้นด้วยเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 

ชุดการ
ทดลอง 

ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในช่วงเวลาต่าง ๆ หลังจากฉีดด้วยเชื้อ                
S. agalactiae 

ชั่วโมงที่ 12 ชั่วโมงที่ 24 ชั่วโมงที่ 48 ชั่วโมงที่ 72 ชั่วโมงที่ 168 

ชุดควบคุม* 1.00±0.00a 1.00±0.00b 1.00±0.00b 1.00±0.00b 1.00±0.00a 

106 CFU/ml 0.95±0.17a 0.57±0.21a 0.61±0.27a 0.56±0.19a 1.21±0.04ab 

108 CFU/ml 1.19±0.30a 0.56±0.08a 0.48±0.15a 0.71±0.10a 1.24±0.25b 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง       

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
   *ใช้ปลานิลชุดควบคุมซึ่งฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% เป็น Calibrator 
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ภาพท่ี 10  ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้

เกิดความเครียดโดยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae 
 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก้ากับต่างกันในแนวต้ัง       

แสดงว่ามีความแตกต่างทางสถิติ (P < 0.05) 
      *ใช้ปลานิลชุดควบคุมซึ่งฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% เป็น Calibrator 
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วิจารณ์ 
 

1. การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นโดยการจ าลองการขนส่งท่ีมีความ
หนาแน่นต่าง ๆ กัน 
 
 ความเครียดในปลามักถูกเหนี่ยวน้าโดยการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมและร่างกายมี
การปรับเพื่อให้เกิดความสมดุล ซึ่งน้าไปสู่การเปลี่ยนแปลงของพฤติกรรมและการเปลี่ยนแปลง
ทางด้านสรีรวิทยาของสัตว์น้้า (Akbari and Shariff, 2003; Li and Brouwer, 2007) สาเหตุของ
ความเครียดที่เกิดขึ้นในสัตว์น้้านั้นล้วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าทั้งสิ้น 
อาทิเช่น การท้างานวิจัย งานทดสอบเกี่ยวกับยาและสารเคมี รวมทั้งการเคลื่อนย้ายสัตว์น้้า ส่วน
ความหนาแน่นของสัตว์น้้าและคุณภาพน้้าที่สัตว์น้้าอยู่ก็เป็นปัจจัยหนึ่งที่สามารถท้าให้สัตว์น้้าเกิด
ความเครียดได้ เช่น การเลี้ยงสัตว์น้้าแบบพัฒนาที่เลี้ยงด้วยความหนาแน่นสูง ซึ่งสภาพเช่นนี้ล้วน
น้ามาสู่การเสื่อมของคุณภาพน้้าในบ่อเลี้ยง และอาจส่งผลต่อการเกิดความเครียด ท้าให้สัตว์น้้าเกิด
การติดเชื้อได้ง่ายเน่ืองจากร่างกายมีความต้านทานโรคต่้า (Pickering, 1998) 
 
 การตอบสนองต่อความเครียดในปลา โดยทั่วไปแล้วสามารถประเมินได้จากระดับของ 
cortisol และ กลูโคสในเลือดที่เพิ่มสูงขึ้น ซึ่งค่าทั้งสองนี้สามารถน้ามาใช้เป็นดัชนีชี้วัดเกี่ยวกับ
ระดับความเครียดของปลาได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Schreck, 1982; Barton, 2002) 
 
 ในการทดลองครั้งนี้พบว่าการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลซึ่งเกิด
จากการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาเน่ืองจากได้รับความเครียดจากการขนส่งด้วยความหนาแน่น  
ต่าง ๆ กันมีลักษณะคือ ระดับของกลูโคสในซีร่ัมจะเพิ่มขึ้นสูงที่สุดทันทีเมื่อขนส่งครบ 6 ชั่วโมง 
และปริมาณกลูโคสในซีร่ัมแสดงความสัมพันธ์กับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น (ระดับความ
หนาแน่นของปลาในการขนส่ง) ยิ่งมีความหนาแน่นมาก ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมก็จะมีค่ามากตาม
ไปด้วย หลังจากนั้นเมื่อปล่อยลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติพบว่าปริมาณกลูโคสในซีร่ัมจะค่อย ๆ 
ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลก่อนเร่ิมท้าการทดลอง 
 
 การศึกษาเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการ
บรรจุในถุงพลาสติกด้วยความหนาแน่นต่างกัน 3 ระดับเป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยใช้ค่าบ่งชี้ 3 ค่าคือ 
ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock 
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Protein 70 (HSP70) พบว่าหลังการขนส่ง ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลานิลมีค่าเพิ่มขึ้นสูงที่สุด
เมื่อขนส่งครบ 6 ชั่วโมง โดยปริมาณกลูโคสในซีร่ัมจะสูงที่สุดในชุดการทดลองที่มีความหนาแน่น
ของปลามากที่สุด ส่วนในชุดการทดลองที่มีความหนาแน่นน้อยกว่าจะมีปริมาณกลูโคสในซีร่ัม
ลดหลั่นกันลงมา ซึ่งแสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่างระดับของความเครียดและปริมาณกลูโคสใน
ซีร่ัมในทิศทางที่สอดคล้องกัน หลังจากนั้นปริมาณกลูโคสของทุกชุดการทดลองก็จะค่อย ๆ ลดลง
ในชั่วโมงต่อ ๆ มาจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมท้าการทดลองเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมงหลัง
การขนส่ง ชี้ให้เห็นว่าระดับของความเครียดในปลาลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมงซึ่งสอดคล้อง
กับ วิชัยและคณะ (2539) ที่ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกลูโคสในซีร่ัมในระหว่างการ
ขนส่งพ่อแม่พันธุ์ปลาทะเล 4 ชนิดคือ ปลากะรัง (Epinephelus coioides) ปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) ปลากะพงทอง (Lutjanus johnii) และปลากะพงแดง (Lutjanus argentimaculatus) โดย
พบว่าปริมาณกลูโคสในซีร่ัมจะมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วภายในเวลา 15-90 นาทีและ
ลดลงสู่ภาวะปกติภายใน 1-2 วัน อีกทั้งยังมีความคล้ายคลึงกับการทดลองของ Gomes et al. (2006) 
ที่ได้ท้าการทดลองขนส่งปลา Arapaima gigas เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วเก็บตัวอย่างเลือดของปลา
ทันที แล้วจึงปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในบ่อดินจนครบ 96 ชั่วโมง และเก็บตัวอย่างเลือดเมื่อเวลาผ่านไป
ครบ 24, 48 และ 96 ชั่วโมง หลังจากปล่อยปลาลงเลี้ยง พบว่าระดับกลูโคสในซีร่ัมของปลามี
ปริมาณสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 0 หลังการขนส่ง และมีปริมาณลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาก่อนการ
ขนส่งเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมงภายหลังจากปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในบ่อดิน และผลการทดลองใน
คร้ังนี้ยังเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการทดลองของ Deriggi et al. (2006) ที่ได้ท้าการศึกษาในปลา
นิล (Oreochromis niloticus) โดยท้าการกระตุ้นให้ปลาเกิดความเครียดด้วยการจับและขังไว้ในพื้นที่
แคบ ๆ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงปล่อยลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติจนครบ 6 ชั่วโมง พบว่าหลังจาก
ที่ปลาได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดปริมาณของกลูโคสในซีร่ัมจะเพิ่มขึ้นสูงที่สุดทันที 
จากนั้นเมื่อปล่อยปลาลงเลี้ยงต่อในสภาวะปกติจนครบ 6 ชั่วโมงปริมาณของกลูโคสในซีร่ัมก็จะ
ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมการทดลอง แต่ก็ยังคงมีปริมาณสูงกว่าเล็กน้อยและไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ อีกทั้งยังมีผลการทดลองใกล้เคียงกับ Ortuno et al. (2001) ที่
ศึกษาในปลา gilthead seabream (Sparus aurata) ซึ่งเลี้ยงด้วยความหนาแน่นสูงที่ 100 กิโลกรัม/
ลูกบาศก์เมตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และชุดควบคุมเลี้ยงด้วยความหนาแน่น 9 กิโลกรัม/ลูกบาศก์เมตร 
เมื่อครบ 2 ชั่วโมงจึงปล่อยเลี้ยงต่อที่ความหนาแน่นเท่ากับชุดควบคุม และเก็บตัวอย่างทันทีหลังจาก
ครบ 2 ชั่วโมงและที่ 1, 2, 3 และ 4 วันหลังจากเลี้ยงด้วยความหนาแน่นสูง พบว่า ระดับกลูโคสใน
ซีร่ัมของปลาชุดทดลองมีค่าเพิ่มขึ้นสูงที่สุดทันทีหลังจากครบ 2 ชั่วโมง และมีค่าลดลงจนใกล้เคียง
กับปลาชุดควบคุมเมื่อผ่านไป 1 วัน และมีค่าคงที่ในวันที่ 2, 3 และ 4 การขนส่งเป็นปัจจัยหนึ่งที่
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ส่งผลให้เกิดภาวะเครียดและเกิดขบวนการ glycogenolysis (Mayes and Bender, 2003) โดยเมื่อ
น้้าตาลในเลือดลดต่้าลง glycogen ในตับและกล้ามเนื้อจะถูกสลายและปล่อยออกมาในรูปของ 
glucose เพื่อรักษาระดับของน้้าตาลในเลือดไว้แต่จะใช้หมดภายในเวลา 12 - 18 ชั่วโมง โดยกลูโคส
ที่ได้จะถูกน้ามาใช้เป็นแหล่งพลังงานในระหว่างที่เกิดความเครียดซึ่งร่างกายจะมีอัตรา metabolism 
สูงขึ้น ท้าให้จ้าเป็นต้องใช้พลังงานมากขึ้นเช่นเดียวกัน  (Nockels, 1990) 
 

ส้าหรับความเครียดในปลาที่เกิดขึ้นจากการขนส่งนั้นถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มของการเกิด
ความเครียดแบบเฉียบพลัน และเป็นสาเหตุให้เกิดการเพิ่มขึ้นของระดับ cortisol ในกระแสเลือด
ของสัตว์น้้าได้ (Barton and Iwama, 1991) การหลั่งของ cortisol จะเกิดขึ้นทันทีที่ปลามีการ
เปลี่ยนแปลงจากสภาวะสมดุล และจากรายงานต่าง ๆ พบว่าการเพิ่มขึ้นของระดับ cortisol มีผลดีใน
การช่วยลดการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากสภาพความเครียดที่ปลาได้รับ (Webster et al., 2002; 
Bilodeau et al., 2003) แต่ถ้าระดับ cortisol ที่เกิดขึ้นมีปริมาณสูงเกินไปก็จะมีผลท้าให้การท้างาน
ของระบบภูมิคุ้มกันเสื่อมลง ท้าให้ปลาอ่อนแอและเกิดโรคได้ง่าย (Ainsworth et al., 1991) ส่วน
กรณีของ cortisol ในซีร่ัมนั้น Barton (2002) รายงานว่า ระดับของ cortisol จะเพิ่มขึ้นสูงสุดภายหลัง
จากได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดเป็นเวลา 30 นาที และจะมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นเป็น 5 เท่าเมื่อ
น้าไปเปรียบเทียบกับค่าเร่ิมต้น แต่ส้าหรับการทดลองในคร้ังนี้พบว่าระดับของ cortisol ในซีร่ัมมี
ปริมาณเพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมงภายหลังจากปลานิลได้รับการกระตุ้นให้เกิด
ความเครียด และมีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 8 เท่าเมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับปลา
ก่อนเร่ิมต้นท้าการทดลอง ซึ่งปลาในชุดการทดลองที่มีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมสูงที่สุดก็คือปลาที่
ถูกบรรจุลงในถุงพลาสติกด้วยความหนาแน่นสูงที่สุดนั่นเอง 
 

โดยปกติแล้วระดับ cortisol ในซีร่ัมของปลาจะเพิ่มขึ้นเป็นสิ่งแรกหลังจากที่ปลาได้รับ
ความเครียด จากนั้นระดับกลูโคสในซีร่ัมจึงเพิ่มขึ้นตามมา จะเห็นว่าการเปลี่ยนแปลงขั้นแรกอัน
เน่ืองมาจากผลของความเครียดคือการเปลี่ยนแปลงของฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ
ความเครียด คือ corticosteroids ซึ่งมีผลท้าให้ glycogen ในตับเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นกลูโคสที่
เพิ่มสูงขึ้นในกระแสเลือด (Barton and Iwama, 1991) 

 
ในการทดลองครั้งนี้พบว่าปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลหลังจากการขนส่งด้วยความ

หนาแน่นต่าง ๆ กันจะค่อย ๆ เพิ่มสูงขึ้น ไม่เพิ่มขึ้นสูงที่สุดทันทีหลังจากการขนส่งและไม่เพิ่มขึ้น
รวดเร็วเหมือนกับปริมาณกลูโคส อีกทั้งปริมาณ cortisol ในซีร่ัมยังมีความสอดคล้องกับระดับของ
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ความเครียดที่เกิดขึ้นน้อยกว่าปริมาณกลูโคส และเมื่อเวลาผ่านไปจนสิ้นสุดการทดลองปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัมยังมีค่าสูง ไม่ลดลงมาใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมการทดลอง ซึ่งน่าจะต้องใช้เวลานาน
กว่านี้ที่ระดับของ cortisol ในซีร่ัมจะลดลงสู่ระดับปกติ 
 

ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมภายหลังการขนส่งมีแนวโน้มค่อย ๆ เพิ่มขึ้น โดยในชุดการทดลอง
ที่บรรจุปลาด้วยความหนาแน่น 10 และ 20 ตัว/ถุง มีค่าสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12 หลังการขนส่ง เมื่อ
เปรียบเทียบในระหว่างชุดการทดลองพบว่าปริมาณ cortisol ในซีร่ัมจะสูงที่สุดในชุดการทดลองที่มี
ความหนาแน่นมากที่สุด ส่วนในชุดการทดลองที่มีความหนาแน่นน้อยกว่าก็จะมีปริมาณ cortisol 
ในซีร่ัมน้อยกว่าลงมาตามล้าดับ หลังจากนั้นในชั่วโมงที่ 24 หลังการขนส่ง ปริมาณ cortisol ในซีร่ัม
มีค่าลดลงเล็กน้อย แต่ยังคงมีค่าสูงอยู่และยังไม่ใกล้เคียงกับค่าของปลาก่อนเร่ิมการทดลอง ซึ่ง
สอดคล้องกับ Strange et al. (1977) ที่ท้าการทดลองกับปลา chinook salmon (Oncorhynchus 
tshawytscha) และ Iguchi et al. (2003) ที่ทดลองในปลา ayu (Plecoglossus altivelis) พบว่าการเลี้ยง
ปลาด้วยความหนาแน่นสูง จะท้าให้ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่เลี้ยง
ด้วยความหนาแน่นต้่า และผลการทดลองในคร้ังนี้ยังเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ Park et al. 
(2008) ซึ่งท้าการศึกษาระดับของ cortisol ในซีร่ัมของปลา kelp grouper (Epinephelus bruneus) ที่
ได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดโดยการขนส่ง พบว่า ระดับของ cortisol ในซีร่ัมของปลาจะมี
ปริมาณเพิ่มขึ้นสูงที่สุดเมื่อเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมงภายหลังการขนส่ง แต่ก็ยังมีความแตกต่างจากการ
ทดลองของนักวิจัยท่านอื่น ๆ เช่น การทดลองของ Barcellos et al. (2001) ที่รายงานว่าระดับของ 
cortisol ในซีร่ัมของปลา Rhamdia quelen จะมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมงภายหลัง
จากการขนย้ายปลา และ Robertson et al. (1988) ที่ได้ท้าการวิเคราะห์ความผันแปรของระดับ 
cortisol ในซีร่ัมของปลา Sciaenops ocellatus ในระหว่างการขนส่ง โดยพบว่าระดับของ cortisol 
ในซีร่ัมจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากที่สุดเมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง 30 นาทีภายหลังการขนส่ง จากนั้น
เมื่อน้าปลาไปพักไว้ในถังพักเป็นเวลา 2 วัน ระดับความเข้มข้นของ cortisol ในซีร่ัมของปลาจะมีค่า
ลดลงกลับสู่ค่าเร่ิมต้นอีกครั้ง นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกว่าระดับ cortisol ในซีร่ัมของปลา Atlantic 
salmon (Salmo salar L.) (Sandodden et al., 2001) และในปลา Eurasian Perch (Perca fluviatilis) 
(Acerete et al., 2004) จะมีค่าสูงที่สุดเมื่อเวลาผ่านไป 4 ชั่วโมงหลังการขนส่ง ซึ่งความแตกต่างของ
ผลการทดลองในการศึกษาต่าง ๆ นี้น่าจะเกิดจากความแตกต่างของชนิดปลาและลักษณะของ
ความเครียดที่ใช้ในการกระตุ้น 
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Cortisol จัดเป็น hormone ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อความเครียดหรือเรียกได้ว่าเป็น 
stress hormone เมื่อเกิดความเครียดขึ้นไม่ว่าจะด้วยสาเหตุใดก็ตามจะส่งผลท้าให้ระดับของ cortisol 
ในเลือดเพิ่มมากขึ้นซึ่งจะท้าให้ความเข้มข้นของน้้าตาลในเลือดและความดันเลือดสูงขึ้นตามไปด้วย  
โดย cortisol ซึ่งเป็น glucocorticoid hormone จะไปกระตุ้นกระบวนการต่าง ๆ มากมายเพื่อเพิ่มและ 
คงระดับของกลูโคสในเลือด โดยกระตุ้นกระบวนการ gluconeogenesis ในตับ ซึ่งกระบวนการน้ี
เป็นกระบวนการสร้างกลูโคสขึ้นมาใหม่จากสารประกอบที่ไม่ใช่คาร์โบไฮเดรต เชน่ ไพรูเวท   
แลคเตท และกลีเซอรอล เป็นต้น กระบวนการน้ีเกิดขึ้นในสภาวะที่ร่างกายต้องการกลูโคส 
เน่ืองจากเนื้อเยื่อต่าง ๆ เช่น สมอง ระบบประสาท ไตและเซลล์เม็ดเลือดแดง ต้องการกลูโคสซึ่ง
จัดเป็นแหล่งพลังงานที่ส้าคัญ ดังนั้น gluconeogenesis จึงเป็นกระบวนการที่ส้าคัญในการผลิต
กลูโคสให้กับเนื้อเยื่อต่าง ๆ ดังกล่าว โดยมีผลท้าให้เกิดการสังเคราะห์กลูโคสจากกรดอะมิโนและ
ไขมัน รวมทั้งยังท้าให้เกิดการน้ากรดอะมิโนจากเน้ือเยื่อของตับมาใช้ในกระบวนการดังกล่าว  
นอกจากนี้ยังมีหน้าที่ยับยั้งการใช้กลูโคสในกล้ามเนื้อและในชั้นไขมันเพื่อที่จะรักษาปริมาณ
กลูโคสในเลือด และยังกระตุ้นให้มีการย่อยไขมันท้าให้สามารถน้ามาใช้เป็นแหล่งพลังงานใน
กล้ามเนื้อ (Wallberg et al., 2001) 

 
ในการทดลองนี้พบว่าระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) ใน

เหงือกของปลานิลที่ผ่านการขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กันจะค่อย ๆ เพิ่มขึ้นจนถึงระดับสูงสุด
หลังปล่อยลงเลี้ยงต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาชุดควบคุม
เมื่อสิ้นสุดการทดลอง แต่ระดับของการแสดงออกจะไม่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิด
ขึ้นกับตัวปลา 

 
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน HSP70 โดยในการทดลองนี้ใช้ยีน β – actin ที่เป็น 

internal control มาใช้เพื่อ Normalize และใช้ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในปลาที่ถูก
กระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการบรรจุในถุงพลาสติกที่ความหนาแน่น 5 ตัว/ถุง มาเป็น Calibrator 
พบว่าระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในชุดการทดลองที่ระดับความหนาแน่น 10 และ 20 ตัว/
ถุง จะค่อย ๆ เพิ่มสูงขึ้นและสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 6 หลังการขนส่ง โดยปลาชุดที่มีความหนาแน่น 10 
ตัว/ถุง จะมีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 สูงที่สุด รองลงมาคือปลาชุดที่มีความหนาแน่น 20 
ตัว/ถุง ซึ่งทั้งสองชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่จะมีระดับการแสดงออกของยีน 
HSP70 สูงกว่าและมีความแตกต่างทางสถิติกับปลาชุดที่ใช้เป็น Calibartor จากนั้นระดับการ
แสดงออกของยีน HSP70 จะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาชุดที่ใช้เป็น Calibrator เมื่อเวลา
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ผ่านไป 24 ชั่วโมงหลังการขนส่ง โดยผลการทดลองในคร้ังนี้สอดคล้องกับผลการทดลองของ 
Ercüment et al. (2011) ซึ่งท้าการศึกษาในปลา rainbow trout โดยเลี้ยงปลาที่ความหนาแน่น
แตกต่างกัน 4 ระดับ คือ 15, 20, 25 และ 30 กิโลกรัม/ตารางเมตร เป็นเวลา 2 เดือน และใช้ชุดการ
ทดลองที่เลี้ยงปลาด้วยความหนาแน่น 15 กิโลกรัม/ตารางเมตร เป็นชุดควบคุม ใช้เทคนิค Real-time 
PCR ในการวิเคราะห์การแสดงออกเชิงปริมาณของยีน HSP70 พบว่าปลาที่เลี้ยงด้วยความหนาแน่น 
25 และ 30 กิโลกรัม/ตารางเมตร มีการแสดงออกของยีน HSP70 ในระดับสูง ส่วนปลาที่เลี้ยงด้วย
ความหนาแน่น 15 และ 20 กิโลกรัม/ตารางเมตร จะมีการแสดงออกของยีน HSP70 ในระดับต่้ากว่า
และมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่ง HSP ส่วนใหญ่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการช่วยม้วนพับสายโพลีเปปไทด์ให้ได้เป็นโมเลกุลโปรตีนที่ถูกต้องและสมบูรณ์ซึ่งเรียก
โปรตีนที่มีหน้าที่นี้ว่า molecular chaperone โดยสามารถพบโปรตีนชนิดน้ีได้ในเซลล์ปกติทั่วไปทุก
เซลล์ แม้ว่า HSP จะถูกพบว่ามีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยความร้อนแต่ก็มีรายงาน
ว่า HSP มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยปัจจัยอื่น ๆ (Morimoto et al., 1994) 

 
จากผลการทดลองที่ 1 นี้แสดงให้เห็นว่า ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมมีความน่าเชื่อถือและมี

ความเหมาะสมที่จะน้ามาใช้เป็นค่าบ่งชี้ความเครียดของปลานิลที่เกิดจากการขนส่งด้วยความ
หนาแน่นต่าง ๆ กัน เพราะปริมาณกลูโคสในซีร่ัมมีแนวโน้มของการเพิ่มขึ้นและลดลงที่ชัดเจนอีก
ทั้งยังมีความสอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น ส่วนปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและระดับ
การแสดงออกของยีน HSP70 นั้นมีแนวโน้มของการเพิ่มขึ้นและลดลงที่ค่อนข้างชัดเจนในระดับ
หนึ่ง แต่ยังไม่ชัดเจนและน่าเชื่อถือเท่ากับปริมาณกลูโคสในซีร่ัม รวมทั้งยังไม่มีความสอดคล้องกับ
ระดับของความเครียดที่เกิดขึ้นอีกด้วย 
 
2. การเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นด้วยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย 

Streptococcus agalactiae 
 
การกระตุ้นให้ปลานิลเกิดความเครียดด้วยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย  S. agalactiae นั้นพบว่า

ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมเพิ่มขึ้นสูงที่สุดในช่วงแรกคือในชั่วโมงที่ 12 หลังจากปลาได้รับเชื้อ
แบคทีเรียเข้าไป จากนั้นเมื่อเวลาผ่านไปปริมาณกลูโคสในซีร่ัมจะค่อย ๆ ลดลงจนมีปริมาณ
ใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมท้าการทดลองและปลาที่ไม่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย และปริมาณของกลูโคสใน
ซีร่ัมยังมีความสอดคล้องกับระดับของความเครียด (ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย) ที่ปลาได้รับอีกด้วย 
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การศึกษาเปรียบเทียบค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ถูกกระตุ้นให้เกิดความเครียดด้วยการ
ฉีดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae โดยใช้ค่าบ่งชี้ความเครียด 3 ค่าคือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม ปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัมและระดับการแสดงออกของยีน HSP70 พบว่าหลังการฉีดกระตุ้น ปริมาณกลูโคส
ในซีร่ัมของปลานิลชุดที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียมีค่าเพิ่มสูงขึ้นและสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12 และ 24 
ภายหลังการฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้น 108 และ 106 CFU/ml ตามล้าดับ จากนั้น
ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลาทั้งสองชุดจะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่าใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมการ
ทดลองและปลาชุดที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% หลังการฉีดกระตุ้นและปล่อยลงเลี้ยงต่อเป็นเวลา 168 
ชั่วโมง ชี้ให้เห็นว่าปลาที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้นสูงจะเกิดความเครียดมากและจะมีปริมาณ
กลูโคสในซีร่ัมสูงที่สุด และปลาที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่้ากว่าจะเกิดความเครียดน้อย
กว่าและมีปริมาณของกลูโคสในซีร่ัมต่้ากว่า ส่วนปลาชุดที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% (ชุดควบคุม) 
พบว่าปริมาณของกลูโคสในซีร่ัมมีค่าค่อนข้างคงที่ จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่านอกจากเชื้อ
แบคทีเรียจะก่อให้เกิดโรคขึ้นกับปลาได้แล้วยังสามารถก่อให้ปลาเกิดความเครียดขึ้นได้ด้วย โดยที่
เมื่อปลาได้รับเชื้อก่อโรคเข้าสู่ร่างกายแล้วปลาจะรับรู้ได้ถึงความผิดปกติที่เกิดขึ้นและจะพยายาม
ปรับร่างกายให้กลับสู่สภาวะปกติ และการที่ปลาจะปรับตัวให้เข้าสู่สภาวะปกติได้นั้น จะต้องท้าลาย
เชื้อก่อโรคที่เข้าไปในร่างกายโดยอาศัยการท้างานของระบบภูมิคุ้มกัน เมื่อมีเชื้อโรคหรือสิ่ง
แปลกปลอมเข้ามา ระบบภูมิคุ้มกันก็จะมีการท้างานมากขึ้น ส่งผลให้ร่างกายมีความจ้าเป็นต้องใช้
พลังงานมากขึ้น ท้าให้ปริมาณกลูโคสในซีร่ัมมีค่าเพิ่มสูงขึ้นนั่นเอง เช่นเดียวกับ Ackerman and 
Iwama (2001) ที่ได้ท้าทดลองฉีดเชื้อ Vibrio anguillarum เข้าไปในปลา Rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) พบว่าปลาชุดที่ฉีดด้วยเชื้อดังกล่าวจะมีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมเพิ่มสูงขึ้น
และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับปลากลุ่มควบคุมหลังจากฉีดเชื้อเป็นเวลา 6 วัน 

 
ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลที่เกิดความเครียดจากการได้รับเชื้อแบคทีเรียจะเพิ่ม

สูงขึ้นในช่วงแรก จากนั้นจะค่อย ๆ ลดปริมาณลง และในช่วงสุดท้ายจะเพิ่มขึ้นอีกครั้ง แต่จะมีบาง
ชุดการทดลองที่ระดับของ cortisol เพิ่มขึ้นสูงสุดในช่วงแรก จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่า
ใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมท้าการทดลอง อย่างไรก็ตามปริมาณของ cortisol ในซีร่ัมนั้นไม่แสดง
ความสัมพันธ์กับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย รวมทั้งเมื่อเวลาผ่านไปจนสิ้นสุดการทดลองแล้วระดับของ 
cortisol ในซีร่ัมยังคงมีค่าสูงซึ่งน่าจะต้องใช้เวลามากกว่านี้ระดับของ cortisol จึงจะลดลงจนมีค่า
ใกล้เคียงกับปลาก่อนเร่ิมการทดลอง 
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ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมของปลานิลหลังจากฉีดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระดับความ
เข้มข้น 108 และ 106 CFU/ml และชุดควบคุมที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% พบว่าปลาทั้ง 3 ชุดการ
ทดลองมีปริมาณ cortisol เพิ่มขึ้นในชั่วโมงที่ 12 หลังจากฉีดกระตุ้น โดยชุดที่ฉีดด้วยแบคทีเรีย
ความเข้มข้น 106 CFU/ml จะเพิ่มขึ้นสูงที่สุด จากนั้นจะมีค่าลดลง ส่วนอีกสองชุดการทดลองนั้น
ปริมาณ cortisol จะมีค่าลดลงและเพิ่มขึ้นสูงที่สุดเมื่อเวลาผ่านไป 168 ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ จาก
ผลการทดลองจะเห็นว่าการเปลี่ยนแปลงของระดับ cortisol ในซีร่ัมนั้นมีรูปแบบที่ไม่แน่นอนและ
ไม่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น ซึ่งคล้ายคลึงกับ Ackerman and Iwama (2001) ที่ได้
ทดลองกับปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) โดยฉีดเชื้อแบคทีเรีย Vibrio anguillarum 
เพื่อให้ปลาเกิดความเครียด และวัดปริมาณ cortisol ในซีร่ัม พบว่าทั้งปลาชุดควบคุมและปลาชุดที่
ถูกฉีดกระตุ้นมีปริมาณ cortisol ในซีร่ัมเพิ่มสูงขึ้นในช่วงแรกหลังจากฉีดกระตุ้น จากนั้นปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัมของปลาทั้งสองชุดการทดลองมีค่าลดลง และเมื่อผ่านไป 5 วัน พบว่าปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัมของปลาชุดที่ได้รับการฉีดกระตุ้นกลับเพิ่มขึ้นอีกครั้ง ระดับของ cortisol มีการ
เปลี่ยนแปลงตอบสนองที่รวดเร็วต่อความเครียดจึงมีความเป็นไปได้ว่า ขั้นตอนการจับปลาเพื่อเก็บ
ตัวอย่างอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของระดับ cortisol ในซีร่ัมของปลาได้ (Cleary et al., 2002; 
Tsunoda et al., 1999) 

 
จากผลการทดลองปลานิลที่เกิดความเครียดจากการได้รับเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae จะมี

การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน HSP70 คือ ในช่วงแรกระดับของการแสดงออกจะ
ค่อนข้างคงที่ จากนั้นจะลดลงและทรงตัว จนกระทั่งช่วงสุดท้ายของการทดลอง จะมีการแสดงออก
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับปลาที่ไม่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งระดับการแสดงออกของยีน HSP70 นั้น
ไม่แสดงความสัมพันธ์กับปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ปลาได้รับ 

 
ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในชุดการทดลองที่ฉีดด้วยเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae 

ที่ความเข้มข้น 108 และ 106 CFU/ml มีแนวโน้มของการแสดงออกลดลงในชั่วโมงที่ 24, 48 และ 72 
หลังการฉีดเชื้อเมื่อเปรียบเทียบกับปลานิลชุดที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% จากนั้นเมื่อเวลาผ่านไป 168 
ชั่วโมง พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในปลานิลทั้งสองชุดทดลองมีค่าสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาที่ฉีดด้วยน้้าเกลือ 0.85% ผลการทดลองที่ได้เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ 
Ackerman and Iwama (2001) ที่ทดลองกับปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) โดยฉีดเชื้อ
แบคทีเรีย Vibrio anguillarum เข้าไปแล้วเลี้ยงต่อนาน 8 วัน และเก็บตัวอย่างตับและไตส่วนหน้า
เป็นประจ้าทุกวันเพื่อน้ามาตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน HSP70 โดยพบว่าในวันที่ 1 และ 2 
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หลังการกระตุ้นมีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุมซึ่ง
ไม่ได้ฉีดเชื้อ จากนั้นในวันที่ 3, 4 และ 5 พบว่าระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ค่อย ๆ เพิ่ม
สูงขึ้นตามล้าดับโดยมีการแสดงออกสูงสุดในวันที่ 5 หลังการฉีดกระตุ้น ต่อจากนั้นในวันที่ 6, 7 
และ 8 ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ค่อย ๆ ลดลงจนใกล้เคียงกับปลาชุดควบคุมในวันที่ 8 
หลังการฉีดกระตุ้น แต่ยังคงมีระดับการแสดงออกของยีน HSP70 สูงกว่าปลาชุดควบคุม ต่างกับ 
Cha et al. (2013) ที่ทดลองในปลา olive flounder (Paralichthys olivaceus) โดยฉีดเชื้อแบคทีเรีย 
Streptococcus parauberis ที่ระดับความเข้มข้น 108 CFU/ml เข้าทางช่องท้อง และเก็บตัวอย่างไต
เพื่อน้าไปตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน HSP70 โดยเก็บเมื่อเวลาผ่านไป 6, 24, 72 และ 120 
ชั่วโมงหลังการฉีดเชื้อ ใช้ปลาที่ไม่ได้ฉีดเชื้อเป็นชุดควบคุม โดยเปรียบเทียบระดับการแสดงออก
ของยีน HSP70 กับชุดควบคุม พบว่า เมื่อครบ 6 ชั่วโมงระดับการแสดงออกของยีน HSP70 มีค่า
ลดลง แต่เมื่อผ่านไป 24 และ 72 ชั่วโมงกลับมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้น จากนั้นเมื่อครบ 120 ชั่วโมง 
ระดับการแสดงออกมีค่าลดลงเล็กน้อย ซึ่งระดับของการแสดงออกที่ลดลงในชั่วโมงที่ 6 นั้น Cha et 
al. (2013) ให้เหตุผลว่าน่าจะเกิดจากการตายเป็นจ้านวนมากของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันโดยเฉพาะ 
monocytes หรือ macrophages ซึ่งถูกท้าลายโดยเชื้อแบคทีเรียที่เข้าไปในร่างกายของปลา ทั้งนี้ 
macrophages เป็นเซลล์ที่มีความส้าคัญในระบบภูมิคุ้มกันและมีระดับของโปรตีน HSP70 สูงกว่า
เซลล์ชนิดอ่ืน ๆ (Bachelet et al., 1998) ดังนั้นเมื่อเกิดการตายของเซลล์ macrophages เป็นจ้านวน
มากจึงส่งผลให้ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ลดต้่าลง ส่วน Forsyth et al. (1997) ท้าการ
ทดลองในปลา coho salmon (Oncorhynchus kisutch) โดยการฉีดเชื้อ Renibacterium salmoninarum 
เข้าทางช่องท้องที่ระดับความเข้มข้น 104 CFU/ml จากนั้นเก็บตัวอย่างตับและไตส่วนหน้าเพื่อวัด
ระดับการแสดงออกของยีน HSP70 เมื่อเวลาผ่านไป 1, 4 และ 9 สัปดาห์หลังฉีดเชื้อ และใช้ปลาที่
ไม่ได้ฉีดเชื้อเป็นชุดควบคุม พบว่า หลังจากฉีดเชื้อ ปลาในชุดทดลองจะมีทั้งปลาที่มีและไม่มีอาการ
ของโรค โดยปลาชุดที่มีอาการของโรคจะมีการแสดงออกของยีน HSP70 สูงขึ้นทั้ง 2 อวัยวะและมี
ความแตกต่างทางสถิติกับปลาที่ไม่มีอาการของโรคและปลาชุดควบคุม ส่วนปลาชุดทดลองที่ไม่มี
อาการของโรคนั้นจะมีการแสดงออกใกล้เคียงกับปลาชุดควบคุมและไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ซึ่ง 
Forsyth et al. (1997) กล่าวว่าการแสดงออกที่สูงขึ้นของยีน HSP70 ในปลาที่ติดเชื้อน้ันอาจมีผลมา
จากการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพหรืออาจเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ภายในร่างกาย
ปลา เช่น ความผิดปกติของปริมาณไอออนในร่างกาย การเกิดสภาวะ hypoxia เน่ืองจากมีระดับของ 
hemoglobin ในเลือดต้่า หรือการที่เซลล์ถูกเชื้อโรคท้าลาย นอกจากนี้เชื้อก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ ในปลา
ยังสามารถกระตุ้นให้ยีน HSP70 มีการแสดงออกสูงขึ้น การทดลองของ Deane et al. (2004) ที่
ศึกษาในปลา sea bream (Sparus sarba) โดยฉีดด้วยเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่ความเข้มข้น 104 
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CFU/ml แล้วเก็บตัวอย่างตับเพื่อวัดระดับการแสดงออกของยีน HSP70 เมื่อเวลาผ่านไป 12, 24, 36 
และ 48 ชั่วโมงหลังจากฉีดเชื้อ ใช้ปลาที่ไม่ได้ฉีดเชื้อเป็นชุดควบคุม พบว่า ในทุกช่วงเวลาหลังการ
ฉีดเชื้อ ปลาชุดการทดลองที่ได้รับเชื้อมีการแสดงออกของยีน HSP70 สูงกว่าชุดควบคุมอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ โดยระดับของการแสดงออกในชั่วโมงที่ 12 มีค่าค่อนข้างสูง จากนั้นในชั่วโมงที่ 
24 มีการแสดงออกลดลงเล็กน้อย และค่อย ๆ เพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งในชั่วโมงถัดไปจนสูงสุดในชั่วโมง
ที่ 48 ส่วนชุดควบคุมมีระดับของการแสดงออกค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง 

 
จากผลการทดลองที่ 2 นี้แสดงให้เห็นว่า ปริมาณของกลูโคสในซีร่ัมมีความเหมาะสมที่จะ

น้ามาใช้เป็นค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae เพราะปริมาณกลูโคส
ในซีร่ัมมีแนวโน้มและความสัมพันธ์สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้นจากปริมาณเชื้อที่
แตกต่างกันค่อนข้างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและระดับการแสดงออกของ
ยีน HSP70 ซึ่งค่าบ่งชี้ทั้ง 2 นั้นมีแนวโน้มของการเพิ่มขึ้นและลดลงที่ไม่ชัดเจน อีกทั้งยังไม่มีความ
สอดคล้องกันกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้นอีกด้วย 

 
การเปลี่ยนแปลงที่ตอบสนองต่อความเครียดในปลานั้นสามารถแบ่งได้เป็น 3 ระยะคือ 

ระยะแรกจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอร์โมนชนิดต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งระดับการ
ไหลเวียนของ cortisol และ catecholamines จากนั้นจะเกิดการตอบสนองในระยะที่สองซึ่งเกิดจาก
การตอบสนองของต่อมไร้ท่อ ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับกลูโคสในเลือด แลคเตด กรด
แลคติค และไอออนชนิดต่าง ๆ เช่น คลอไรด์ไอออน โซเดียมไอออน และโปแตสเซียมไอออน เป็น
ต้น รวมไปถึงเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับไกลโคเจนในเนื้อเยื่อ และการเปลี่ยนแปลงของระดับ
การแสดงออกของ HSP และในระยะที่สามจะมีผลต่อการเจริญเติบโต ความต้านทานโรค รวมไป
ถึงพฤติกรรมต่าง ๆ ของปลา ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในระยะที่สามนี้ส่งผลมาจากการ
ตอบสนองในระยะแรกและระยะที่สองนั่นเอง (Barton, 2002) 

 
การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่เกิดขึ้นอาจจะมีสาเหตุมาจากเหตุผลอื่น ๆ อีก 2 ประการ 

ประการแรกคือ ความแตกต่างทางด้านพันธุกรรม การพัฒนาการ และปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม ซึ่ง
ปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้ล้วนมีผลต่อการตอบสนองต่อความเครียดทั้งสิ้น ประการที่สองคือ การ
วิเคราะห์ข้อมูลที่มีความผันแปรสูงในกลุ่มการทดลองเดียวกันซึ่งเห็นได้ชัดเจนจากการตอบสนอง
ของลักษณะทางเคมีในเลือดของปลาที่มีความแตกต่างกัน (Barton, 2002) 
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เมื่อปลาได้สัมผัสกับปัจจัยที่ก่อให้เกิดความเครียด กลไกทางสรีรวิทยาที่เกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองต่อความเครียดได้ถูกกระตุ้นโดยการส่งสัญญาณไปยังระบบประสาทส่วนกลาง (central 
nervous system: CNS) ซึ่งเส้นใยประสาทของระบบประสาทแบบ sympathetic ที่ปกคลุมในส่วน
ของ Chromaffin cells ได้กระตุ้นให้เกิดการหลั่ง catecholamine ผ่าน cholinergic receptors ทั้งนี้จะ
พบ Chromaffin tissues (adrenal medulla homologue) ได้ทั่วไปในไตส่วนหน้าของปลากระดูกแข็ง 
(Reid et al., 1998) ส้าหรับ catecholamine และ epinephrine ในปลากระดูกแข็งนั้นถูกเก็บไว้ใน 
Chromaffin cells และจะหลั่งออกมาอย่างรวดเร็วเมื่อเกิดความเครียด (Mazeaud et al., 1977; 
Randall and Perry, 1992; Reid et al., 1998) 

 
การหลั่งฮอร์โมน cortisol ของปลากระดูกแข็งจะสัมพันธ์กับการหลั่งของ catecholamine 

โดยเส้นทางของการหลั่ง cortisol เร่ิมที่ hypothalamic pituitary interrenal axis (HPIaxis) ด้วยการ
หลั่ง corticotropin - releasing hormone (CRH) จากสมองส่วน hypothalamus เพื่อกระตุ้น 
corticotropic cells ของ anterior pituitary ให้หลั่ง adrenocorticotropic hormone (ACTH) ออกมา 
ซึ่งสารน้ีจะไหลเวียนไปกระตุ้น interrenal cells (adrenal cortex homologue) ที่อยู่ในไตเพื่อให้มีการ
สังเคราะห์และหลั่ง corticosteroids สู่ระบบหมุนเวียนเลือดเพื่อไปยังเน้ือเยื่อเป้าหมายต่าง ๆ ส้าหรับ 
interrenal tissue นี้จะอยู่ที่ไตส่วนหน้าของปลากระดูกแข็ง และจะมีลักษณะที่แตกต่างกันตาม
วิวัฒนาการของสัตว์ (Nandi, 1962) 

 
กระบวนการในการสังเคราะห์ฮอร์โมน cortisol นั้น เกิดขึ้นจากการท้างานของเอนไซม์ 

17-α-hydroxylase ที่ไปเปลี่ยน progesterone และ pregnenolone ซึ่งมี cholesterol เป็นสารต้ังต้น ให้
ไปอยู่ในรูปของ 17-α-hydroprogesterone จากนั้นจะถูกเปลี่ยนไปเป็นรูปของ deoxycortisol โดย
อาศัยเอนไซม์ C-21 hydroxylase จากนั้น deoxycortisol จะถูกเปลี่ยนไปเป็น cortisol โดยการ
ท้างานของเอนไซม์ 11-β-hydroxylase (Lindzey and Korach, 1997) 

 
เมื่อปลาเกิดความเครียดจากการกระตุ้นด้วยปัจจัยต่าง ๆ ปลาจะมีการเปลี่ยนแปลงทาง

สรีรวิทยาโดยการสร้างและหลั่งฮอร์โมน cortisol สู่กระแสเลือด ซึ่งระดับของฮอร์โมน cortisol ใน
กระแสเลือดที่สูงขึ้นนี้จะมีผลกระทบต่อการท้างานของการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน เนื่องจาก
ฮอร์โมน cortisol มีผลท้าให้จ้านวนเม็ดเลือดขาวชนิด Lymphocyte ลดลง ลดกิจกรรมของ NK cell 
และ Neutrophil (Fast et al., 2008) อีกทั้งยังไปขัดขวางการเพิ่มจ้านวนของ T cell โดยไปขัดขวาง
การหลั่ง Interleukin I และ Interleukin II ซึ่งเป็น T cell growth factor ท้าให้ T cell ไม่สามารถเพิ่ม
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จ้านวนและคงอยู่ได้ ซึ่งการเกิดภาวะต่าง ๆ เหล่านี้ส่งผลให้การท้างานของระบบภูมิคุ้มกันในปลามี
ประสิทธิภาพลดลง ปลาจึงมีสุขภาพอ่อนแอและรับเชื้อโรคชนิดต่าง ๆ เข้าสู่ร่างกายได้ง่ายขึ้น 
(Barton, 2002) 

 
ความเครียดที่เกิดขึ้นในปลานั้นนอกจากจะมีผลต่อระบบต่อมไร้ท่อและระบบภูมิคุ้มกัน

แล้วยังมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาอื่น ๆ เช่น การสูญเสียพลังงานซึ่งเก็บไว้ที่กล้ามเนื้อ
และตับ (phosphocreatine, ATP และ glycogen) ท้าให้มีการสูญเสียไอออนที่อยู่ในเลือด และท้าให้
น้้าตาลในเลือดสูงขึ้น เนื่องจากฮอร์โมน cortisol ที่เพิ่มขึ้นจากการเกิดความเครียดจะขัดขวางการ
ท้างานของ Insulin ส่งผลให้เกิดภาวะ hyperglycemia โดย cortisol จะไปกระตุ้นให้เกิดการสลายตัว
ของ glycogen ที่ตับและยังไปช่วยในการยับยั้งการใช้กลูโคสที่มีอยู่ในกระแสเลือดได้อีกด้วย ทั้งนี้ 
cortisol ยังสามารถท้าให้เกิดการสังเคราะห์ glycogen ที่ตับได้ในกรณีของปฏิกิริยาผันกลับ (King, 
2005) 

 
เมื่อมีความเครียดเกิดขึ้นจะส่งผลให้เกิดการกดการสร้างและการหลั่งของฮอร์โมนชนิด  

อ่ืน ๆ ในกระแสเลือด เช่น reproductive hormones (Pickering et al., 1987; Pankhurst and Dedual, 
1994; Haddy and Pankhurst, 1999) ส้าหรับการศึกษาที่เกี่ยวกับการตอบสนองต่อความเครียดนั้น 
ฮอร์โมน cortisol ถือว่าเป็นค่าบ่งชี้ที่วัดการตอบสนองต่อความเครียดได้ดีในระดับหนึ่ง นอกจากนี้
ยังมีการใช้ catecholamine และ indoleamines เป็นค่าบ่งชี้ที่บอกถึงการตอบสนองของ central brain 
monoamines เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยความเครียด (Winberg and Nilsson, 1993) และสามารถใช้ 
seratonin เป็นดัชนีบ่งบอกถึงการควบคุมการท้างานของ epinephrine และ cortisol ในระหว่างที่เกิด
ความเครียดได้ (Fritsche et al., 1993; Winberg and Nilsson, 1993; Winberg et al., 1997) 

 
ปริมาณของ cortisol ยังมีผลต่อการเพิ่มขึ้นและลดลงของระดับการแสดงออกของยีน 

HSP70 (Pottinger, 1990; Maule and Schreck, 1991) โดยการเพิ่มขึ้นของระดับ cortisol จะท้าให้
เกิดการแยกตัวของ HSP70 และ HSP90 ออกจาก Glucocorticoid Receptor (GR) ซึ่งในสภาวะปกติ 
GR จะรวมตัวอยู่กับ HSP70 1 โมเลกุล และ HSP90 2 โมเลกุลเพื่อช่วยคงสภาพโครงสร้างของ GR 
และท้าให้สามารถจับกับ cortisol ได้ (Pratt, 1993) ส่วนกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน 
HSP70 นั้นเกี่ยวข้องกับการท้างานของ Heat Shock Factor (HSF) และ Heat Shock Element (HSE) 
(Schoffl et al., 1998) โดย HSF จะอยู่ในสภาพ inactive ซึ่งอาจอยู่ร่วมกับ HSP70 หรืออาจอยู่เป็น
อิสระก็ได้ แต่เมื่อปริมาณ HSP70 ลดลง HSF ที่เป็นอิสระจะถูกเติมด้วยหมู่ฟอสเฟต 
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(phosphorylation) และเคลื่อนตัวเข้าสู่นิวเคลียสไปจับกับ HSE ซึ่งเป็นส่วน promotor ของยีน HSP 
ท้าให้เกิดกระบวนการ transcription และ translation เป็น HSP ออกมาท้าหน้าที่ต่าง ๆ ภายในเซลล์ 
แต่เมื่อมีปริมาณ HSP70 มากเกินไป HSP70 ก็จะจับกับ HSF อิสระเพื่อยับยั้งการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน HSP70 (Morimoto et al., 1992) นั่นคือ HSP70 อิสระที่แยกตัวออกมาจาก GR ใน
ขั้นตอนของการจับกันระหว่าง GR และ cortisol นั้นจะไปยับยั้งย้อนกลับท้าให้การแสดงออกของ
ยีน HSP70 ลดลงเมื่อมีการเพิ่มขึ้นของปริมาณ cortisol 

 
Heat Shock Protein (HSP) ส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับกระบวนการช่วยม้วนพับสายโพลีเปป-

ไทด์ให้ได้เป็นโมเลกุลโปรตีนที่ถูกต้องและสมบูรณ์ โดยมีลักษณะของการท้างานคือ การช่วยม้วน
พับสายโพลีเปปไทด์ในเซลล์และกระบวนการเคลื่อนย้ายโมเลกุลโปรตีนผ่าน membrane เข้าสู่ 
organelle ต่าง ๆ ของเซลล์ นอกจากนี้ยังมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการช่วยม้วนพับโมเลกุลโปรตีนที่เสีย
สภาพและคลายตัวเมื่อเซลล์ได้รับภาวะร้อน ถึงแม้ HSP จะถูกพบว่ามีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับ
ความร้อนแต่ก็มีรายงานว่า HSP มีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยปัจจัยทางกายภาพหรือ
สารเคมีบางชนิด (Morimoto et al., 1994) 

 
HSP70 ยังมีหน้าที่ในการช่วยม้วนพับสายโปรตีนที่พึ่งสังเคราะห์ใหม่ให้มีการม้วนพับที่

ถูกต้องสมบูรณ์ และช่วยสายโปรตีนที่ม้วนพับผิดปกติและไม่สามารถท้างานได้ ให้กลับมาม้วนพับ
ได้ถูกต้องและท้างานได้อีกครั้ง รวมถึงช่วยในการเคลื่อนย้ายโปรตีนและสารชนิดต่าง ๆ เข้าไปใน
เซลล์ด้วย HSP70 จะท้าหน้าที่คล้ายกับ housekeeping gene โดยเมื่ออยู่ภายในเซลล์จะช่วยในการ
ม้วนพับสายโปรตีนและท้าหน้าที่เป็นเหมือนตัวส่งสัญญาณเมื่อเซลล์มีความต้องการพลังงานมาก
ขึ้นและช่วยควบคุมคุณภาพในการสังเคราะห์โปรตีนสายใหม่ให้มีโครงสร้างของโปรตีนถูกต้อง
และใช้งานได้ (Cooper, 2000) 

 
บทบาทของ HSP70 ในการช่วยม้วนพับสายโปรตีนที่พึ่งสังเคราะห์ใหม่และยังไม่สามารถ

ท้างานได้นั้นสามารถแบ่งได้เป็น 3 หน้าที่คือ ป้องกันการรวมตัวหรือพับตัวของสายโปรตีนที่พึ่ง
สังเคราะห์เสร็จ ช่วยให้สายโปรตีนม้วนพับได้ถูกต้องและสามารถท้างานได้ตามปกติ และท้าหน้าที่
คล้ายสารละลายในการช่วยให้สายโปรตีนที่เกิดการรวมตัวกันอยู่นั้นแยกออกจากกัน จากนั้นจึงช่วย
ม้วนพับสายโปรตีนให้ถูกต้องและท้างานได้ HSP70 ที่อยู่ภายในเซลล์นั้นจะท้าหน้าที่ควบคุมไม่ให้
เกิดการม้วนพับของสายโปรตีนที่ไม่ถูกต้องและช่วยควบคุมคุณภาพของโปรตีนสายใหม่ที่
สังเคราะห์ขึ้นมาให้เป็นโปรตีนที่สามารถท้างานได้ (Bachelet et al., 1998) 
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HSP70 มีหน้าที่ส้าคัญในการปกป้องเซลล์โดยจะรวมตัวกับโปรตีนที่เสียสภาพ และท้าให้
โปรตีนเหล่านั้นขดตัวใหม่ (refolding) ให้สามารถกลับไปท้าหน้าที่ได้ (Morimoto et al., 1994) 
เซลล์ที่ไม่ได้รับความเครียด HSP70 จะท้าหน้าที่เป็น molecular chaperone หรือโปรตีนที่ช่วย
โปรตีนอ่ืน ๆ ในการขดตัว โดยจะเข้าไปจับและช่วยให้โปรตีนนั้นคงสภาพ จนท้าให้โปรตีนต่าง ๆ 
มีการขดตัวได้อย่างถูกต้อง (Cooper, 2000) ในสภาพปกติ HSP70 มักอยู่รวมกันเป็นกลุ่มในรูป 
dimer, trimer หรือ oligomer ซึ่งการอยู่รวมกลุ่มกันนี้จะเป็นลักษณะของ inactive form และเมื่อเข้า
สู่ภาวะเครียดก็จะมีการแยกตัวกลับมาเป็นโมเลกุลเด่ียว เพื่อท้างานอีกครั้ง (Benaroudj et al., 1997) 

 
บทบาทการท้างานของ HSP70 ในการเป็น chaperone จะมีลักษณะของการท้างานใน

ทางอ้อมซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ลักษณะโดย แบบแรก HSP70 ซึ่งจับอยู่กับสารต้ังต้นที่ใช้ในการ
สังเคราะห์โปรตีนนั้นจะมีการปล่อยสารต้ังต้นดังกล่าวออกมาให้อยู่ในรูปสารต้ังต้นอิสระใน
ปริมาณเพียงเล็กน้อยเพื่อช่วยในการป้องกันการจับตัวหรือรวมตัวกันเองของสายโปรตีนที่
สังเคราะห์ขึ้นมาใหม่ซึ่งเป็นสายโปรตีนที่ยังไม่สามารถท้างานได้ ส่วนแบบที่สอง HSP70 จะช่วย
ให้สารต้ังต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์โปรตีนกระตุ้นให้สายโปรตีนที่ยังม้วนพับตัวได้ไม่สมบูรณ์และ
สายโปรตีนที่มีการม้วนพับผิดปกติไปสามารถม้วนพับตัวได้อย่างถูกต้องและสมบูรณ์เพื่อให้สาย
โปรตีนเหล่านั้นท้างานได้ตามปกติ (Iwama et al., 2003) 

 
อย่างไรก็ตามการตอบสนองต่อความเครียดของ HSP นั้นมักจะมีความแปรปรวน โดยเกิด

จากปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ชนิดของเน้ือเยื่อที่ใช้ศึกษา (Rabergh et al., 2000; Smith et al., 1999) ชนิด
ของ HSP เช่น HSP90, HSP70 และ HSP60 เป็นต้น (Smith et al., 1999) รวมไปถึงสาเหตุที่
ก่อให้เกิดความเครียด (Airaksinen et al., 2003) อีกทั้งระดับการแสดงออกของยีน HSP ยังมีความ
แตกต่างกันโดยขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์ทดลอง (Basu et al., 2001; Nakano and Iwama, 2002) อายุ
ของสัตว์ทดลอง (Santacruz et al., 1997; Lele et al., 1997; Martin et al., 2001) และฤดูกาลต่าง ๆ 
(Fader et al., 1994) จากความแปรปรวนของการตอบสนองต่อความเครียดและการแสดงออกของ
ยีน HSP ซึ่งเห็นได้จากข้อมูลเบื้องต้นเหล่านี้ท้าให้ไม่สามารถสรุปได้ว่า HSP มีความเหมาะสมที่จะ
น้ามาใช้เป็นค่าบ่งชี้ของการตอบสนองต่อความเครียดในปลา (Iwama et al., 2003) 

 
จากผลการวิจัยครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่มีความเหมาะสมและ

ควรน้าไปใช้เมื่อปลานิลเกิดความเครียดจากการขนส่งด้วยความหนาแน่นต่าง ๆ กันและจากการติด
เชื้อแบคทีเรียก็คือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม เนื่องจากมีแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจน อีกทั้ง
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ยังมีความสอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น ซึ่งแตกต่างจากค่าบ่งชี้อีก 2 ค่าที่น้ามาใช้ใน
การทดลองครั้งนี้คือ ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและระดับการแสดงออกของยีน HSP70 จากเหงือก
ของปลานิลที่มีแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงไม่ชัดเจนนัก และยังไม่มีความสอดคล้องกับระดับ
ของความเครียดที่เกิดขึ้นอีกด้วย ส่วนการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ในทั้ง 2 การ
ทดลองนั้น ผู้วิจัยได้เลือกใช้เนื้อเยื่อเหงือกของปลานิลเพื่อน้ามาวัดระดับการแสดงออกของยีน 
HSP70 ซึ่งเน้ือเยื่อเหงือกอาจจะไม่ใช่อวัยวะเป้าหมายที่เหมาะสมในการน้ามาใช้ตรวจวัดระดับการ
แสดงออกของยีน HSP70 ที่ได้รับการกระตุ้นให้เกิดความเครียดจากการขนส่งและฉีดเชื้อแบคทีเรีย 
ดังนั้นจึงควรเลือกใช้เน้ือเยื่อที่จะน้ามาวัดระดับการแสดงออกของยีน HSP70 ให้มีความเหมาะสม
กับลักษณะของความเครียดที่เกิดขึ้นกับตัวปลา อีกทั้งเทคนิคที่ใช้ในการวัดระดับการแสดงออกของ
ยีน HSP70 นั้นเป็นเพียงการวัดปริมาณ mRNA เท่านั้น ทั้งนี้ผู้วิจัยจึงมีข้อเสนอแนะให้มีการตรวจวัด
ระดับของโปรตีนโดยตรงซึ่งผลการทดลองที่ได้อาจจะมีความชัดเจนมากยิ่งขึ้น  อย่างไรก็ตามการ
น้าปริมาณกลูโคสในซีร่ัมของปลาไปใช้เป็นค่าบ่งชี้ความเครียดควรมีข้อพึงระวังอยู่หลายประการ 
เช่น อายุของสัตว์ ชนิดของอาหารที่ได้รับ ระยะเวลาครั้งสุดท้ายของการให้อาหาร และช่วงฤดูกาล
ต่าง ๆ ในรอบปี เป็นต้น ดังนั้นเพื่อเป็นการหลีกเลี่ยงความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นจึงควรปรับให้
สัตว์ทดลองอยู่ในระดับมาตรฐานเดียวกันก่อนท้าการทดลอง และเนื่องจากการทดลองในคร้ังนี้ใช้
ค่าบ่งชี้ความเครียดเพียง 3 ค่า ดังนั้นในการต่อยอดจากการทดลองนี้ อาจเพิ่มชนิดของค่าบ่งชี้ให้
หลากหลายขึ้น เช่น แลคเตด กรดแลคติค คลอไรด์ไอออน โซเดียมไอออน และโปแตสเซียม
ไอออน เป็นต้น เพื่อจะได้ค่าบ่งชี้ที่มีความเหมาะสมต่อไป 
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สรุป 
 

1. การกระตุ้นให้ปลานิลเกิดความเครียดโดยการจ้าลองการขนส่งในสภาพที่มีความ
หนาแน่นต่างกันและท้าการตรวจวัดค่าบ่งชี้ความเครียด 3 ค่า คือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม ปริมาณ 
cortisol ในซีร่ัม และระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 พบว่าค่าบ่งชี้ความเครียดที่
มีความเหมาะสมที่จะน้ามาใช้กับปลานิลที่เกิดความเครียดในลักษณะนี้คือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม 
เน่ืองจากมีแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงที่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้นค่อนข้าง
ชัดเจน คือเมื่อขนส่งด้วยความหนาแน่นสูงจะพบว่ามีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมสูง แต่เมื่อขนส่งด้วย
ความหนาแน่นต่้าก็จะพบว่ามีปริมาณกลูโคสในซีร่ัมลดลงมา ส่วนแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงที่
ชัดเจนก็คือ หลังการขนส่งจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงสุด จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนมีค่ากลับสู่สภาวะ
ปกต ิ

 
2. การกระตุ้นให้ปลานิลเกิดความเครียดโดยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus 

agalactiae ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคที่มีความส้าคัญในปลานิลโดยมีปริมาณเชื้อแตกต่างกันสองระดับ และ
ท้าการตรวจวัดค่าบ่งชี้ความเครียด 3 ค่า คือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม ปริมาณ cortisol ในซีร่ัม และ
ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 พบว่าค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่มีความ
เหมาะสมกับความเครียดในลักษณะนี้คือ ปริมาณกลูโคสในซีร่ัม เพราะมีระดับของการเพิ่มขึ้นและ
ลดลงเป็นแนวโน้มที่ชัดเจน คือปลานิลชุดที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้นสูงจะมีระดับ
ของกลูโคสในซีร่ัมสูง ส่วนปลานิลชุดที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเข้มข้นต้่ากว่าก็จะมีระดับ
ของกลูโคสน้อยกว่าและพบว่าเมื่อเวลาผ่านไปจนสิ้นสุดการทดลองจะมีปริมาณลดลงจนใกล้เคียง
กับปลาปกติ ส่วนปลาชุดควบคุมที่ไม่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย ระดับของกลูโคสในซีร่ัมก็จะคงที่ตลอด
การทดลอง 

 
3. ค่าบ่งชี้อีก 2 ค่าซึ่งน้ามาใช้ในการศึกษาครั้งน้ีประกอบด้วย ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและ

ระดับการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 ในการทดลองที่ 1 พบว่า ปริมาณ cortisol ใน
ซีร่ัมนั้น มีระดับการเปลี่ยนแปลงที่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้นเป็นบางช่วงเวลา
เท่านั้น การเปลี่ยนแปลงส่วนใหญ่โดยภาพรวมแล้วยังไม่สอดคล้องกับระดับของความเครียด แต่
แนวโน้มของการเพิ่มขึ้นและลดลงค่อนข้างชัดเจน ส่วนระดับการแสดงออกของยีน HSP70 นั้น มี
การเปลี่ยนแปลงที่ไม่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น แต่ยังคงมีแนวโน้มของการ
เพิ่มขึ้นและลดลงของระดับการแสดงออกที่ค่อนข้างชัดเจน และในการทดลองที่ 2 พบว่า ปริมาณ 
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cortisol ในซีร่ัม มีระดับการเปลี่ยนแปลงที่ไม่สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดจากการ
กระตุ้นอีกทั้งยังมีแนวโน้มของการเพิ่มขึ้นและลดลงที่ไม่ชัดเจน ส่วนระดับการแสดงออกของยีน 
HSP70 ก็จะคล้ายคลึงกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ cortisol ในซีร่ัมคือ มีการเปลี่ยนแปลงที่ไม่
สอดคล้องกับระดับของความเครียดที่เกิดขึ้น อีกทั้งแนวโน้มของการแสดงออกก็ไม่มีความชัดเจน 
จากผลการทดลองดังกล่าวส่งผลท้าให้ปริมาณ cortisol ในซีร่ัมและระดับการแสดงออกของยีน 
HSP70 มีความเหมาะสมน้อยกว่าที่จะน้ามาใช้เป็นค่าบ่งชี้ความเครียดในปลานิลที่เกิดขึ้นจาก
ความเครียดทั้ง 2 กรณีเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณกลูโคสในซีร่ัม 
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