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(ภาษาไทย) การตอบสนองของตวับ่งชีท้างชวีภาพของไสเ้ดอืนดนิ Pheretima peguana ต่อไซเพอรเ์มธรนิ 
(ภาษาองักฤษ) Biomarkers responses of the earthworm Pheretima peguana to cypermethrin 
 

1. บทน า 
ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาการวิจยั 

ไซเพอรเ์มธรนิเป็นสารป้องกนัก าจดัศตัรพูชื (pesticide) ในกลุ่มสารไพรธีรอยด์สงัเคราะห์ ใช้เป็น
สารก าจดัแมลง (insecticide)  มโีครงสรา้งเลยีนแบบโมเลกุลจากสารไพรธีรนิ (pyrethrins) ทีส่กดัไดจ้ากพชื
ไพรธีรมั (pyrethrum) หรอืดอกเบญจมาศ (Chrysanthemum flower) ใชไ้ด้ผลในช่วงกวา้งกบัแมลงหลาย
ชนิด (Leahey, 1985)   ปจัจบุนัมกีารใชส้ารไพรธีรอยดส์งัเคราะหก์นัมากขึน้หลายเท่าตวั เนื่องจากเป็นพษิ
น้อยต่อสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยน ้านม และระยะเวลาการตกคา้งในดนิสัน้กว่าสารก าจดัแมลงกลุ่มออรก์าโนคลอรนี  
อย่างไรก็ตามสารประกอบเหล่านี้มรีายงานว่าเป็นพษิต่อปลา และสตัว์น ้าหลายชนิด (McLeese et al., 
1980; Dalta and Kaviraj, 2003) รวมทัง้หากมกีารใชอ้ย่างแพร่หลายมากยิง่ขึน้ จะท าใหเ้กดิผลเสยีต่อพชื
และสตัว ์ 
 จากการส ารวจการปนเป้ือนของสารป้องกนัก าจดัศตัรพูชืในผกัทีข่ายในกรุงเทพมหานครและจงัหวดั
ใกล้เคยีง รวมทัง้หมด 957 ตวัอย่าง โดยแบ่งเป็นผกัตดิป้ายปลอดสารพษิ 230 ตวัอย่าง และผกัธรรมดา 
727 ตวัอยา่ง  พบว่าปรมิาณสารป้องกนัก าจดัศตัรพูชืตกคา้งในผกัตดิป้ายปลอดสารพษิและผกัธรรมดาไม่มี
ความแตกต่างกนั (รอ้ยละ 48 และรอ้ยละ 43 ส าหรบัผกัธรรมดาและผกัตดิป้ายปลอดสารพษิ ตามล าดบั) 
รายชื่อสารป้องกนัก าจดัศตัรูพชืที่พบในผกัธรรมดา (พบมากกว่ารอ้ยละ 1) เรยีงตามล าดบัจากมากไปหา
น้อย ได้แก่ cypermethrin, endosulfan, methamidophos, profenophos, carbofuran, methomyl, 
monocrotophos, carbaryl, chlorpyrifos, parathion-methyl, prothiophos, dimethoate, cyhalothrin, 
fevalerate, ethion, omethoate และ cyfluthrin  ส่วนสารป้องกนัก าจดัศตัรพูชืทีพ่บในผกัตดิป้ายปลอด
สารพษิ (พบมากกว่ารอ้ยละ 1) เรยีงตามล าดบัจากมากไปหาน้อย ได้แก่  cypermethrin, endosulfan, 
dicrotophos, methomyl, methamidophos, profenophos, carbofuran, EPN, chlorpyrifos, dicofol และ 
fenvalerate (Atisook et al. 2003) เหตุทีส่ารก าจดัศตัรูพชืไซเพอรเ์มธรนิตกคา้งในผกัมากที่สุด อาจเป็น
เพราะไซเพอรเ์มธรนิมรีะยะเวลาการตกค้างนานกว่าสารก าจดัศตัรูพชืชนิดอื่น ดงันัน้หากเกษตรกรใช้สาร
ก าจดัศตัรูพชืนี้ในปรมิาณมาก และใชอ้ย่างไม่ระมดัระวงัอาจส่งผลต่อเกษตรกร ผูบ้รโิภค สิง่แวดลอ้ม และ
สิง่มชีวีติทีไ่ม่ใช่เป้าหมาย   ดงันัน้ผูว้จิยัจงึเลอืกไซเพอรเ์มธรนิมาทดสอบความเป็นพษิ เพื่อหาระดบัความ
ปลอดภยัในการใช ้

ไซเพอรเ์มธรนิ [alpha-cyano-3 phenoxybenzyl ester of 2,2-dimethyl-3-(2,2-dichlorovinyl) 
cyclopropane carboxylic acid] เป็นไพรธีรอยด์สงัเคราะห์ชนิดหนึ่งทีน่ิยมใช้กนัอย่างแพร่หลาย  ระดบั
ความเป็นพษิของไพรธีรอยดส์งัเคราะหแ์ต่ละชนิดขึน้อยู่กบัความแตกต่างของโครงสรา้งทางสะเตอรโิอเคม ี
(Hassal, 1982)   จากการสบืคน้ขอ้มลูทีผ่่าน ๆ มาพบว่า ไซเพอรเ์มธรนิมฤีทธิข์า้งเคยีงต่อสารพนัธุกรรม
ของสิง่มชีวีติที่ไม่ใช่สิง่มชีวีติเป้าหมาย  ซึ่งเป็นสิง่ที่เป็นอนัตรายอย่างยิง่  เพราะจะมผีลกระทบต่อห่วงโซ่
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อาหารในระบบนิเวศ   จากการศึกษาบ่งชี้ว่า ไพรีธรอยด์ท าให้เกิดความผิดปกติของโครโมโซม 
(chromosomal aberration) เช่น การฟอรม์ micronucleus  การเกดิ Sister chromatid exchange ในเซลล์
ไขกระดูกของหนู mouse และหนู rat (Pati and Bhuniya, 1989; Bhuniya and Pati, 1990; Agarwal et 
al., 1994; Surrales et al., 1995; Chauhan et al., 1997; Celik et al., 2005)  และท าใหเ้กดิ 
chromosomal breaks และ Mitotic aberrations ใน Root meristem cells ของ Allium cepa (Chauhan et 
al., 1986) และของ Allium sativum (Saxena and Gupta, 2005)    Villarini et al. (1998) รายงานว่า  
Deltamethrin เป็นไพรธีรอยด์สงัเคราะห์ชนิดหนึ่งที่ชกัน าให้เกิดการท าลายสารพนัธุกรรม ในเซลล ์
leucocytes ของคนเมื่อตรวจด้วย Comet assay แต่อย่างไรก็ตาม ในการตรวจสารไพรธีรอยด์ด้วย 
mutagenicity assay ใน Salmonella typhemurium และ V79 Chinese hamsters (Pluijmen et al., 1984) 
ไมพ่บว่าเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรม ดงันัน้ความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมขึน้อยู่กบัโมเดลทีใ่ชท้ดลองและวธิทีี่
ใชท้ดสอบ  

ยงัมรีายงานผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อการลดความเหลว (fluidity)  ของ erythrocyte membrane 
ของหนู โดยไซเพอรเ์มธรนิไปเกาะที ่hydrophobic core ของเมมเบรน    ท าใหเ้พิม่การอดัแน่นของลปิิด ท า
ใหค้วามเหลวของเมมเบรนลดลง (Gabbianelli et al., 2002)  นอกจากนี้ยงัชกัน าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลง
ของ synaptosomal membrane potential ในสมองหนู (Eells et al., 1992) เพิม่ ROS/free radicals-
mediated lipid peroxidation และเพิม่ความเขม้ขน้ของ Ca++ ใน cytosol ชกัน าใหเ้กดิพษิต่อเซลลแ์ละสาร
พนัธุกรรมในสตัวม์กีระดกูสนัหลงั (Kadous et al., 1994; Gassner et al., 1997; Kale et al., 1999) 

แม้ไส้เดือนดินไม่ใช่สิ่งมชีีวิตเป้าหมายของสารก าจดัศัตรูพืช แต่ไส้เดือนดินเป็นสิ่งมชีีวิตที่พบ
แพร่หลายในดนิแทบทุกสภาพ  มชีวีติที่ยนืยาว พอที่จะทนต่อสารพษิจนเกดิการสะสม และส่งผลต่อสรรีะ
ของไส้เดอืนดนิ หากไซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อสารพนัธุกรรม หรอืเมมเบรนของไสเ้ดอืนดนิ จะมผีลกระทบต่อ
ประชากรไสเ้ดอืนดนิ และสิง่มชีวีติทีสู่งขึน้ในล าดบัชัน้อาหาร  ส่งผลต่อความอุดมสมบูรณ์ของทรพัยากรดนิ  
ทา้ยทีสุ่ดส่งผลต่อผลผลติทางการเกษตรและการส่งออกของประเทศ 

มรีายงานความเป็นพษิแบบเฉียบพลนัและเรือ้รงัของไซเพอรเ์มธรนิต่อไสเ้ดอืนดนิหลายชนิด พบว่า
มคี่าแตกต่างกันมากขึ้นอยู่กับชนิดหรอืสายพนัธุ์ของไส้เดือนดินที่ทดสอบ ระยะเวลาการทดสอบ และ
ประเภทของดนิ เช่น ทดสอบสายพนัธุ์ Aporrectodea caliginosa ในดนิสงัเคราะหม์คี่า 28 day-LC50 เป็น 
139.90 mg.Kg-1 ดนิ (Mosleh et al., 2003)  ทดสอบ Eisenia fetida andrei ในดนิมาตรฐานสงัเคราะหข์อง 
OECD มคี่า 14 day-LC50 เป็น 84.14 mg.Kg-1 ดนิ   (Zhou et al., 2008)  ทดสอบ Perionyx excavatus 
ในดนิจากเขตเกษตรกรรม มคี่า 96 h-LC50 เป็น 0.008 mg.Kg-1 ดนิ (Gupta et al., 2010) ทดสอบ Eisenia 
fetida ในดนิจากเขตเกษตรกรรมทีไ่ม่เคยไดร้บัสารก าจดัแมลงมาก่อน มคี่า 96 h-LC50 เป็น 0.054 mg.Kg-1 
ดนิ (Gupta et al., 2011)  นอกจากนี้อายุของไสเ้ดอืนดนิยงัมผีลต่อการตอบสนองต่อไซเพอรเ์มธรนิ  Zhou 
et al. (2008) พบว่าไสเ้ดอืนดนิระยะ juvenile ตอบสนองต่อไซเพอรเ์มธรนิไดด้กีว่าระยะตวัเตม็วยั  จะเหน็
ได้ว่าการทดสอบส่วนใหญ่ท ากับสายพันธุ์ที่มใีนต่างประเทศ แต่ยงัไม่มกีารทดสอบไซเพอร์เมธรนิกับ 
Pheretima peguana ซึ่งเป็นไส้เดอืนดนิที่แพร่กระจายแทบทุกพื้นที่ในประเทศไทย หากได้ข้อมูลของ

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X98000973
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ไสเ้ดอืนดนิชนิดนี้น่าจะเป็นขอ้มลูทีด่ต่ีอการประเมนิคุณภาพสิง่แวดลอ้มของประเทศ และเป็นขอ้มลูพืน้ฐาน
ของการก าหนดมาตรฐานความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิของไทย  

การตรวจสอบปรมิาณไซเพอรเ์มธรนิในสภาพแวดลอ้มเป็นเรื่องยากและเสยีค่าใชจ้่ายสูง จงึมกีารใช ้
biomarkers แทนการประเมนิปรมิาณที่แท้จรงิในสภาพแวดล้อม  biomarkers สามารถเชื่อมโยง
ความสมัพนัธร์ะหว่างสารเคมแีละผลของความเป็นพษิ และมคีวามไวมากกว่าวธิพีืน้ฐาน เช่น การตาย การ
เจรญิเตบิโต และการสบืพนัธุ์  (Booth et al., 2000) ปจัจุบนัขอ้มูลการประเมนิความเสี่ยงและการ
ประเมนิผลกระทบทางนิเวศพษิวทิยาของสารก าจดัศตัรูพชืของประเทศไทยดว้ย biomarkers ยงัมจี ากดั 
โดยเฉพาะข้อมูลต่อสิ่งมีชีวิตในประเทศไทย ท าให้ข้อมูลส่วนใหญ่ที่ใช้อ้างอิงและน ามาพัฒนาข้อมูล
มาตรฐานคุณภาพดิน รวมถึงใช้ในก าหนดค่าความปลอดภยัของสารก าจดัศัตรูพืช เป็นข้อมูลจาก
ต่างประเทศแถบยุโรปหรอือเมรกิา ข้อมูลที่น ามาใช้อาจไม่เหมาะสม เนื่องจากชนิดของสิง่มชีวีติและ
สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกนัของแต่ละพื้นที่  ดงันั ้นการศึกษาข้อมูลผลกระทบของสารก าจดัศตัรูพืชใน
ประเทศไทยจงึเป็นเรือ่งทีส่ าคญัต่อการเฝ้าระวงัปญัหามลพษิ   

ปญัหามลพษิในดนิซึ่งเกดิจากการใช้สารก าจดัศตัรูพชืในการเกษตรเป็นจ านวนมาก และต่อเนื่อง
เป็นเวลานาน ส่งผลเสยีในวงกวา้ง ทัง้ดา้นคุณภาพของผลผลติ และการปนเป้ือนของสารพษิในผลผลติจาก
การเกษตร ก่อให้เกิดปญัหาด้านการส่งออกและขดีความสามารถในการแข่งขนัของประเทศ ตลอดจน
สุขภาพอนามยัและคุณภาพชวีติของประชาชนทัง้ทีเ่ป็นเกษตรกรและผูบ้รโิภค  

ประเทศไทยไดช้ื่อว่าเป็นประเทศทีใ่ชส้ารก าจดัศตัรพูชืมากทีสุ่ดประเทศหนึ่งในภูมภิาคเอเชยี และ
มกัเผชญิปญัหาด้านการถูกกดีกนัทางการค้าภายใต้ข้อตกลงการค้าเสร ีโดยเฉพาะด้านมาตรฐานอาหาร
ปลอดภัย สาเหตุหนึ่งคือ ประเทศไทยไม่มีคู่มือมาตรฐานในการใช้สิ่งมีชีวิตทดสอบความเป็นพิษใน
สิง่แวดล้อม ซึ่งประเทศที่พฒันาแล้วและเป็นคู่ค้าที่ส าคญัของไทยต่างก็มคีู่มอืและพฒันาคู่มอืการทดสอบ
รว่มกนั เช่น ขอ้ตกลงการคา้เสรขีองอเมรกิาเหนือท าใหเ้กดิการจดัท าคู่มอื “Proposal to update non-target 
plant toxicity testing under NAFTA” ระหว่างสหรฐัอเมรกิาและแคนนาดา ซึง่ออสเตรเลยีและนิวซแีลนดก์็
ด าเนินการในหลกัการทีส่อดคลอ้งกนั ดงันัน้โครงการวจิยันี้มคีวามมุ่งมัน่จะท าการวจิยัใหไ้ดข้อ้มลูทีส่ามารถ
ใชเ้ป็นมาตรฐานในการทดสอบสารพษิและเผยแพรสู่่เกษตรกรและผูเ้กีย่วขอ้ง 

 
วตัถปุระสงคก์ารวิจยั  
1. เพื่อศกึษาระดบัความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิที่ท าให้ไส้เดอืนดนิ Pheretima peguana ตาย 50% 
(LC50) ในเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการศกึษาความเป็นพษิแบบเฉียบพลนั  
2. ศกึษาระดบัความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิทีไ่ม่ท าใหไ้สเ้ดอืนดนิตาย แต่มผีลต่อสารพนัธุกรรม   (เกดิ 
DNA single-strand breaks หรอืเกดิ Chromosome aberration)  ความเสถยีรของเมมเบรนของ lysosome 
และความสามารถในการยดึเกาะและกนิแบบ pinocytosis (Pinocytic adherence ability) ของเซลล ์
coelomocytes 
3. ทราบดชันีชวีภาพ (biomarkers) ทีต่อบสนองไวต่อไซเพอรเ์มธรนิ  
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 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั   
1.  ไดโ้มเดลของไสเ้ดอืนดนิทีส่ามารถน าใชเ้ป็น biomarkers วดัความเป็นพษิ และประเมนิความ        
      ปลอดภยัของไซเพอรเ์มธรนิ ซึง่หน่วยงานภาครฐัและเอกชนสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ 
2.  ไดค้่าระดบัความปลอดภยัและค่าระดบัทีก่่อใหเ้กดิความเป็นพษิดา้น genotoxicity และ  
      cytotoxicity ของสารไซเพอรเ์มธรนิ  ซึง่หน่วยงานภาครฐัและเอกชนสามารถน าไปใชป้ระโยชน์   
      ในการออกมาตรฐานการใชไ้ซเพอรเ์มธรนิ  
3.  ไดค้่าความถีข่อง micronucleus (MN), binucleate, Tail DNA%, Tail length และ Olive tail  
      moment ทีต่รวจพบใน coelomocytes ของไสเ้ดอืนดนิหลงัจากไดร้บัไซเพอรเ์มธรนิทีร่ะดบั 
      ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  ซึง่หน่วยงานภาครฐัและเอกชนสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ 
4.  เผยแพรข่อ้มลูและวธิปีระเมนิความปลอดภยัของไซเพอรเ์มธรนิทีใ่ชใ้นการเกษตรใหก้บัเยาวชน 
      และประชาชน 
 
ขอบเขตการวิจยั  

งานวจิยัน้ีใชไ้สเ้ดอืนดนิ Pheretima peguana เป็นตวัแทนของไสเ้ดอืนผวิดนิในการทดสอบความ  
เป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิต่อเซลล์ coelomocytes ของไส้เดอืนดนิเมื่อได้รบัสารละลายไซเพอรเ์มธรนิที่
ความเขม้ขน้ระดบัต ่ากว่าค่า LC50 ไมน้่อยกว่า 5 ระดบัความเขม้ขน้ ในเวลา 48 ชัว่โมง บนกระดาษกรอง 
 
การทบทวนเอกสารงานวิจยัต่าง ๆ ท่ีเก่ียวข้อง    

ไซเพอรเ์มธรนิเป็นสารก าจดัแมลงประเภทไพรธีรอยด ์ มคีวามเป็นพษิต่อแมลงสงูมาก ใชก้ าจดั
แมลงศตัรขูา้ว เช่น หนอนกนิใบ เพลีย้จกัจัน่สเีขยีว และเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล กลไกการออกฤทธิเ์ป็นแบบ
ถูกตวัตาย และกนิตาย ไมม่ฤีทธิใ์นแงด่ดูซมึ มพีษิตกคา้งบนพชื  ผลขา้งเคยีงนอกกลุ่มเป้าหมายพบว่ามพีษิ
ต่อปลาและผึง้ แต่ไมม่พีษิกบันก นอกจากนี้ยงัใชก้ าจดัหนอนเจาะเมลด็ทุเรยีน โดยใชร้ว่มกบัสารก าจดั
ศตัรพูชือื่น เช่น ใชไ้ซเพอรเ์มธรนิ 6.25 % อซี ี + โซโลน 22.5 % อซี ี อตัรา 40 มลิลลิติรต่อน ้า 20 ลติร 
(สมชาย กมลพนัธ,์ 2547) 

ไซเพอรเ์มธรนิเป็นพษิกบักระเพาะอาหารและระบบประสาทของสตัวม์กีระดกูสนัหลงัและไมม่ี
กระดกูสนัหลงั โดยมผีลต่อ sodium channels และยบัยัง้เอนไซม ์ATPase (Hildebrand et al., 2004) มี
การศกึษาความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิในหอ้งปฏบิตักิารพบว่ามผีลกบัปลาและอารโ์ทพอดในน ้า 
(Bradbury and Coats, 1989)   มผีลต่อหวัใจกบท าใหห้วัใจกบเตน้ผดิปกติ (Coskun et al., 2004)  มผีลท า
ใหจ้ านวนประชากรแพลงคต์อนทะเลมจี านวนลดลง (Medina et al., 2004)   มผีลต่อเซลลส์มองเมือ่ทดสอบ
กบัหนู mouse โดยวธิ ีComet assay (Patel et al., 2006) ชกัน าใหเ้กดิการท าลายสารพนัธุกรรม และชกัน า 
oxidative stress ในเซลลป์ระสาท  มผีลต่อระดบัของ neurotransmitters เช่น gamma-aminobutyric acid 
และ dopamine (Singh et al., 2012) จะเหน็ไดว้่าไซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อจ านวนประชากร สรรีะ เซลล ์และ
โครโมโซมของสิง่มชีวีติหลายชนิด   



  

5 
 

สารสงัเคราะหไ์พรีธรอยด ์(Pyrethrum and Pyrethroides)  
 ไพรธีรอยดส์งัเคราะห ์เป็นสารเลยีนแบบโครงสรา้งโมเลกุลจากสารไพรธีรนิ (Pyrethrins) ทีส่กดัได้
จากดอกเบญจมาศ ซึง่มอีงคป์ระกอบของสารเคม ี6 ชนิดดว้ยกนัคอื Cinerin I, Cinerin II, Pyrethrin I, 
Pyrethrin II, Jasmolin I, และ Jasmolin II   สารไพรธีรนิ (C22H19O3NCl2) อยูใ่นรปูของสารประกอบราซมิกิ 
ประกอบดว้ย 8 stereo-isomers (ภาพที ่1) ออกฤทธิแ์บบสมัผสั ท าใหแ้มลงสลบและตายอยา่งรวดเรว็ หรอื
มกีารออกฤทธิแ์บบ “knock-down action” อยา่งไรกต็ามหากความเขม้ขน้ของสารไม่เพยีงพอในระดบัทีจ่ะ
ฆา่แมลงได ้แมลงจะฟ้ืนอย่างรวดเรว็ คุณสมบตัเิด่นของสารไพรธีรนิคอื ออกฤทธิไ์ดด้ขี ึน้อกีเมือ่ผสมกบัสาร
เพิม่ฤทธิ ์(synergist) เช่น สาร piperonyl butoxide (PBO) สารไพรธีรนิสลายตวัโดยปฏกิริยิาออกซเิดชนั 
(oxidation) เมือ่โดนแสงแดด และหากอยูใ่นสภาพด่างจะสลายตวัรวดเรว็โดยผ่านปฏกิริยิาการแยกสลาย
ของน ้า (hydrolysis) การเตมิสารเพิม่ฤทธิจ์ะช่วยยบัยัง้การสลายดงักล่าวได ้ 
 

 
ภาพที ่1 โครงสรา้งของไซเพอรเ์มธรนิ  

ทีม่า: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cypermethrin.svg 
 
กลไกการออกฤทธ์ิของสารกลุ่มไพรีธรอยด ์
 สารกลุ่มไพรธีรอยดเ์ขา้สู่ร่างกายไดโ้ดยการสูดดม (inhalation) และการกนิ (ingestion) ในอตัราที่
จ ากดั ส่วนการดูดซมึทางผวิหนังมน้ีอยมาก สารไพรธีรอยด์มฤีทธิข์ดัขวาง sodium channel ของเซลล์
ประสาทในสมอง ท าใหก้ารเปิดของ channel นี้ยาวนานขึน้ (Tatebayashi and Narahashi, 1994) มผีลให้
เซลล์ประสาทอยู่ในภาวะที่ถูกกระตุ้นมาก (hyperexcitability) และยงัออกฤทธิโ์ดยตรงต่อเซลล์ประสาทที ่
gaba-chloride channel ยบัยัง้การส่งผ่านสญัญาณเขา้ออก เนื่องจากสารไพรธีรอยด ์ มคีวามจ าเพาะต่อ
เซลลป์ระสาทของแมลง แต่เซลลป์ระสาทในสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนมจะไม่ไวต่อสารกลุ่มนี้  กล่าวคอื ขนาดความ
เป็นพษิของสารกลุ่มน้ีประมาณ 1 กรมั/กโิลกรมั ท าใหส้ารกลุ่มไพรธีรอยดจ์ดัเป็นสารทีม่คีวามเป็นพษิต ่าต่อ
คนและสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมเมื่อเทยีบกบัสารกลุ่มออรก์าโนฟอสเฟตและคารบ์าเมต  นอกจากอาการพษิ
โดยตรงแลว้สารกลุ่มไพรธีรอยดย์งัท าใหเ้กดิภาวะแพ ้(hypersensitivity) ไดเ้ช่นเดยีวกนั 
 
ไส้เดือนดิน 

เนื่องจากไสเ้ดอืนดนิไสเ้ดอืนดนิเป็นสิง่มชีวีติทีอ่ยูใ่นดนิ มคีวามส าคญัต่อการยอ่ยสลายสารอนิทรยี์
ในดนิ   มคีวามไวต่อสารพษิ  และเป็นสิง่มชีวีติทีด่ทีีสุ่ดในการประเมนิความเป็นพษิของสารเคมใีนดนิ 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cypermethrin.svg


  

6 
 

(Bouche, 1992)  การทดสอบสารพษิในดนิดว้ยไสเ้ดอืนดนิกระท ากนัเป็นเวลานานแลว้ เพราะไสเ้ดอืนดนิมี
ผวิตวับาง ไดร้บัสารพษิจากการสมัผสั   พษิซมึผ่านอพีเิดอรม์สิ กลา้มเนื้อวง กลา้มเนื้อตามยาว เขา้สู่ช่อง
ล าตวั ซึง่ภายในมเีซลล ์ Coelomic leukocytes (coelomocytes) ทีท่ าหน้าทีเ่ป็นเซลลภ์มูคิุม้กนั ก าจดัสิง่
แปลกปลอม เช่น แบคทเีรยี รา และโพรโทซวั  coelomocytes เป็นเซลลท์ีไ่วต่อสารพษิ และสามารถกระตุน้
ใหป้ล่อยออกทาง dorsal pore ของไสเ้ดอืนดนิโดยไมเ่ป็นอนัตรายต่อไสเ้ดอืนดนิ  นอกจากนี้ไสเ้ดอืนดนิยงั
กนิสารอนิทรยีเ์ป็นอาหาร สารพษิทีป่นเป้ือนในอาหารจงึผ่านเขา้ไปในรา่งกายผ่านทางระบบทางเดนิอาหาร
ไดอ้กีทางหนึ่ง  Pheretima peguana เป็นไสเ้ดอืนผวิดนิ (epigeic) จงึไดร้บัผลกระทบจากการใชไ้ซเพอร์
เมธรนิมากกว่าไสเ้ดอืนในระดบัลกึ การใชก้ารเปลีย่นแปลงของสารพนัธุกรรมหรอืเมมเบรนเป็น biomarkers 
ประเมนิการปนเป้ือนของสารพษิในสิง่แวดลอ้มในระดบัทีไ่มท่ าใหไ้สเ้ดอืนดนิตาย (Sublethal effect) จงึเป็น
การเตอืนล่วงหน้าวธิหีนึ่งก่อนทีส่ารพษิจะส่งผลต่อระบบนิเวศ  ในการทดลองนี้เลอืกใช ้endpoint 2 ชนิดคอื 
การท าลายสารพนัธุกรรม (ใช ้Comet assay และ Micronucleus test) และความผดิปกตขิองเมมเบรน (ใช ้
Lysosomal membrane stability assay และ Pinocytic adherence ability assay) 
 
เทคนิคท่ีใช้ทดสอบ 

วธิกีารตรวจสอบการท าลายสารพนัธุกรรมในไสเ้ดอืนดนิ มกีารพฒันาอย่างต่อเนื่อง  หนึ่งในวธิกีาร
นัน้คอื Comet assay เป็น Micro-electophoretic technique ทีท่ าใหเ้หน็การท าลายสารพนัธุกรรมสายเดีย่ว 
(DNA single-strand breaks; SSBs) ในจโีนมของสิง่มชีวีติแต่ละตวั (Martin et al., 2005)  ขอ้ดขีอง Comet 
assay คอื ใชเ้ซลลจ์ านวนน้อยในการตรวจสอบ (~100 เซลล)์ แต่เซลลท์ีใ่ช้ทดสอบต้องเป็นเซลลท์ีไ่วต่อ 
genotoxins ในช่วงกวา้ง  coelomocytes ทีแ่ยกไดจ้ากไสเ้ดอืนดนิไดร้บัการยอมรบัว่ามคีวามสมัพนัธอ์ย่างมี
นัยส าคญักบั DNA SSBs เมื่อตรวจดว้ย Comet assay (Verschaeve and Gilles, 1995; Salagovic et al., 
1996; Reinecke and Reinecke, 2004)  

Micronucleus test เป็นวธิกีารตรวจสอบความเป็นพษิของสารประกอบทีม่ผีลต่อสารพนัธุกรรมอกี
วิธีหนึ่ง ประเมินจากความเสียหายที่เกิดจากความผิดปกติในการเคลื่อนที่ของโครโมโซม (Lagging 
chromosome) หรอืชิน้ส่วนของโครโมโซมเกดิการแตกหกัในระหว่างการแบ่งเซลลแ์บบไมโทซสิในระยะเม
ทาเฟสถงึระยะแอนาเฟส (Ballantyne, 1988; Udroiu, 2006) Micronucleus assay ไดร้บัการยอมรบัว่าให้
ผลดใีนการประเมนิสารประกอบทีท่ าลายสารพนัธุกรรม   

มรีายงานว่าไซเพอรเ์มธรนิออกฤทธิย์บัยัง้ Chloride channel จงึอาจมผีลต่อความเสถยีรของเมม
เบรน (membrane stability) ดงันัน้การทดสอบดว้ย Lysosomal membrane stability assay และ Pinocytic 
adherence ability assay จงึน่าจะเป็น biomarkers ทีเ่หมาะต่อการตรวจสอบพษิของไซเพอรเ์มธรนิ 

ความเสถียรของเยื่อหุ้ม lysosome เป็น biomarkers ที่ตอบสนองต่อความเป็นพษิที่ไม่มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อประเภทของความเครยีด (stressors) และใช้วดัการปนเป้ือนของสารเคมแีทบทุก
ชนิด (Huggett et al., 1992)    หนึ่งในวธิทีีต่รวจสอบความเสถยีรของเยื่อหุม้ lysosome คอื Neutral red 
retention assay ซึง่เป็น assay  ทีพ่สิูจน์แลว้ว่าน่าเชื่อถอื  สมัพนัธก์บัปรมิาณพษิทีไ่ดร้บั และใชง้่าย ใชไ้ด้
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ดกีบัสิง่มชีวีติในทะเล (Lowe et al., 1992) และบนบก (Svendsen et al., 2004)   Neutral red retention 
assay  เป็น assay ทีไ่วต่อโลหะหนักแทบทุกชนิด สารก าจดัศตัรพูชืและสตัว์หลายชนิด (Lowe et al., 
1992; Eason and O’ Halloran, 2002) Weeks and Svendsen (1996) พบความสมัพนัธร์ะหว่างการ
ปนเป้ือนทองแดงในดนิกบัคุณสมบตัคิวามเสถยีรของเยือ่หุม้ lysosome ของไสเ้ดอืนดนิ 
 Pinocytic adherence ability เป็น biomarkers ทีใ่ชต้รวจสอบการย่นของเมมเบรน (membrane 
ruffling) ส่งผลต่อการยดึเกาะกบัวตัถุ และอตัราการกนิแบบ pinocytosis ซึ่งจะมผีลต่อกจิกรรมของเซลล ์
coelomocytes ในการก าจดัสิ่งแปลกปลอม ดงันัน้สามารถน ามาใช้ตรวจสอบการปนเป้ือนสารพิษใน
สภาพแวดลอ้ม  Weeks et al. (1987) พบความสมัพนัธ์ระหว่างการปนเป้ือนสารเคมใีนน ้ากบัคุณสมบตั ิ
pinocytosis ของเซลล ์macrophages ของปลา  
 การศกึษาครัง้นี้จะเป็นประโยชน์ต่อการตรวจสอบความเป็นพษิของสารก าจดัศตัรพูชืไซเพอรเ์มธรนิ
ทางการคา้ ทีม่กีารใชอ้ยา่งแพรห่ลายในปจัจบุนั ว่าจะมผีลต่อไสเ้ดอืนดนิและสิง่แวดลอ้มอยา่งไร  ใชไ้สเ้ดอืน
ดนิ Pheretima peguana เป็นโมเดลทดสอบความเป็นพษิระดบัทีไ่ม่ท าใหต้าย และความไวของ biomarkers 
ทีใ่ชต้รวจสอบความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิ   
 

2. ค าส าคญั (Keyword)   
 Cypermetnrin, Comet assay, Micronucleus, Lysosomal membrane stability 
 
3.  ค าอธิบายสญัลกัษณ์และค าย่อ ท่ีใช้ในการวิจยั  (list of symbols and abbreviations)   
 T DNA% เป็นค ายอ่ของ Tail DNA%  
 TL เป็นค ายอ่ของ Tail length 
 OTM เป็นค ายอ่ของ Olive tail moment  
 NRRT เป็นค ายอ่ของ Neutral red retention time 
  
4. เน้ือเร่ือง (Main Body)  
4.1 สมมติฐานของการทดลอง  
1. ถา้ไซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อสารพนัธุกรรมจะวดัผลไดจ้ากการเกดิ  

1.  DNA single-strand breaks ของเซลล ์coelomocytes  เมื่อตรวจสอบดว้ย Comet assay  จะเกดิ
ภาพ DNA คลา้ยดาวหางบน agarose gel เมื่อ run electrophoresis   ยิง่ DNA ถูกท าลายมาก 
หางของดาวหาง (Tail length) ยิง่ยาว หรอื Tail DNA% มากขึน้  

2.  chromosomal aberration เมือ่ตรวจสอบดว้ย Micronucleus test จะไดจ้ านวนเซลล ์
coelomocytes ทีม่ ีmicronucleus, binucleate และ trinucleate มากขึน้ 

2. ถา้ไซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อเยือ่หุม้ lysosome จะวดัผลไดจ้ากการเกดิ 
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1.  ความเสถยีรของเยื่อหุม้ lysosome ถูกท าลาย  เมื่อตรวจสอบดว้ย Neutral red retention assay 
จะพบว่าระยะเวลาการตดิส ีNeutral red ใน cytosol (Neutral red retention time; NRRT) เรว็
ขึน้ แสดงว่าความเสถยีรของเยื่อหุม้ lysosome ถูกท าลาย ไม่สามารถเกบ็ส ีNeutral red ไวใ้น 
lysosome ได ้ 

2. คุณสมบตักิารยดึเกาะและกนิแบบ pinocytosis ถูกท าลาย เมื่อตรวจดว้ย  Pinocytic adherence 
ability assay  จะพบว่าการยดึเกาะร่วมกบัการเกดิ pinocytosis ลดลง เนื่องจากการย่นของ 
plasma membrane ลดลงและความเสถยีรของเยือ่หุม้ lysosome ลดลง   

 
4.2 วิธีการด าเนินการวิจยั และสถานท่ีท าการทดลอง/เกบ็ข้อมลู  
4.2.1 การเพาะเล้ียงไส้เดือนดิน 

น าพ่อแม่พนัธุไ์สเ้ดอืนดนิ P. peguana ทีเ่ลีย้งในดนิทีไ่ม่มกีารปนเป้ือนสารก าจดัศตัรพูชื ทีไ่ดจ้าก
บรษิทั John and Son กรุงเทพมหานคร มาเลีย้งในบ่อในห้องปฏบิตักิารเป็นเวลาอย่างน้อย 2 สปัดาห ์
เพื่อใหคุ้น้เคย ดนิทีใ่ชเ้ลีย้งเตรยีมจากดนิใบมะขามทีใ่ชป้ลูกต้นไมผ้สมกบัขีว้วัในสดัส่วนน ้าหนัก 5:2 (ดนิ:ขี้
ววั) ใหด้นิมคีวามชืน้ 60% เลีย้งในทีม่ดื อุณหภูม ิ25±2 oC ใหแ้ตงโมเป็นอาหารเสรมิสปัดาหล์ะครัง้ ถ้าพบ
ไสเ้ดอืนตายใหน้ าออกจากบ่อ  
4.2.2 สารเคมีท่ีใช้ทดสอบ 
 ไซเพอรเ์มธรนิทางการคา้ (สตารน็์อกซ ์350) จากหา้งหุน้ส่วนจ ากดัสตารโ์กรการเกษตร โดยเตรยีม
สารละลายใหม่ทุกครัง้เพื่อป้องกนัสารละลายเปลีย่นรปู 
4.2.3 การทดลอง 
4.2.3.1 การหาค่า LC50 ของไซเพอรเ์มธริน ต่อไส้เดือนดิน 

 1) คดัขนาดไสเ้ดอืนดนิทีม่ ี clitellum สมบูรณ์   ไสเ้ดอืนดนิทีม่ ีclitellum แสดงว่ามวียัอยู่ในช่วง
เจรญิพนัธุ ์ ชัง่น ้าหนกัไสเ้ดอืนดนิ  และจดบนัทกึ 

2) วางกระดาษกรอง Whatmann เบอร ์1 บนจานเพาะเชือ้ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 9 ซม. 
3) เตรยีมสารละลายไซเพอรเ์มธรนิอย่างละ 5 ความเขม้ขน้ (0, 23.5x10-4, 23.5x10-3, 23.5x10-2, 

23.5x10-1 
g.cm-2 กระดาษกรอง) เป็นความเขม้ขน้ในช่วงกวา้ง  

4) ดดูสารละลายไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ละ 3 มล. ใส่ลงในจานเพาะเชือ้ 
5) ใส่ไสเ้ดอืนดนิทีเ่ตรยีมไวล้งในจานเพาะเชือ้จานละ 1 ตวั ใชไ้สเ้ดอืนดนิ 20 ตวั/1 ความเขม้ขน้ 
6) วางจานเพาะเชือ้ในทีม่ดื อุณหภมูหิอ้ง นบัจ านวนไสเ้ดอืนดนิทีต่ายทุกวนัเป็นเวลา 2 วนั  

 7) เมื่อไดช้่วงความเขม้ขน้กวา้ง ๆ ทีท่ าใหไ้สเ้ดอืนดนิรอดตายและตายทัง้หมดแลว้ น ามาซอยย่อย
เป็นช่วงแคบ 5 ความเขม้ขน้ ท าการทดลองตามขอ้ 1-6 อกีครัง้  

8) น าค่าทีไ่ดม้าค านวณหา LC50 โดยโปรแกรมส าเรจ็รปู SPSS 10.5 ดว้ย Probit analysis 
4.2.3.2 การศึกษาความเป็นพิษของสารละลายไซเพอรเ์มธรินต่อสารพนัธกุรรมของไส้เดือนดิน  

  4.2.3.2.1 การชกัน าให้ปล่อย coelomocytes 
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1) Spray สารละลายไซเพอรเ์มธรนิอย่างละ 5 ความเขม้ขน้ (ทุกความเขม้ขน้น้อยกว่าค่า 
LC50) คอื 3.5x10-5, 3.5x10-4, 3.5x10-3, 3.5x10-2 และ 3.5x10-1 g.cm-2 และใชน้ ้ากลัน่
เป็นกลุ่มควบคุมลบ (negative control) ความเขม้ขน้ละ 3 มล. ลงบนกระดาษกรอง  

 2) น าไสเ้ดอืนดนิทีท่ราบน ้าหนกัวางลงบนกระดาษกรอง Whatmann เบอร ์1 ทีร่องดว้ย 
    จานเพาะเชือ้ขนาด 9 ซม. ใส่ไสเ้ดอืนดนิทีเ่ตรยีมไวล้งในจานเพาะเชือ้จานละ 1 ตวั ใช้       
    ไสเ้ดอืนดนิ 20 ตวั/1 ความเขม้ขน้ วางจานเพาะเชือ้ในทีม่ดื   
3) เมือ่ครบก าหนด 2 วนั น าไสเ้ดอืนดนิออกจากจานเพาะเชือ้ น าแต่ละตวัไปกระตุน้ให ้
     ปล่อย coelomocytes ออกจากช่องล าตวัดว้ยวธิ ีnon-invasive extrusion method   
     (Eyambe et al., 1991) น า coelomocytes จากแต่ละตวัใส่ในหลอดทดลอง  
4)  เตมิ LBSS (Lumbricus balanced salt solution) ทีเ่ยน็ 1 มล. (NaCl 71.5 mM, KCl 

  4.8 mM, MgSO4.7H2O, 1.1 mM, KH2PO4 0.4 mM, NaH2PO4 0.3 mM, NaHCO3    
  4.2 mM, pH 7.3) ป ัน่ใหเ้ซลลต์กตะกอน ความเรว็รอบ 2500 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10     
  นาท ีเพื่อใหเ้ซลลต์กตะกอน  

 5) น า coelomocytes ของไสเ้ดอืนดนิ 3 ตวั/ความเขม้ขน้ ไปทดสอบ Micronucleus test,  
      Comet assay, Neutral red retention time assay และ Pinocytic adherence ability  
      assay นบัจ านวนเซลล ์coelomocytes ดว้ย haemocytometer  ควรมจี านวนเซลล ์
              มากกว่า 105 cell ml-1 

 4.2.3.2.2 การทดสอบด้วย Micronucleus test 
1) น าเซลลจ์ากไสเ้ดอืนดนิแต่ละความเขม้ขน้มา smear บนกระจกสไลด ์ 2 จุด ใชไ้สเ้ดอืน

ดนิ 3 ตวั/ความเขม้ขน้ 
2) ยอ้มส ีcoelomocytes ดว้ย Wright rapid stain ท าการตรวจนับเซลล์ปกต ิเซลลท์ี่มี

นิวเคลยีสผดิปกต ิ(เช่น micronucleus, binucleated, trinucleate, multinucleate และ 
Nuclear abnormal แบบอื่นๆ)  และเซลลต์ายแบบ apoptosis และ necrosis  นับ
รวมกนัทัง้หมด 1000 เซลล์โดยไม่ซ ้ากนั ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 
ก าลงัขยาย 1000x   

 4.2.3.2.3  การทดสอบด้วย Comet assay (Reinecke and Reinecke, 2004 ดดัแปลงจาก  
            Singh et al., 1988) 

1)  การเตรยีมสไลด ์
       1.1 เตรยีมกระจกสไลดใ์หส้ะอาดดว้ย 70% alcohol หยด 100 µl 0.5% Normal                

melting agarose (NMA)  เพื่อให ้NMA ฉาบบนผวิกระจกสไลด ์ ปิดทบัดว้ยกระจกปิด
สไลดท์นัท ีน าไปท าให ้agarose แขง็โดยแช่ตู้เยน็เป็นเวลา 5-10 นาท ี แลว้เอากระจก
ปิดสไลดอ์อก โดยไมท่ าให ้NMA หลุดออกจากกระจกสไลด ์
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  1.2 ปิเปตเซลล์ coelomocytes 5 µl จากขอ้ 3.2.1 ลงใน microcentrifuge tube ทีม่ ี
PBS (pH 7.3) ปรมิาตร 15 µl จากนัน้เตมิ Low melting agarose (LMA) ปรมิาตร 20 
µl ลงใน microcentrifuge tube ผสมใหเ้ขา้กนั และอุ่นที่อุณหภูม ิ37-40oC ใน heat 
block  
 1.3 น า microcentrifuge tube ออกจาก heat block ผสมใหเ้ซลล ์coelomocytes 
แขวนลอยในสารละลาย LMA อกีครัง้ดว้ยเครื่อง mixer  ปิเปตปรมิาตร 40 µl ลงบน
กระจกสไลดข์อ้ 1.1 
    1.4 หยด 40 µl 0.5% LMA (เตรยีมใน 40 mM Tris-Cl) ซอ้นทบับรเิวณทีห่ยดเซลล์
ผสมลงไป  ปิดด้วยกระจกปิดสไลด ์น ากระจกสไลดไ์ปวางบน ice pack นาน 1 นาท ี
เมื่อแขง็แลว้ให้น ากระจกปิดสไลดอ์อก  น ากระจกสไลดไ์ปแช่ใน lysis solution (2.5 M 
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris base, 1% Triton-X, pH 10.0) ที ่4oC เป็นเวลา 
15±1 ชัว่โมง เพื่อท าลายเยือ่หุม้เซลล ์ทุกขัน้ตอนท าในทีม่ดื อุณหภมู ิ4oC  
 1.5 น ากระจกสไลดว์างใน Electrophoresis chamber ทีม่ ีElectrophoresis buffer 
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) ใหท้่วมสไลด ์นาน 20 นาท ีเพื่อใหเ้กดิ 
unwinding DNA 
 1.6 หลงัจาก unwinding จงึเปิดเครื่อง electrophoresis ใชก้ระแสไฟฟ้า 300 mA, 
12 V เพื่อให ้DNA วิง่ไปบน agarose gel เป็นเวลา 30 นาท ี 
 1.7 น าตวัอย่าง DNA บนกระจกสไลดไ์ปลา้งดว้ย Neutralization buffer (0.4 M 
Tris, pH 7.5) 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ีเพื่อปรบั pH ของตวัอยา่งใหเ้ป็นกลาง  
 1.8 น าตวัอย่าง DNA ไป fix ด้วย Absolute methanol นาน 5 นาท ีเพื่อช่วย
ละลายไขมนัส่วนเกนิออก และยอ้มตดิสดีขีึน้  

  2) การยอ้มสสีไลด ์
 2.1 น ากระจกสไลดท์ีม่ตีวัอย่าง DNA ใน agarose มายอ้มดว้ย 100 µl Ethidium 
bromide (EtBr) ทีม่คีวามเขม้ขน้ 20 µg ml-1 เป็นเวลา 5 นาที ล้างสีส่วนเกินด้วยน ้ า
กลัน่ เชด็กระจกสไลดใ์หแ้หง้  
 2.2 น ากระจกสไลด์ไปตรวจผลการท าลายสารพันธุกรรมด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
fluorescence ทีม่ ีfilter block UV-2A ทีก่ าลงัขยาย 400 เท่า บนัทกึผลการทดลองและ
ถ่ายรูป DNA ของ coelomocytes ที่เคลื่อนที่ไปตามกระแสไฟฟ้าจากขัว้ลบไปยงั
ขัว้บวก โดยนิวเคลยีสทีม่ปีรมิาณ DNA ถูกท าลายมาก และม ีสารพนัธุกรรม หกัเป็น
ท่อน ๆ หลายขนาด จะเคลื่อนที่ไปในระยะทางที่ไกล จงึมองเป็นเป็นส่วนหางของ 
comet  ส่วน สารพนัธุกรรม ทีไ่ม่ถูกท าลาย มขีนาดใหญ่ จะไม่เคลื่อนทีไ่ปไกลในภาวะ
ทีท่ า electrophoresis จงึมองเหน็เป็นส่วนหวัของ comet   

 3) การวเิคราะหผ์ล 
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 3.1 ถ่ายรปู DNA ทีถู่กท าลายของแต่ละเซลลท์ีไ่มซ่อ้นทบักนัรวม 100 เซลล ์โดย 
วดัไปตามความยาวของแนวสไลด ์ ไม่วดั DNA ทีถู่กท าลายทีเ่กดิจาก apoptosis ซึง่
สงัเกตไดจ้ากหวัและหางของ comet ยาวมาก  

   3.2 วดั DNA ทีถู่กท าลายดว้ยโปรแกรม LUCIA Comet assay ซึง่วเิคราะห ์DNA 
ทีถู่กท าลายจาก parameter 3 ชนิด คอื Tail DNA (TD) % (ค่าของเปอรเ์ซน็ต์ความ
เขม้แสงที่หาง ยิง่เรอืงแสงมากแสดงว่า DNA ถูกท าลายมาก), Tail length (TL) 
(ระยะทางระหว่างจุดศูนยก์ลางของหวัและปลายหาง) และ Olive tail moment (OTM 
= (Tail.mean - Head.mean) X Tail%DNA/100)  
 

4.2.3.3 การศึกษาความเป็นพิษของสารละลายไซเพอรเ์มธรินต่อความเสถียรของเย่ือหุ้ม lysosome 
ด้วย Neutral red retention assay  
 Neutral red retention assay เป็นการทดสอบคุณสมบตัิความเสถยีรของเยื่อหุม้ lysosome ของ 
coelomocytes  

1)  เตรยีม coelomocytes suspension ในสารละลาย LBSS (Lumbricus balance salt 
solution)  นับจ านวนเซลลด์ว้ย haemocytometer  ควรมเีซลล ์105 cell ml-1 ใช ้3 ตวั/
ความเขม้ขน้  และตรวจสอบการมชีวีติของ coelomocytes ใหม้ชีวีติมากกว่า 95% โดย
ตรวจดกูารตดิส ีtrypan blue (Trypan blue exclusion method)   

2)  ดูด 40 µl สารละลายของ coelomocytes และ LBSS ปล่อยลงบนกระจกสไลด์ ที ่treat 
ดว้ย poly-L-lysine (20 µl ใน 100 µl น ้ากลัน่) วางกระจกสไลด์บน rack ทีแ่ขวนเหนือน ้า
เยน็ อุณหภูมใิน rack 10oC นาน 15 นาทเีพื่อให ้coelomocytes ยดึเกาะกบักระจกสไลด ์ 
เท coelomocytes ทีม่ากเกนิพอออกจากกระจกสไลด์ เตมิ 20 µl Neutral red working 
solution บนชัน้ coelomocytes  ปิด cover slip น าไปส่องดใูตก้ลอ้ง ก าลงัขยาย 400X 

3)  วดัความเสถยีรของเมมเบรนของ lyossome  โดยดูจากจ านวนเซลลท์ีต่ดิสแีดงใน cytosol 
ซึง่แสดงว่ามสีรี ัว่ออกจาก lysosome เขา้สู่ cytosol   เทยีบกบัจ านวนเซลลท์ีไ่ม่มสีแีดงใน 
cytosol (no leak)  ในเวลา 2 นาท ีเวน้ 2 นาท ีนับใหม่อกีครัง้นาน 2 นาท ีเวน้ 2 นาท ี
ท าเช่นนี้ไปจนกระทัง่ >50% ของจ านวนเซลล์ม ีcytosol ตดิส ี  หรอืจนครบ 60 นาท ี 
เวลาทีเ่ซลลต์ดิสแีละไม่ตดิส ี~ 50% คอื Neutral red retention time (NRRT) ใหห้ยุด
การทดลอง 

หมายเหตุ เตรยีมส ีNeutral red stock solution จากการละลาย 2.28 mg Neutral red ใน 1 ml DMSO 
(Dimethyl sulphoxide)  เตรยีม Working solution จากการละลาย 17 µl ของ Stock solution กบั 1 ml 
LBSS  
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4.2.3.4 การศึกษาความเป็นพิษของสารละลายไซเพอรเ์มธรินต่อการยึดเกาะและการกินแบบ 
pinocytosis ด้วย Pinocytic adherence ability assay 

 1)  น าเซลล ์coelomocytes ทีไ่ดร้บัไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ต่าง ๆ 5 ความเขม้ขน้ และ 
   กลุ่มควบคุม จ านวน 2×105 cell ml-1 ปรมิาตร 150 µl มาบ่มในถาด  
 96 หลุม นาน 1 ชม. เพื่อใหเ้ซลลเ์กาะกน้หลุม 
   2)  ใส่ Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) ทีม่ ีNeutral red 500 µg/ml ปรมิาตร 150  

      µl  วางทิง้ไว ้1 ชม. เพื่อใหเ้ซลลก์นิส ี
   3)  ลา้งเซลลท์ีไ่มต่ดิกน้หลุมและ Neutral red อสิระดว้ย HBSS 
   4)  น า Neutral red ออกจากเซลลท์ีก่น้หลุมดว้ย Acid alcohol (3% HCl ใน alcohol)  
   5)  อ่านค่าการดดูกลนืแสงที ่540 nm ดว้ย Microplate reader  

 
การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ 

ทุกการทดลองตรวจสอบขอ้มลูดบิในเชงิ homogenicity และ normality ถา้การทดสอบขอ้มลูดบิเป็น  
Normal distribution  ใหเ้ปรยีบเทยีบขอ้มลูกลุ่มทดสอบเทยีบกบักลุ่มควบคุมดว้ย One-way ANOVA  ที่
ระดบันัยส าคญั p<0.05 หากไม่เป็น Normal distribution ใหว้เิคราะหข์อ้มลูแบบ Non-parametric ดว้ยวธิี
ทดสอบแบบ Mann Whitney U test ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11.1 และหาค่าสหสมัพนัธร์ะหว่างความ
เขม้ขน้ไซเพอรเ์มธรนิและ biomarkers ดว้ย SPSS version 11.1  
 
สถานท่ีท าการวิจยั 
 ห้องปฏบิตักิารภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์ มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาเขตพระราชวงั
สนามจนัทร ์ นครปฐม  
 
5.  ผลการทดลอง  
5.1 ค่า LC50 ของไซเพอรเ์มธรินต่อไส้เดือนดิน 
  ผูว้จิยัไดท้ดสอบความเป็นพษิแบบเฉียบพลนัของไซเพอรเ์มธรนิต่อไสเ้ดอืนดนิในเวลา 48 ชัว่โมง 
บนกระดาษกรอง พบว่าไสเ้ดอืนดนิตายอยา่งต่อเนื่องเมื่อความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิเพิม่ขึน้ ค านวณค่า 
48h-LC50 จากโปรแกรม Probit analysis ไดค้่า 48h-LC50 เท่ากบั 3.5x10-1 g.cm-2 (ตารางที ่1) 
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ตารางที ่1 การตายสะสมของไสเ้ดอืนดนิทีไ่ดร้บัสารไซเพอรเ์มธรนิเป็นเวลา 48         
 

ความเขม้ขน้ของ 
ไซเพอรเ์มธรนิ (g.cm-2) 

การตายสะสม  
24 ชม.  48 ชม. 

ตวั % ตวั % 
0.47x10-1 0 0 1 3.33 
1.41 x10-1 1 3.33 5 16.67 
2.82 x10-1 6 20.00 11 36.67 
4.23 x10-1 13 43.33 19 63.33 
5.64 x10-1 24 80.00 27 90.00 

ค่า LC50 ที ่48   . 3.5x10-1 g.cm-2 
 
5.2 การศึกษาความเป็นพิษของไซเพอรเ์มธรินต่อสารพนัธกุรรมของไส้เดือนดิน  
  การทดสอบความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิต่อโครโมโซม และ DNA ของเซลล ์coelomocytes  
ดว้ย Micronucleus test และ Comet assay ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต ่ากว่า LC50 ใชค้วามเขม้ขน้ 5 ระดบั 
(3.5x10-5, 3.5x10-4, 3.5x10-3, 3.5x10-2 และ 3.5x10-1 g.cm-2) โดยมนี ้ากลัน่เป็นกลุ่มควบคุม เป็นเวลา 2  
วนั บนกระดาษกรอง ท าซ ้าความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้า  
 5.2.1 การทดสอบด้วย Micronucleus test 
 ผลการศกึษา Micronucleus test พบว่าไสเ้ดอืนดนิทีไ่ดร้บัไซเพอรเ์มธรนิ มจี านวน micronucleus, 
binucleate, trinucleate, multinucleate, มเีซลล์ตายแบบ necrosis และ apoptosis, และม ีNuclear 
abnormal อื่น ๆ เพิม่ขึน้ตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้ ทุกความเขม้ขน้เปอรเ์ซน็ต์ของเซลลผ์ดิปกตมิน้ีอยกว่า 
50 เปอรเ์ซน็ตข์องเซลลป์กต ิ(ตารางที ่2) ยกเวน้ทีค่วามเขม้ขน้ 3.5x10-1

 g.cm-2 (LC50) มเีปอรเ์ซน็ต์เซลล์
ผดิปกต ิ52.23 เปอรเ์ซน็ต ์ซึง่มากกว่าเซลลป์กต ิ 
 ไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ 3.5x10-1

 g.cm-2 (LC50) ท าใหม้ ีmicronucleus เกดิขึน้ 58.67±9.06 
cell/1000 cell  ม ีtrinuclei เกดิขึน้ 44.00±2.89 cell/1000 cell และม ีmultinuclei เกดิขึน้ 51.33±17.15 
cell/1000 cell มเีซลลต์ายแบบ necrosis เกดิขึน้ 226.00±18.58 cell/1000 cell และแบบ apoptosis เกดิขึน้ 
63.33±10.17 cell/1000 cell (ตารางที ่2) ซึง่ทุกค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05)   

 45 
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 ตารางที ่2 ผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อความผดิปกตขิองนิวเคลยีสของเซลล ์coelomocytes               ทีไ่ดร้บัสารเป็นเวลา 48         
 

ความ
เขม้ขน้ 

(g.cm-2)    

จ านวนเซลล/์1000 เซลล ์ เปอรเ์ซน็ต ์
เซลล ์
ผดิปกต ิ

เซลลท์ีน่ิวเคลยีส
ปกต ิ

binucleate trinucleate multinucleate micronucleus necrosis apoptosis Nuclear 
abnormal 

0 926.67±15.71c 7.67±1.67a 4.33±3.71a 4.67±1.86a 1.67±0.33a 48.67±11.57a 2.33±1.33a 1.67±0.67a 7.12 
3.5x10-5 890.00±21.60cb 7.33±2.60a 11.00±2.65a 3.67±1.20a 3.67±1.45ab 77.00±17.52a 4.00±1.16a 3.33±0.67a 11.00 
3.5x10-4 787.00±41.62cb 17.67±6.64a 8.33±1.33a 12.67±4.06ab 27.00±7.56ab 132.33±39.89ab 4.00±1.73a 11.00±4.36a 21.30 
3.5x10-3 709.67±48.91b 13.33±2.96a 22.00±7.02ab 18.00±9.07ab 41.33±13.13ab 159.67±34.84ab 18.33±8.15a 19.00±14.53a 29.13 
3.5x10-2 703.67±62.38b 38.00±7.13a 21.00±8.54ab 16.67±5.21ab 44.00±22.72ab 138.00±20.60ab 14.00±7.51a 24.67±8.17a 29.63 
3.5x10-1 477.67±36.09a 45.00±16.09a 44.00±2.89b 51.33±17.15b 58.67±9.06b 226.00±18.58b 63.33±10.17b 34.00±6.03a 52.23 

 
หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษทีเ่ป็นตวัยกในคอลมัน์เดยีวกนัแตกต่างกนัแสดงว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทางสถติิ (p<0.05)
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 5.2.2  การทดสอบด้วย Comet assay  
 การทดสอบความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิต่อการท าลายสารพนัธุกรรมดว้ย Comet assay 
พบว่าเมื่อความเข้มข้นเพิม่ขึ้นจะท าลายสารพนัธุกรรมของเซลล์ coelomocytes ที่ความเข้มข้นต ่า 
(3.5x10-5, 3.5x10-4

 g.cm-2) ท าใหเ้กดิ Tail length และ Olive tail moment เพิม่ขึน้ และเมื่อความ
เขม้ขน้สูงขึน้ (3.5x10-3, 3.5x10-2

 g.cm-2) ค่า Tail length และ Olive tail moment กลบัลดลง และที่
ความเขม้ขน้ 3.5x10-1

 g.cm-2 กลบัเพิม่ขึน้อกีครัง้ (ตารางที ่3) ไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ LC50 
(3.5x10-1 g.cm-2) ท าให ้Tail length และ Olive tail moment เพิม่ขึน้มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05)  ตัง้แต่ความเขม้ขน้ 3.5x10-2 g.cm-2 ท าให ้Tail DNA% แตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุมอยา่งมนียัส าคญั (p<0.05) 
 
ตารางที่ 3 ผลของไซเพอร์เมธรนิต่อความผดิปกติของสารพนัธุกรรมของเซลล์ coelomocytes 
              ทีไ่ดร้บัสารเป็นเวลา 48          
  

ความเขม้ขน้ 
(g.cm-2) 

Tail DNA % 
(%) 

Tail length 
 (micron) 

Olive tail moment 
  

กลุ่มควบคุม 3.38±0.66ab 7.59±2.05b 0.74±0.37b 
3.5x10-5 4.20±0.59ab 11.66±2.55b 0.79±0.24b 
3.5x10-4 5.43±1.06ab 9.66±1.61b 1.43±0.34b 
3.5x10-3 4.06±0.59ab 3.17±0.40b 0.27±0.22b 
3.5x10-2 2.77±0.53a 4.78±1.79b 0.34±0.23b 
3.5x10-1 6.24±0.81b 50.98±5.94a 3.87±0.64a 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษทีเ่ป็นตวัยกในคอลมัน์เดยีวกนัแตกต่างกนัแสดงว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิ(p<0.05) 
   
5.3. การศึกษาความเป็นพิษของสารละลายไซเพอรเ์มธรินต่อความเสถียรของเย่ือหุ้ม lysosome 
ด้วย Neutral red retention assay  

เซลล ์coelomocytes ทีย่อ้มส ีNeutral red และจบัเวลาการตดิสใีน cytosol ของเซลล์ 25 เซลล์
จากเซลลท์ีน่ับทัง้หมด 50 เซลล ์(กึ่งหนึ่งของเซลลท์ีน่ับ) (Neutral red retention time) พบว่าเมื่อความ
เข้มข้นของไซเพอร์เมธรนิเพิม่ขึ้น ระยะเวลาในการติดสี Neutral red ใน cytosol ของเซลล ์
coelomocytes เรว็ขึน้กว่ากลุ่มควบคุม (น ้ากลัน่) ระยะเวลาในการตดิส ีNeutral red สมัพนัธก์บัปรมิาณ
ของไซเพอรเ์มธรนิ  ความเขม้ขน้ไซพอรเ์มธรนิตัง้แต่ 3.5x10-3 

g.cm-2 มคี่า Neutral red retention 
time น้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) (ตารางที ่4) Neutral red retention time 
เป็น biomarkers ทีม่คีวามไวมาก วดัไดแ้มน้ความเขม้ขน้ต ่า (3.5x10-3 

g.cm-2 หรอื น้อยกว่า LC50 
100 เท่า) และใชเ้วลาเพยีง 48 ชัว่โมง 
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ไซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อเยื่อหุม้ lysosome ทีท่ าหน้าทีก่กัเกบ็ส ีNeutral red  ท าให ้membrane 
รัว่ ไมส่ามารถเกบ็สไีวภ้ายในได ้จงึปล่อยสอีอกสู่ cytosol ท าให ้cytosol ตดิสชีมพูของ Neutral red (รปู
ที ่1 ข.)  ถา้เยือ่หุม้ lysosome ท างานไดด้จีะเกบ็สไีวภ้ายใน lysosome (รปูที ่1 ก.) 
  
 
 
 
 
 
 
รปูที ่1 เซลล ์coelomocytes ก. cytosol ของเซลล ์coelomocytes ไม่ตดิส ีNeutral red ข.cytosol ของ
เซลล ์coelomocytes ตดิส ีNeutral red 
  
ตารางที ่4 ผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อ Neutral red retention time ของเซลล ์coelomocytes ของไสเ้ดอืน
ดนิทีไ่ดร้บัสารเป็นเวลา 48         
 

ความเขม้ขน้ 
(g.cm-2) 

Neutral red retention time  
(min) 

กลุ่มควบคุม 31.25±0.10a 
3.5x10-5 28.14±0.23ab 
3.5x10-4 24.25±1.96ab 
3.5x10-3 18.26±2.66bc  
3.5x10-2 12.05±2.14c 

3.5x10-1 5.01±0.87c 
หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษทีเ่ป็นตวัยกในคอลมัน์เดยีวกนัแตกต่างกนัแสดงว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิ(p<0.05) 
 
5.4 การศึกษาความเป็นพิษของสารละลายไซเพอร์เมธรินต่อการยึดเกาะและการกินแบบ 
pinocytosis ของเซลล ์coelomocytes (Pinocytic adherence ability) 
  เซลล ์coelomocytes ทีย่ดึเกาะในถาดหลุมและมกีารกนิส ีNeutral red แบบ pinocytosis และ 
วดัค่าการดดูกลนืแสงดว้ย Microplate reader อ่านค่าการดดูกลนืแสงที ่540 nm  พบว่ากลุ่มควบคุมมคี่า 
การดดูกลนืแสงสงูสุดและลดลงอยา่งต่อเนื่องตามความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิทีเ่พิม่ขึน้ และลดลง 
สงูสุดทีค่วามเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิ 3.5x10-1 g.cm-2 (ตารางที ่5) ไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ตัง้แต่  
3.5x10-2 g.cm-2 ท าใหค้่าการดดูแสงลดลงแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) 

    
ก. ข. 
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ตารางที ่5 ผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อการยดึเกาะและการกนิแบบ pinocytosis      ลล  coelomocytes 
ของไสเ้ดอืนดนิทีไ่ดร้บัสารเป็นเวลา 48         
 

ความเขม้ขน้ 
(g.cm-2) 

การดดูกลนืแสง 

กลุ่มควบคุม 1.97±0.37a 
3.5x10-5 1.75±0.22ab 
3.5x10-4 1.17±0.22abc 
3.5x10-3 0.84±0.27abc 
3.5x10-2 0.64±0.20bc 
3.5x10-1 0.30±0.09c 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษทีเ่ป็นตวัยกในคอลมัน์เดยีวกนัแตกต่างกนัแสดงว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิ(p<0.05) 
  
 การศกึษาค่าสหสมัพนัธ ์(correlation coefficient) ระหว่าง biomarkers  กบัปรมิาณของไซเพอร์
เมธรนิพบว่า Micronucleus, Nuclear abnormal, Neutral red retention time และ Pinocytic adherence 
ability มคีวามสมัพนัธ์แบบเสน้ตรงกบัปรมิาณไซเพอรเ์มธรนิ ส่วน Tail DNA%, Tail length และ Olive 
tail moment มคีวามสมัพนัธ์กบัปรมิาณไซเพอรเ์มธรนิแบบโพลโีนเมยีล (polynomial)  และจากการ
เปรยีบเทยีบความไวของ biomarkers ในการตอบสนองต่อปรมิาณไซเพอรเ์มธรนิโดยวเิคราะห์จาก
ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ดว้ยโปรแกรม SPSS version 11.5 (ตารางที ่6) พบว่าค่า r ของ Neutral red 
retention assay และ Pinocytic adherence ability มคี่าเป็นลบ (-0.090) ขณะที ่Nuclear abnormal, 
Micronucleus, Tail length, Olive tail moment และ Tail DNA% มคี่าเป็นบวก (0.989, 0.976, 0.561, 
0.552 และ 0.352 ตามล าดบั) 
 
ตารางที ่6 เปรยีบเทยีบความไวของคุณลกัษณะของ biomarkers ส าหรบัตรวจสอบไซเพอรเ์มธรนิ 
 

Biomarker สมการความสมัพนัธ์แบบเสน้ตรง  Pearson 
Correlation, r 

P-value F Correlation 
Level 

Micronucleus y = 12.009x - 12.642 (R2 = 0.95) r = 0.976 0.001 80.684 Very high 
Nuclear abnormal y = 6.676x - 7.755 (R2 = 0.977) r = 0.989  0.000 172.209 Very high 
TD% y = 2.46x + 3.487 (R2 = 0.128) r = 0.357 0.487 0.589 Low 
TL y = 5.423x - 4.342 (R² = 0.315)  r = 0.561 0.246  1.842 moderate 
OTM  y = 0.238x + 0.293 (R² = 0.305)  r = 0.552 0.256  1.754 moderate 
NRRT y = -5.299x + 38.373 (R² = 0.98) r = -0.990 0.000 191.350 Very high 
Pinocytic 
adherence ability 

y = -0.343x + 2.313 (R² = 0.98)  r = -0.990 0.000 195.730 Very high 
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6. วิจารณ์ผลการทดลอง 
ผลการศึกษาในครัง้นี้แสดงให้เห็นว่า biomarkers ที่ใช้ทดสอบทุก biomarkers มกีาร

เปลีย่นแปลงเมือ่ไสเ้ดอืนดนิไดร้บัไซเพอรเ์มธรนิในระดบั sublethal  
 ค่า LC50 ของไซเพอรเ์มธรนิต่อไสเ้ดอืนดนิ P. peguana ในเวลา 48 ชัว่โมงเท่ากบั 3.5x10-1 
g.cm-2 มคี่าใกลเ้คยีงกบังานวจิยัของ Wang et al. (2012) ทีท่ าการทดสอบไซเพอรเ์มธรนิกบัไสเ้ดอืน
ดนิ Eisenia foetida บนกระดาษกรอง พบว่ามคี่า 96-h LC50 เท่ากบั 10.63 g.cm-2 และ Gupta et al. 
(2010) รายงานว่า 96-h LC50 ของไซเพอรเ์มธรนิต่อไสเ้ดอืนดนิ Perionyx excavates มคี่าเท่ากบั 
0.008 mg.Kg-1 และไซเพอรเ์มธรนิมพีษิต่อ P. excavates มากทีสุ่ด มากกว่าเอนโดซลัแฟน (LC50 0.03 
mg.Kg-1), คารบ์ารลิ (LC50 6.07 mg.Kg-1), คลอรไ์พรฟิอส (LC50 7.3 mg.Kg-1), อลัดคิารบ์ (LC50 10.63 
mg.Kg-1), และโมโนโครโทฟอส (LC50 13.04 mg.Kg-1) ซึง่ E. foetida เป็นไสเ้ดอืนดนิที ่OECD (1984)  
ใชเ้ป็นไสเ้ดอืนดนิมาตรฐานในการทดสอบ       ดงันัน้ผูว้จิยัจงึขอเสนอแนะว่าประเทศไทยสามารถใช ้ 
P. peguana ในการทดสอบสารกลุ่มไพรธีรอยด ์และเป็นตวัแทนสตัวไ์ม่มกีระดูกสนัหลงัในดนิทีใ่ช้เป็น 
biomarkers ไดด้ ี เพราะมคีวามไวในการตอบสนองต่อไซเพอรเ์มธรนิใกลเ้คยีงกบั E. foetida  อกีทัง้
เป็นไสเ้ดอืนดนิทีพ่บกระจายทัว่ไปในประเทศไทย และสามารถดแูลในหอ้งปฏบิตักิารไดง้า่ย   

เมือ่เปรยีบเทยีบค่า 48-h LC50 ของไซเพอรเ์มธรนิ (LC50  3.5x10-1 g.cm-2) กบั 48-h LC50 ของ
มาลาไธออน (LC50 141 g.cm-2) ซึง่เป็นสารก าจดัศตัรูพชืกลุ่มออรแ์กโนฟอสเฟสต่อไสเ้ดอืนดนิสาย
พนัธุเ์ดยีวกนั (P. peguana) พบว่า LC50 ของไซเพอรเ์มธรนิน้อยกว่า LC50  ของมาลาไธออนถงึ 40 เท่า  
(พรพรรณ, 2552) แสดงว่าไซเพอรเ์มธรนิมคีวามเป็นพษิมากกว่ามาลาไธออน สอดคลอ้งกบัขอ้มลูจาก
กรมควบคุมมลพษิ (2556) ทีร่ายงานว่าไซเพอรเ์มธรนิมพีษิมากกว่ามาลาไธออน โดยค่า LC50 ของไซ
เพอรเ์มธรนิ น้อยกว่า LC50 ของมาลาไธออนในหนู mice (LC50 ของไซเพอรเ์มธรนิในหนู mice มคี่า 251 
มลิลกิรมัต่อน ้าหนักหนู 1 กโิลกรมั LC50  ของมาลาไธออนในหนู mice มคี่า >2,000 มลิลกิรมัต่อน ้าหนัก
หนู 1 กโิลกรมั) และ United States Environmental Protection Agency (1997) ไดจ้ดัไซเพอรเ์มธรนิมี
ความรุนแรงระดบัอนัตรายปานกลาง (ประเภท II) และมาลาไธออนมคีวามรุนแรงระดบัอนัตรายน้อย 
(ประเภท III)   
 Micronucleus test เป็น biomarkers ทีเ่ป็นที่ยอมรบัในการตรวจสอบความผดิปกตขิองสาร
พนัธุกรรมของเซลลส์ตัวห์ลายชนิด มรีายงานการใช ้micronucleus เป็น biomarkers ในการตรวจสาร
ก าจดัศตัรพูชื (Schmid, 1976)  Jessen and Ramel (1980) รายงานว่า Micronucleus test สามารถใช้
เป็น screen test ตรวจความผดิปกตขิองสารพนัธุกรรมทีเ่กดิจากสารก าจดัศตัรพูชืดว้ยการนับความถี่
ของการเกดิ micronucleus ในเซลลไ์ขกระดูกหนู mouse  และ Zang et al. (2000) ใช ้ micronucleus 
เป็น biomarkers ตรวจสอบความเป็นพษิของสารก าจดัศตัรพูชื Imidacloprid และ RH-5849 ต่อไสเ้ดอืน
ดนิ Eisenia fetida  

ในการศกึษาครัง้นี้ micronucleus สามารถใชเ้ป็น biomarkers ตรวจสอบพษิของไซเพอรเ์มธรนิ
ต่อ P. peguana ไดท้ีร่ะดบัความเขม้ขน้ LC50  เพราะพบว่าเซลล์ coelomocytes มจี านวนนิวเคลยีส
ผดิปกตคิอื ม ีmicronucleus, trinucleate และ multinucleate เพิม่ขึน้ทีค่วามเขม้ขน้ 3.5x10-1 

g.cm-2 
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05)  ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Scarpato et 
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al. (1996) และ Dougherty et al. (1993) ทีร่ายงานว่าเซลล์มนิีวเคลยีสผดิปกต ิเพิม่มากขึน้เมื่อไดร้บั
สารก าจดัแมลงกลุ่มออรแ์กโนฟอสเฟส และไพรธีรอยด์มากขึ้น  ส่วนจ านวนเซลล์ที่ม ีbinucleate มี
จ านวนเพิม่ขึน้แต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิแสดงว่าไซเพอรเ์มธรนิไม่มผีล
ต่อโครงสรา้งและการท างานของ microfilament ในระหว่าง cytokinesis แต่อาจมผีลต่อโครงสรา้งและ
การท างานของ microtubule  ท าให้ micronucleus ในบางโครโมโซมเคลื่อนที่ช้า (lagging 
chromosome) ไมส่ามารถไปรวมกบัโครโมโซมหลกัได ้  ซึง่เป็นผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อโครงสรา้งและ
การท างานของ microtubule ท าใหก้ารท างานของ spindle fiber ไม่สมบูรณ์ หรอืไซเพอรเ์มธรนิท าลาย
สารพนัธุกรรม ท าให้มกีารแตกหกัของโครโมโซม จนเกิดเป็นชิ้นส่วนของโครโมโซมขนาดเลก็ที่ไม่ม ี
centromere (acentric fragment) ซึง่เป็นทีย่ดึเกาะของ spindle fiber ท าใหไ้ม่สามารถเคลื่อนทีเ่ข้าไป
รวมกบัโครโมโซมหลกัได้ในระยะแอนาเฟส ซึ่งถ้าความผดิปกติเกิดจากการท าลายสารพนัธุกรรมจะ
สามารถยนืยนัไดถู้กตอ้งดว้ยการทดสอบดว้ยวธิ ีComet assay 

Singh et al. (1988) เป็นคนแรกทีไ่ด้แนะน า Comet assay  และไดร้บัการยอมรบักนัว่าใหผ้ล
รวดเรว็ และไวต่อการตรวจการท าลายสารพนัธุกรรม การตรวจการซ่อมแซมสารพนัธุกรรม การ
ตรวจสอบสภาพสิง่แวดลอ้มทางชวีะ (biomonitoring) และการตรวจสอบความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรม 
(genotoxicity)  หากพบว่ามกีารท าลาย single-strand DNA จะเป็นการยนืยนัว่าสารนัน้มพีษิต่อสาร
พนัธุกรรม ในการทดลองครัง้นี้ไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ 3.5x10-1 

g.cm-2 ซึง่เป็นความเขม้ขน้สูงสุด 
(LC50) มผีลต่อสารพนัธุกรรม โดยพบว่ามคี่า Tail length, Olive tail moment และ Tail DNA% เพิม่ขึน้
จากกลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (p<0.05)   แต่ Tail DNA% ลดลงแตกต่างจากกลุ่มควบคุม
อยา่งมนียัส าคญั (p<0.05) ตัง้แต่ความเขม้ขน้ 3.5x10-2 

g.cm-2 เป็นไปไดว้่าทีค่วามเขม้ขน้นี้ DNA อาจ
มกีารถูกท าลาย แต่เซลลไ์ดเ้พิม่ระบบการซ่อมแซม DNA จนท าใหค้่าการถูกท าลาย DNA ต ่ากว่ากลุ่ม
ควบคุม   

Patel et al. (2006) ศกึษาผลของไซเพอรเ์มธรนิต่ออวยัวะของหนู mouse โดยการฉีดสารเขา้
ใต้ช่องท้อง (intraperitoneally) 12.5-200 mg.Kg-1 น ้าหนักตวั เป็นเวลา 5 วนัต่อเนื่อง แล้วตรวจสอบ
ดว้ย Comet assay พบว่าไซเพอรเ์มธรนิเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรม ก่อใหเ้กดิการท าลายสารพนัธุกรรม
ในเซลลส์มองของหนู mouse มากกว่าในอวยัวะอื่น (มา้ม ไต ไขกระดูก และเมด็เลอืดขาว) สอดคลอ้ง
กบัการทดลองในครัง้นี้ทีไ่ซเพอรเ์มธรนิมผีลต่อสารพนัธุกรรมของไสเ้ดอืนดนิ แต่จากรายงานของ WHO 
(1989) รายงานว่าหนู mouse ที่กนิไซเพอรเ์มธรนิมากกว่า 1600 mg.Kg-1 ตลอดชวีติ ไม่มเีนื้อรา้ย 
(malignant tumors) แต่หนูตวัเมยีบางตวัมเีนื้องอกไม่รา้ยแรงในปอด (benign lung tumor) ดงันัน้ 
USEPA จงึจดัให้ไซเพอรเ์มธรนิเป็นสารก่อมะเรง็กลุ่ม C เพราะมหีลกัฐานว่าท าให้เกดิมะเรง็ในสตัว์
เฉพาะในบางรายงาน (USEPA, 1989; 1997)  

ความเขม้ขน้ LC50 ท าให ้micronucleus, trinucleate, multinucleate, necrosis, apoptosis, Tail 
length และ Olive tail moment มากขึน้แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) แต่
ทีค่วามเขม้ขน้ระดบัต ่ากว่า LC50 พบว่าทุก biomarkers มคี่าผนัผวน   การผนัผวนอาจเกดิจากมกีาร
ซ่อมแซมในระดบัสารพนัธุกรรมหรอืระดบัเซลล ์ยกเว้น micronucleus ที่มคี่าเพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่องตาม
ความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้  
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 จากการตรวจสอบดว้ยวธิ ีMicronucleus test และ Comet assay พบว่าไซเพอรเ์มธรนิความ
เขม้ขน้สูงสุด (LC50) ท าให ้Tail length, Olive tail moment และ micronucleus เพิม่ขึน้แตกต่างจาก
กลุ่มควบคุม แสดงว่าความเขม้ขน้สูงจะท าลาย DNA single strand ท าใหโ้ครโมโซมขาดเป็นท่อนสัน้ที่
ไม่ม ีcentromere ท าให้มคีวามผดิปกติของการเคลื่อนที่ของโครโมโซม จนเกิดเป็น micronucleus 
หลงัจากมกีารแบ่งเซลล์  ไซเพอรเ์มธรนิไม่น่าจะมผีลต่อ microtubule เพราะถ้ามผีลต่อ microtubule 
ดว้ย น่าจะส่งผลให ้micronucleus แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่ความเขม้ขน้ต ่ากว่า LC50 ซึง่เป็นความ
เขม้ขน้ทีท่ าใหเ้กดิ Tail length และ Olive tail moment อยูแ่ลว้ 

การตรวจสอบความเสถยีรของเยือ่หุม้ lysosome เป็นทีย่อมรบัว่าสามารถตรวจสอบความเป็น
พษิของสารเคมใีนน ้าได ้ (Zhao et al., 2011) lysosome เป็นออรก์าแนลลท์ีท่ าหน้าทีล่ดความเป็นพษิ
ของสิง่แปลกปลอมทีเ่ขา้มาในเซลล ์ซึง่เป็นกระบวนการป้องกนัตวัในสตัว ์ (Moore, 1980; Lowe et al., 
1992, 1995a, b) หน้าทีเ่หล่านี้เป็นกระบวนการทีต่อ้งอาศยัความเสถยีรของเยือ่หุม้ ดงันัน้ความเสถยีร
ของเยือ่หุม้ lysosome จงึสามารถใชป้ระเมนิประสทิธภิาพในการท าหน้าทีข่อง lysosome ได ้  Neutral 
red retention assay จงึพฒันามาจากหลกัการนี้   

Neutral red เป็นสารเคมทีีม่คีุณสมบตัเิป็น lipopholic สามารถผ่านเขา้เมมเบรนไดอ้ยา่งสะดวก
โดยไมต่อ้งใชพ้ลงังาน (Lowe et al., 1992) ประสทิธภิาพในการกกัเกบ็ neutral red ขึน้อยูก่บั pH ของ 
lysosome และประสทิธภิาพของ proton pump บนเมมเบรน ทีค่อยรกัษาสภาวะเป็นกรดของ lysosome 
(Ohkuma et al., 1982) ในสภาวะไมถู่กกดดนั (stress) lysosome จะกกัเกบ็ Neutral red หลงัจากการ 
uptake ไดด้กีว่าเมือ่มสีภาวะกดดนั เมือ่เยือ่หุม้ lysosome หรอื H+ ion pump ท างานผดิปกตไิป 
Neutral red จะรัว่เขา้สู่ cytosol ของเซลลไ์ดเ้รว็ขึน้ (Moore, 1980; Lowe et al., 1992) Neutral red 
retention assay มกัใชเ้ป็น biomarkers เพื่อประเมนิคุณภาพน ้า และประเมนิผลของ stressors ต่างๆ 
ต่อหอยทะเล (Da Ros et al., 2002; Martinez-Gomez et al., 2008; Franzellitti et al., 2010)  

ในการศกึษานี้ Neutral red retention time เป็น biomarkers ทีม่ปีระสทิธภิาพมากทีสุ่ดในการ
ตอบสนองต่อไซเพอรเ์มธรนิ เพราะตอบสนองทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต ่า (3.5x10-3 g.cm-2 , ตารางที ่4) 
Eason et al. (1999) รายงานว่า Neutral red retention time มคี่าลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อไสเ้ดอืนดนิ 
Eisenia andrei ได้รบัสารก าจดัศตัรูพชืในห้องทดลอง และเช่นเดยีวกบัที่ Booth and O’Halloran 
(2001) ไดร้ายงานไวก้บัไสเ้ดอืนดนิ Eisenia fetida   ในการศกึษานี้ใหไ้สเ้ดอืนดนิสมัผสักบัไซเพอรเ์มธ
รนิ 3.5x10-3 

g.cm-2 เพยีง 48 ชัว่โมงกส็ามารถเหน็ผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อความเสถยีรของเยื่อหุ้ม 
lysosome แสดงว่า neutral red retention time เป็น biomarkers ทีม่ปีระสทิธภิาพในการตอบสนอง 
และแมเ้วลาสัน้ๆ กส็ามารถแสดงผลของไซเพอรเ์มธรนิต่อ coelomocytes ของไสเ้ดอืนดนิ  

โดยทัว่ไปมรีายงานว่าไซเพอร์เมธรนิมผีลต่อระบบประสาทส่วนกลาง และชกัน าให้เกดิพษิใน
ระบบประสาท (Soderlund et al., 2002) เขา้ไปรบกวน metabolic และกลไกการส่งผ่านของเยื่อหุ้ม
เซลล ์(Lionetto et al., 1998) เช่น ขดัขวาง Sodium channel ของเซลลป์ระสาทในสมอง ท าใหก้ารเปิด
ของ channel นี้ยาวนานขึน้ มผีลใหเ้ซลลป์ระสาทอยู่ในภาวะ hyperexcitability (Singh et al., 2012) 
และยบัยัง้การส่งผ่านสญัญาณเขา้ออกที่ gaba-chloride channel จากการศกึษาครัง้นี้ยงัพบว่าไซเพอร์
เมธรนิมผีลต่อความเสถยีรของเยื่อหุม้ lysosome จากการตรวจสอบดว้ย Neutral red retention assay 
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และการยดึเกาะดว้ย Pinocytic adherence ability assay พบว่าไซเพอรเ์มธรนิความเขม้ขน้ที ่3.5x10-3 

g.cm-2 ท าใหค้่า Neutral red retention time ลดลงแตกต่างจากกลุ่มควบคุม และทีค่วามเขม้ขน้เพิม่
สงูขึน้ (3.5x10-2 

g.cm-2) ยงัท าใหค้่าการยดึเกาะลดลงดว้ย  แสดงว่ามคีวามผดิปกตขิองการกกัเกบ็สใีน 
lysosome  ซึง่น่าจะเกดิจากความผดิปกตใินการปิดเปิดของ channel ทีเ่ยื่อหุม้ lysosome และการยดึ
เกาะลดลงอาจเนื่องจาก              ไซเพอรเ์มธรนิ         มผีลต่อ raft-like plasma membrane 
domains ของ coelomocytes   Laughlin et al. (2004) รายงานว่า Lipid rafts ใน plasma membrane 
ของ eukaryotic cells มบีทบาทส าคญัในการยดึเกาะและ pinocytosis   Heiniget et al. (1976,1979) 
รายงานว่า Lipid raft เป็น microdomains มอีงคป์ระกอบเป็น cholesterol และถ้ามกีารยบัยัง้การสรา้ง 
cholesterol จะท าให ้pinocytosis ลดลง  Shakoori et al. (1988) รายงานว่า male albino rats ทีใ่หก้นิ
อาหารผสมไซเพอรเ์มธรนินาน 6 เดอืน พบว่าในกระแสเลอืดปรมิาณ cholesterol ลดลง 49% ขณะที ่
blood serum protein เพิม่ขึน้ 12% และ free amino acid เพิม่ขึน้ 31%  Anwar (2004) รายงานว่าไซ
เพอรเ์มธรนิท าให้ปรมิาณ cholesterol และไขมนัในเนื้อเยื่อกล้ามเนื้อไก่ลดลง ลดลง 58% ที่ความ
เขม้ขน้ 50 ppm  ลดลง 51% ที ่100 ppm  ลดลง 54% ที ่200 ppm และลดลง 50% ที ่400 ppm  
Dahamma et al. (2009) รายงานว่ากระต่ายทีไ่ดร้บัไซเพอรเ์มธรนิ ½ LD50 นาน 3 สปัดาห ์(1 ครัง้ต่อ
สปัดาห์) จะกนิอาหารน้อยลง น ้าหนักลดลง ตบัมกีารเปลี่ยนแปลงไขมนั serum ALT และ cratinine 
เพิม่ขึน้ขณะทีโ่ปรตนี albumin, serum cholesterol และ triglycerides ลดลง  และHussein et al. 
(2013) รายงานว่าไซเพอรเ์มธรนิท าให ้cholesterol ลดลง แต่ถ้าใหน้ ้ามนังาร่วมดว้ยจะช่วยลดพษิของ
ไซเพอร์เมธรนิได้  โดยสรุปไซเพอร์เมธรนิมผีลต่อ plasma membrane ท าให้การยดึเกาะของ 
coelomocytes ลดลง  

จ านวน Micronucleus, Nuclear abnormal, ค่า Neutral red retention time และค่า Pinocytic 
adherence ability มคีวามสมัพนัธก์บัความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิแบบเสน้ตรง ขณะที ่Tail DNA%, 
Tail length และ Olive tail moment มคีวามสมัพนัธแ์บบโพลโีนเมยีล แสดงว่าสารพนัธุกรรมเมื่อไดร้บั
พิษจะมีกระบวนการซ่อมแซมเกิดขึ้นภายในเซลล์ ท าให้ไม่มคีวามสมัพนัธ์กับไซเพอร์เมธรนิแบบ
เสน้ตรง จนเมือ่เซลลไ์มส่ามารถซ่อมแซมไดจ้งึจะเกดิผลลพัธ ์ 

ส่วนการหาค่าสหสมัพันธ์ของ biomarkers กบัปรมิาณไซเพอร์เมธรนิพบว่า Neutral red 
retention time และ Pinocytic adherence ability มคี่า Peason correlation (r) = 0.990 เป็นค่าทีสู่ง
ทีสุ่ด รองลงไปคอืค่า Nuclear abnormal, micronucleus, Tail length, Olive tail moment และ Tail 
DNA% เป็น 0.989, 0.976, 0.561, 0.552, 0.357 ตามล าดบั (ตารางที ่6)  แต่ Neutral red retention 
time และ Pinocytic adherence ability มคี่า r เป็นลบแสดงว่าเมื่อความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิ
เพิม่ขึน้เวลาในการเกบ็กกัสใีน lysosome ลดลง และการยดึเกาะของเซลลล์ดลงแตกต่างกบักลุ่มควบคุม
อย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิ(P<0.05) โดยมคีวามสมัพนัธก์บัไซเพอรเ์มธรนิแบบผกผนัในระดบัสูงมาก 
(เนื่องจากมคี่า r เกนิ 0.75) ส่วน Nuclear abnormal, micronucleus, Tail length, Olive tail moment 
และ Tail DNA% มคี่า r เป็นบวก   แสดงว่าเมื่อความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิเพิม่ขึน้จ านวน Nuclear 
abnormal, micronucleus, Tail length, Olive tail moment และ Tail DNA% เพิม่ขึน้  แต่อย่างไรกต็าม
ความสมัพนัธ์แบบเสน้ตรงระหว่าง biomarkers ทีเ่กดิจาก comet assay กบัความเขม้ขน้ของไซเพอร์
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เมธรนิมน้ีอยจนถงึปานกลาง สอดคลอ้งกบั biomarkers ของ Comet assay ที ่fit พอดกีบัสมการแบบ
โพลโีนเมยีลมากกว่าสมการเสน้ตรง   

จากการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของ biomarkers ในการตอบสนองต่อไซเพอรเ์มธรนิในครัง้นี้ 
พบว่า Neutral red retention time เป็น biomarkers ทีม่ปีระสทิธภิาพไวกว่า biomarkers อื่น ๆ เพราะ
สามารถตรวจสอบพษิของไซเพอรเ์มธรนิต่อ P. peguana ตัง้แต่ความเขม้ขน้ 3.5x10-3 

g.cm-2 ซึง่เป็น
ความเขม้ขน้ต ่ากว่า Pinocytic adherence ability ถงึ 10 เท่า และต ่ากว่าการตรวจสอบด้วย Comet 
assay (Tail length, Olive tail moment) และ Micronucleus ถงึ 100 เท่า  ความสมัพนัธร์ะหว่างความ
เขม้ขน้ไซเพอรเ์มธรนิกบั Neutral red retention time และ Pinocytic adherence ability เป็น
ความสมัพนัธแ์บบ dose dependent เพราะแสดงความสมัพนัธ์เชงิเส้นสูงมาก ผูว้จิยัจงึขอเสนอว่าวธิ ี
Neutral red retention assay เป็นวธิกีารตรวจสอบความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิต่อไสเ้ดอืนดนิทีด่ี
ทีสุ่ด  

ส าหรบัเวลาที่ใช้ทดสอบไซเพอร์เมธรนิบนกระดาษกรอง 48 ชัว่โมง พบว่าทุกการทดสอบ
สามารถวดัได ้แต่ความแมน่ย าและความประสทิธภิาพของความไวจะแตกต่างกนั  
 การศกึษาครัง้นี้แสดงว่าการประเมนิความเป็นพษิของสารเคมดีว้ยการตรวจ biomarkers เป็น
ชุดทัง้ด้านสรรีะวทิยาและพนัธุศาสตร์ร่วมกันจะท าให้ได้ข้อมูลความเป็นพษิของสารเคมใีนระดบัลึก 
เพื่อให้การประเมนิผลกระทบของสารเคมเีป็นไปอย่างแม่นย า การเลอืก biomarkers ที่เหมาะสมเป็น
เรื่องส าคญัเป็นอย่างยิง่  biomarkers ทีด่คีวรตอบสนองได้เมื่อมกีารเปลีย่นแปลงสารเคมใีนระบบนิเวศ
และตอบสนองไดร้วดเรว็   การประเมนิความเป็นพษิของไซเพอรเ์มธรนิดว้ย biomarkers ทางสรรีะดว้ย 
neutral red retention time พบว่ามคีวามไวมากกว่าเครื่องมอืวดัทางพนัธุกรรมหลายเท่า และวดัไดท้ี่
ความเขม้ขน้ไซเพอรเ์มธรนิต ่า แสดงว่า biomarker นี้สามารถใชป้ระเมนิความเป็นพษิในระบบนิเวศบก
ได้ สามารถใช้ตรวจสอบคุณภาพของดนิด้วยไส้เดอืนดนิ ซึ่งจะน ามาสู่การพฒันาคุณภาพของดนิให้ดี
ยิง่ขึน้  biomarkers แต่ละตวัใหผ้ลลพัธเ์ป็นรปูแบบการตอบสนองทีต่่างกนั ดงันัน้ผูว้จิยัเสนอว่าในการ
ประเมนิความเสีย่งของสารพษิในสภาพแวดลอ้มในระยะแรกควรใช ้biomarkers หลายตวัร่วมกนัในการ
ประเมนิในหอ้งทดลอง ก่อนการน าไปสู่การทดลองในภาคสนามต่อไป  
 
7. สรปุผลการทดลอง 

ไซเพอรเ์มธรนิเป็นสารก าจดัศตัรพูชืที่เป็นอนัตรายต่อไสเ้ดอืนดนิ Pheretima peguana ระดบั
ความเขม้ขน้ของไซเพอรเ์มธรนิทีท่ าใหไ้สเ้ดอืนดนิ Pheretima peguana ตาย 50% (LC50) ในเวลา 48 
ชัว่โมง คอื 3.5x10-1 

g.cm-2 สามารถท าให้เกดิ DNA single strand breaks และ micronucleus   
biomarkers ทีไ่วต่อไซเพอรเ์มธรนิคอื Neutral red retention time สามารถใชต้รวจวดัความผดิปกตขิอง
ไสเ้ดอืนดนิตัง้แต่ความเขม้ขน้ต ่ากว่า LC50 100 เท่า (3.5x10-3 g.cm-2) และมเีป็นความสมัพนัธ์แบบ
เชงิลบ  
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