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46303205: สาขาวิชาชีววิทยา 
คําสําคัญ : แคดเมียม/ปลาดกุอุย/ความเปนพิษตอสารพนัธุกรรม/ไมโครนิวเคลียส 
 สุเนตร    กุกสนัเทียะ : เทคนิคการประเมินความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของแคดเมียม
คลอไรดและสารสกัดสะเดาในปลาดุกอยุ (Clarias mcrocephalus) อาจารยผูควบคุมวิทยานิพนธ: 
รศ. ดร. เรณู  เวชรัชตพิมล. 126 หนา.  
 

การศึกษาการใชเทคนิค Micronucleus test ประเมินความเปนพิษของ CdCl2 และสะเดาไทย 111 ซึ่งเปน
สารสกัดสะเดาที่มี 0.1% Azadirachtin ตอสารพันธุกรรมของปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus)  พบวาปลากลุม
ที่ถูกชักนําใหมีคา micronucleus frequencies (MNFs) สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) คือ ปลากลุมที่แช CdCl2 0.02-
0.05 mg/L (n=20) เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง เมื่อตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิวเหงือก และ
พบวาคา MNFs มีความสัมพันธกับความเขมขนของ CdCl2 สูง คือ มีคา R2 เทากับ 0.8916 และ 0.9443 ในกลุมที่
แชปลา 24 ช่ัวโมง และเทากับ 0.9056 และ 0.7880 ในกลุมที่แชปลา 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ   สวนคา MNFs จาก
เซลลตับพบวาสูงกวากลุมควบคุมเฉพาะกลุมที่แชปลาใน CdCl2 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ซึ่งมีคา R2 

เทากับ 0.9325   สวนกลุมที่แชปลา 24 ช่ัวโมง นั้นไมพบวาคา MNFs มีความสัมพันธกับความเขมขนของ CdCl2 
(P<0.05)   เมื่อตรวจความผิดปกติของนิวเคลียส 5 ลักษณะพบวามี lobed nucleus และ vacuolated nucleus สูงกวา
กลุมควบคุม (P<0.05) โดยพบวาคา lobed nucleus frequencies (LNFs) ในเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิว
เหงือกของปลากลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มีความสัมพันธกับความเขมขนของ CdCl2 สูง คือ มีคา R2 

เทากับ 0.8749 และ 0.8235 ตามลําดับ   สวนปลากลุมที่แช 48 ช่ัวโมง มีคา R2 เทากับ 0.9508 และ 0.8060 เมื่อตรวจ
จากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกและเซลลตับตามลําดับ   สําหรับความผิดปกติดาน vacuolated nucleus frequencies 
(VNFs) นั้น พบวามีคา R2 เทากับ 0.8324, 0.9347 และ 0.8991 เมื่อตรวจจากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกของปลาที่แช 
CdCl2 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง และจากเซลลตับของปลาที่แชเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ (P>0.05)  

การใชเทคนิค Micronucleus test ประเมินความเปนพิษของสารสกัดสะเดาจากเซลลเม็ดเลือดแดงของ
ปลาดุกอุย พบวาปลากลุมที่แชในสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin เขมขน 0.7-0.9 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ 
0.6-1.1 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05)  สวนกลุมที่แชปลาดุกอุยเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ในสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin เขมขน 0.6 mg/L ซึ่งผานการผึ่งแดดแลว 7 วัน  พบคา MNFs ในเซลล
ตํ่ากวากลุมควบคุมแตไมแตกตางจากคา MNFs จากกลุมที่แชสารสกัดสะเดาที่มีความเขมขนเทากันซึ่งไมไดนําไป
ผ่ึงแดด (P<0.05)     เมื่อทดลองใชเทคนิค Comet assay ตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในเซลลเม็ดเลือดแดง
ของปลาที่แชใน CdCl2 0.03 และ 0.05 mg/L และแชในสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin เขมขน 0.6 mg/L ทั้งกอน
และหลังจากผึ่งแดด พบวามีสารพันธุกรรมถูกทําลายในระดับที่มีคาเฉลี่ยของ tail length สูงกวากลุมควบคุม โดย
ปลากลุมที่แช Azadirachtin เขมขน 0.6 mg/L ในสารสกัดสะเดากอนและหลังจากผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน มีคาเฉลี่ย 
(%) tail DNA, tail moment, olive moment และ tail area สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) 

ผลการทดลองนี้จึงช้ีใหเห็นวาการใชเทคนิค Micronucleus test ตรวจเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุ
ผิวเหงือกของปลาดุกอุยมีความไวในการใชประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ Azadirachtin 
โดยสามารถประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 ไดในระดับความเขมขนที่ตํ่ากวาคาการปนเปอนที่
กําหนดไวในมาตรฐานน้ําทิ้งของประเทศ สวนผลการประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ Azadirachtin 
ในสารสกัดสะเดานั้น พบวาจะแสดงความเปนพิษเมื่อใชความเขมขนสูงและแสงแดดสามารถลดความเปนพิษของ
สารสกัดสะเดาลง ดังนั้นปลาดุกอุยจึงเปนปลาที่ใชตรวจสอบการปนเปอนของสารที่มีพิษตอสารพันธุกรรมใน
แหลงน้ําจืดไดดี 
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In this study, the Micronucleus test was evaluated for assessing the genotoxicity of  CdCl2 and neem 
extracts containing 0.1% Azadirachtin (Aza) on the red blood cells (RBCs), the gill epithelial cells (GECs) and 
the liver cells (LCs) of Clarias macrocephalus (n=20). The micronucleus frequencies (MNFs) in the RBCs and 
GECs of CdCl2-treated fish at 0.02-0.05 mg/L for 24 and 48 h were higher than that of the control group 
(P<0.05). The MNFs was highly correlated to the CdCl2 concentrations and the correlation coefficients (R2) 
were 0.8916 and 0.9443 in CdCl2-treated fish for 24 h and 0.9056 and 0.7860 for 48 h, respectively. While the 
MNFs in the LCs of CdCl2-treated fish at 0.01-0.05 mg/L for 48 h were higher than that of the control group 
(P<0.05) and showed a high correlation with the CdCl2 concentrations (R2 =0.9325). But the MNFs in the LCs 
of CdCl2-treated fish for 24 h were not correlated to the CdCl2 concentrations (P<0.05).  The five nuclear 
abnormalities were observed indicating that the lobed nucleus frequencies (LNFs) and vacuolated nucleus 
frequencies (VNFs) in the RBCs and GECs of CdCl2-treated fish for 24 h were higher than that of the control 
group and were highly correlated to the CdCl2 concentrations and the R2 were 0.8749 and 0.8235, respectively. 
While the CdCl2-treated fish for 48 h had R2 equal to 0.9508 and 0.8060 when observed from the GECs and 
LCs, respectively, the R2 of VNFs were 0.8324, 0.9347 and 0.8991 when observed from the GECs of CdCl2-
treated fish for 24 and 48 h, and from the LCs of 48 h treated fish, respectively (P>0.05). 

The fish were exposed to neem extract at the concentrations of Aza 0.7-0.9 mg/L for 24 h and 0.6-1.1 
mg/L for 48 h and the MNFs were higher than that the control were observed (P<0.05). The fish placed in 0.6 
mg/L of Aza and exposed to sunlight for 7 days (SL-Aza) had MNFs in the RBCs lower than that of the control 
group but these were not significantly different from the 0.6 mg/L unexposed Aza group.  The Comet assay was 
used to detect the DNA damage in fish RBCs. The level of DNA damage of fish treated with CdCl2 0.03, 0.05 
mg/L and 0.6 mg/L of Aza and SL-Aza for 24 h was observed and the mean tail lengths were greater than that 
of the control group. Fish placed in 0.6 mg/L of Aza and SL-Aza had greater (%) tail DNA, tail moment, olive 
moment and tail area than those of the control group (P<0.05).  

This study revealed that the Micronucleus test in the RBCs and GECs of fish were sensitive in 
detecting the genotoxic levels of CdCl2 and Aza contamination in water, since it can detect CdCl2 
contaminations lower than the Thai waste water standard level of cadmium concentration. The results also 
indicated that the genotoxicity of neem extracts can be detected when fish exposed to high concentration of Aza 
and the sunlight can reduce the genotoxicity of Aza. The C. macrocephalus is therefore a good indicator for the 
detection of genotoxicants in a freshwater environment.  
Dipartment of Biology              Graduate School, Silpakorn University          Academic Year 2006 
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พงศพันธ รองศาสตราจารย ดร.ดวงเดือน ไกรลาศ  และ ผูชวยศาสตราจารย ดร.มยวุา อารีกิจเสรี  ที่
กรุณาใหคําปรึกษา  แนวความคิด ตลอดจนคําแนะนําตางๆ  และคอยใหกําลังใจในการทําวิจัยคร้ังนี ้ 
 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.วัฒนา  เกาศัลย และ ผูชวยศาสตราจารย ดร.กมลชนก  
พานิชการ ที่ไดกรุณาใหคําแนะนําในการวเิคราะหขอมูลทางสถิติ 
 ขอขอบพระคุณผูแทนบณัฑติวิทยาลัยทีก่รุณาใหคําแนะนํา และตรวจแกไขวิทยานพินธให
มีความสมบูรณยิ่งขึ้น 

ขอขอบพระคุณ คุณนงนุช  กําลังแพทย  คณุฐิฏิรัตน  สังขทอง คุณชินรัตน  แจงแสงฟาและ
คุณสมเกียรติ  ลอมพิมาย    ที่คอยใหความชวยเหลือมาโดยตลอด 
 สุดทายนี้  ขอขอบคุณคณาจารยและเจาหนาที่  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลัยศลิปากร  ที่กรุณาใหความรูและความสะดวกในดานอุปกรณ  สารเคมี  และสถานทีท่ี่
ใชในการวิจยั 
 กราบขอบพระคุณ คณุพอสุข และคุณแมสุภาพ  กกุสันเทียะ และนองๆ ที่ไดสนับสนุนให
ทุนทรัพยและกําลังใจตลอดมา จนทําใหวทิยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลงไดดวยด ี
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บทท่ี  1 

 
บทนํา 

1.  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา  
ประเทศไทยเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ  ชีวิตของคนไทยสวนใหญยังมีความสัมพันธ

กับแหลงน้ําเพื่อใชในการเกษตรและการอุปโภคบริโภค เชน แมน้ําเจาพระยา แมน้ําทาจีน แมน้ําแม
กลอง และเปนแหลงอาหารของคนไทย ปจจุบันนี้มีโรงงานอุตสาหกรรมเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว 
ทรัพยากรน้ําถูกนํามาใชในกระบวนการผลิตเพิ่มสูงขึ้นและปลอยของเสียลงสูแหลงน้ําทําใหเกดิการ
ปนเปอนของสารพิษ เชน โลหะหนักและสารฆาแมลงสังเคราะห โลหะแคดเมียมเปนวัตถุดิบใน
กระบวนการผลิตในอุสาหกรรมหลายประเภท เชน ใชผสมชุบเหล็กกลากันสนิมในอุตสาหกรรมตอ
เรือ ใชผสมรงควัตถุที่ใหสีสดใสในอุตสาหกรรมแกวเซรามิคและพลาสติก ใชในอุตสาหกรรม
แบตเตอรี่ชนิดสามารถอัดไฟฟาเขาใหมได เชน ถานนิกเกิลแคดเมียม (Ni-Cd) ใชผสมกับสังกะสีขึ้น
รูปเปนปลอกถานไฟฉาย ใชเปนสวนผสมในการผลิตยาฆาแมลงและปุยเคมี ใชเพิ่มความคงตัวใน
การผลิตทอน้ํา ทําใหพบแคดเมียมปนเปอนและกระจายอยูในอากาศ ดิน น้ําและในอาหาร ซ่ึง
มาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งของอุตสาหกรรม และมาตรฐานน้ําดื่มในประเทศไทยกําหนดใหพบการ
ปนเปอนแคดเมียมไดไมเกิน 0.03 และ 0.01 mg/L ตามลําดับ (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) แคดเมียม
เปนสารกอมะเร็งในคนที่จัดอยูในกลุม 1A (IARC, 2007) เมื่อรางกายไดรับแคดเมียมเขาไปมากๆ 
ทําใหเกิดเนื้องอกหรือมะเร็งที่อวัยวะตางๆ เชน ตับ ไต ปอดและตอมลูกหมาก (Hodgson, 2004) 
และทําใหเกิดความเปนพิษที่รุนแรงที่เรียกวาโรคอิไต-อิไต (Itai-itai desease) หรือ ouch-ouch 
disease (สุภาวดี  และคณะ, 2546; William, 2000; Schonwald, 2001; Yu, 2001; Dart, 2004; Brent, 
2005; Hathaway, 2005) จากรายงานการวิจัยทรัพยากรน้ําและดินในประเทศไทยของสถาบันอิวมี่ 
พบการปนเปอนของแคดเมียมในสิ่งแวดลอม แหลงน้ํา นาขาว และผลผลิตทางการเกษตรในพื้นที่ 8 
หมูบานของลุมน้ําแมตาว อ.แมสอด จ.ตาก ซ่ึงอยูใกลบริเวณแหลงแรสังกะสีและมีการถลุงแร
สังกะสี โดยพบปริมาณสารแคดเมียมในดินสูงกวาคามาตรฐานของสหภาพยุโรป (EU) ถึง 1,800 
เทา และพบวา รอยละ 95 ของเมล็ดขาวที่สุมตัวอยาง มีแคดเมียมปนเปอนในปริมาณที่สูงกวาที่พบ
ในพื้นที่อ่ืนๆ ของประเทศไทยถึง 100 เทา และปริมาณสารแคดเมียมที่พบนี้พบสูงในระดับเดียวกับ
ที่พบในขาวที่กอใหเกิดโรคอิไต-อิไตในประเทศญี่ปุน (ชุตินัน, 2547 ) กระทรวงสาธารณสุข กรม
ควบคุมโรคและกลุมงานเวชกรรมสังคมโรงพยาบาลแมสอด จ.ตาก รวมกับสํานักโรคจากการ
ประกอบอาชีพและสิ่งแวดลอมตรวจหาระดับแคดเมียม ในเลือดและปสสาวะของประชากรที่สุม
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ตรวจจํานวน 250 คน ระหวางเดือนธันวาคม พ.ศ. 2546 ถึง พ.ศ. 2547 พบคาเฉลี่ยแคดเมียมในเลือด 
เทากับ 3.58 ไมโครกรัมตอลิตร และในปสสาวะ 3.6 ไมโครกรัมตอกรัมครีอาตินีน ซ่ึงพบวามีคาต่ํา
กวาคาที่กําหนดโดยองคการอนามัยโลกคือ 5 ไมโครกรัมตอลิตรและ 2 ไมโครกรัมตอกรัมครีอา
ตินีน    (แสงโฉม, 2548)  

สารเคมีสังเคราะหที่ใชในการเกษตรบางชนิดสะสมในสิ่งแวดลอมเปนเวลานาน เชน ดีดีที 
(DDT) จึงสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมและชีวิตของมนุษย ทําใหการใชสารเคมีสังเคราะหในการ
ควบคุมแมลงลดลงและใชสารฆาแมลงจากพืช (biopesticide) มากขึ้น โดยเฉพาะเกษตรกรที่ผลิต
สินคาเกษตรอินทรียซ่ึงมีมูลคาในตลาดโลกประมาณ 716,800 ลานบาท ตลาดสวนใหญอยูที่
ประเทศสหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรปและญี่ปุน มูลคา 320,000, 296,800 และ 100,000 ลานบาท 
ตามลําดับ โดยมีอัตราขยายตัวเพิ่มขึ้นเฉลี่ยรอยละ 25 ตอป สินคาเกษตรอินทรียโดยทั่วไปมีราคาสูง
กวาสินคาปกติรอยละ 25-50  ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกอาหารสินคาเกษตรอินทรียที่สําคัญ
ของโลก จึงเปรียบเสมือนเปนหองครัวของโลก และเปนโอกาสสําคัญที่ประเทศไทยจะไดกาวเขาสู
เวทีการคาเกษตรอินทรียโลกที่มีแนวโนมการสงออกเพิ่มสูงขึ้น (สุพจน, 2548) ขอกําหนดสําคัญ
ของสินคาเกษตรอินทรีย คือ หามมีสารเคมีตกคาง โดยอนุญาตใหใชสารฆาแมลงจากพืชบางชนิด 
เชน สารสกัดสะเดา (neem extracts) ทําใหสารสกัดสะเดามีบทบาทอยางมากในดานเกษตรกรรม
ของไทย และลดการนําเขาสารเคมีสังเคราะหจากตางประเทศ และมีการผลิตจําหนายในระดับ
อุตสาหกรรม สารสกัดสะเดาที่ผลิตออกจําหนายมีช่ือทางการคาแตกตางกัน มีทั้งที่ผานและไมผาน
การตรวจสอบคุณภาพจากของกรมวิชาการเกษตรและกองวัตถุมีพิษ องคการพิทักษส่ิงแวดลอมแหง
สหรัฐอเมริกา (EPA) ไดยอมรับสารอะซาดิแรคติน (azadiracthin) ใหเปนสารปองกันกําจัดแมลง
ศัตรูพืช (มัณฑนา, 2542)   

ปจจุบันมีสารเคมีตางๆ ทั้งจากภาคอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม ตกคางจํานวนมากใน
ส่ิงแวดลอม  เชน พบแคดเมียมในตะกอนดินกนแมน้ําปง แมน้ําบางปะกง และพบแคดเมียมตกคาง
ในนม สัตวน้ํา ขาว และผัก การตรวจหาระดับแคดเมียมปนเปอนในแหลงน้ําและอาหารมีคาใชจาย
สูง และสารประกอบแคดเมียมบางประเภทไมละลายน้ํา การใชปลาตรวจสอบระดับของสาร
ปนเปอนในแหลงน้ํา โดยเฉพาะความเปนพิษตอสารพันธุกรรม (genotoxicity)  เปนวิธีที่ไดรับการ
ยอมรับจากองคการพิทักษส่ิงแวดลอมแหงสหรัฐอเมริกา และเปนวิธีที่มีการรายงานการทดลองทั้ง
ในหองปฏิบัติการและภาคสนาม (EPA, 2002) วิทยานิพนธนี้จึงตองการศึกษาความเปนพิษของ
โลหะหนักแคดเมียมและสารสกัดจากสะเดาตอสารพันธุกรรม โดยใชปลาดุกอุยเปนโมเดลในการ
ตรวจสอบการปนเปอนของสารเคมีในน้ํา เนื่องจากปลาดุกอุยเปนปลาน้ําจืดที่อาศัยอยูในแหลงน้ํา
ทั่วๆไป หาอาหารกินตามพื้นดิน มีความทนทานตอสภาพแวดลอม เล้ียงงาย โตไว เปนแหลงอาหาร
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โปรตีน และยังเปนปลาที่นิยมในการบริโภคเนื่องจากมีรสชาติดีและมีราคาถูก (นิภา และคณะ, 
2550) การใชปลาดุกอุยทดสอบเปนวิธีหนึ่งที่จะลดความเสี่ยงจากการบริโภคสารพิษที่มีผลตอ
สุขภาพหรือประยุกตผลตรวจสอบในหองปฏิบัติการและภาคสนาม การวางแผนการทดสอบความ
เปนพิษตอสารพันธุกรรมของสารสกัดสะเดา ยังทําใหทราบถึงการใชสารสกัดสะเดาใหปลอดภัย 
ทั้งนี้เพราะวาสารสกัดสะเดาที่อนุญาตใหใชในการทําเกษตรอินทรียโดยองคกรพิทักษส่ิงแวดลอม
แหงสหรัฐอเมริกา (EPA) ยกเวนประเทศญี่ปุนไมอนุญาตใหใชสารสกัดสะเดาในการทําเกษตร
อินทรีย จึงมีปญหาตอการสงสินคาอาหารเกษตรอินทรียไปขายยังตางประเทศ  ผลการทดลองนี้จึง
จะทําใหไดองคความรูในการใชสารสกัดสะเดาใหปลอดภัยและเปนมิตรกับสิ่งแวดลอมเพื่อสงเสริม
การผลิตสินคาเกษตรอินทรียของประเทศ 
 
2. วัตถุประสงคของการวิจัย 

2.1. ศึกษาความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมของแคดเมียมในรูปของ CdCl2  และสารสกัดสะเดา
ตอปลาดุกอุย เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชความเขมขนอยางนอย 5 ระดับ  ดวย
เทคนิค Micronucleus test และความผิดปกติของนิวเคลยีสบางลักษณะ 

2.2. เปรียบเทียบความไวในการเกิด micronucleus ในเซลลของเนื้อเยื่อปลาดุกอุย 3 ชนิด 
หลังจากไดรับ CdCl2  เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชความเขมขนอยางนอย 5 ระดับ  

2.3. เปรียบเทียบความเปนพษิของสารสกัดสะเดาไทย 111 กอนและหลังนาํไปผึ่งแดดเปนเวลา 
7 วัน เพื่อศกึษาการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดจากสะเดาตอการชักนําใหเกิด micronucleus  
และความผิดปกติของนิวเคลยีสบางลักษณะในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุย 

2.4. เปรียบเทียบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ CdCl2  และสารสกัดจากสะเดาตอ        
ปลาดุกอุย ดวยเทคนิค Comet assay  เฉพาะความเขมขนที่กอใหเกิดพษิสูง 

 
3. สมมติฐานของการวิจัย 

เมื่อปลาดุกอุยไดรับ CdCl2 และสกัดจากสะเดา ที่มีความเขมขนตางๆ เปนระยะเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง  ถาสารทดสอบที่ไดรับนี้มพีิษโดยทําให DNA แตกหกั จะสามารถตรวจสอบไดดวย
เทคนิค  Micronucleus test และ Comet assay 
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4. ขอบเขตของการศึกษา  
4.1. ศึกษาความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมของแคดเมียมในรูปของคลอไรด (CdCl2) และ สาร

สกัดจากสะเดา โดยวิธีแชปลาดุกอุยในสารทดสอบเปนเวลา 24 และ 48  ช่ัวโมง และตรวจ
ผลดวยเทคนิค Micronucleus test 

4.2. ศึกษาความไวของการเกิด  micronucleus และความผิดปกติของนิวเคลียส เชน  blebbed, 
notched, lobed และ vacuolated nucleus ในเซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงอืกและ
เซลลตับของปลาดุกอุยที่ไดรับ CdCl2 เพื่อคัดเลือกเซลลที่มีความไวและใชตรวจผลใน
ขั้นตอนการศกึษาถัดไป 

4.3. เปรียบเทียบเทคนิคในการตรวจสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในปลาดุกอุยดวย
เทคนิค Comet  assay เฉพาะบางความเขมขนที่มีผลชักนําใหเกิด micronucleus เพิม่สูงกวา
กลุมควบคุม 

 
5. ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

5.1. ทําใหทราบคาระดับความเขมขนของแคดเมียมและสารสกัดสะเดาที่มีผลใหเกดิความเปน
พิษตอสารพันธุกรรมในปลาดุกอุย 

5.2. ทําใหทราบวาเนื้อเยื่อใดของปลาดุกอุยมีความไวตอการแสดงผลเมื่อไดรับสารพิษ เมื่อ
ไดรับ CdCl2 และสารสกัดสะเดาในระดับที่ทําลายสารพันธุกรรม เมื่อตรวจดวยวิธี 
Micronucleus test และตรวจความผิดปกตขิองนิวเคลียสบางลักษณะ  

5.3. ทําใหทราบผลของแสงแดดตอการเสื่อมฤทธิ์ดานความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมในปลาดุก
อุย 

5.4. ทําใหทราบความไวในการใชเทคนิค Micronucleus และ Comet assay ในการตรวจสอบ
ความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของปลาดุกอุย 

5.5. ทําใหไดองคความรูเพื่อใชปลาดุกอุยเปนโมเดล ทดสอบสารพิษที่มีผลตอสารพันธุกรรม
เพื่อเปนแนวทางประยุกตใชขอมูลในภาคสนามตอไป 
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บทท่ี  2 

 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

1. ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) 
1.1 ลักษณะสําคัญ 
ปลาดุกอุยมีช่ือสามัญ คือ Gunther’s walking catfish และช่ือทางการคา คือ broadhead catfish 

เปนปลาพื้นบานของไทยที่ไมมีเกล็ด รูปรางเรียวยาว หวัเล็กคอนขางรีไมแบน มกีระดูกทายทอยยืน่
แหลมออกไปลักษณะคลายรูปสามเหลี่ยม มีหนวดสี่เสนที่ริมฝปาก ครีบหูมีเงี่ยงเลก็สั้นแหลมคม
มาก ครีบหลังปลายครีบสีเทาปนดํา ครีบหางกลมไมใหญมากมีสีเทาปนดํา ผิวหนังลําตัวบริเวณ
ดานบนมีสีน้ําตาลหรือน้ําตาลปนดํา ผิวหนังดานทองมสีีขาวหรือสีเหลือง ลําตัวมีจุดขาวเล็กๆเรียง
เปนแถวขวางลําตัวหลายแถว เนื้อมีสีเหลือง มีลําตัวส้ันปอมกวาปลาดุกดาน    

 
1.2 อนุกรมวิธานปลาดุกอุย 

Kingdom      Animal 
    Phylum       Chordata 
         Class          Actinoptherygii (ray-fined fish) 

Order           Siluridae 
                   Family         Siluriformes (catfish) 
                       Genus         Clariidae (airbreathing catfish) 
                            Species       Clarius  macrocephalus  

ที่มา : สุภาพร สุกสีเหลือง. มีนวิทยา (Icthyology). 1999.  
  

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ปลาดุกอุย (Clarias  macrocephalus) 
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ปลาดุกอุยพบแพรกระจายอยูในแหลงน้ําจดืทั่วไปแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน 
ประเทศอินเดยี พมา ไทย ลาว กัมพูชา ฟลิปปนส เวยีดนาม และมาเลเซีย โดยพบแพรกระจายทัว่ทกุ
ภาคของประเทศไทยตามหวย หนอง คลอง บึง พบชุกชุมบริเวณน้ําตืน้และน้ํานิ่งทีม่ีพันธุไมน้ําปก
คลุมและพื้นดนิเปนโคลนตม ปลาดุกอุยเปนปลาที่มีอวยัวะพิเศษในการหายใจ เชนเดยีวกับปลาชอน 
ดังนั้นจึงสามารถดํารงชีวิตอยูไดในน้ําที่มอีอกซิเจนเพยีงเล็กนอย ถึงแมวาแหลงน้ําจะคอนขางกรอย
ปลาดุกก็ยังสามารถอาศัยอยูไดเปนอยางด ี ในธรรมชาติลูกปลาดุกอยุกินอาหารไดทั้งพืชและสัตว 
(omnivorous) เชน โปรโตซัว ไรน้ําขนาดเล็ก โรติเฟอร และแพลงคตอนพืช ปลาดุกอุยที่มีขนาดโต
ขึ้น จะกินอาหารจําพวกตวัออนของแมลง ลูกกุง ลูกป ู หนอน และอินทรียสารที่อยูตามพื้นโคลน 
บางครั้งเปนปลาพวก scavengers เนือ่งจากมีนิสัยชอบกินอาหารจาํพวกเศษเนื้อที่กําลังสลายตวั 
(สุภาพร, 2545; กรมประมง, 2550; นิภา  และคณะ, 2550) 

 
2. แคดเมียม (Cadmium, Cd) 
     1. ลักษณะและคุณสมบัต ิ  

แคดเมียมเปนโลหะหนกัที่อยูในกลุม  IIB  ของตารางพีรีออดิก  (periodic  table  element)  
มีเลขอะตอม  (atomic  number)  48  มีน้ําหนักอะตอม  (atomic  weight)  112.40  มีจุดหลอมเหลว 
321 องศาเซลเซียส เปนธาตุที่หายาก (Yu, 2001; Dart, 2004)) มีสีขาวฟา  วาวแสง  สามารถบิดโคง
งอไดและถูกตดัไดงายดวยมดี  มักอยูในรปูแทง  แผน  เสนลวด  หรือเปนผงเม็ดเล็กๆ  พบแคดเมียม
ที่พื้นผิวโลกประมาณ 0.1 mg/L (Sterner, 1999; Massaro, 1997; WHO, 2000 )  แคดเมยีมจะถูก
ออกซิไดซชาๆ  ในอากาศที่มีความชื้นใหแคดเมยีมออกไซด    แคดเมียมในธรรมชาติจะรวมตัวอยู
กับกํามะถันเปนแคดเมยีมซัลไฟต  แคดเมยีมออกไซด  หรือแคดเมียมคารบอรเนต (Sterner, 1999 ) 
และมักปนอยูกับสินแรสังกะสี  ตะกัว่  หรือทองแดง (Massaro, 1997; WHO, 2000; Yu, 2001) 
ดังนั้นในการทาํเหมืองสังกะสีจะไดแคดเมียมซ่ึงเปนผลพลอยได การนําเอาแคดเมียมมาใชทําใหเกิด
การปนเปอนในสิ่งแวดลอมทั้งในอากาศ  น้ํา  และดนิ  ทําใหเกิดการปนเปอนในอาหาร 
 แคดเมียมตามแหลงน้ําในธรรมชาติมีอยูดวยกันหลายรูป  เชน  รูปของไอออน  
สารประกอบโลหะอนินทรยีหรือโลหะอินทรีย  แตสวนใหญจะอยูในรูปของ  divalent  cadmium  
ion และปจจัยสําคัญที่ใหแคดเมียมอยูในรปูอื่นๆ  คือ  pH  และปริมาณสารอินทรีย เนื่องจากอิออน 
ของแคดเมยีมจะรวมตวักนัเปนสารประกอบกับสารหรืออิออนอื่นๆ ที่อยูในน้ําตามลําดับกอนหลัง
ในแงของการจับตัว  คือ  CO3= , OH+  > Cl- > SO4

+   
 การเปลี่ยนแปลงรูปโดยปฏิกิริยาของน้ํา  แคดเมียมจะรวมตวักันเปนสารประกอบกับ  
hydroxyl  group  (OH)  เชน  CdOH, Cd(OH)2 (aq), Cd(OH)3

-  และ Cd(OH)2
4  แคดเมียมที่ละลาย
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ในน้ําเกือบทั้งหมดจะอยูในรูปของอิออนบวกที่มวีาเลนซี่  2  (divalent  cation)  แตเมื่อน้ําม ี  pH  
สูงขึ้น  (pH >9)  แคดเมยีมจะเปลี่ยนไปอยูในรูปที่เปนของแข็งไมละลายน้ํา  คือ  Cd(OH)2   
 ในกระบวนการ  Sorption  โดยที่แคดเมียมอยูติดกับผิวของเกลือแร  หรือ  hydrous  metal  
oxide  หรือสารอินทรียตางๆ  เปนการขัดเอาแคดเมยีมออกมาไดมากกวาการทําใหตกตะกอน  จาก
การศึกษาที่เกีย่วของกับการ  Sorption  แคดเมียมที่ติดกับดินเหนยีว  สารอินทรีย  hydrous  iron  
aluminum  หรือ  manganese  oxide  และ  carbonate  minerals  พบแคดเมยีมในตะกอนที่กน
มากกวาในน้ํา 
   จากรายงานของ  EPA พบวา  ปริมาณแคดเมียมในดนิตะกอน  (sediment)  เปนสัดสวน
โดยตรงกับปรมิาณของสารอินทรียในดินตะกอน  ซ่ึงการดดูซับแคดเมยีมของดินตะกอนมี
ความสัมพันธกับปริมาณสารอินทรียที่อยูในดินตะกอน  โคลนสามารถดูดซับแคดเมียมในแหลงน้ํา
จืดไดดี ซ่ึงขึ้นอยูกับชนดิของโคลน  ปริมาณแคดเมียม  ชนิดของแคดเมยีม  อุณหภูม ิ pH  และความ
กระดางของน้าํ  นอกจากนี้ยงัพบวาในโคลนนั้นม ี humic  material  ประกอบอยู  ซ่ึงเปนสวนสําคัญ
ในการดดูซับแคดเมียมดวย (Rocha และคณะ, 2007) และแคดเมียมที่สะสมอยูในตะกอนดิน
สามารถกระจายออกมาในชัน้น้ําได  เมื่อความเค็มของน้าํเพิ่มขึ้น  
 
     2. การปนเปอนของแคดเมียมในสิ่งแวดลอม 
  2.1 การปนเปอนของแคดเมียมในอากาศ 
 จากการตรวจวัดปริมาณความเขมขนของแคดเมียมในบรรยากาศ  พบวา  แคดเมียมใน
บรรยากาศมีปริมาณต่ํามากถงึแมจะเปนเมอืงอุตสาหกรรม ดังนั้น ปริมาณแคดเมียมที่รางกายไดรับ
โดยการสูดหายใจเขาไปจึงมคีอนขางนอยมาก  สวนปริมาณแคดเมยีมในบรรยากาศในบริเวณใกล
กับปลองระบายอากาศเสียของแคดเมยีมอาจมีปริมาณสูงกวาบริเวณอ่ืนๆ  มาก    
 สําหรับในประเทศไทยมีการตรวจวดัคุณภาพของอากาศในบริเวณใกลเคียง  โรงงานถลุง
สังกะสีของบริษัท  ผาแดง  อินดัสทรี  จํากัด  จ.ตาก  ในรัศมีประมาณ  1  กิโลเมตร  โดยตรวจวดัใน
รูปของฝุน  พบวามีปริมาณต่ํามาก  กลาวคือจากการตรวจวัดของ  บริษัท  ผาแดง  อินดัสทรี  จํากัด  
จ.ตาก  ในป  พ.ศ.  2528-2530  พบปริมาณแคดเมียมในบรรยากาศเฉลี่ย  24  ช่ัวโมง  มีคาประมาณ  
0.007-0.02  mg/m3  และจากการตรวจวดัโดยสํานกังานคณะกรรมการสิ่งแวดลอมและจฬุาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  เมื่อเดือนพฤษภาคม  2529  พบปริมาณแคดเมียม 0.3-3.3  และนอยกวา 3  mg/L  
ตามลําดับ (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 
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  2.2 การปนเปอนของแคดเมียมในน้ํา 
 จากการตรวจวัดปริมาณแคดเมียมในบอน้าํตื้น  เขตอําเภอเมือง  จ.ตาก  ที่ใชเพื่อการอุปโภค
บริโภค  เมื่อเดือนมกราคม  พ.ศ.  2532 โดยสํานักงานคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาต ิ มีปริมาณ
ต่ํามาก  คาสูงสุดที่พบคือ  0.18  µg/L  ในป 2546 สถาบันอิวมี่ (IWMI) องคกรนานาชาติอิสระ
ศึกษาวจิัยทรัพยากรน้ําและดนิในประเทศกาํลังพัฒนาของสหภาพยุโรป ศึกษาการปนเปอนของสาร
แคดเมียมในตวัอยางขาว กระเทียม ถ่ัวเหลือง ที่ตําบลแมตาว และตําบลพระธาตุผาแดง อ.แมสอด  
จ.ตาก พบวา กระเทยีมจากตัวอยาง 14 แปลง มีแคดเมียมปนเปอน 1.3-6.3 mg/kg ซ่ึงสูงเกินถึง 126 
เทา ของคาที่ยอมใหมไีดสูงสุดของ CODEX ที่กําหนดไว 0.05 mg/kg และพบวาถ่ัวเหลืองจาก
ตัวอยาง 76 แปลง พบปริมาณแคดเมียมปนเปอน 0.34-3.37 mg/kg ซ่ึงสูงเกินกวาคาที่ CODEX ยอม
ใหมีไดสูงสุด เทากับ 0.2 mg/kg ถึง 1.7-16.8 เทา (ชุติมา, 2549)  
 
  2.3 การปนเปอนของแคดเมียมในดนิ 
 จากการตรวจวัดปริมาณแคดเมียมในตะกอนดินจากแมน้ําบางปะกง  ปราจีนบรีุ  และ
นครนายก  เมื่อป พ.ศ. 2530 พบวามีคาสูงสุด 0.5 < 0.5 และ < 0.5 µg/g ตามลําดับ   สวนปริมาณ
สูงสุดพบในตะกอนดินแมน้าํปง  จากการตรวจวดัเมื่อเดอืนมกราคม พ.ศ. 2532 มีคา 0.027  µg/g 
และนอกจากนี้ยังพบวาแคดเมียมมาจากการใชปุยฟอสเฟต ในสภาวะที่ดนิเปนกรดแคดเมียมจะ
เคลื่อนที่ไดดแีละถูกดูดซับไวดวยอนภุาคตะกอนของแรธาตุ ดินเหนียว และทราย ซ่ึงขึ้นอยูกับความ
เขมขน ความเปนกรด-เบส ชนิดของสารประกอบในดนิ และความเขมขนของสารประกอบเชิงซอน 
(Yu,2001) ในป 2546 ตรวจพบปริมาณแคดเมียมในดนิอยูในชวง 0.5-218.2 mg/kg กลาวคือ มี
ปริมาณแคดเมยีมสูงเกิน 72 เทา ของคายอมใหมไีดสูงสุดของสหภาพยุโรปที่กําหนดไว  คือ 3 
mg/kg (ชุติมา, 2549) สวนมาตรฐานน้ําดื่มและน้ําทิ้งอุตสาหกรรมกําหนดการปนเปอนของ
แคดเมียมไวไมเกิน 0.01 และ 0.03 mg/L ตามลําดับ (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 
 
  2.4 การปนเปอนของแคดเมียมในอาหาร 
 อาหารทั่วไปมแีคดเมียมปะปนอยูนอยมาก อาหารที่มีแคดเมียมปนเปอนอยูเนื่องมาจากใน
ส่ิงแวดลอมมแีคดเมียมปนเปอน เชน ดนิ น้ํา อากาศ เปนตน โดยจะพบวามีการปนเปอนของ
แคดเมียมต่ําสุดและสูงสุด คือ นมและผักกินใบ ตามลําดับ (ตารางที่ 1) ยกเวนสวนอาหารประเภท
อ่ืนๆ เชน มะเขือเทศ ผลไมตางๆ  และสัตวทะเลประเภทหอย  กุง  ปู  ที่สํารวจจากอาหารทะเล
สงออกของประเทศไทย มีคาแคดเมียมในปริมาณสูงกวานีม้าก    อาหารประเภทเครื่องในสัตว เล้ียง
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ลูกดวยนม เชน ตับ ไต พบแคดเมียมปริมาณสูงสุด (0.1-1 mg/L) แตสําหรับพืชผักและขาวที่ปลูกใน
ดินจะพบวามแีคดเมียมประมาณ 1 mg/L  

จากการรายงานการสํารวจปริมาณแคดเมยีมในขาวเจาและขาวเหนยีวทีผ่ลิตเปนขาวกลอง
และขาวสาร  จํานวน  64  ตัวอยาง  จาก  23  พันธุ  ซ่ึงเปนตัวอยางที่เก็บจากสถานทีดลองพันธุขาว
ทั่วทุกภาคทั่วประเทศ  ในระหวางป  พ.ศ.  2517-2518 โดยสํานักงานปรมาณูเพื่อสันติ พบวาขาวเจา
พบปริมาณแคดเมียมสะสมอยูสูงกวาขาวเหนียว โดยพบวาขาวกลองมีการปนเปอนของแคดเมยีมสูง
กวาขาวสาร (ตารางที่ 2) ซ่ึงปริมาณการสะสมแคดเมยีมนั้นขึ้นอยูกับปริมาณการสะสมแคดเมียมใน
ดิน และชนิดของพืชนั้นๆ โดยแคดเมียมมีความเขมขนสูงกวาเมื่อเปรยีบเทียบกับสังกะสีและตะกัว่ 
(ตารางที่ 3) เนื่องจากในการทํานามีการใชสารเคมีประเภทปุยฟอสเฟต ซ่ึงมีแคดเมยีมเจือปนอยูดวย 
ทําใหน้ําและดนิมีปริมาณแคดเมียมเพิ่มสูงขึ้น ขาวจึงไดรับแคดเมยีมเพิ่มมากขึ้นตามลําดับ (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2541) 

 
ตารางที่ 1 ปริมาณแคดเมียมที่ปนเปอนในอาหาร 
 

ชนิดของอาหาร ปริมาณแคดเมียม (µg/g wet weight) 
ผลิตภัณฑจากนม 0.01 
นม 0.0015-0.004 
ขาวสาลี 0.07 
ผักกินใบ 0.14 
มันฝร่ัง 0.08 
ผลไมตางๆ 0.07 
น้ําตาล 0.04 
เนื้อ ปลา และสัตวปก 0.03 
มะเขือเทศ 0.00 
ธัญญพืชและผลิตภัณฑ 0.06 

  
ที่มา: Yu, 2001. 
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    ตารางที่ 2 ปริมาณแคดเมยีมที่ตรวจพบในขาวทัว่ประเทศไทย   
 

ปริมาณแคดเมียม (µg/g) ชนิดของขาว 
ขาวกลอง ขาวสาร 

ขาวเจา 0.1270-0.9695 0.0283-0.3972 
ขาวเหนียว 0.0665-1.2740 0.0382-0.3948 

 

ที่มา:  กรมควบคุมมลพิษ, 2541. 
 
ตารางที่  3  การสะสมตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียมในพืช 
 

ความเขมขน (ppm ตอน้ําหนักแหง) ชนิดโลหะ 
ดิน พืช อัตราสวนระหวางพชืกับดิน 

ตะกัว่ 10 4.5 0.45 
สังกะสี 50 32 0.6 
แคดเมียม 0.06 0.60 10 

 

ที่มา  : Yu, 2001. 
 

  จากรายงานของกองตรวจสอบรับรองมาตรฐานคุณภาพสัตวน้ําและ ผลิตภัณฑสัตวน้ํา กรม
ประมง สํารวจชนิดของปลาหมึกในนานน้ําไทยที่มคีวามสําคัญตอเศรษฐกิจและมีผูนิยมบริโภค
แพรหลาย ม ี 4 ชนิด คือ หมึกกระดอง หมึกกลวย หมกึสาย และหมกึกลม ผลการตรวจวเิคราะห
ผลิตภัณฑหมกึสงออกประจําป 2546 พบวามีคาเฉลี่ยของแคดเมียมที่ตรวจพบในหมึกกลวย หมึก
กระดอง และหมึกสาย เทากับ 0.28 0.32 และ 0.47 mg/kg ตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวามาตรฐานปริมาณ
แคดเมียมที่ปนเปอนในปลาหมึกสงออกไปยังสหภาพยโุรป ออสเตรเลีย และสหรัฐอเมริกา ซ่ึง
กําหนดไวเทากับ 1, 2 และ 4 mg/kg ตามลําดับ และปริมาณแคดเมียมที่พบลดลงจากรายงาน
การศึกษาป 2535-2543 ที่มีคาเฉลี่ยแคดเมยีมที่ตรวจพบ เทากับ 0.89 mg/kg  
 
     3. การดูดซมึและการกําจัดแคดเมียมของรางกาย 
  แคดเมียมสามารถเขาสูรางกายได 3 ทาง คือ ระบบทางเดินอาหาร ระบบหายใจ และการ
สัมผัส เมื่อแคดเมียมเขาสูรางกายแลว แคดเมียมจะจับกับหมู-SH ที่เปนองคประกอบของเยื่อหุม
เซลล และสามารถนําแคดเมียมเขาสูระบบหมุนเวียนโลหิต การดูดซึมแคดเมยีมเขาทางระบบ
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ทางเดินอาหารนั้นพบวารางการดูดซึมเขาไดนอยมาก ประมาณ 5-10% ของปริมาณแคดเมียมที่
รับเขาไป แตการดูดซึมจะเปลี่ยนแปลงไดจากสารอื่นๆ ที่รางกายรับเขาไป เชน แคลเซียม เหล็ก 
และโปรตีน ซ่ึงโมเลกุลเหลานี้มีโครงสรางที่คลายกับแคดเมียม จึงสามารถพาแคดเมยีมเขาสูรางกาย
ได โดยเฉพาะแคลเซียมจะถกูดูดซึมไดดีในลําไลเล็ก โดยอาศัยโปรตีน ช่ือ calcium binding protein 
(CaBP) (Dart, 2004) ซ่ึงการดูดซึมแคดเมียมก็อาศยั CaBP ดวยเชนกัน แคดเมยีมที่ปนเปอนทาง
ระบบทางเดินอาหารสวนใหญจะถูกขับถายออกจากรางกาย มีเพียง 5-10% ที่จะถูกลําเลียงเขาสู
กระแสเลือด สวนแคดเมียมที่เขาทางระบบทางเดินหายใจถูกลําเลียงเขาสูกระแสเลือดประมาณ 25-
40% โดยอาศยัเซลลเม็ดเลือดแดงเปนตวัพาแคดเมยีมเขาสูกระแสเลือด โดยแคดเมยีมจะจับกับฮีโม
โกบินในตําแหนงที่จับกับออกซิเจน จากนั้นแคดเมยีมที่อยูในกระแสเลือดจับกับโปรตีนที่มีมวล
โมเลกุลสูง ไดแก  albumin ทําใหแคดเมยีมไปสะสมอยูในตับและไต สวนในตับนั้นแคดเมียมจะไป
กระตุนใหเซลลตับสราง metallothionine ซ่ึงจะเปนตวัพาแคดเมยีมเขาสูเซลลหรือเนื้อเยื่อตางๆ ได 
และมีแคดเมียมบางสวนขับถายออกมาในรูปของ urine (Casarett, 2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2  เมแทบอลิซึมของแคดเมียมในรางกายมนษุย 
หมายเหตุ : Cd-MT = แคดเมยีมที่จับกับ metallthionine, Cd-Alb = แคดเมียมที่จับกับ albumin 
ที่มา: Yu, 2001. 
 
  4. ความเปนพษิของแคดเมียมตอสิ่งมชีีวิต 
 สัตวไดรับแคดเมียมจากการกินอาหาร  แคดเมียมจะทําใหโครงสรางของเซลลผิดปกติ  
และปจจยัสําคญัที่ทําใหแคดเมียมเขาสูเซลลของสัตวน้ํา คือ ความเค็มและอุณหภูม ิ  เมื่อความเค็ม
และอุณหภูมิสูงขึ้นจะทําใหเกิดการดดูซึมแคดเมียมเพิ่มมากขึ้น (Yu,  2001) (ตารางที่ 4) โดยทั่วไป

Cd in food/water Cd in air 

Blood circulation 

Urine Fecus 

Lung GI tract 
Cd-MT, Cd-Alb 

Tissues 
(liver, kidney) 

90-95% 

5-10% 25-40% 
40-90 µg/day 0.02-0.05 µg/day 
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มนุษยไดรับแคดเมียมผานทางการกินเปนสวนใหญ ในผูที่สูบบุหร่ีจะไดรับแคดเมยีมเพิ่มขึ้น และ
ปริมาณแคดเมยีมทั้งหมดในรางกายครึ่งหนึ่งไปสะสมอยูที่ตับและไต โดยจะไปยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม alkaline phosphatase และ ATPase of myosin pulmonary alveolar macrophage cell 
(Massaro, 1997; Yu, 2001) การขับเอาแคดเมียมที่รางกายดดูซึมเขาไปแลวออกจากรางกายเปนไป
คอนขางชามาก และครึ่งชีวติของแคดเมียมในคนคอนขางยาว 16-33 ป (กรมควบคมุมลพิษ, 2541) 
 
1. ความเปนพษิแบบเฉียบพลัน (Acute effects)   
         1.1 ความเปนพิษตอระบบทางเดินอาหาร  
 ระบบทางเดินอาหารเปนระบบแรกในรางกายที่จะไดรับพิษเมื่อรางกายไดรับแคดเมยีมโดย
การกิน  ซ่ึงสวนใหญมีสาเหตุมาจากการกินอาหารหรือเครื่องดื่มที่มีแคดเมียมปนเปอน  เนื่องจาก
อาหารหรือเครื่องดื่มดังกลาวบรรจุในภาชนะที่เคลือบดวยแคดเมยีม  อาการที่ปรากฏเริ่มแรกคอื  
รูสึกคลื่นเหียนอยางรุนแรง  ตามดวยการอาเจียน  ทองรวง  เปนตะครวิ  และน้ําลายฟูมปาก  ในราย
ที่เปนมากอาจจะมีอาการอื่นๆ แทรก  คือ  อาจจะเกดิอาการช็อคเนื่องจากรางกายสูญเสยีน้ํามาก  
และอาจทําใหตายไดในเวลา  24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 5) หรือระบบการทํางานของไตลมเหลวและอาจ
ถึงตายไดภายใน 7-14 วัน นอกจากนี้ยังมีผลทําลายตับดวย 
 

1.2 ความเปนพิษตอระบบทางเดินหายใจ  
 ความเปนพษิที่เกิดขึ้นกับระบบทางเดินหายใจ  เนื่องจากการสูดหายใจฝุนของแคดเมียม  
สวนใหญเกิดเนื่องจากกจิกรรมทางอุตสาหกรรม  โดยเฉพาะการเชื่อมโลหะดวยความรอนสูง  แต
โดยทั่วไปในขณะที่สูดหายใจจะไมปรากฏอาการหรือมีอาการเพียงเลก็นอย  และฝุนที่เกิดจากการ
ใชกระแสไฟฟาจะมีความเปนพิษเปนสองเทาของฝุนที่เกิดจากความรอน  อาการโดยสวนรวมจะ
ปรากฏหลังจากการสูดหายใจฝุนเขาไปแลว  2-3  ช่ัวโมง (ตารางที่ 6) เกิดการระคายเคืองที่หลอดลม
และปอด (acute inhalation)  อาจจะมีอาการอื่นๆดวย  เชน  ระคายเคอืงที่จมูกและคอ  ไอ  ปวด
ศรีษะ  ออนเพลีย  หนาวสัน่  มีไข เจ็บหนาอก  ซ่ึงลักษณะอาการแบบนี้เรียกวา cadmium  fume  
fever (Williams, 2000; WHO, 2000) นอกจากนีย้ังมีอาการอยางอื่นปรากฏรวมดวย  เชน  คล่ืนเหียน  
อาเจียน  ทองรวง และเกิด pulmonary edema (Dart, 2004: 1411.)  
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ตารางที่ 4 ผลของความเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูกดวยนมทีไ่ดรับแคดเมยีมคลอไรด 
 

CdCl2 ที่ทําใหเกิดพษิ 
(mg/kg-bw/day) 

ระยะเวลา
สัมผัส 
(วัน) 

การเขาสู
รางกาย 

สัตวทดลอง ผลที่เกิดขึ้น 

16 378 การกิน กระตาย 

โลหิตจาง ปสสาวะมี
โปรตีน และน้าํตาลมาก
ผิดปกติ เบื่ออาหารและ
น้ําหนกัลด 

9 1 คร้ัง ฉีดเขาใต
ผิวหนัง 

กระตาย 
ทําลายเซลลลูกอัณฑะ
ภายใน 5-21 วนั  และยังมี
ผลตอตับ ไต และมาม 

6.25 90 การดื่มน้ํา หนู  ระดับ hemoglobin ลดลง 

2.0 7 (2 คร้ัง/
วัน 

ฉีดเขาใต
ผิวหนัง หน ู มีผลตอตับออน 

0.63 365 การดื่มน้ํา หน ู ความดันโลหติสูงเนื่องจาก
ความผิดปกตขิองไต 

0.25 77 ฉีดเขาใต
ผิวหนัง 

กระตาย แผลที่ไต 

0.2 335 การดื่มน้ํา หน ู มีผลตอตับ 
 

ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ, 2541. 
 

ตารางที่ 5 ความเปนพิษแบบเฉียบพลันของแคดเมียมที่มีผลตอมนุษยโดยการกนิ 
 

ปริมาณแคดเมยีม (mg) อาการที่เกิดขึน้ 
3-90 อาเจียน  ไมมผีลถึงตาย 
15 อาเจียน 

10-326 มีความเปนพษิอยางรุนแรงแตไมถึงตาย 
350-3500 มีความเปนพษิอยางรุนแรง 
1530-8900 มีความเปนพษิอยางรุนแรง 

 

หมายเหต ุ  ปริมาณที่ไมมีผลตอรางกายแบบเฉียบพลันเมือ่กินเขาไป  คือ 3 mg 
ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ, 2541. 
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ตารางที่ 6 ความเขมขนของแคดเมียมที่ทําใหเกิดพิษอยางเฉียบพลันตอสัตวทดลองโดยการหายใจ 
 

สารประกอบแคดเมียม สัตวทดลอง LC50  (mg/m3) 
Cadmium  oxide หน ู 500-13001 

หนูเมาส 7002 
หนูเมาส 2502 
สุนัข 40002 

กระตาย 25002 
หนูกนิ ี 35002 

 

ลิง 15002 
Cadmium  stearate หน ู 15004 
Cadmium  chloride สุนัข LC90  =  83  

 

หมายเหตุ   1 = 1 นาที, 2 = 10 นาที, 3 = 30 นาที และ 4 = 12 ช่ัวโมง 
ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ, 2541. 

 

1.3 ความเปนพิษตอระบบอืน่ๆ  
 การทดลองในสัตวพบวา  แคดเมียมมีความเปนพิษตอระบบอื่นๆ  เชน  ไต  ตับ  อัณฑะ  
ตับออน  ระบบประสาท  ระบบที่เกีย่วของกับการสรางเม็ดโลหิต  และระบบเสนเลือด  หัวใจ  
สําหรับความเปนพิษตอระบบอื่นๆ ในคนยังไมเดนชัดเนื่องจากมีการศึกษาตรวจสอบไดยาก  
 

     2. ความเปนพษิแบบเรื้อรัง (Long term effect)   
 ความเปนพษิแบบเรื้อรังที่มีตอมนุษยหลังจากที่รางกายไดรับแคดเมยีมในปริมาณปานกลาง
เขาไปนานตดิตอกัน  ความเปนพิษมักจะไปปรากฏที่ปอดและไตเปนสวนใหญ  สวนในระบบอื่นๆ  
พบวาปรากฏอาการเชนเดยีวกัน  เชน  ที่กระดกู  เม็ดโลหิต  สวนในสัตวทดลองพบวามีความดัน
โลหิตสูง  
 

         2.1 ความเปนพิษตอปอด  
 คนที่หายใจเอาฝุนของแคดเมียมเขาไปทําใหเกิดความเปนพิษ คือ มีการบวมของเนื้อเยื่อ
ปอด  และเกดิอาการหายใจขัด  โดยความเขมขนต่ําสุดของแคดเมียมที่จะทําใหเกดิความเปนพษิใน
ระยะยาวยังไมเปนที่ทราบแนชัด  แตรายงานบางฉบับเสนอวา  คนที่ไดรับแคดเมยีม  2 µg/g ตอวนั 
ตลอด 24 ช่ัวโมง นาน 70 ป เปนระดับทีไ่มมีผลตอปอด ทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดอนภุาคของแคดเมยีม 
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โดย CdO ถูกดูดซึมประมาณ 50% ซ่ึงนอยกวา CdS อยางไรก็ตามถึงแมวาแคดเมยีมที่รางกายไดรับ
ทั้งจากการกนิและการหายใจจะมีปริมาณต่ําจนไมมีผลตอปอด แตแคดเมียมปริมาณดังกลาวอาจจะ
สะสมอยูในรางกายจนไปมีผลตอไตได (WHO, 2000) 
 

         2.2 ความเปนพิษตอไต  
 คนที่ไดรับแคดเมียมเขาสูรางกายนานติดตอกัน  เชน  คนงาน  หรือชาวญี่ปุน  โดยเฉพาะใน
กลุมผูหญิงสูงอายุซ่ึงบริโภคขาวที่ปลูกในพื้นที่ที่มีแคดเมียมปนเปอนจนกอใหเกิดโรคจากพิษของ
แคดเมียม เรียกวา  โรคอิไต-อิไต  (Massaro, 1997; Williams, 2000; Timbrell, 2002)  ซ่ึงจะพบความ
เปนพิษทีไ่ตกอนที่ปอด  การลําเลียงแคดเมียมจากตับมายังไตในรูปของ Cd-MT ทําใหตรวจพบที่
บริเวณ cortex มากเปน 2 เทาของที่พบในไต ซ่ึงเกิดจากการดูดกลับในสวน tubule ของแคดเมียมอกี
คร้ังหลังจากทีก่รองผาน glomerulus ทําใหเกิด renal tubular disfunction (Tardiff, 1991) รวมถึงไต
ขับปสสาวะทีม่ีโปรตีนมากกวาปกต ิ สวนใหญเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําๆ  เชน  
microglobulin,  lysozyme,  ribonuclease,  retinol –binding  protien  และ  immonoglobulin  chains  
โดยแคดเมียมที่ขับออกมาทางปสสาวะจะอยูในรูป Cd-MT และมีแคดเมียมบางสวนที่ไมถูกกําจัด
ออกจากรางกาย โดยแคดเมียมจะไปรวมตัวกับ metallothionine ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลต่ํา 
เกิดเปนสารประกอบ Cd-MT ผานเขาสูเซลล หลังจากนั้นจะถูกยอยดวยเอนไซม เกิดเปน Cd2+ และ 
metallothionine โดยที่ metallothionine นัน้สามารถกลับไปจับกับ Cd โมเลกุลอ่ืนๆ ได  ตอจากนั้น 
Cd2+ จะไปยับยั้งการทํางานของไลโซโซม สงผลทําใหเซลลตับเสียหาย (รูปที่ 3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 ความเปนพิษของแคดเมียมในไตของมนุษย 
ที่มา  : Timbrell, 2002; Hodgson, 2004. 

Cadmium Metallothionine Cd – MT complex 
membrane 

Cd2+ 

Protease 

Metallothionine 

Lysosome function 

Cell injury 

inhibited 

recombined 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



    16   

         2.3 ความเปนพิษตอระบบเลือดเขาสูหัวใจ  
 ความเปนพษิของแคดเมียมตอระบบเลือดที่เขาสูหัวใจ  คือ  เกิดความดันโลหิตสูง  จาก
รายงานการทดลอง ใหหนูกนิแคดเมยีมในปริมาณต่ํามากๆ โดยผสมในอาหาร 0.02 mg/L และในน้ํา 
0.2 mg/L ปรากฏวาหนูมีอาการความดนัโลหิตสูงเกิดขึน้ และมีบางรายงานไมพบอาการดังกลาว 
นอกจากนี้ยังมรีายงานวา CdCl2 1 mg/L สามารถทําใหเกิดความเปนพิษเรื้อรังในหัวใจของปลา 
toadfish ได และยังมีผลกระทบตอเซลลหัวใจอกีดวย (Joaquim, 2004)  
 
         2.4 ความเปนพิษตอกระดูก  
 ความเปนพษิตอกระดกูปรากฏเดนชัดในกรณีที่เกิดโรคอไิต-อิไตในประเทศญี่ปุน  จากการ
บริโภคขาวทีม่ีแคดเมยีมปนเปอนในปริมาณสูง  ผูปวยสวนใหญจะเปนหญิงอายุประมาณ  50  ปขึ้น
ไป  ทําใหเปนโรคกระดูกผุ  คือ  กระดกูจะพรุนจนงอโคงได  กระดูกเสียรูปทรงและหักได  และมี
อาการปวดที่เอว  ปวดกลามเนื้อขาและเจบ็ที่กระดกู  ตลอดจนมีผลตอการเคลื่อนไหวได  บางราย
อาการที่เกิดขึน้ที่กระดกูไมไดมีผลโดยตรงจากพิษของแคดเมียม  แตอาจเนื่องมาจากความเปนพษิ
เกิดขึ้นทีไ่ตกอนแลวสงผลไปขัดขวางปฏิกิริยาการทํางานของแคลเซียมและฟอสฟอรัส ซ่ึงกลไก
การเกิดพษิที่กระดูก  ทําใหรางกายสูญเสียแคลเซียมและการดดูซึมธาตุเหล็กต่ํา เกดิ osteomalasia 
และ brittle bone (รูปที่ 4) หรือที่เรียกวา โรคอิไต-อิไต (Massaro, 1997; Timbrell, 2002.)   
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 กลไกการเกิดพิษทีก่ระดูกของแคดเมียม 
                      ที่มา: Timbrell, 2002 

 
         2.5 ความเปนพิษตอระบบการสรางเม็ดโลหิต  
 ในกลุมผูปวยที่เปนโรคอิไต-อิไตและคนงานที่สัมผัสกับแคดเมียมจะพบอาการของโรค
โลหิตจาง ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองในสัตวซ่ึงพบอาการของโรคโลหิตจางเชนเดียวกนั โดย

โรคอิไต-อิไต 
(Itai-itai disease) 

แคดเมียม กระดกูสูญเสีย
แคลเซียม 

การดูดซึมธาตุเหล็กต่ํา 

Osteomalasia และ Brittle bone 
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ความเขมขนของแคดเมียมทีจ่ะไมมีผลตอการสรางเม็ดเลือดในสัตว คือ 5-10 mg/L โดยจะไปมผีล
ตอการดูดซึมของเหลวในระบบทางเดนิอาหารในชวงเวลาสั้นๆ  
 
         2.6. ความเปนพิษตอตบั  
 ความเปนพษิตอตับในมนษุย  มีรายงานคอนขางนอยมาก  แตจากการทดลองในสัตวพบวา
แคดเมียมในปริมาณนอย เชน 1 mg/L มีผลทําใหการทํางานของเอนไซมในตับเปลี่ยนไป  
 

3. การศึกษาความเปนพิษเฉพาะดาน  
     3.1 ความเปนพิษตอปฏิกิริยาชีวเคมีในรางกาย (biochemical interactions)   
 นอกจากนี้แคดเมียมยังไปกระตุนการทํางานของเอนไซมอ่ืนๆ เชน s-aminolevulenic acide 
hydratase, pyruvate-dehydrogenase และ pyruvate decarboxylase ลดการทํางานของเอนไซม         
s-aminolevulenic acide synthetase, alcohol dehydrogenase, arylsulphatase และ lipoamide  
dehydrogenase  ทําใหเกดิ membrane damage (ตารางที่ 7) (Almeida, 2002; Rana, 2006) 
 

3.2 การเปนสารที่กอใหเกิดมะเร็ง (carcinogenicity)   
 แคดเมียมจัดเปนสารกอมะเร็งในมนุษย อยูในกลุม 1B ที่จําแนกโดย Enviromental 
Protection Agency (EPA) และจัดอยูใน กลุม 1A โดย International Agency Research Cancer 
(IARC) ซ่ึงจะไปทําให lysosomal membrane เกิดความเสียหาย ทําใหมีการปลอยเอนไซม lactate 
dehydrogenase เพิ่มมากขึ้น (Rana, 2006) 

จากการทดลองโดยฉีด CdCl2 5.5 mg/kg เขาใตผิวหนังของหนูเมาส โดยฉีดครั้งเดียว จะพบ
เนื้องอกเกดิขึน้ระหวางเซลลภายในเวลา 14 เดือน   
 จากการทดลองโดยการฉีด CdCl2 เขาใตผิวหนังของหนูเพยีงครั้งเดียว จะพบเนื้องอก
เกิดขึ้นระหวางเซลล และเกดิเนื้องอก เปนบริเวณรอบๆ ภายในเวลา 11 เดือน และจากการทดลอง
โดยการฉีด CdCl2 เขาใตผิวหนังของหน ู 0.85 mg/kg (หรือ 0.17 mg/L) โดยฉีดรวม 4 คร้ัง จะพบ
เนื้องอกเกดิขึน้บริเวณใตผิวหนังที่ฉีดภายในเวลา 12-16 เดือน (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 
 
     3.3 การเปนสารที่กอเกิดการกลายพันธุ (mutagenicity)   
 แคดเมียมจัดเปนสารกอกลายพันธุอยูในกลุม 1B ที่จําแนกโดยองคกรพิทักษส่ิงแวดลอม
แหงสหรัฐอเมริกา (EPA) โดยแคดเมยีมจะทําใหเกิด DNA single stand breaks, DNA protein cross-
links, chromosomal aberrations และ apoptosis (ตารางที่ 8) นอกจากนี้แคดเมียมยังชักนําใหเกดิ 
proto-oncogenes c-fos, c-jun และ c-myc เหมือนกับ gene p53 ที่ทําใหเกิดเนื้องอก (Xu, 1999) 
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chromatin condensation, nuclear fragmentation,  plasma membrane blebbing และ DNA fragment 
(Watjen, 2002) และแคดเมียมยังทําใหเกิด mitochondria และ lysosomal damage ใน hepatoma cell 
(Fotakis, 2005)  

จากการทดลองฉีด CdCl2 7 mg/kg เขาชองทองของหนูเมาสตัวผู ตรวจไมพบความผิดปกติ
ใดๆ สวนการทดลองในเพาะเลี้ยงเซลลรังไขของหนูแฮมสเตอรในอาหารที่มี CdCl2 เขมขน 0.224 
mg/L ปรากฏวาโครโมโซมแตกเปนชิ้นๆ และโครมาทิดที่เพิ่มจํานวนขึน้มีขนาดเล็กลง (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2541) 
 

3.4. ความเปนพิษตอระบบประสาท (neurotoxicity)   
 จากการตรวจวินิจฉยัคนงานที่ตองทํางานกับการสัมผัสสารประกอบแคดเมียม  ตรวจพบวา  
มีอาการปวดศรีษะบอย ฉุนเฉียวงาย  และนอนไมหลับกระสับกระสาย  ในบางรายเกิดอาการทาง
ประสาทที่มีอาการออนเพลยีอยางเรื้อรัง  บางทีเหนื่อย  ออนแรง  ออนใจ  อาการจติซึม  เบื่ออาหาร  
นอนไมหลับ (neurasthenia) และมีอาการทางประสาทที่เกี่ยวกับความผิดปกติทางอารมณเนื่องจาก
การเบื่ออาหาร (vegetative  neurosive)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



    19   

ตารางที่ 7 การเกิด membrane damage เมื่อไดรับแคดเมยีมในปริมาณตางๆ 
 

CdCl2  ระบบ ความเสียหายที่เกิด กลไกที่เกดิ 
5 mM Hepatocytes Decreased membrane potential Acidification 

9.4 µM Shark rectal 
gland Decreased Na-K ATPase Competes with 

a Mg site 
Rabbit kidney 
cells Decreased Na-K ATPase Competes with 

a K binding site 

0.21 µM Rat brain 
synaptosomal 
plasma 
membrane 

Lipid peroxidation Free radicals 

4 mg/kg Rat liver Decreased microsomal fluidity; 
Lipid peroxidation Free radicals 

50 mM MDCK cells Increased K+ conduction Activated K+ 
channel 

50 mM Hepatocytes Decreased cellular K content; 
release of LDH 

Acidification 

0.25 mM Fish gills Decreased Ca2+ transport 
Inhibits Ca2+ -
transporting 

enzymes 
0.4 mg/kg 
(30 วัน) 

Rat liver and 
kidney 

Lipid peroxidation Superoxide 
radical 

1 mM Rat hepatocytes Decreased ATP/ADP ratio; Lipid 
peroxidation in mitochondria Free radicals 

 

ที่มา: Massaro, 1997. 
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ตารางที่  8 สารประกอบแคดเมียมที่ทําใหเกิดการกลายพันธุในเซลล 
 

สารประกอบ ความเขมขน เซลลเปาหมาย ผลที่เกิด 

50 µM (2 hr) Chinese hamster V79 
cell SS breaks 

CdCl2 
1 µM Human diploid 

fibroblasts 
DNA breaks 

30 µM (nontoxic) CHO cell SS but not DS breaks CdSO4 300 µM (toxic) CHO cell  SS and DS breaks 
Cd2+ 0.18-1.8 µM Cultured hepatocytes UDS 

Cd2+ 500 µM S. typhimurinum Mutations 

Cd2++ MNN 500 µM S. typhimurinum Mutations increased 

Cd2+ 4 µM Cultured human and 
simian cell 

UV damage repair 
inhibited 

  

หมายเหต:ุ SS = single-stand; DS = double-stand; UDS = unscheduled DNA synthesis; 
    MNN = N-methyl-N’-nitrosamine; CHO = chinese hamster ovary; UV = ultraviolate 

ที่มา : Massaro, 1997. 
 
3. สารสกัดสะเดา (Neem extract) 
 3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
 สะเดามีช่ือสามัญ คือ สะเดา (ภาคกลาง), กาเดา (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ), กะเดา 
(ภาคใต), สะเลียม (ภาคเหนอื) ช่ือวิทยาศาสตร Azadirachta indica A. Juss. var. siamensis Val. 
สะเดาเปนพืชยืนตนขนาดกลาง สูง 12–15 เมตร เรือนยอดเปนพุมกลม เปลือกของลําตนสีน้ําตาล
เทาหรือเทาปนดํา แตกระแหงเปนรองเล็กๆ ตามตน แตเปลือกของกิง่ออนเรียบ ใบ เปนชอแบบขน
นก ใบยอยรูปหอก ขอบใบหยัก ใบออกเวียนกัน ตอนปลายกิ่งจะผลิใบใหมพรอมกับผลิดอกในฤดู
หนาว ดอก เปนชอสีขาว ผล กลมรี อวบน้ํา ผลแกสีเหลือง ภายในผลมี 1 เมล็ด (รูปที่ 5) 
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รูปที่ 5 ลักษณะของตนสะเดา (ก), ลําตน (ข), ใบ (ค), ดอก (ง) และผลของสะเดา (จ) 
ที่มา: http://www.forest.go.th/Private/sadao1.htm 

 

3.2 อนุกรมวิธานของสะเดา 
 Kingdom      Plant 
            Division      Magnoliophyta 

              Class          Rutanae 
                    Order           Sapindales 
                          Family         Meliaceae (Mahogany family) 
                               Genus         Azadirachta 
                                      Species       Azadirachtin indica  

 ที่มา: Biswas, 2002: 1336-1345. 
 
 3.3 สารสําคัญท่ีพบในสารสกัดสะเดา   
 สารสําคัญที่พบในสารสกัดสะเดา คือ Azadirachtin, Salannin และ Nimbin  ซ่ึง 
Azadirachtin เปนสารออกฤทธิ์ชนิดหนึง่จากหลายชนดิมีลักษณะคลายสเตียรอยด (steroidlike) 
(กรมวิชาการเกษตร, 2545 ) ที่สกัดจากเมล็ดสะเดาไทย (Azadirachta indica var. siamensis) สะเดา
อินเดีย (A. indica A. Jass.) และสะเดาเทียม (A. excelsa) สูตรโครงสรางของ Azadirachtin (รูปที่ 6) 
คือ C35H44O16 (Schmutterer, 1995; Mancebo, 2002; Khan, 2003) มีมวลโมเลกุล 720.2688 g/mole 
อยูในกลุมสารประกอบเรียกวา tetranortriterpenoids ซ่ึงมีผลตอระบบการสรางฮอรโมนของแมลง
สูงที่สุด (ขวัญชัย, 2541; Singh and Saxena, 1999; Raizada, 2001) 
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1. Triterpenoids หรือ protolimonoids (protomeliacins) สารในกลุมนี้เปนสารเคมีที่เปน
สารตั้งตน (precursor) ที่พืชจะสรางตอไปเปนสาร limonoids สวนสารที่มีผลตอแมลงไดแก 
meliantriol (C30H50O5) เปนสารที่สกัดไดจากเมล็ดสะเดาออกฤทธิ์เปนสารยับยั้งการกินอาหาร 
(antifeedants) ของแมลงบางชนิด เชน ตั๊กแตน (Schistocerca gregaria) และดวงปกแข็ง (Epilachna  
varivestis) โดยออกฤทธิ์ยับยั้งการกินอาหารของตั๊กแตนไดถึง 100% ในความเขมขนคอนขางต่ํา คือ 
8 µg/cm2 สวน azadirachtin พบวาออกฤทธิ์เชนเดียวกันในความเขมขนที่ต่ํากวาคือ 1 µg/cm2  ซ่ึงต่ํา
กวาถึง 8 เทา 

 

2. Tetranotriterpenoids (limonoids หรือ meliacin) สารในกลุมนี้เปนอนุพันธของ 
triterpenoids โดยมี carbon อะตอมที่ตําแหนงที่ C24–C27 หายไป และ carbon อะตอมที่เหลือจับตัว
เปน furan ring จึงมีช่ือเรียกวา tetranortriterpenoids สารเคมีตาง ๆ ในกลุมนี้ประกอบดวย 

 

 2.1 Azadirone group สารในกลุมนี้มีสูตรโครงสรางที่มี 4 carbon ring หลักที่ปด เชน  
         (1) Azadirone (C28H36O4) สกัดไดจากผลสะเดาหรือน้ํามัน มีฤทธิ์เปนสารยับยั้ง
การกินอาหารของ ดวงปกแข็ง (E.  varivestis ) คอนขางต่ํา คือ มีคา EC50 = 5,500 mg/L   
                      (2) Azadiradione (C28H34O5) สกัดไดจากผลสะเดาหรือน้ํามัน ออกฤทธิ์เปนสาร
ยับยั้งการกินอาหารของ ดวงปกแข็ง (E.  varivestis ) และแมลงปกแข็ง (P.  gossypiella) คือ มีคา 
EC50 = 320  และ 42 mg/L ตามลําดับ  
                      (3) Epoxyazadiradione (Nimbinin) (C28H34O6) สกัดไดจากน้ํามันมีฤทธิ์เปนสาร
ยับยั้งการกินอาหารของดวงปกแข็ง (E.  varivestis ) คือ มีคา EC50 = 1,300 mg/L   
                      (4) Nimocinolide (C28H36O7) และ Isonimocinolide (C28H36O7) สกัดไดจากใบ
สะเดาสดในฤดูหนาว มีพิษสูงทําใหลูกน้ํายุง Aedes aegypti ตายโดยมีคา LC50 = 0.625 และ 0.74 
mg/L ตามลําดับ 
 

 2.2 Gedunin group สารในกลุมนี้พัฒนามาจากกลุม azadirone และเกิด ring D lactones 
         Gedunin (C28H34O7) สกัดไดจากผลและเปลือก ออกฤทธิ์ในทางเปนสารยับยั้งการกิน
อาหาร ยับยั้งการเจริญเติบโต และฆาเชื้อมาลาเรีย (Plasmodium falciperum) เปนสารยับยั้งการกิน
ของดวงปกแข็ง (E.  varivestis )โดยมีคา LD50 = 930 ppm และยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอน 
Hellicoverpa zea และ Spodoptera  frugiperda  โดยมีคา EC50 = 50 และ 47 mg/L ตามลําดับ 
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 2.3 Vilasinin group เปนสารที่พบไดทั่วไปในพืช Meliaceae สูตรโครงสรางมี oxygen 
bridge ระหวาง C28 และ C6 สันนิษฐานวาเปนสาร intermediates ในการสังเคราะห c-seco meliacine 
เชน nimbin  nimbolide salannin และอาจเปน azadirachtin 
         Vilasinin (C26H36O5) เปนสารที่พบไดในใบสะเดาแตไมไดมีการทดสอบ
ประสิทธิภาพที่มีผลตอแมลง 
 

 2.4  C-seco Miliacins สารในกลุมนี้มีสูตรโครงสรางคลาย Vilasinin แตที่  c-ring เปด เปน
กลุมที่สําคัญที่สุดของ tetranortriterpenoids ซ่ึงประกอบดวยสารหลายชนิดที่มีประสิทธิภาพสูงใน
การปองกันและกําจัดแมลง เชน 
       (1) Nimbin (C30H36O9) สกัดไดจากเมล็ดและใบ ออกฤทธิ์ในทางเปนสารยับยั้งการกิน
อาหารของดวงปกแข็ง (E.  varivestis ) โดยมีคา EC50 = 50 mg/L 
        (2) 6-Deacetylnimbin (C25H34O8) สกัดไดจากเมล็ด เปลือก และใบ ออกฤทธิ์เปนสาร
ยับยั้งการกินอาหารของดวงปกแข็ง (E.  varivestis ) โดยมีคา EC50 = 50 mg/L 
        (3)  Nimbolide (C27H30O7) สกัดไดจากใบ ออกฤทธิ์เปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อมาลาเรีย (P. falciparium) โดยมีคา EC50 = 0.95 µg/ml และยับยั้งการกินอาหารของดวงปกแข็ง 
(E.  varivestis) โดยมีคา EC50 = 70 mg/L  
        (4) 28-Deoxonimbolide (C27H32O6) สกัดไดจากใบออกฤทธิ์เปนสารยับยั้งการกิน
อาหารของดวงปกแข็ง (E.  varivestis )โดยมีคา EC50 = 65 mg/L   
 

คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของ Azadirachtin  
 Azadirachtin มีจุดหลอมเหลวที่ 155 – 158 °C ละลายน้ําไดนอย ที่อุณหภูมิ 20 °C  แตจะ
ละลายไดดีใน ethanol, ethyl ether, acetone และ chloroform แตไมละลายใน hexane  มีคา log P-
Valve = 1.09 และมีคาการหมุนระนาบแสง : [α]D = -53 (C = 0.5 ใน chloroform) 
 

 ความเสถียรของ azadirachtin (Stability of azadirachtin) 
 ผลึกของ Azadirachtin คอนขางเสถียรถาเก็บไวในที่ไมมีแสง มีคาครึ่งชีวิต (half-life)ใน 
pH 4 และ 5 ที่อุณหภูมิหอง ประมาณ  50 วัน จะสลายตัวอยางรวดเร็วถาไดรับอุณหภูมิสูงและอยูใน
สาร alkaline และกรดเขมขน (Jarvis และคณะ, 1998; Sanduram และคณะ, 1995 ; Szeto และ Wan, 
1996) ผลจากการถูกยอยสลายดวยแสงยังคงมีฤทธิ์ในการกําจัดแมลง (Barnby, 1990) สารสะเดาที่มี
สวนประกอบของ azadirachtin มีประสิทธิภาพดีสามารถเก็บไวใชไดเปนปถาเก็บรักษาที่ 25°C จาก
รายงานการศึกษาองคประกอบของสาร azadirachtin สูตรที่ใชทางการคา ซ่ึงผลิตจากเมล็ดสะเดา
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สกัดสามารถคงสภาพในภาคสนามไดถึง 8 – 10 วัน (Sundaram,1995) อยางไรก็ตามความเสถียร
ของสารนั้นขึ้นอยูกับการยอยสลายดวยน้ํา  (hydrolysis) และการยอยสลายดวยแสง 
(Photodegradation) ดวย พบวาคาครึ่งชีวิต (half-life) ของ azadirachtin บนใบไม มีคาไมเกิน 17 
ช่ัวโมง สวนในดินมีคาสูงประมาณ 25 วัน ขึ้นอยูกับปริมาณแสง อนุพันธในรูปที่มีการเติม
ไฮโดรเจน (Hydrogenation) ของ Azadirachtin มี 2 ชนิดหรือมากกวา ช่ือ 22,23-dihydro และ 2-,3-
,22,23-tetrahydroazadirachtin (Barnby, 1990; Immaraju, 1994; U.S. EPA, 1997) 
 

  3.4 การดูดซึมและการกําจัด Azadirachtin ของรางกาย 
  เนื่องจากสาร azadirachtin ที่สามารถจะปนเปอนเขาไปในรางกายของมนุษยโดยการกนิ
หรือสัมผัสโดยตรง  จากรายงานของ Boeke และคณะ (2004) รายงานวา ใบสะเดาที่ไมผาน
กระบวนการใดๆ เลย ทีก่ินเขาไปปริมาณ 2 ชอนโตะ จะทําใหเกดิ anti-diabetic effect และ ไต
ลมเหลวเฉียบพลันในมนษุย สวนในแกะที่กินใบสะเดาพบวามีผลตอระบบประสาท คือ การ
เคลื่อนไหวของหัว การเดนิเปนวงกลม อุณหภูมิในรางกายเพิ่มขึน้ นอกจากนีย้ังทําใหเซลลอสุจิของ
หนูมีโครงสรางสวนหวัที่ผิดปกติและมจีํานวนของเซลลอสุจิลดลง (Khan และ Awasthy, 2003) แต
ในหนูที่ไดรับผงสะเดาพบวามีผลตอองคประกอบของโปรตีนและกลไกของเอนไซม acid 
phosphatase ลดนอยลง และยังไปเพิ่มปฏิกิริยาของเอนไซม alkaline phosphatase และ lactate 
dehydrogenase  
 
3.5 ความเปนพิษของ Azadirachtin 
 3.5.1 ความเปนพิษของสารสกัดจากสะเดาตอแมลง 

สาร azadirachtin มีปริมาณสูงสุดเมื่อผลสะเดาสุกเต็มที ่ (โชคชัย, 2537) ออกฤทธิ์ในการ
ปองกันกําจดัแมลงไดหลายรูปแบบ คือเปนสารฆาแมลง ไลแมลง ทําใหแมลงไมชอบกินอาหาร ทาํ
ใหการเจริญเตบิโตของแมลงผิดปกต ิ ยับยัง้การเจริญเติบโตของแมลง มีผลทําใหหนอนไมสามารถ 
ลอกคราบเจริญเติบโตตอไป หนอนจะตายในระยะลอกคราบ เพราะสารออกฤทธิ์นี้มีผลตอการสราง
ฮอรโมน จึงทําใหการผลิตไขและอัตราการฟกไขจะลดนอยลง และเมือ่แมลงไดรับสาร azadirachtin 
เขาไป จะทําใหแมลงหยุดการยอยอาหารเนื่องจากไปยับยั้งการยอยเชิงกลของระบบทางเดินอาหาร   
กินอาหารนอยลง ไมลอกคราบและตายในที่สุด นอกจากนี้ยังมีผลลดอัตราการวางไขดวย  (Trumm 
และ Dorn, 2000) 
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รูปที่ 6 สูตรโครงสรางทางเคมีของสารสกัดจากสะเดา  
ที่มา: Sanduram และคณะ, 1995 
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 3.5.2 ความเปนพิษของสารสกัดจากสะเดาตอสัตว 

ในการศึกษาความเปนพษิของสะเดาที่เตรยีมจากสวนตางๆ ของสะเดา ในสัตวนั้นขึ้นอยูกับ
ตัวทําละลายทีเ่ปนองคประกอบและชนิดของสาร Azadirachtin ที่ไดรับ (ตารางที่ 9) 

 

  3.6 ประโยชนของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาที่มีตอแมลง 
Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของ ไข หนอน และดกัแด 

การกินอาหาร การวางไขของตัวเต็มวัยทําใหการผลิตไขลดนอยลง ทําใหหนอนหรือตัวออนไมลอก
คราบ ไลตัวหนอนและตวัเตม็วัย ยับยั้งการสรางสารไคติน การผสมพันธุ และการสื่อสารเพื่อการ
ผสมพันธุของแมลงทําใหหนอนไมกลืนอาหาร (ลดการเคลื่อนตัวของกระเพาะอาหาร) 
ที่มา : ขวัญชัย สมบัติศิริ. “หลักการและวิธีใชสารสะเดาปองกันและกําจัดแมลงศัตรูพืช” [Online]  
           Available from: http://www.eto.ku.ac.th/neweto/e-book/plant/herb_gar/neem2.pdf 
 
ตารางที่ 9 ผลของสารสกัดสะเดาที่ไมอยูในตัวทาํละลายดวยน้ําตอสัตว 
 

สวนตางๆ 
ของสะเดา 

สัตว 
ทดลอง 

ตัว 
ทําละลาย 

ความเขมขน 
(mg/kg bw) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ผลที่เกิดขึ้น 

1. Acute      

ใบ หนูเมาส Ethanol 500, 1000, 
2000 7 Genotoxicity 

2. Subacute      

ใบ - Anti-mutagenic, anti-
carcinogenic effect 

ดอก 
หน ู

Chlorofor
m, 

hexane, 
methanol 

12.5% in diet 14 
- Effect on hepatic 
enzyme activities 

3. Semi-
chronic 

     

ใบ หนูเมาส Alcohol 500, 1000, 
2000 

42 Genotoxicity sperm 
deformations 

 

ที่มา: Boeke และคณะ, 2004: 25-51. 
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ตารางที่ 10 ผลของผลิตภัณฑจากสารสกดัสะเดาตอสัตวทดลอง  
 

สารสกัดสะเดา สัตวทดลอง ความเขมขน 
(mg/kg bw) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ผลที่เกิดขึ้น 

1. Acute     

Azadirachtin หน ู 0.1 LD50 = 57 
ppm 1-3 Effect on liver function 

2 ml/mouse 1 Effect against intestinal 
parasites Limonoids หนูเมาส 

135 4 No anti-malarial effect 

Nimbidin หน ู 20, 30, 40 1 Anti-arthritic and Anti-
imflammatory effect 

2. Subacute     
LD50 0.1 21 Effect on blood constituents Azadirachtin 

 
หน ู

 500, 1000, 1500 21 No fetotoxicity or 
teratogenicity 

Nimbidin Rats, dogs, 
guinea pig 20-80 1, 10, 28 Anti-ulcer effect 

3. Semi-chronic     

0.5, 1.5, 4.5 60 Effect on liver and 
haemopoietic system 

LD500.1 42 Effect on blood constituents 
 

Azadirachtin 
หน ู

 
5000, 500-1500 1, 90 No toxicity 

Nimbidin สุนัข, หนู
เมาส, หน ู

20-2000, 25-
100, 10, 20 1, 42, 28 No toxicity 

 

ที่มา: Boeke และคณะ, 2004: 25-51. 
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4. DNA damage 
 DNA damage เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล ซ่ึงจะมีอัตราการเกดิความ
เสียหายประมาณ 50,000-500,000 โมเลกุลตอเซลลตอวัน สามารถทําใหเกิดความผิดปกตติอ
ส่ิงมีชีวิต  
 

สาเหตุของการเกิด DNA damage แบงออกเปน 2 ประเภท คือ 
 1. Endogenous damage เกิดจากปจจยัภายในเซลลเนื่องจากมีอนุมูลอิสระ (reactive oxygen 
radical) ที่เปนผลพลอยไดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในสิ่งมีชีวติ  
 2. Exogenous damage เกิดจากปจจยัตางๆ ภายนอกรางกายของสิ่งมีชีวติ เชน รังสี สารเคมี 
โลหะหรือยาบางชนิด  
 ซ่ึงการเกิด DNA damage ทําใหเกิดความเสียหายตั้งแตระดับยนี ไดแก การจัดเรยีงตัวของ
ลําดับคูกรด-เบส บนสาย DNA การขาดของสาย DNA ทําใหเกิดเปน micronucleus ซ่ึงความเสียหาย
ที่เกิดขึ้นนี้สามารถตรวจสอบไดหลายอยางในแตละระดบั ซ่ึงขึ้นอยูกบัความสนใจ เชน ตรวจการ
เปล่ียนแปลงของสารเคมีหรือระดับของเอนไซมภายในรางกายของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงเปนผลมาจากการ
เกิดความผิดปกติของสารพันธุกรรม ซ่ึงสามารถใชส่ิงเหลานั้นเปนตัวบงชี ้ (biomarker) ความ
เสียหายระดับพันธุกรรมที่เกดิขึ้นกับสิ่งมีชีวิตได  
 

5. Biomarker 
 biomarker จําแนกเปน 3 ชนดิ คือ  
        1. Biomarker of exposure เปนตัวบงชี้ถึงการรับเอาสารเคมีจากสิ่งแวดลอมเขาสูรางกาย 
สามารถตรวจหาสารเคมีนั้นๆ โดยตรง การตรวจทางชีวเคมีของปฏิกิริยาระหวางรางกายกับสารเคมี 
หรือผลิตผลจากปฏิกิริยาระหวางสารเคมีหรือ metabolite ของสารเคมีกับเซลลหรือโมเลกุล
เปาหมายในเซลล ซ่ึงมีวิธีตรวจวัดจากตัวอยางเลือด ปสสาวะ หรือสารคัดหล่ังอื่นๆ Biomarker of 
exposure จึงใชเปนตัวบงชีห้ลังจากไดรับสารเคมีเขาสูรางกายแลว ซ่ึงจะตรวจพบในปริมาณที่ลดลง
เมื่อเทียบกับปริมาณที่พบในสิ่งแวดลอม เนื่องจากมีบางสวนถูกขับออกจากรางกายในรูปเดิม สวนที่
เหลืออยูในรางกายนัน้เรียกวาเปน internal dose และถูก metabolize โดยกลไกตามธรรมชาติของ
รางกาย  เนื่องจากรางกายมีระบบปองกนัตัวเองจากสิง่แปลกปลอม ทําใหสารเคมีบางสวนเปลีย่น
สภาพไปเปนสารเคมีที่ละลายน้ําไดมากขึน้และถูกขับออกจากรางกายทางปสสาวะ แตกย็ังมีสารเคมี
สวนหนึ่งทีเ่ปลี่ยนสภาพเปนสารพิษเพิ่มขึ้น (biologically effective dose) เนื่องจากโดยสภาพทาง
เคมี มันไดกลายเปนสารที่ไมมีความเสถียร พรอมที่จะไปทําปฏิกิริยากับสารโมเลกุลใหญ เชน 
โปรตีน ไขมนั หรือ DNA  หรือไปขัดขวางกระบวนการทํางานของภูมิคุมกันซึง่การไปขัดขวาง
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กระบวนการทาํงานของระบบภูมิคุมกันถือวาเปนอันตรายตอสุขภาพอยางยิ่ง 
        2. Biomarker of effect การตอบสนองของรางกายตอสารพิษซึ่งอยูในรูปของความเปลี่ยนแปลง
ทางชีวเคม ี สรีระวิทยา พฤติกรรม หรืออ่ืนๆ ที่เกดิขึ้นในรางกายหลังจากที่รับเอาสารเคมีเขาสู
รางกายแลว เปนผลใหเกดิโรคหรือความผิดปกติในรางกาย กลาวคือ ความเขมขนของสารเคมีที่
กอใหเกิดพษิเปน biologically effective dose 
        3. Biomarker of susceptibility เปนตัวบงชี้ทางพันธุกรรมซึ่งจะมีผลตอความไวของการเกิดพษิ 
ในประชากรบางกลุมอาจจะมีการกลายพันธุหรือความผิดปกติของ DNA (ตารางที่ 11) ทําใหขาด
หรือลดประสิทธิภาพของเอน็ไซมที่ชวยกาํจัดสารพิษได ซ่ึงจะนาํไปสูความเสี่ยงสูงตอการเกดิ
โรคภัย 
 
ตารางที่ 11 ระดับความเสียหายของ DNA ที่เกิดขึ้น 
 

ระดับความเสยีหาย ผลที่เกิดขึ้น 
Whole genome Anueploidy 
Chromosome level Chromosome aberration 
Base-sequence level Point mutation 
DNA-helix level DNA lesions 

 

ที่มา: Walum, 1990. 
 

6. ความเปนพษิตอสารพันธกุรรม (genotoxicity) 
เนื่องจากการตรวจสอบการเกิดความเปนพษิตอสารพันธุกรรมในสิ่งมชีีวิตนั้น มเีทคนิค

และวิธีการตรวจสอบที่หลากหลายวิธี เชน เทคนิค Micronucleus test, Comet assay, FISH ทั้งนี้
ขึ้นอยูกับความเหมาะสมของการนําไปใช รวมไปถึงประสิทธิภาพของเทคนิคที่ใชการตรวจสอบ
ดวย ซ่ึงเทคนคิที่เปนมาตรฐานและเปนที่ยอมรับในการตรวจสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมใน
ส่ิงมีชีวิต คือ เทคนิค Micronucleus test และเทคนิค Comet assay โดย U.S. EPA (2004) และ 
OECD (1997) ไดยอมรบัวาเทคนิคดังกลาววาเปน standard method เนื่องจากเทคนิคดังกลาวมี
ขั้นตอนในการตรวจสอบงายๆ ไมตองใชสารเคมีมากและมีความไวในการตรวจสอบสารเคมีที่ทํา
ใหเกิดความเสียหายตอสารพันธุกรรมได การตรวจสอบความเปนพษิของสารเคมีตอสารพันธุกรรม
ในปลาสามารถทําไดหลายวธีิ เชน Micronucleus test, Comet assay และ Chromosome aberration   
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1. Micronucleus test 
 Micronucleus test เปนวิธีประเมนิความเสียหายเกดิจากความผิดปกติของโครโมโซม 
(chromosome aberration) หรือช้ินสวนของโครโมโซมที่เกิดการแตกหักในระหวางการแบงเซลล
แบบไมโทซีสในระยะเมทาเฟสถึงระยะแอนาเฟส เนื่องมาจากการเกิดมิวเตชัน (Ballantyne, 1988; 
Udroiu, 2006) หลังจากโครโมโซมไดรับความเสียหายและไมสามารถรวมตัวเปน daughter nuclei 
ได จึงเปนชิ้นสวนโครโมโซมขนาดเล็กเกิดรอบๆ เยื่อหุมนิวเคลียส  (Tradiff, 1991)  เมื่อสารเคมีที่มี
ความเปนพษิตอสารพันธุกรรมเขาสูเซลลแลว จะทําใหสาย DNA ขาด เกิดเปนชิ้นสวนของ DNA ที่
แตกหกัอยูในไซโตพลาสซึม เมื่อถึงการแบงเซลลในระยะแอนาเฟส โครโมโซมจะถูกดึงเขาสูทีข่ั้ว
เซลล  ช้ินสวนของ DNA ที่แตกหกัจะไมถูกดึงเนื่องจากไมมีเซนโทรเมียร จึงเกดิเปน micronucleus 
(MN)(รูปที่7)ที่มีขนาดเล็กกวานวิเคลียสหลักอยูในเซลล (Fenech, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 กลไกการเกิดความผดิปกติของ DNA ในระหวางการแบงเซลล 
ที่มา: Fenech, M. “Cytokinesis-block micronucleus assay evolves into a “cytome” assay of   
          chromosomal instability, mitotic dysfunction and cell death.” Mutation Research. 445  
          (2006): 58-66. (ARA = arabinoside, SSB = single strand break, DSB = double strand break) 
 
 นอกจากจะเกดิไมโครนิวเคลียสแลว เซลลที่ไดรับสารเคมีที่มีผลทําใหเกิดความเปนพิษตอ
เซลลและสารพันธุกรรมแลว ยังสามารถชักนําใหเกดิความผิดปกติอยางอื่นๆ ในกระบวนการแบง
เซลล เชน การเกิด apoptosis และ necrosis (รูปที่ 8) 
 
 

 

Adduct on DNA 

Excision of adduct and inhibition of gap-filling by ARA results in SSB 

Conversion of SSB to DSB following replicative DNA synthesis 

DSB expressed as chromatid break 

Lagging chromatid break expressed as micronucleus 
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รูปที่ 8 กลไกการชักนําใหเกดิ MN, apoptosis และ necrosis ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ที่มา: Fenech, M. “The in vitro micronucleus technique.” Mutation Research.445 (2000): 81-95. 

 

 Micronucleus test เปนเทคนิคที่มีความไวในการตรวจสอบหาความสัมพันธของสารที่
สามารถทําลายสารพันธุกรรมที่ความเขมขนต่ํา ซ่ึงสามารถนําไปประยกุตใชในการตรวจสอบสารที่
มีฤทธิ์ทําใหโครโมโซมเกิดการแตกหัก (clastogent) หรือสารกอมะเร็ง (carcinogent) ในพืช สัตว
และเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อใชเปน bioindicator บอกความเปนพิษระดับทําลายสารพันธุกรรมของสารที่
นํามาทดสอบได 

เกณฑการนับจํานวน MN ซ่ึงเสนอโดย Carrasso (1990) และ Fenech (2000) เพื่อใหนักวจิัย
ใชเกณฑเดียวกัน ซ่ึงจะนํามาสูการเปรียบเทียบผลการศึกษาอยางมีประสิทธิภาพ โดยใชเกณฑ 3 ขอ 
(รูปที่ 9) คือ  

1. มีขนาดเสนผานศูนยกลางของไมโครนิวเคลียสประมาณ 1/9-1/3 ของนวิเคลียส 
2. ตําแหนงของไมโครนิวเคลียสจะตองไมติดกับนิวเคลียส 
3. ตําแหนงของไมโครนิวเคลียสจะตองอยูในไซโตพลาสซึม ไมมีการซอนทับกับ

นิวเคลียสหลัก และยอมตดิสีเขมระดับเดยีวกับนิวเคลียสหลัก 
 
 
 
 
รูปที่ 9 ลักษณะของไมโครนวิเคลียสที่พบในเซลลเพาะเลี้ยง (ก) ไมโครนิวเคลียส และ (ข-ง) ไม 
            นับเปนไมโครนิวเคลียส) 
ที่มา: Fenech, M. “The in vitro micronucleus technique.” Mutation Research. 445 (2000): 81-95. 

 ข ง ค 
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 นอกจากนี้การศึกษาความเปนพิษของสารสามารถตรวจพบความผิดปกติของนิวเคลยีสบาง
ลักษณะ ตามที่ Carrasso (1990) และ Cavas  and Ergene-Gözükara (2005) ไดศึกษาและแบงความ
เสียหายทีเ่กิดขึ้นกับเยื้อหุมนิวเคลียส  ดังนี้ (รูปที่ 10) 

 1. Blebbed nucleus คือ นิวเคลียสซึ่งทีผิ่วของนิวเคลยีสมีลักษณะคลายฟองอากาศ ที่มี
รูปรางเหมือน dumbbell โดยมี herterochromatin อยูตรงกลางหรือเปนลักษณะที่เกดิฟองกาซรอบ
นิวเคลียส 
 2. Notched nucleus คือ นิวเคลียสที่มีลักษณะการเวาลึกเขาไปดานในของเยื่อหุมนวิเคลียส 
เกิดขึ้นเนื่องจากไมมีสารพันธุกรรมและถูกกําหนดขอบเขตโดยเยื่อหุมนวิเคลียส (nuclear 
envelope)  
 3. Lobed nucleus คือ นิวเคลียสที่มีลักษณะคลาย micronucleus แตอยูติดกับเยื่อหุม
นิวเคลยีสคลายเปนติ่งปดูออกมา โดยมี 1 หรือมากกวา 1 ภายในม ี euchromatin หรือ 
herterochromatin ที่มีสีเขม มีรูปรางเหมอืนกานยื่นออกมาดานนอก หรือปูดออกไปของเยื่อหุม
นิวเคลียส 
 4. Vacuolated nucleus คือ นิวเคลียสที่เกิดเปนลักษณะหลุมที่ไมมขีอบเขตและเห็นสาร
พันธุกรรมอยูภายใน และมีเสนผานศูนยกลางใกลเคียงกับ micronucleus หรือลักษณะการเกิด
ฟองอากาศภายในนิวเคลยีส 
 นอกจากลกัษณะทีก่ลาวมานี้ ยังมกีารวิเคราะหความเปนพิษตอสารพันธุกรรม ที่มีเกณฑ
การพิจารณาทีแ่ตกตางกันไปตามความเหมาะสมเพื่อที่จะบอกวาสารเคมีที่ทดสอบนั้นมีความเปน
พิษที่สามารถทําลายสารพันธุกรรมไดหรือไม เชน fragmented-apoptotic cells, nuclear buds และ 
binucleated เปนตน (รูปที่ 10) 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ลักษณะของ MN และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนวิเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงปลา  
             O. niloticus; micronucleus (MN), binucleus (BN), notched nucleus (N), blebbed nucleus  
             (BL) และ lobed nucleus (LB) 
ที่มา: Cavas, 2003. 
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2. Comet  assay 
 Comet assay หรือ Single cell gel electrophoresis (SCGE) หรือ microgel เปนวิธีที่พัฒนา
โดย N.P. Singh ในป 1984 ใชในการตรวจวัดความเสียหายของ single stand และ double strand 
DNA ที่แตกหกั  เนื่องจากการเกิด DNA damage แตละเซลลสามารถที่จะตรวจสอบความเสียหายได
โดยตรวจสอบระยะทางที่สารพันธุกรรมเคลื่อนที่ออกไปจากนวิเคลียสหลัก (Merk, 2000; Helma 
and Uhl, 2000; Verchaeve and Van Grop, 2006 : 123-130; Collins, 2004 : 249-251; Gabbianelli, 
2006) ผลที่ไดจากการวิเคราะหภาพที่ไดมลัีกษณะคลายดาวหาง  แบงออกเปน 2 สวน คือ หวัและ
หาง โดยบริเวณหางเปนชิน้สวนของดีเอน็เอที่เกิดความเสียหาย (รูปที่ 16) ประโยชนของเทคนิค 
comet assay คือ (1) สามารถตรวจผลของแตละเซลลจึงมีขอมูลที่สมบูรณในการวิเคราะหทางสถติ ิ
(2) ใชเซลลจํานวนนอยตอหนึ่งตวัอยาง (< 10,000 เซลล) (3) มีความไวในการตรวจหา DNA ที่
เสียหาย  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11  ดีเอ็นเอที่เกิดความเสียหายมีลักษณะคลายดาวหาง 
ที่มา : Comet assay analysis for DNA damage. [Online], Accessed 27 Oct 2006. Available from  
          http://www.compucyte.com/pubcometassay.htm 
  

การตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ Comet assay จะวัดเซลลที่เกิดเกิด
ความเสียหายตอสารพันธุกรรมเทานั้น โดยไมนับรวมเซลลที่เกิด necrosis เนื่องจากเปนความ
เสียหายทีเ่กิดขึ้นภายในเซลล ซ่ึงเซลลที่เกิดจาก necrosis จะมีลักษณะหัวและหางอยูหางจากกันมาก 
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การวิเคราะหภาพจากเทคนิค Comet assay 
 การวิเคราะหภาพ Comet assay ผูวิจัยเลือกใชโปรแกรม LUCIA Comet Assay ซ่ึงมี
รายละเอียดในการวิเคราะห ดังนี ้

1. สวนประกอบตางๆ ของ comet  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12 สวนประกอบของ comet ที่ใชดวยโปรแกรม LUCIA Comet Assay 
ที่มา: http://www.lim.cz/download.php?id=16& 
 
2. พารามิเตอรที่วัดดวยโปรแกรม LUCIA Comet Assay 

1. Integrated intensity (II) คือ คาความเขมของแสงฟลูออเรสเซนสที่เกิดจากแสงปลอย
ออกมาจาก DNA ซ่ึงยอมดวย EtBr จึงวัดคาความเขมของแสงที่ปลอยจาก DNA ใน 
comet ทั้งหมด (รูปที่12 หมายเลข 1)  
  Integrated intensity (II) = IH + IT 
  โดยที่  IH = ƒHead area idA 
   IT + ƒTail area idA 
 2. Head DNA [%] คือ คาความเขมของแสงที่ปลอยออกมาจาก DNA ที่เกิดความ
เสียหายซึ่งเหลืออยูในนิวเคลยีส เมื่อเปรียบเทียบกับ 100 % ของ Integrated intensity 
(II)   (รูปที่ 12 หมายเลข 2)   

Head DNA [%]  = [IH /II] X 100  
 3. Tail DNA [%] คือ คาความเขมของแสงที่ปลอยออกมาจาก DNA ที่เกิดความ
เสียหายในสวน comet tail และอยูทางขวาของนิวเคลียส  เมื่อเปรียบเทยีบกับ 100 % 
ของ Integrated intensity (II)   (รูปที่ 12 หมายเลข 3) 

 

จากรูป Histogram (บน) 
1. วัด Integrated intensity   
 2. วัด Head DNA [%] 
 3. วัด Tail DNA [%] 
จากรูป comet (ลาง) 
4. วัด Head radius 
5. วัด Tail length 
 A B C 

1 

2 3 

4 5 
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  Tail DNA [%]  = [IT /II] X 100  
 4. Head radius (micrometers) คือ รัศมีของนิวเคลียสคือสวนของ DNA ที่ไมเกิด
ความเสียหายที่สวนหวัของ comet เทากับความยาวครึ่งหนึ่งของระยะจาก A ถึง B  
(รูปที่ 12 หมายเลข 4) 
 5. Tail length (micrometers) คือ ความยาวของสวนหางของ comet ที่บงบอกความ
เสียหาย ของ DNA เทากับระยะระหวาง B ถึง C เปน parameter ซ่ึงขึ้นอยูกับวิธีการวดั
เปนอยางมาก (รูปที่ 12 หมายเลข 5) 
 6. Tail moment คือ คาตัวเลขที่ไดจากการคํานวณระหวาง tail length คูณกับ       
tail DNA [%] 
  Tail moment  = Tail length X Tail DNA [%] 
 7. Olive moment คือ คาที่ไดจากผลของระยะหางระหวางจุดศูนยกลางจากสวนหัว
และหาง กับ tail DNA [%] 

 

 
รูปที่ 13 เปรียบเทียบเซลลที่เกิด DNA เสียหายระดับตางกัน (ก = เซลลที่ไมเกิด DNA damage,  
              ข = เซลลที่เกิด DNA damage ปานกลาง และ  ค = เซลลที่เกิด DNA damage มาก) 
ที่มา: Comet assay analysis for DNA damage. [Online], Accessed 27 Oct 2006. Available from   
          http://www.compucyte.com/pubcometassay.htm  

 
 
7. การศึกษาความเปนพิษของ CdCl2 และ Azadirachtin จากสารสักสะเดา 
 7.1. การศึกษาสอบความเปนพิษของ CdCl2 ในสัตวทดลอง 
 เมื่อหนูไดรับแคดเมียม 0.25 mg/kg จะไปสะสมมากที่ไต และความเปนพิษที่เร่ิมแสดง
อาการ คือ มีการขับน้ําตาลกลูโคส โปรตีน กรดอะมโิน แคดเมยีม และกรดยูริกเพิ่มมากขึ้นใน
ปสสาวะ มีการสังเคราะหน้าํตาลกลูโคสจากสารอื่นเพิ่มมากขึ้นที่ตับ ทําใหเกิดภาวะน้ําตาลในเลือด
สูง สวนพิษตอตับออนมีผลทําใหระดับอนิซูลินในเลือดต่ําลง (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 

ก ข ค 
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Nepomuceno และคณะ (1997) ศึกษา micronuclei ในเม็ดเลือดแดงของปลา Cyprinus  
carpio ที่ไดรับสารปรอทหรือโลหะปรอทที่มีความเขมขน 2, 20 และ 200 mg/L  เปนเวลา 159 วัน 
พบวา หลังจากการไดรับสารปรอทเปนเวลา 31 วัน พบคาความถี่ของ micronucleus (micronucleus 
frequencies; MNFs) สูงสุด 27.39 และ 21.07% ที่ความเขมขน  20 และ 200 mg/L ตามลําดับ 
(P<0.05) สวนความเขมขน 2 mg/L ไมพบคา MNFs  เพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05) 

Castano และคณะ (1998) ศึกษาความเปนพิษอยางเฉยีบพลันและเรื้อรังของ CdCl2 โดยการ
ฉีดเขาชองทองปลา Rainbow  trout  6 คร้ังคือ 0.5 mg/kg (วันที่ 1), 1.0 mg/kg (วันที่ 3, 7 และ 11) 
และ 2.0 mg/kg (วันที่ 15 และ 19) เพื่อวิเคราะหความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของแคดเมยีม  โดย
วัดการเคลื่อนยายของแคดเมียมไปยังเซลลหรือเนื้อเยื่อซ่ึงทําใหเกดิ micronucleus (MN)  และความ
ผิดปกติอ่ืนๆ ในเซลลเม็ดเลือดแดง  ดวยวิธี  Flow cytometry  พบวาในตับมีแคดเมยีมสะสม เทากับ 
27.8 µg/g   พบคา MNFs ในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลากลุมควบคุมและกลุมทดลอง เทากับ 0.012 
+ 0.008 และ 0.013 + 0.021  ตามลําดับ  

Ayllon และคณะ (2000) ศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ colchicine,  mitomycin 
C และ cyclophosphamide  และโลหะหนกั 2 ชนิด คือ แคดเมียมและปรอท ที่ความเขมขนตางๆ ใน
ปลา European  minnow (Phoxinus  phoxinus) และ mollie (Poecilia  latipinna)  ดวยเทคนิค 
Micronucleus test พบวาในปลา minnow  ที่ฉีด colchicine (10 mg/L)  และ  mitomycin C (20 
mg/L)  สามารถชักนําใหเกิด MN และความผิดปกติของนิวเคลียสอื่นๆ (P<0.01) สวนความเครียดที่
เกิดจากการฉดีซ้ําหลายครั้งไมมีผล  ปลาที่ฉีด CdCl2 เขมขน 1.7 mg/L โดยฉีด  2  คร้ัง สามารถชัก
นําใหเกิดความผิดปกติของนิวเคลียส แตไมชักนําใหเกดิ MN ในปลาทั้ง 2 ชนิด (P<0.05)  ปลา  
minnow ที่ฉีด Hg(NO3)2 ไมชักนําใหเกดิ MN และความผิดปกติของนิวเคลียสทุกความเขมขน แต
ในปลา  mollie  ที่ฉีด Hg(NO3)2 เขมขน 0.17 และ 1.7 mg/L ชักนําใหเกิด MN และความผิดปกติ
ของนิวเคลียส (P<0.05 และ P<0.01 ตามลําดับ) แสดงใหเห็นวาชนดิของปลา mollie มีความไวตอ
สารพิษและการชักนําใหเกิด MN เร็วกวาปลา minnow 
 Kalay และ Canli (2000) ศึกษาการกําจัดโลหะออกจากเนื้อเยื่อของปลา Tilapia zilli ที่
ไดรับ Cu, Zn, Cd และ Pb เขมขน 1.0 mg/L เปนเวลา 10 วัน พบวา Cd และ Pb สะสมอยูในตับ 
เหงือก สมอง และกลามเนื้อเพิ่มขึ้นหลายเทาเมื่อเทยีบกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
โดยในสมองพบ Pb สะสมอยูในระดับสูง สวน Cu พบสะสมอยูในเนื้อเยื่อทุกชนิด ยกเวนใน
กลามเนื้อ สวน Zn สะสมในเนื้อเยื่อทุกชนิดไมแตกตางกัน (P>0.05) หลังจากเมื่อยายปลาไปเลี้ยง
ในน้ําที่ไมมีโลหะเจือปน เพื่อตรวจหาโลหะจากเนื้อเยื่อของปลาหลังจากเลี้ยงไวเปนเวลา 30 วนั 
พบวา ระดับของ Cd, Cu และ Pb ในเหงือกลดลง เทากบั 21.5, 7.37 และ 3.02 เทา อยางมีนัยสําคญั 
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(P<0.001, P<0.05 และ P<0.05 ) ตามลําดับ สวนในตบัปลาพบวาไมสามารถกําจัด Cd และ Cu ได
มีเพียง Pb เทานั้นที่สามารถกําจัดออกจากตับไดอยางมีนัยสําคัญ แสดงใหเห็นวา การกําจัดโลหะ
ออกจากเนื้อเยือ่ของ ปลาขึ้นอยูชนิดของเนือ้เยื่อและชนิดของโลหะ 

สุวิมล (2003) ศึกษาความเปนพิษแบบเฉยีบพลันและความเปนพษิแบบเรื้อรังของ CdCl2 
ตอปลาตะเพียนขาววยัออนในระยะเวลา 96 ช่ัวโมงและ 3 เดือน ดวยการตรวจวัดระดับการ
แสดงออกของยีน metallothionine mRNA (MTmRNA) จากการศกึษาความเปนพษิแบบเฉียบพลัน
ของ CdCl2 ตอปลาตะเพียนขาวที่ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบวามีคา คา LC50 เทากับ 
3.81, 3.41, 3.23 และ 2.88 mg/L ตามลําดับ และพบวาในตับและไตมีการแสดงออกของยีน 
MTmRNA มากที่สุดระหวางวันที่ 28-35 และในระหวางวันที่ 63-84 ในปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 โดย
เพิ่มสูงกวากลุมควบคุม และการแสดงออกของยีน MTmRNA ในตับและไตของปลาที่ไดรับ CdCl2 
เขมขน 0.012 mg/L มีคาเทากับ 4.20 และ 3.34 เทา ตามลําดับ สวนปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 
0.12 mg/L พบการแสดงออกของยีน MTmRNA ในตบัและไต มีคาเทากับ 4.93 และ 5.57 เทา 
ตามลําดับ การแสดงออกของยีน MTmRNA ที่เพิ่มขึ้น อาจมีความสาํคัญตอการยึดจับของเซลลกับ
แคดเมียมที่สะสมมากขึ้นในเซลลตับและไต 

Rodriguez-Cea  และคณะ (2003) ใชเทคนิค Micronucleus test ศึกษาความเปนพษิตอสาร
พันธุกรรมในเม็ดเลือดแดงจากไตของปลา brown  trout, European  ell  และ  European  minnow  ที่
อาศัยอยูในแหลงน้ําจืดที่เกดิมลพิษของยุโรปและใชปลาเปน biomarker โดยใหปลาไดรับ 
genotoxic  compounds 3 ชนิด คือ colchicine, cyclophosphamide และ cadmium  โดยวิธีการแช  
พบวาปลา  brown  trout  มีความไวตอสารพิษทั้ง  3  ชนิดมากกวาปลา minnow และ eel  และเมื่อ
สํารวจปลาในแหลงน้ําจดืทัว่ๆไป  ที่มีระดับความเปนพิษแตกตางกนั  พบวา  ปลา minnow และ
ปลาไหล  ที่อาศัยอยูในแหลงน้ําที่ปนเปอนสารพิษ  มีคารอยละของ MN  ไมสูงกวาคาเฉลี่ยของ MN 
ที่พบในปลาทีจ่ับไดจากแหลงน้ําสะอาด สวนในปลา brown  trout  ที่อาศัยอยูในแหลงน้ําที่เปน
มลพษิ  มีคารอยละของ MN สูงกวาคาเฉลี่ยของ MN ที่พบในปลาที่จับไดจากแหลงน้าํสะอาด แสดง
ใหเห็นวาสามารถใชปลา  brown  trout  เปน  biomonitoring  ของสารปนเปอนที่มฤีทธิ์ทําลายสาร
พันธุกรรมในแหลงน้ําจดืได 
 Tilton และคณะ (2003) ศึกษาผลของ CdCl2 ตอการตอบสนองทางสรีระวิทยาในระบบ
สืบพันธุของปลา Japanese mekada (Oryzias latipes) ซ่ึงไดรับ CdCl2 เขมขน 0-0.01 mg/L เปนเวลา 
7 สัปดาห พบวาปลาทั้งเพศผูและเพศเมยีทุกกลุมที่ไดรับ CdCl2 มีการปลอย gonadal steroid ลดลง
อยางมีนัยสําคญั สวนปลาเพศเมียอวัยวะสืบพันธุเพศเมยีที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 5 mg/L พบระดับ
ของ plasma estradiol สูงกวาในปลากลุม (P<0.05)  
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Chandra และ Khuda-Bukhsh (2004) ศึกษา genotoxic effects ของ CdCl2 เขมขน 0.003 
และ 0.05% และ Azadirachtin (Aza) เขมขน 0.0005% โดยฉีดสารชนิดเดยีวหรือสารสองชนิดใน
ปลา O. mossambicus พบวาทั้ง CdCl2 เขมขน 0.003 และ 0.05% และ Azadirachtin เขมขน 
0.0005% เปนเวลา 6, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหเกดิ MN และความผิดปกติของ
นิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงและเนื้อเยือ่ คือ กลามเนื้อ หัวใจ ตา สมอง เหงือกตับ มาม และไต
ของปลาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (P<0.001 และ P<0.01 ตามลําดับ) และเมื่อฉีด CdCl2 เขมขน 
0.003 และ 0.05% รวมกับ Aza เขมขน 0.0005% เขาในกลามเนื้อปลา พบวาทุกกลุมกอใหเกิดความ
ผิดปกติของโครโมโซมในเซลลเม็ดเลือดแดงปลานิล โดยผลจะเพิ่มมากขึ้นถึง 48 ช่ัวโมง และเริม่
ลดลงใน 72 และ 96 ช่ัวโมง  

Lacroix และ Hontela (2004) ศึกษาผลกระทบของ CdCl2 เขมขน 0.01-100 mM ตอเซลล 
adrenocortical ในปลา rainbow trout (Oncorhychus mykiss) และปลา yellow perch (Perca  
flavescens) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวา CdCl2 สามารถยับยั้งการหล่ัง cortisol ที่ถูกกระตุนโดย 
Adrenocorticotropic hormone (ACTH) ในปลาทั้งสองชนิด โดยมีคา EC50 ของปลาทั้งสองชนิด
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ คือ CdCl2 0.09 และ 0.26 mM ในปลา rainbow trout และปลา yellow 
perch ตามลําดับ และ CdCl2 สามารถทําใหเกิด endocrine disruptor  โดยวัดจากอัตราสวนของ 
LC50/EC50 พบวามีคาเทากับ 175.6 ในปลา rainbow trout ซ่ึงสูงกวาปลา yellow perch ที่มีคาเทากบั 
37.7  สรุปไดวา CdCl2 ทําใหเกิด endocrine disruptor  ในปลา rainbow trout มากกวาปลา yellow 
perch และมีผลตอ ACTH, dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP) และ pregnenolone ที่กระตุนใหเกดิ
การหลั่ง cortisol นอกจากนี้ยังรบกวนการสงสัญญาณในการสังเคราะห  cortisol ในปลาทั้งสอง
ชนิดดวย 

Yilmaz และคณะ (2004) ศึกษาความเปนพษิแบบเฉยีบพลันของ CdCl2 2H2O ตอพฤติกรรม
ของปลาหางนกยูง (Poecilia recticulata) พบวา ปลาหางนกยูงทีไ่ดรับ CdCl2 2H2O มีคา LC50 ที่ 90 
ช่ัวโมง เมื่อตรวจดวยดวยเทคนิค EPA computer programe และ Behrens-Kaeber’s method เทากับ 
30.4 และ 30.6%  ตามลําดบั และมีผลตอการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของปลาหางนกยูง คือ วายน้ํา
ไมตรง วายชนขอบภาชนะ หายใจไมถนัด และไปรวมกลุมกันที่บริเวณแผนกรองอากาศ  

อุดารัตน และคณะ (2005) สํารวจการปนเปอนของโลหะหนกัแคดเมียมในเนื้อเยื่อของปลา
ดุกดาน (C. batrachus) จากแหลงขายในกรุงเทพมหานครระหวางเดือนเมษายน-พฤษภาคม 2547 
ดวยเทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometry พบวาการปนเปอนของแคดเมยีมในเนื้อ หนงั 
เหงือก และตบั เทากับ 0-0.036, 0-0.045, 0.001-0.0067 และ 0.010-0.185 mg/L ตามลําดับ โดยตบัมี
ระดับการสะสมแคดเมยีมมากที่สุด 
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Arkhipchuk และ Garanko (2005) ศึกษา cytotoxicity และ genotoxicity ของ CuSO4 
เขมขน 0.1 และ 2.5 mg/L, CdCl2 เขมขน 0.005 และ 1.0 mg/L และ chloral hydrate ซ่ึงเปนยาระงับ
ประสาท เปนเวลา 30-180 นาที ตอเนื้อเยือ่บริเวณครีบหางปลา commom crap, crucian carp และ 
Mozimbique tilapia พบวา ปลา commom crap และปลา crucian carp ที่ไดรับ CuSO4 และ CdCl2 

เปนเวลา 3 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหเกดิจาํนวน nucleolus ลดลง (P<0.001) สวนปลา crucian carp 
พบวา CuSO4 เขมขน 0.1 และ 2.5 mg/L สามารถชักนําใหเกิด BN ในเลือดเพิ่มขึ้น (P<0.01 และ 
P<0.001) และ CdCl2 เขมขน 0.005 และ 1.0 mg/L สามารถชักนําใหเกิด MN และ BN เพิ่มขึน้ 
(P<0.001) และพบวา CuSO4 เขมขน 2.5 mg/L สามารถชักนําใหเกดิ MN และ BN ในเซลลเยื่อบผิุว
เหงือกของปลา crucian carp เพิ่มขึ้น (P<0.01) สวน CdCl2 เขมขน 1.0 mg/L ชักนําใหเกิด MN และ 
BN เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P<0.001 และ P<0.05) สวนเซลลจากครีบปลา crucian carp พบวา 
CuSO4 เขมขน 0.1 และ 2.5 mg/L สามารถชักนําใหเกดิ MN เพิ่มขึ้น (P<0.001) CdCl2 เขมขน 1.0 
mg/L ชักนําใหเกิด MN เพิ่มขึ้น (P<0.01) แสดงใหเหน็วา CuSO4 เขมขน 2.5 mg/L สามารถชักนาํ
ใหเกิด MN และ BN ในเซลลเยื่อบุผิวเหงือกและเซลลจากครีบหางปลา crucian carp สูงกวาเซลล
เม็ดเลือด สวน CdCl2 เขมขน 0.1 และ 1.0 mg/L สามารถชักนําใหเกดิ MN และ BN ในเซลลเหงือก
และเซลลเม็ดเลือด สูงกวาเซลลจากครีบหางปลา crucian carp และพบวาคา BNFs ของเซลลเม็ด
เลือดแดงสูงกวาเซลลเยื่อบุผิวเหงือก แตพบคา MNFs ต่ํากวาเซลลเยือ่บุผิวเหงือกในปลา crucian 
carp ที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 1.0 mg/L 

Cavas และคณะ (2005) ศึกษาการชักนําใหเกิด MN และ BN ในเซลลเม็ดเลือดแดง  เซลล
เยื่อบุผิวเหงือกและเซลลตับในปลา 3 ชนดิ common carp, prussian carp และ peppered cory โดย
ปลาไดรับ CdCl2 เขมขน 0.005-0.1 mg/L และ CuSO4 เขมขน 0.01-0.25 mg/L เปนเวลา 21 วัน โดย
ใชโครเมียม (Cr+6) เขมขน 5 mg/L เปน positive control เมื่อเปรียบเทยีบการเพิ่มขึ้นเปนรอยละของ 
MN และ BN กับกลุมควบคมุ พบคา ในปลา peppered cory ที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.005  mg/L พบ
คา MNFs ในเซลลเม็ดเลือดแดง (P<0.01) และพบคา BNFs ในเซลลตับสูงกวาปลากลุมควบคุม 
(P<0.01) สวนปลาที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.1 mg/L  พบคา MNFs ในเซลลเยื่อบุผิวเหงือกและตบั 
และคา BNFs ในเซลลเลือดและตับสูงกวาปลากลุมควบคุม (P<0.01)   ในปลา prussian carp ที่
ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.1  mg/L พบคา MNFs ในเซลลตับ และพบคา BNFs ในเซลลเม็ดเลือดแดง 
เซลลเยื่อบุผิวเหงือก และเซลลตับสูงกวาปลากลุมควบคุม (P<0.05, P<0.01 และ P<0.001) 
ตามลําดับ  ในปลา common carp ที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.1  mg/L พบคา MNFs ในเซลลเม็ดเลือด
แดงและเซลลตับสูงกวาปลากลุมควบคุม (P<0.05 และ P<0.01) ตามลําดับ และพบคา BNFs ใน
เซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิวเหงือกสูงกวาปลากลุมควบคุม (P<0.01) ตามลําดับ สวนปลา 
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common carp และปลา prussian carp ที่ไดรับ CuSO4 เขมขน 0.01  mg/L พบคา MNFs ในเซลลเยือ่
บุผิวเหงือกปลา prussian carp สูงกวาปลากลุมควบคุม (P<0.01) สวนเซลลเยื่อบุผิวเหงือกและตับ
ของปลา common carp ที่ไดรับ CuSO4 เขมขน 0.25  mg/L พบคา MNFs  สูงกวาปลากลุมควบคุม 
(P<0.05) และเซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงือกและเซลลตับของปลา prussian carp ที่ไดรับ 
CuSO4 เขมขน 0.25  mg/L พบคา MNFs  สูงกวาปลากลุมควบคุม ((P<0.01, P<0.01 และ P<0.05) 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา peppered cory มีความไวตอ CdCl2 มากกวา
ปลา common carp และ prussian carp และเซลลเยื่อบุผิวเหงือกของปลา prussian carp มีความไวตอ 
CuSO4 มากกวาปลา common carp และ peppered cory 

Cicik และ Engin (2005) ศึกษาระดับของ glucose ในซีรัมและ glycogen ที่สะสมในปลา 
common carp ที่ไดรับแคดเมยีมเขมขน 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mg/L เปนเวลา 10 วนั พบวา แคดเมยีมทุก
ความเขมขนทาํใหระดับ glucose ในซีรัมเพิ่มสูงขึ้นกวากลุมควบคุม โดยระดับ glucose ในซีรัมเพิม่
สูงขึ้นเมื่อปลา common carp ไดรับแคดเมียม 0.5 และ 1.0 mg/L อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
นอกจากนี้ยังพบระดับของ glycogen ที่สะสมในตับและกลามเนื้อลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
(P<0.05) โดยเฉพาะแคดเมียมเขมขน 1.0 mg/L มีผลทําใหระดับของ glycogen ที่สะสมในตับและ
กลามเนื้อลดลง 23.72 และ 29.05% ตามลําดับ แสดงใหเหน็วา แคดเมยีมสามารถเปลี่ยน 
carbohydrate metabolism ในปลา common carp ได 

Fourie และคณะ (2006) ศึกษาเปรียบเทียบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdSO4 
เขมขน 2.5-20 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในไสเดือนดนิ 5 ชนิด ดวยเทคนิค Comet assay พบวา 
ไสเดือนดนิ 3 ชนิด คือ  Aporrectodea  caliginosa, Dendrodrilus  rubidus และ Eisenia fetida มี
ความไวตอสารพิษมากกวา Amynthas diffringens และ Microchaetus benhami โดยพบวาเกิด DNA 
damage สูงวากลุมควบคุมถึง 3 เทา (P<0.05) สวน E.  fetida พบวา CdSO4 ทําใหเกดิ DNA damage 
สูงสุด 
 Jayakumar และคณะ (2006) ศึกษาการสะสมของแคดเมยีมในเนื้อเยื่อบริเวณตางๆของปลา
ดุกดาน C. batrachus โดยแชใน CdCl2 เขมขน 7 mg/L เปนเวลา 60 วัน พบวา ในเนื้อเยื่อของปลาดุก
ดานมีการสะสมของแคดเมียมมาก คือ เหงอืก > ไต > ตับ >ผิวหนัง > กลามเนื้อ โดยมีคาเฉลี่ยของ 
CdCl2 เทากับ 0.98+0.03, 0.81+0.01, 0.77+0.01, 0.31+0.01 และ 0.04+0.00 mg/L ตามลําดับ ซ่ึง
แตกตางระหวางกลุมควบคุมของแตละเนื้อเยื่อ (P<0.05) 
 Matsumoto และคณะ (2006) ศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของโครเมียมที่ปนเปอน
จากบริเวณตางๆ จากลําธาร Corrogo dos bargres ในประเทศบราซิลตอเซลลเม็ดเลือดแดงปลานลิ 
O. niloticus โดยใชเทคนิค Micronucleus test และ Comet assay พบวา ปริมาณโครเมียมที่พบใน
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สวน upstream นั้น ไมชักนําใหเกิด MN และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนิวเคลียสตางจากกลุมควบคุม 
สวนแหลงน้ําบริเวณ effluent discharge และ downstream site นั้น ทําใหเซลลเกิดความเสียหายโดย
มีคา comet scores เฉลี่ยเทากับ 70.17 และ 62.0 ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) 
 Matz และคณะ (2007) ศึกษาการสะสมและการกําจัด CdCl2 0-125 µM เปนเวลา 3 ช่ัวโมง
ในตัวออนปลามาลาย (Danio rerio) ดวยเทคนิค graphite furnace AAS  พบวา ตวัออนปลามาลายที่
ไดรับ CdCl2 เขมขน 1.0 และ 5 µM  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง มีแคดเมียมสะสมมากกวาตวัออนปลากลุม
ควบคุม (P<0.001) และหลังจากไดรับ CdCl2 เขมขน 5.0, 25 และ 125 µM เปนเวลา 0, 12 และ 24 
ช่ัวโมง พบวา ตัวออนปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 5 µM มีการสะสมแคดเมียมในตัวปลามาลาย
ลดลง ซ่ึงไมแตกตางจากปลากลุมที่ไดรับ CdCl2  เขมขน 25 และ 125 µM อยางมีนยัสําคัญ โดยพบ
แคดเมียมในตวัออนปลามาลายนอยกวาตัวออนปลากลุมที่ไดรับ CdCl2  เขมขน 125 µM ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา ตวัออนของปลามาลายสามารถลดระดับของแคดเมยีมในรางกายหลังจาก
ไดรับ CdCl2 ที่ทําใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลันในระยะเวลาสั้นๆ  
 

 7.2. การศึกษาความเปนพิษของ CdCl2 ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ฐิฏิรัตน (2005) ศึกษาเปรียบเทียบวิธีประเมินความเปนพิษของ CdCl2 ตอเซลลและความ

เปนพิษตอสารพันธุกรรมของแคดเมียมตอเซลล L929, BHK21 และ HepG2 ในอาหาร DMEM ที่มี 
0 และ 2.5% FBS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา อัตราการรอดชีวิตของเซลลทั้ง 3 ชนิด ทีเ่ล้ียงในอาหาร 
DMEM ที่มี 0 และ 2.5% FBS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในกลุมควบคุมไมมีความแตกตางกัน (P>0.05) 
สวนเซลลที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.64 µM มีอัตราการรอดชีวิตแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) 
จากการเปรยีบเทียบวิธีตรวจสอบความเปนพิษของ CdCl2 ตอเซลล พบวา ความไวของวิธีตรวจสอบ
พิษของ CdCl2 ตอเซลล L929 ในกลุมที่ไมมีซีรัม คือ Trypan Blue > Neutral red  > MTT assay และ
มีคา IC50 เทากับ 0.90±0.30, 1.00±0.17 และ 4.94±1.96 ตามลําดับ ในกลุมที่มีซีรัม 2.5% ความไว
ของวิธีตรวจสอบ คือ Neutral red  > MTT assay > Trypan Blue และมีคา IC50 เทากับ 4.25±1.98, 
6.85±3.33 และ 9.13±1.18 ตามลําดับ สวนเซลล BHK21 และ HepG2 พบวามีความไวในการ
ตรวจสอบเหมอืนกัน คือ Neutral red  > Trypan Blue > MTT assay  พบวา ผลของซีรัมทําใหความถี่
ของ MN เพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ CdCl2 เมื่อทดสอบกับเซลล L929 พบวา เซลล L929 มีความ
เหมาะสมตอการใชประเมินความเปนพษิตอสารพันธุกรรม และเทคนิค Trypan Blue และ Neutral 
red  เปนวิธีทีม่ีความไวในการทดสอบสารพิษของ CdCl2 ตอเซลล 
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Kasuba และ Rozeaj (2000) ไดศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 เขมขน   
10-3-10-6 M ตอเซลลเม็ดเลือดขาวของมนษุยที่เพาะเลี้ยงอยูในระยะ G0 และ S ในวัฏจักรเซลล เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง โดยใชอาหาร F-10 culture medium ผสม phytohemagglutinin และวัดการเกิด MN 
พบวา CdCl2 เขมขน 10-3 M ทําใหเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมตอเซลลเม็ดเลือดขาวในระยะ 
G0 เพิ่มขึ้นตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  และเซลลเม็ดเลือดขาวในระยะ S ที่ไดรับ CdCl2 
เขมขน 10-3-10-6M พบคา MNFs เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) 
 Mouron และคณะ (2001) ศึกษาผลของสารเคมีที่มีพิษตอการทาํลายดีเอ็นเอในเซลล  
human  lung  fibroblast  ดวยวิธี  SCGE  assay  หรือ Comet  assay  พบวา CdCl2 เขมขน 4 µM, 
CdSO4  เขมขน 0.067 และ 0.13 µM, NaAsO2 เขมขน 2.5, 5 µM  และ C2H7AsO2 เขมขน 125, 250 
และ 500 µM  ทําใหเกิด DNA  damage ในเซลล  human  lung  fibroblast อยางมีนัยสําคัญ  

Seoane  และ  Dulout (2001) ศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมเพื่อ
ประเมิน DNA  damage, gene  mutation และ chromosome  breakage ของเกลือโลหะโดยใชวิธีการ 
Micronucleus  test ดวยการยอมสี kinetochore ในเซลล fibroblast ของมนุษย (MRC-5)  พบวา 
สารประกอบ CdCl2, CdSO4, NiCl, Ni2SO4, CrCl3 และ K2SO4 ทําใหความถี่ของ MN ที่เปน 
kinetochore-positive เพิ่มสูงขึ้นกวากลุม kinetochore-negative (P<0.001) และพบวาเกลือของ
แคดเมียมและโครเมียมสามารถชักนําเกิด clastogenic และ aneugenic เทาๆ กัน  สวนนกิเกิลนั้น
พบวาสามารถชักนําใหเกดิความเปนพษิตอสารพันธุกรรมต่ํากวาเกลือโลหะอ่ืนๆ   

Fatur และคณะ (2002) ศึกษา DNA damage และการสงัเคราะห metallothionine ในเซลล 
HepG2 ซ่ึงเปนเซลลตับมนุษย เมื่อไดรับ CdCl2 เขมขน 10, 100 และ 1000 nM และผสมกับ 2 
amino-3-methyl-imidazo (4,5-f) quinoline (IQ) และ benzo [a] pyrene (B(a)P) พบวา เซลล HepG2 
ที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 10-1000 nM เปนเวลา 12 ช่ัวโมง ทําใหเกิด DNA damage และมีการ
สังเคราะห metallothionine เพิ่มขึ้น และเมือ่เซลล HepG2 ไดรับ CdCl2 เขมขน 10-100 nM กับ IQ 
เขมขน 300 µM สามารถชักนําใหเกิด DNA damage เพิม่ขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับ IQ เพียงอยาง
เดียว และยังสามารถชักนําใหเกิด MN เพิ่มขึ้นเมื่อไดรับ IQ รวมดวย  

Yang และคณะ (2004) ศกึษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ cadmium acetate เขมขน 
4 µM ที่มี 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) เขมขน 80 mM ตอเซลล CHO-K1 พบวา cadmium acetate 
สามารถชักนําใหเกิดการกลายพันธุในเซลล CHO-K1 โดยพบความถี่ของเซลลที่กลายพนัธุ 11 และ 
16 เทา เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม และพบวา cadmium acetate สามารถชักนําใหเกดิการกลายพนัธุ
แบบ tranversions มากกวาแบบ transitions โดย cadmium acetate ที่มี 3-AT จะทําใหเซลล CHO-K1 
เกิดการกลายพันธุแบบ GC-AT transitions เพิ่มขึ้น และการกลายพนัธุแบบ TA-AT และ TA-GC 
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transversions ลดลง นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม catalase ภายในเซลลจะชวยปองกันการเกดิ 
oxidative DNA damage พรอมๆ กับการกลายพันธุแบบ deletions และ GC-AT transitions ทั้งนี้
ขึ้นอยูกับความเขมขนของแคดเมียมที่ไดรับ  

ศรัญญา (2006) ศึกษาปริมาณแคดเมยีมที่สะสมในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของปลาชอน 
(Ophicephalus striatus) จากตลาดบางกอกนอย ตลาดราชวัตร ตลาดยิง่เจริญ ตลาดวงเวียนใหญและ
ตลาดสายเนตรในกรุงเทพมหานคร ดวยเทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometer และศึกษา
ความเปนพษิตอสารพันธุกรรมในเซลลปลาชอนเพาะเลีย้งดวยเทคนคิ Micronucleus test พบวา 
ปริมาณแคดเมยีมในเนื้อ เทากับ 0.02-0.11 mg/L หนังและเหงือก เทากบั 0.02-0.08 mg/L และพบที่
ตับปริมาณสูงสุด เทากับ 0.13-1.68 mg/L โดยเฉพาะตับจากปลาตัวอยางที่เก็บจากตลาดบางกอก
นอยมีปริมาณสูงถึง 1.68 mg/L และผลการศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 เขมขน 
0.005, 0.05, 0.5 และ 5 mg/L ในเซลลปลาชอนเพาะเลี้ยง (SSN-1 cells) เปนเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง พบวาเซลลที่ไดรับ CdCl2 เขมขน  0.05, 0.5 และ 5 mg/L เปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง มี 
MNFs เพิ่มขึน้อยางมีนยัสําคัญ โดยคา MNFs ที่เพิ่มขึ้นนั้นมีความสัมพันธกับระดับของแคดเมยีม
และระยะเวลาที่สัมผัสกับแคดเมียม ในขณะที่ CdCl2 เขมขน 0.005 mg/L พบคา MNFs ไม
เปล่ียนแปลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมตลอดระยะเวลาที่ศึกษา แสดงใหเห็นวา เซลล SSN-1 สามารถ
ใชเปนโมเดลในการตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมได และระดับของแคดเมียมที่เขาสู
เซลลมีความสัมพันธกับ MNFs โดยระดบัคา MNFs จะเพิ่มตามระดับของแคดเมยีมที่มีอยูภายใน
เซลลซ่ึงสอดคลองกับระดับแคดเมียมและเวลาที่สัมผัสกับสารแคดเมียม 
 
 7.3. การศึกษาสอบความเปนพิษของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาในสัตวทดลอง 

วินัย และคณะ (2542) ศึกษาองคประกอบทางเคมีของเมล็ดสะเดาเทยีม (A. excelsa) ดวย
เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ และผลของสารสกัดตอหนอนใยผัก (Plutella xylostella) พบวา ม ี
azadirachtin A, B และ M เทากับ 0.5-1 , 2-3 และ 4-5 mg/g ตามลําดบั และประสทิธิภาพของสาร
สกัดสะเดาเทยีมกับหนอนใยผักวยั 3 มีคา LD50 เทากับ 46.8 mg/L  และพบปริมาณกรดไขมันใน
น้ํามันสะเดาเทียมคลายกับน้ํามันจากสะเดาไทย  ประกอบดวย palmitic, stearic, oleic, linolenic 
และ arazinodic acid  ในปริมาณ 14.2 , 8.7 , 42.7 , 31.4 , 1.6 และ 1% ตามลําดับ 

Mancebo และคณะ (2001) ศึกษาผลของสารสกัดจากสะเดาไทย (Azadirachta indica A. 
Juss.)  2 ยีห่อ คือ Azathin และ Nim 80  ที่มี Azadiracthtin 3% และ 0.1% ตามลําดับ โดยผสมให
เขมขน 0.1 , 0.32 , 1.0, 3.2 และ 10%  ของอาหารในแมลงที่กัดกินยอดตนมะฮอกกานี (Hypsipyla  
grandella)  พบวา Azathin และ Nim 80 ความเขมขน 1.0, 3.2 และ 10% ทําใหแมลงตายและมีผล
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ยับยั้งการเจรญิเติบโต และNim 80 ทุกความเขมขนยังทําใหตวัออนแมลงตายหลังจากลอกคราบ 4 
วัน 

Raizada  และคณะ (2001) ศึกษาความเปนพิษแบบเรื้อรังของ Azadiracthtin (Aza 12%) ซ่ึง
เปนสารฆาแมลงที่สกัดจากสะเดา โดยใหหนูกนิ 500, 1,000 และ 1,500 mg/kg ตอวัน เปนเวลา 90 
วัน ตรวจไมพบความเปนพิษเกิดขึ้น สวนอัตราการตาย การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อและการ
เปล่ียนแปลงของเอนไซม  ไดแก aminotranferase, alanine aminotranferase และ alkaline 
phosphatase ไมตางจากกลุมควบคุม และพบวาหนูทั้งสองเพศสามารถทนอยูได จึงใชผลการทดลอง
นี้เปนพืน้ฐานในการกําหนดระดับความเขมขนที่ไมแสดงผล NOEL (No Observed effects level)  
ของสาร Azadirachtin เทากบั 1500 mg/kg 

Khan และคณะ (2003) ศึกษาผลของสารสกัดจากใบสะเดาที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอ
จํานวนและโครงสรางของ sperm จาก epididymis ระยะ metaphase I ในหนู (Mas  musculus)โดย
วิเคราะหความเสียหายของโครโมโซม คือ fragments และ translocations สวนความผิดปกติของชุด
โครโมโซม คือ polyploidy, aneuploidy และ synap disturbance  พบวา  Azadirachtin เขมขน 0.5, 
1.0 และ 2.0 g  ทําใหเกิดความผิดปกติทกุลักษณะเพิ่มขึ้น (P<0.001) และ ยังเปนสารกอมะเร็งใน 
epididymis ของหนูอีกดวย  แสดงใหเหน็วา สารสกัดจากใบสะเดาทําใหเกิดความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมในหน ู

Khan และ Awasthy (2003) ศึกษาการเกดิความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของสารสกัดจาก
ใบสะเดาดวยเอทานอล 80%(v/v) ในหนู Swiss albino อายุ 6-8 สัปดาห แลวตรวจความผิดปกติของ
โครโมโซมดวยเทคนิค G-band technique พบวา สารสกัดจากใบสะเดาเขมขน 0.5, 1.0 และ 2.0 g 
สามารถชักนําใหเกิดความผดิปกติของจํานวนโครโมโซม ซ่ึงคิดเปน 17.6, 23.07 และ 25.4% 
ตามลําดับซึ่งแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.01) แตไมพบวาเซลลอสุจิมีความแตกตางกันกับกลุม
ควบคุม สวนจาํนวนอสุจนิั้น พบวา มีปริมาณลดลงในกลุมทดลอง เทากับ 7.92 X 106, 5.998 X 106 
และ 5.81 X 106 cells/ml ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (P<0.01) แสดงให
เห็นวา สารสกัดจากใบสะเดาทําใหเกิดความผิดปกติของจํานวนโครโมโซมในหน ู

Baral และ Chattopadhyay (2004) ศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันและยับยั้งการเกิดมะเร็ง
ชนิด Ehrlich carcinoma และ B16 melanoma ของหนูพนัธุ Swiss และ C57BL/6 โดยใหหนูฉีดสาร
สกัดจากใบสะเดา เขมขน 1 ml/week เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา สารสกัดจากใบสะเดาจะลดอัตรา
การเจริญของมะเร็งและเนื้องอก (P<0.01) และยังเพิ่มอัตราการรอดชีวติของหนูดวย และพบวา สาร
สกัดจากใบสะเดาไมสามารถยับยั้งการเจรญิของเซลลเนื้องอกไดเหมือนกับกลุมควบคุมที่ไดรับ 
PBS สวนกลุมที่ไดรับการฉีดสารสกัดสะเดามีอัตราการแบงเซลลของเม็ดเลือดขาวจากมามเขาสู

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



    45   

กระแสเลือดเพิ่มสูงขึ้นกวากลุมควบคุมเมือ่ตรวจดวยเทคนิค Flow cytometry นอกจากนีย้ังมีการ
เพิ่มขึ้นของ CD4+ และ CD8+ ของ T-cell ทําใหเซลลเม็ดเลือดขาวแบงตวัเพิ่มขึ้น แสดงใหเห็นวาสาร
สกัดจากใบสะเดามีผลตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันโดยทําใหเซลลเม็ดเลือดขาวแบงตัวเพิ่มขึ้น 

Farah และคณะ (2005) ศึกษาการยับยัง้การกอกลายพันธุของสาร penthachlorophenol 
(PCP) เขมขน 0.06 mg/L และ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เขมขน 75 mg/L เปนเวลา 
24-96 ช่ัวโมง สวนกลุมควบคุมใหสารสกัดจากใบสะเดาอินเดยี 3 mg/L ในปลาชอน (Channa  
punctatus) ทําใหเกิดความผดิปกติของโครโมโซมและ MN เพิ่มสงูขึ้น ยกเวนปลากลุมที่ไดรับสาร
สกัดสะเดา  สวนปลากลุมที่ไดรับสารสกัดสะเดา 1, 2 และ 3 mg/L ซ่ึงผสมกับ PCP  และ 2,4-D 
พบวา ปลาชอนที่ไดรับสารผสมระหวางสารสกัดสะเดากับ PCP และ 2,4-D มีความถี่ของ
โครโมโซมที่ผิดปกติลดลง 40-75 และ 45.4-83.3% ตามลําดับ และคา MNFs ลดลง 40.2-75.3 และ 
44.1-65.8% ตามลําดับ (P<0.05) 
 

 7.4. การศึกษาความเปนพิษของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาในเซลลเพาะเลี้ยง 
คณิตส (2005) ศึกษาความเปนพิษตอเซลลและสารพันธุกรรมของสารสกัดจากสะเดาซึ่งมี

ช่ือทางการคาวา สะเดาไทย 111 ที่มี Azadirachtin เขมขน 0.10-0.20 µM ตอเซลลเพาะเลี้ยงของหน ู
(L929) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา อัตราการรอดชีวิตของเซลล L929 ในอาหารที่มแีละไมมีซีรัมที่
ตรวจดวยเทคนิค Trypan Blue exclusion มีคา IC50 เทากับ 0.23 และ 0.15 µM ตามลําดับ และ มีคา 
IC50 เทากับ 0.37 และ 0.21 µM ตามลําดับ เมื่อตรวจดวยวิธี MTT assay สวนความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมซึ่งตรวจดวยเทคนิค Micronucleus test พบวา Azadirachtin  เขมขน 0.10, 0.15 และ 0.20 
µM สามารถชักนําใหเกดิ MN เพิ่มสูงขึ้น แตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.01) และลด
อัตราการแบงเซลลลง  

Salehzadeh และคณะ (2003) ศึกษาการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลแมลง Spodoptera 
frugiperda (Sf9) และ Aedes albopictus (C3/36) ที่ไดรับ Azadirachtin เขมขน 10-4 -10-8 M เปนเวลา 
20-72 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค Flow cytometry พบวา การเจรญิของเซลลแมลง sf9 ในอาหาร TNM-NH 
ที่ไมมี Azadirachtin พบเซลลที่อยูในระยะ G1, S และ G2/M เทากบั 61±6, 11±6 และ 28±3%  
ตามลําดับ แตถาเซลลไดรับ Azadirachtin 5 X 10-8 M เปนเวลา 20 ช่ัวโมง มีผลทําใหวัฏจักรการแบง
เซลลของเซลล sf9 ที่อยูในระยะ G2/M คาเพิ่มสูงกวากลุมควบคุม 42%  สวนเซลลในระยะ G1 มี
สัดสวนลดลง แตถาเซลลไดรับ Azadirachtin 5X10-6 M เปนเวลา  20 ช่ัวโมง พบเซลลที่อยูในระยะ 
G2/M มากกวา 90% ในทางตรงกันขาม Azadirachtin 10-4 M มีผลทําใหวัฏจักรการแบงเซลลของ
เซลล sf9  และมีสัดสวนของเซลลในระยะ G1 กับ G2/M เทากับ  8% สวนในเซลล C3/36 ที่ไดรับ 
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Azadirachtin 5X10-6 M เปนเวลา 20 ช่ัวโมง พบเซลลที่อยูในระยะ G2/M และสัดสวนของเซลลใน
ระยะ G1 กับ G2/M มีคาเทากับ 7 และ 87% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งพบวามคีา
เทากับ 50 และ 32% ตามลําดับ แตการทดลองในเซลล L929 ที่ไดรับ Azadirachtin เขมขน 10-4 M 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของเซลล  

Bandyopadhyay และคณะ (2004) ศึกษาสารสกัดจากเปลือกสะเดา (A. indica) ที่มีผลตอ
การยับยั้งการหลั่งสารและการเกิดแผลเปนหนองในลําไสสวน duodenum ของมนษุย พบวา คนที่
เปน lyophilized ulcer ซ่ึงรับประทานสารสกัดสะเดา 30 mg รวม 2 คร้ังตอวัน เปนเวลา 10 วนั 
สามารถรักษาแผลที่เปนหนองในลําไสเล็กใหหายได โดยมีผลลดการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร
ประมาณ 70% (P<0.002)  และปริมาตรในการหลั่งกรดและ pepsin ในกระเพาะอาหารมีคาเทากับ 
63 และ 50%  ตามลําดับ และพบสารบางชนิดที่หล่ังออกมา เชน sugar, urea, creatinine, serum 
glutamate oxaloacetate, transaminase, serum glutamate pyruvate transaminase, albumin, globurin 
และ hemoglobin และระดับการตกตะกอนของเซลลเม็ดเลือดแดง ในขณะที่อวัยวะนัน้เกิดความเปน
พิษตอสารพันธุกรรม  

Thompson และคณะ (2004)  ผลของการฉีดพน Azadirachtin 0.006 และ 0.100 mg/L ลง
สระน้ําลึก 90 ช่ัวโมงในปา โดยใชสารสกัดสะเดาในชือ่การคา  Neemix 4.5 พบวาเมื่อเก็บตวัอยาง
น้ํามาตรวจทกุสัปดาหเปนเวลา 70 วัน พบวาเมื่อสารลงสูแหลงน้ําแลวจะตรวจพบปริมาณลดลง 
50% ตามระยะเวลา คือ  24, 45 และ 50 วัน สําหรับ Azadirachtin A, Azadirachtin B และ 
Azadirachtin residue ตามลําดับ  แตเมื่อตรวจจากน้ําในตะกอนดินกนสระพบ Azadirachtin residue 
เพิ่มมากขึ้นชา ๆ โดยพบมากหลังจากฉดีพน 49-70 วัน แสดงใหเห็นวาสิ่งมีชีวิตจะไดรับสารตกคาง
แบบสะสมตอเนื่องของ Azadirachtin residue ซ่ึงในชวงเวลาเดยีวกันนีต้รวจไมพบ Azadirachtin A 
& B ในน้ํา 

 

 7.5. การนําเทคนิค Micronucleus  test และ Comet assay ไปประยุกตใชในการตรวจสอบ
ความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิต 

ในการตรวจสอบการปนเปอนของสารเคมีในระดบัที่ทําลายสารพันธุกรรมนั้น ไดใช
เทคนิค Micronucleus test และ Comet assay ซ่ึง EPA กําหนดใหเปนวิธีที่เปนมาตรฐานในการ
ตรวจสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของสารเคมีที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม  

ลักขณา และคณะ (2006) ศกึษาความเปนพิษของสารสกัดเฮกเซนจากวานชักมดลูกตอสาร
พันธุกรรมของเซลลเม็ดเลือดแดงชนิด polychromatic erythrocytes (PCE)  จากไขกระดูกหนูเมาส 
ดวยเทคนิค Micronucleus test พบวา หนูที่กนิสารสกัดจากวานชักมดลูกเขมขน 250, 500 และ 
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1,000 mg/kg-body weight จากนั้นฆาหนทูี่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง หลังจากไดรับสารสกัดเฮกเซน
จากวานชักมด และพบคา MNFs ที่ตรวจจาก PCE ลดต่ําลงแตไมแตกตางจากกลุมควบคุม ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา สารสกัดจากวานชกัมดลูกดวยเฮกเซนไมกอใหเกิดพษิตอสารพันธุกรรมใน
หนูเมาส 

Ateep และคณะ (2002) ใชเทคนิค Micronucleus  test ศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรม
ในเม็ดเลือดแดงของปลาดุกดานที่ไดรับ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เขมขน 25, 50 
และ 75 mg/L และ butachlor เขมขน 1, 2 และ 2.5 mg/L เปนเวลา 48 , 72 และ 96 ช่ัวโมง พบวา 
ปลาที่ไดรับ 2,4-D เขมขน 75 mg/L  เปนเวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง มีคา MNFs เทากับ 1.75 + 0.9 ถึง 
3.69 + 1.96 และ 9.64 + 2.55 ตามลําดับ สวนปลาที่ไดรับ butachlor  เขมขน 2.5 mg/L เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง มีคา MNFs  เทากับ 3.10 + 0.89 ถึง 4.04 + 1.97 และกลุมที่ไดรับ butachlor 1.0 mg/L เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง และ butachlor เขมขน 2.5 mg/L เปนเวลา 96 ช่ัวโมง มีคา MNFs  เทากับ 7.44 + 
1.84  ทั้งสองกลุม ซ่ึงมีคาเพิ่มสูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) 

Palhares  และคณะ (2002)  ศึกษาเปรยีบเทียบความถี่ของ micronucleus ในเซลลเม็ดเลือด
แดงของไตและเซลลเหงือกจากปลานิล 2 ชนิด คือ T.  pendali  และ O.  niloticus โดยฉีด 
mitomycin C เขมขน 2 mg/L และ cyclophosphamide เขมขน 20 mg/L เขาชองทองปลา เปนเวลา 
15  วัน  พบวาปลา T.  pendali มีคา MNFs มากกวา O.  niloticus และ คา MNFs จากเซลลเม็ดเลือด
แดงของไตและเซลลเหงือกไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ แสดงใหเห็นวาปลา T.  pendali 
มีความไวในการตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมมากกวา O.  niloticus  

Cavas และ Ergene-Gozukara (2003) ศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ pyrethroid 
lambda-cyhalotrin  (PLC) เขมขน 5-50 mg/L ในปลา Garua rufa เปนเวลา 36 ช่ัวโมง  ดวยเทคนิค 
Micronucleus test และรูปรางและจํานวนของ nucleolar organizer regions (NORs) ที่ยอมดวยสี 
silver technique พบวา PLC เขมขน 10-50 mg/L สามารถชักนําใหเกิด MN เพิ่มขึ้น (P<0.05) เมื่อ
เทียบกับกลุม positive control ที่ไดรับ benzene สวนความถี่ NORs ที่ตรวจพบจากเซลลเยื่อบุผิวจาก
ครีบลดลงในกลุม positive control และจํานวนของเซลลที่เปน single nucleolus ลดลง (P<0.001)  
ยกเวนปลากลุมที่ไดรับ PLC เขมขน 5 mg/L เปนเวลา 90 นาที  แสดงใหเห็นวา NORs จากเซลลเยื่อ
บุผิวครีบปลาสามารถใชเปน biomarker เพิ่มขึ้นควบคูกบัเทคนิค Micronucleus test ในการประเมนิ
ความเปนพษิตอเซลล ของสารเคมีที่ปนเปอนในแหลงน้ํา 

Grisolia (2003) ศึกษาเปรียบเทียบเทคนิค Micronucleus test ในหน ู Swiss และปลา T. 
rendelli ที่ทดสอบดวย cyclophosphamide, mitomycin C, ยาฆาเชื้อรา alliete, brestanid และ thiram, 
ยาฆาแมลง Decis 25 CE (deltamethrin) และ Kelthrane 480 CE (difocol) และยาฆาหญา Imazapyr 
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และ roundup (glyphosate) พบวา ทั้ง cyclophosphamide, mitomycin C สามารถชักนําใหเกิด MN 
ในหนู Swiss และปลา T. rendelli  สวน deltamethrin 1.0 และ 5.0 mg/L และ difocol 50, 100 และ 
200  mg/L สามารถชักนําใหเกิด MN ในปลา T. rendelli  แตไมชักนําใหเกดิ MN ในหนู Swiss 
(P<0.05) สวน allliete และ brestanid ทุกความเขมขนสามารถชักนําใหเกิด MN ในปลา T. rendelli 
และหนู Swiss (P<0.05)  สวนปลา T. rendelli ที่ไดรับ Imazapyr 1,200 mg/L สามารถชักนําใหเกดิ 
MN (P<0.05) แตไมชักนําใหเกิด MN ในหน ูและพบวา thiram 42, 85 และ 170 mg/L สามารถชัก
นําใหเกิด MN ในปลา T. rendelli แตไมชักนําใหเกดิ MN ในหนู (P<0.05) ผลการทดลองแสดงให
เห็นวา เทคนคิ Micronucleus test สามารถใชตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของปลาใน
แหลงน้ําที่มีการปนเปอนของสารพิษได 

Izquierdo และคณะ (2003) สํารวจผลกระทบของน้ําทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมที่ตั้งอยูใน
บริเวณตวัเมือง Gijon และ Puerto Madryn จากตวัอยางหอยแมลงภู Mytilis edulis ที่เก็บไดจาก
บริเวณตางๆ ที่อยูหางจากโรงงานอุตสาหกรรม 300 เมตร พบวา คา MNFs ในเซลลเหงือกลดลง
อยางมีนัยสําคญั จากบริเวณที่เก็บตัวอยางทั้ง 3 ตําแหนง คือ มีคา MNFs อยูในชวง 1.42-17.5 เซลล
จาก 1,000 เซลลตัวอยาง และพบความถีล่ดลงเมื่อเก็บตัวอยางหางออกไปจากแหลงที่มีการปนเปอน
ของสารเคมี นอกจากนี้ยังพบคา BNFs อยูในชวง 3.25-10.33 เซลลจาก 1,000 เซลลตัวอยาง ซ่ึง
แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมือ่เทียบกับกลุมควบคุม ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา เทคนิค 
Micronucleus test เปนวิธีทีม่ีความไวสําหรับใชตรวจสอบการปนเปอนของสารเคมีในภาคสนามได
และสามารถใชหอยแมลงภูเปน bioindicator ในแหลงน้ําได 

Palus และคณะ (2003) ศึกษาประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในคนงานที่ทํางานใน
โรงงานที่ผลิตแบตเตอรี่ที่ไดรับแคดเมียมและตะกัว่ดวยเทคนิค Micronucleus test รวมกับ 
fluorescence in situ hybridization (FISH) ที่ยอมติด pan-centromere, sister chromatid exchanges 
(SCEs) กับ 5’-bromodeoxyuridine (BrdU) และ Comet assay ใน somatic cells พบวา คนงานไดรับ
สารตะกั่วในเลือดมีตะกัว่เขมขน 0.282-0.655 mg/L ในขณะที่กลุมควบคุมมีตะกัว่และแคดเมยีมอยู
ในเลือด 0.017-0.180 mg/L สวนคนงานกลุมที่ตรวจพบแคดเมียมในเลือดอยางเดยีว 5.4-30.8 µg/L 
นั้น กลุมควบคุมมีตะกัว่อยูในเลือด 0.002-0.0057 mg/L นอกจากนีย้ังพบคา MNFs ในเซลลเม็ด
เลือดขาวของคนงานที่ไดรับตะกัว่และแคดเมียมสูงกวากลุมควบคุม 2 เทา (P<0.001) เมื่อใชเทคนิค 
Micronucleus test รวมกับ FISH และ pan-centromere พบวามีคาเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากเกดิ clastogenic 
และ  aneugenic คนงานที่ไดรับแคดเมียมและตะกัว่มีความถี่ของ SCEs ในเซลลเม็ดเลือดขาวเพิ่มขึน้
อยางมีนัยสําคญั เมื่อเทียบกบักลุมควบคุม (P<0.05)  เนื่องจากเกดิ DNA fragment และหลังจากบม
เซลลเม็ดเลือดขาว 3 ช่ัวโมง พบวา ระดับความเสียหายของ DNA มีคาลดลงเทากับกลุมควบคุม  
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 Valentin-Severin และคณะ (2003) ใชเทคนิค Micronucleus test และ Comet assay 
ตรวจสอบ DNA damage, clastogenic และ aneugenic effects ของสารประกอบทีม่ีความเปนพษิตอ
เซลลและสารพันธุกรรม คอื 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO), methyl methanesulfonate 
(MMS), N-nitrosodimethylamine (NDMA), benzo[a]pyrene (B[a]P) และ 2-aminoflourene (2-
AAF) พบวา 4-NQO, B[a]P และ 2-AAF มีความเปนพษิตอเซลล HepG2 มาก โดยมีคา IC50 เทากบั 
1.9 µM เมื่อบมกับ 4-NQO เปนเวลา 4 ช่ัวโมง และ IC50 เทากับ 3.4 และ 112 µM  เมื่อบมกับ B[a]P 
และ 2-AAF เปนเวลา 20 ช่ัวโมง ตามลําดับ สวน MMS มีความเปนพิษตอเซลล HepG2 ในระดบั
ปานกลาง มีคา IC50 เทากับ 0.9 mM หลังบมเปนเวลา 4 ช่ัวโมง และ NDMA มีความเปนพิษตอเซลล 
HepG2 นอยโดยมีคา  IC50 เทากับ 110 mM เมื่อบมเปนเวลา 4 ช่ัวโมง เมื่อมีความเขมขนของ 
NDMA 250 mM สามารถชักนําใหเกดิความเปนพษิตอสารพันธุกรรมตอเซลล HepG2   จากการใช
เทคนิค Micronucleus test และ Comet assay ตรวจสอบการเกิด DNA damage เปรียบเทียบกนั 
พบวา เทคนิค Micronucleus test สามารถตรวจสอบสารเคมีที่ทําใหเกดิ DNA damage ในปริมาณที่
ต่ํากวาเทคนิค Comet assay เพราะมีความไวนอยกวา ซ่ึงการตรวจความเปนพษิตอสารพันธุกรรม
ของ 2-AAF ทุกความเขมขน ดวยเทคนิค Comet assay จึงตรวจไมพบ DNA damage  
 Buschini และคณะ (2004) ศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของสารฆาเชื้อโรคในน้ํา
ดื่ม คือ NaClO, ClO2 และ CH3COO2H เปนเวลา 10 และ 20 วัน ในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา 
Cyprinus carpio ดวยเทคนคิ Comet assay และ Micronucleus test พบวา เซลลเม็ดเลือดแดงของ
ปลา C.  carpio ที่ไดรับ NaClO และ ClO2 เปนเวลา 20 วัน มีคาเทากบั 1.24±0.19 และ 1.64±0.21 
mg/L ตามลําดับ สามารถชักนําใหเกดิความเปนพิษตอสารพันธุกรรม เมื่อตรวจดวยเทคนิค Comet 
assay และ Micronucleus test ผลการทดลองแสดงใหเหน็วา สารฆาเชื้อโรคในน้ําดื่มสามารถชักนํา
ใหเกิดความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมในปลา C.  carpio 

Frenzilli  และคณะ (2004)  ศึกษา DNA  damage ในบริเวณ Goteborg  Harbour  ที่เกิด
น้ํามันร่ัวในป 2003 โดยใชวธีิ Comet  assay พบวา เกิด DNA  damage ของปลา eelpout (Zoarces  
viviparus) ในบริเวณ Goteborg  Harbour  มากกวาปลาที่จับมาจากแหลงน้ําบรเิวณทีไ่มมีการ
ปนเปอนน้ํามนั และพบวาวิธี Comet  assay มีความไวในการตรวจสอบความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมของปลา eelpout ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา เทคนคิ Comet assay สามารถใช
ประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในปลาได 

Russo และคณะ (2004) ใช Gambusia holbrooki ประเมินความเปนพิษของสารที่ปนเปอน
ในแหลงน้ํา Sarno ดวยวิธี Micronucleus test และ Comet assay พบวา เซลลเม็ดเลือดแดงจากปลาที่
จับจากแมน้ํา Sano มี MN และระยะทางที่ DNA migration มากกวาของปลากลุมควบคุมที่จับจาก
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แมน้ํา Astroni (P<0.05) ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา เทคนิค Micronucleus test และ Comet 
assay สามารถใชประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในปลาได 

Cavas และ Ergene-Gozukara (2005) ทดลองใชปลา O. niloticus ประเมินการปนเปอนของ
สารที่มีพิษระดับทําลายสารพันธุกรรมของน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม คือ petroleum refinery 
effluent และ chromium processing plant effluent เขมขน 5-20% (v/v) เปนเวลา 9 วัน ดวยเทคนคิ 
Micronucleus test พบวา ปลากลุมที่ไดรับ cyclophosphamide (positive control) เขมขน 4 mg/L 
เปนเวลา 6-9 วัน สามารถชักนาํใหเกดิ MN และความผดิปกติของนวิเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดง
และเซลลเยื่อบุผิวเหงือกได (P<0.05)  สวนปลาที่แชใน chromium processing plant effluent เขมขน 
20% (v/v) เปนเวลา 6-9 วัน สามารถชักนําใหเกิด MN และ BN  (P<0.05)  สวน petroleum refinery 
effluent เขมขน 5-20% (v/v) เปนเวลา 3-9 วัน สามารถชักนําใหเกดิ MN ในเซลลเม็ดเลือดแดงและ
เซลลเหงือกได (P<0.05 และ P<0.01 ตามลําดับ)  และ chromium processing plant effluent เขมขน 
20% (v/v) เปนเวลา  9 วัน สามารถชักนําใหเกิด binucleated, lobed และ blebbed nucleus (P<0.05 
และ P<0.01 ตามลําดับ) แตไมสามารถชักนําใหเกิด notched  nucleus ไดในทกุความเขมขน ผลการ
ทดลองสรุปไดวา สามารถใชปลาเปนตัวบงชี้การปนเปอนของสารพิษในน้ําในระดับที่ทําลายสาร
พันธุกรรมโดยใชเทคนิค Micronucleus test นอกจากนี้ lobed และ blebbed nucleus สามารถใชเปน 
indicator ในการตรวจสอบการเกิดความเปนพิษตอเซลลได  

Lajmanovich และคณะ (2005) ศึกษาผลของสารประกอบ endosulfan ที่มีผลความเปนพิษ
ตอสารพันธุกรรมในเซลลเม็ดเลือดแดงของลูกออด Hyla puchella ดวยวิธี Micronucleus test พบวา 
H. Puchella ที่ไดรับ endosanfan เขมขน 0.005 และ 0.010  mg/L เปนเวลา 48 และ 96 ช่ัวโมง มี
คาความถี่ของ MN เพิ่มขึ้นทุกชวงเวลาที่ทดสอบเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (P<0.05) และกลุมที่
ไดรับ endosanfan เขมขน 0.0025 และ 0.010 mg/L เปนเวลา 48 และ 96 ช่ัวโมง มี MNFs เพิ่มขึ้น
เหมือนกับกลุมที่ไดรับ cyclophosphamide เขมขน 40 mg/L (P<0.05) โดย endosulfan มีคา LC50 ที ่
96 ช่ัวโมง เทากับ 0.01117-0.1290 mg/L 

Lemiere และคณะ (2005) ศึกษาความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมในเลอืด ตับ และไขกระดูก
ของหนูที่กินหอยแมลงภูที่ปนเปอนสาร polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) ที่ผสมกับ toxic 
equivalent quatities to benzo (a) pyrene (BaP)/kg (TEQs) เขมขน 312 µg/16 PAHs/kg (33.8 µg 
TEQs/kg), 569 µg/16 PAHs/kg (83.6 µg TEQs/kg) และ 870 µg/16 PAHs/kg (180.7 µg TEQs/kg) 
เปนเวลา 2 และ 4 สัปดาห วัด DNA damage โดยใชเทคนิค Comet assay พบวา ในตับและไข
กระดกูของหนูจะเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมเพิม่ขึ้นเมื่อไดกนิหอยแมลงภูที่ปนเปอน PAHs 
ในชวงเวลา 15-30 วัน สวนในตับและไขกระดูกของหนูที่กนิหอยแมลงภูที่ปนเปอนสาร TEQs/kg 
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33.8 µg เปนเวลา 15 วันเปรียบเทียบกับ 30 วัน พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ จากผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา เทคนิค Comet assay เปนวิธีที่มีความไวในการตรวจเพื่อเฝาระวัง
สารเคมีที่เปนพิษตอสารพันธุกรรม 

Lemos และคณะ (2005) ศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ methyl 
methanesulfonate (MMS) เขมขน 4.0 X 10-2 M โดยฉดีใหปลา T. rendalli  ในหองปฏิบัติการเปน
เวลา 1 ช่ัวโมงและตรวจ DNA damage ดวยวิธี Comet assay พบวา ปลาในหองปฏิบตัิการที่ฉีดสาร 
MMS และจากทะเลสาบ มีคาเฉลี่ยของ DNA damage 61.55 + 20.2 และ 67.75 + 8.8 ตามลําดับ 
สวนปลาที่จับจากทะเลสาบพบ DNA damage ในระดับปานกลางและมาก ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากบั      
16.85 + 2.1 และ 13.75 + 6.6 ตามลําดับ  
 Rigonato และคณะ (2005) ศึกษาผลของ methylmethane sunfonate ที่ทําใหเกิดความเปน
พิษตอสารพันธุกรรมใน hemolymph, gill tissue และ digestive gland tissue ของหอยน้ําจดืสองฝา 
(Corbicula fluminea) ดวยเทคนิค Comet assay พบวา C. fluminea ที่ไดรับ methylmethane 
sunfonate เขมขน 0.6, 1.2 และ 2.4 X 10-4 M เปนเวลา 40 นาที  ทําให gill tissue เกิด DNA damage 
ในระดบัสูง สวน hemolymph และ digestive gland tissue และในเซลลเหงือกจะพบระดับของ  
DNA damage สูงเนื่องจากเปนอวัยวะทีรั่บสารพิษโดยตรง  การทดลองพบวาการตรวจ DNA 
damage จาก hemolymph และ digestive gland tissue ใหผลที่มีความนาเชื่อถือมากกวา โดยเฉพาะ 
hemolymph ที่เปนตัวอยางที่ดีในการตรวจสอบเพราะนาํมาตรวจไดงาย ผลการทดลองแสดงใหเหน็
วา หอยน้ําจืด C. fluminea สามารถใชเปน bioindicator ในการตรวจสอบสารเคมีที่ปนเปอนใน
แหลงน้ําได 
 Takai และคณะ (2005) ศึกษาการชักนําใหเกิด MN ในเซลลเหงือกปลา mekada (Oryzias 
latipes) ที่ไดรับรังสี X-ray เขมขน 4 Gy ดวยเทคนิคการยอมสี acridine orange (AO) พบวา เซลล
เหงือกปลา  mekada ที่ไดรับรังสี X-ray เขมขน 4 Gy สามารถชักนําใหเกิด MNFs สูงกวาคา MNFs 
ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ 7.2% หลังจากการไดรับรังสีเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  และพบวาคา MNFs ที่
เกิดขึ้นเองในเซลลเหงือกไมมีความสัมพันธกับน้ําหนกัตวั และแตกตางกันกับเพศผูและเพศเมีย และ
พบวาการยอม MN ดวยสี AO ทําใหวเิคราะหผลดวยเทคนิค Micronucleus test มีประสิทธิภาพขึ้น  
 Barsiene และคณะ (2006) ศึกษาการชักนําใหเกิด MN และความผิดปกติของนวิเคลียส
ลักษณะอื่นๆ คือ nuclear buds, bi-nucleated cells และ fragmented-apoptotic cells ในเซลลเม็ดเลือด
แดงและเซลลจากไตสวนหนา (cephalic kidney) ของปลา turbot (Scophthalmus maximus) และปลา 
atlantic cod (Gardus morua)  โดยแชปลาใน crude oil และ nonylphenol พบวาปลา turbot ที่ไดรับ 
spiked oil เขมขน 0.5 mg/L สามารถชักนําใหเกิด MN ในเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวากลุมที่ไดรับ oil 
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เขมขน 0.5 mg/L (P=0.0369) และพบวา nonylphenol เขมขน 30 mg/L  สามารถชักนําใหเกิด MN 
ในเซลลเม็ดเลือดแดงมากกวากลุมที่ไดรับ oil เขมขน 0.5 mg/L และ spiked oil เขมขน 0.5 mg/L 
สวนการชักนําใหเกิด MN ในเซลลไตสวนหนานั้น พบวา ปลาทั้งสองชนิดในกลุมควบคุมจะเกดิ 
MN ในระดับใกลเคียงกัน โดยในปลา turbot เกิด MN เพิ่มขึ้น 3.6, 2.6 และ 3.6 เทา หลังจากไดรับ 
nonylphenol 30 mg/L, oil 0.5 mg/L และ spiked oil 0.5 mg/L ตามลําดับ สวนในปลา atlantic cod ที่
ไดรับ nonylphenol 30 mg/L ไมสามารถชักนําใหเกิด MN ในเซลลไตสวนหนาเพิ่มขึ้นได  
นอกจากนี้ยังพบคาเฉลี่ยของ MN ในเซลลไตสวนหนานัน้สูงกวาในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา 
turbot ที่ไดรับสารทดสอบทุกความเขมขน  และพบวา ปลา turbot ที่ไดรับ nonylphenol 30 mg/L, 
oil 0.5 mg/L และ spiked oil  0.5 mg/L  สามารถชักนําใหเกิด nuclear buds ในเซลลไตสวนหนา
และเซลลเม็ดเลือดแดง โดยพบวา ความถีข่อง nuclear buds เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญหลังจากไดรับ 
oil 0.5 mg/L และพบระดับของ fragmented-apoptotic cells หลังจากไดรับ nonylphenol 30 mg/L 
และ spiked oil 0.5 mg/L (P<0.0001) แสดงใหเห็นวา เทคนิค Micronucleus test สามารถใช
ประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมได และสามารถใชความผิดปกติอ่ืนๆ ของนวิเคลียส เปน 
biomarker ได 
 Bolognesi และคณะ (2006) ศึกษาความผดิปกติของโครโมโซม (chromosomal damage) 
ในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาชนิดตางๆ ที่ไดรับ diatyl phalate, biphenol A และ 
tetrabromodiphenol ether 0.05 mg/L และ nonylphenol 0.30 mg/L ภายใตสภาวะที่ควบคุมได เปน
เวลา 3 สัปดาห โดยใชเทคนิค Micronucleus test พบวา ปลา Scopthalmus maximus ตรวจพบคา 
MNFs และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนิวเคลยีส เชน blebbed, notched และ lobed nucleus โดยพบคา 
MNFs ในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา S. maximus ที่ไดรับ biphenol A และ tetrabromodiphenol 
ether เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคญั และสารผสมระหวาง north sea oil กับ alkylphenols ชักนําใหเกิด
ความถี่ของ MN สูงสุด คือ มีคา MNFs เทากับ 2.95 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  
 Gabbianelli  และคณะ (2006) ศึกษาสารประกอบ organotins ชนิดตางๆ ที่มีผลตอ DNA 
ในเซลลเม็ดเลือดแดงของหอยสองฝา Scapharca inaequivalis ที่ประเมินดวยวิธี Comet assay  ใน
หลอดทดลองที่มีเซลลเม็ดเลือดแดงกับสารประกอบ organotins 3 ชนิด คือ monobutyltin-chloride 
(MBTC), dibutyltin-chloride (DBTC) และ tributyltin-chloride (TBTC) เขมขน 10 µM เปนเวลา 30 
นาที  พบวา MBTC ทําให DNA แตกหัก 31.33% ซ่ึงแตกตางจากลุมควบคุม (P<0.05) สวน DBTC 
ทําให DNA แตกหกั 20.00% ซ่ึงไมแตกตางจากลุมควบคุม (P<0.05) สวนการทดสอบ TBTC 50 
ppb กับหอยสองฝา เปนเวลา 11 วัน พบวา TBTC สามารถชักนําใหเกิด DNA damage โดยมี tail 
length, tail intensity และ tail moment เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม (P<0.05) 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



    53   

 Itoh  และคณะ (2006) ศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ quinolone ซ่ึงเปนยาฆา
เชื้อจุลินทรีย 8 ชนิด คือ nalidixic acid, pipemidic acid, oxolinic acid, piromidic acid, enoxasin, 
ofloxacin, norfloxacin และ eiprofloxacin เขมขน 62.5-1000 µg/mol ตอเซลล WTK-1 เปนเวลา 2, 4 
และ 20 ช่ัวโมงดวยวิธี Comet assay และ Cicronucleus test พบวา หลังจากเซลลไดรับ norfloxacin 
และ eiprofloxacin เปนเวลา 4 และ 20 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหเกดิ DNA damage เพิ่มขึ้น (P<0.05)  
เมื่อเปรียบเทียบวิธีทํา Comet assay ในสภาวะ pH 12.1 และ 13 เปนเวลา 20 ช่ัวโมง พบวา ทําใหเกดิ 
DNA migration เพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมทีท่ํา Comet assay ที่ pH 10 (P<0.05) โดย 
quinolone อีก 6 ชนิดไมสามารถชักนําใหเกิด DNA damage  และเมื่อใชวิธี Micronucleus test 
ตรวจสอบเซลล WTK-1 ที่ไดรับ nalidixic acid, pipemidic acid, norfloxacin และ eiprofloxacin 
15.63-125 µg/mol เปนเวลา 20 ช่ัวโมง พบวา norfloxacin ทําใหเกิด MN เพิ่มมากขึ้น (P <0.05) 
 Kadmiri และคณะ (2006) ศึกษาเทคนิค Micronucleus test กับ cytochalasin B จากเซลล
เม็ดเลือดของแกะ ววั และลอ ในบริเวณทีม่ีการปนเปอนของน้ําทิ้งจากการเกษตรของเมือง Dladla 
และ Boukallou เพื่อประเมนิผลกระทบทีเ่กิดขึ้นกับสารพันธุกรรม พบวาในเซลลเม็ดเลือดขาวของ
แกะตรวจพบ MN เทากับ 14 + 7.89 MN/500 BNC ซ่ึงเพิ่มสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเทากับ 3 + 1.54 
MN/500 BNC นอกจากนี้ยังมีผลตออัตราการแบงเซลล เมื่อพิจารณาจากดรรชนีการแบงเซลล          
( cellular proliferation index) ซ่ึงมีคาไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) โดยพบคา MNFs สูงสุด
ในลอ เนื่องจากเปนสัตวทีห่ากินบริเวณพืน้ดินทําใหสัตวไดรับสารพษิโดยตรงจากการดื่มน้ํา  

Kumaravel และ Jha (2006) ศึกษาการใชวิธี Comet assay ตรวจสอบ DNA damage ใน
เซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษยที่ชักนําดวยรังสีแกมมาจาก 137Cs ขนาด 1, 2 , 4 และ 8 Gy โดยใช
โปรแกรม Komet 5.0 software (Kinetic Imaging Ltd., UK) พบวา พารามิเตอรที่ใชในการวิเคราะห 
คือ olive tail moment (OTM) และ % of DNA in tail (% Tail DNA) มีความสัมพนัธอยางมากกบั
ความเขมของรังสีที่ไดรับ โดยมีคา R2 เทากับ 0.9990 จึงนําคา OTM และ % Tail DNA มาใชในการ
วัด DNA damage ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค Comet assay โดย % Tail DNA จะถูกนํามาใชเปน
พารามิเตอรมากกวา และสามารถนําไปประยุกตใชในหองปฏิบัติที่ทําเปนประจําได  
 Lankoff และคณะ (2006) ศึกษาการชกันาํใหเกิด DNA damage ของสาร nodularin เขมขน 
0.001, 0.0025, 0.005 และ 0.010 mg/L ในเซลล HepG2 เปนเวลา 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง ดวย
เทคนิค FISH-Micronucleus test, Comet assay และ Flow cytometry พบวา FISH-Micronucleus test 
สามารถตรวจสอบการเกิด clastogenic และ anuegenic ของเซลล HepG2 ที่ไดรับ nodularin และ
เทคนิค Comet assay รวมกับ เอนไซม Fpg (formamidopyrymidine DNA glycosylase) สามารถ
ตรวจสอบการเกิด DNA damage ตรงตําแหนงทีเ่กิด oxidized purines ซ่ึงเปนตําแหนงที่เกดิ 
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transversion mutation ได จึงตรวจพบ DNA damage มากกวากลุมทีไ่มไดใชเอนไซม Fpg รวมกับ
วิธี Comet assay สวนเทคนคิ Flow cytometry สามารถตรวจสอบเซลล HepG2 ที่เกิด apoptosis และ 
necrosis เมื่อไดรับ nodularin เขมขน 0.005 และ 0.010 mg/L เปนเวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง  
 Pandey และคณะ (2006) ศึกษาประเมินความเปนพิษแบบเฉยีบพลันของ endosulfan 
เขมขน 0-12 mg/L ในเซลลเหงือกและตับของปลาน้ําจืด Channa punctatus (Bloch) เปนเวลา 24-96 
ช่ัวโมง ดวยเทคนิค alkaline single-cell gel electrophoresis พบวา endosulfan มีคา LC50 ในปลา C. 
punctatus เปนเวลา 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง เทากับ 19.67, 12.95, 10.15 และ 7.75 mg/L 
ตามลําดับ และ endosulfan สามารถทําใหเกิด DNA damage ในเซลลเหงือกและเซลลตับ โดยจะเกิด 
DNA damage ในเซลลเหงือกมากกวาเซลลตับ ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เทคนคิ Comet assay 
มีความนาเชื่อถือสําหรับใชในการตรวจสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของสารเคมีตางๆ ใน
ปลาได 
 Souza และ Fontanetti (2006) ศึกษาผลกระทบของน้ําทิ้งจากโรงกลั่นน้ํามันในเซลลเม็ด
เลือดแดงปลานิล O. niloticus ในแมน้ํา Paraiba do Sul ตั้งแตเดอืนพฤษภาคม 2004 ถึงเดือน
กรกฏาคม 2005 ดวยเทคนคิ Micronucleus และ Nuclear alternation test พบวา ในระหวางเดอืน
พฤษภาคม และ สิงหาคม 2004 พบคา MNFs ในบริเวณตอนกลางของแมน้ําแตกตางกัน (P<0.05) 
สวนพฤศจิกายน 2004 และ มกราคม 2005 พบคา MNFs ไมแตกตางกนั (P>0.05)  และพบความถี่
ของ nuclear alternation สูงขึ้นดวย  โดยในเดือนพฤษภาคม  2004 พบความถี่ของ binucleated 
erythrocytes, nuclear buds, เซลลเม็ดเลือดแดงที่ตายแลวและเซลลที่มีนิวเคลียสผิดปกติจากปลาที่
จับมาจากบริเวณตอนกลางแมน้ําแตกตางจากกลุมควบคมุ (P<0.05)  เดือนสิงหาคม  2004 พบ
ความถี่ของ nuclear buds, microcytes, erythrocytes ที่ตายแลวและเซลลที่มีนิวเคลียสผิดปกติจาก
ปลาที่จับมาจากบริเวณตอนกลางแมน้ํา ซ่ึงแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) ในเดือนพฤศจิกายน  
2004 พบความถี่ของ erythrocytes ที่ตายแลวจากปลาที่จบัมาจากบริเวณตอนกลางแมน้ําแตกตางจาก
กลุมควบคุม (P<0.05) จากผลการศึกษาจึงแสดงใหเห็นวา สามารถใชปลาเปนยามเฝาระวงัการ
ปนเปอนของสารเคมีจากโรงกลั่นน้ํามันทีส่ามารถชักนําใหเกิดความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมใน
แมน้ําได 
 Talapatra และ Banerjee (2006) ศึกษา genotoxic effects ในเซลลเม็ดเลือดแดงจากเซลล
เหงือกและตับของปลา Labio bata ที่เล้ียงในน้ําทิ้งจากฟารมเลี้ยงปลา  ดวยเทคนิค Micronucleus 
test พบวา เซลลเม็ดเลือดแดงจากไตปลาพบคา MNFs เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P<0.001) และใน
เซลลเม็ดเลือดแดงจากเหงือกและตับของปลา L. bata พบคาความถี่ของ necrotic cells, apoptotic 
cells, notch nucleated cells และ binucleated cells เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (P<0.001, 
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P<0.01 และ P<0.05 ตามลําดับ)   เมื่อเปรียบเทียบระหวางเซลลเหงือกและไตพบความถี่ของ 
nuclear abnormalities ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ยังตรวจพบโลหะหนักบางชนิดใน
น้ําทิ้งจากฟารมเลี้ยงปลา คือ chromium, zinc, copper, lead, iron และ sludge  
 Villela และคณะ (2006) ศกึษา DNA damage ในเซลล hemolymph ของ golden mussel 
(Limnoperna fertunei) ที่ไดรับรังสี UV 0-5 J/m2, CuSO4 และ pentachlorophenol (PCP) ดวยเทคนคิ 
Micronucleus test และ Comet assay พบวา เซลล hemolymph ของ golden mussel ที่ไดรับรังสี UV  
0.7-4.5 J/m2 มีคา DNA damage index (DI) และ DNA damage frequency (DF) เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกบั
กลุมควบคุม (P<0.05 และ P<0.001 ตามลําดับ) แตถาไดรับ UV 5 J/m2 พบคา DI และ DF มีคา
ลดลงจากเซลล hemolymph ของ golden mussel ที่ไดรับรังสี UV 4.5 J/m2 เมื่อหอยไดรับ CuSO4 
เขมขน 3.75 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง หรือ CuSO4 เขมขน 7.50 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
หรือ PCP ทุกความเขมขนเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  พบวา สามารถชักนําใหเกิด MN เพิ่มขึ้น (P<0.01)  
สวนการใชเทคนิค Comet assay ตรวจหอยที่ไดรับ  CuSO4 เขมขน 7.50, 15.00 และ 20.00 mg/L 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวา มีคา DI เพิ่มขึ้น (P<0.05) แตถาไดรับ CuSO4 เขมขน 3.75 mg/L ตรวจ
พบวามีคา DF เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) สวน PCP เขมขน 0.1 และ 0.15 mg/L มีคา DI และ 
DF เพิ่มขึ้น (P<0.05) เมื่อใชเทคนิค Micronucleus test และ Comet assay ตรวจสอบ DNA damage 
ใน golden mussel และ planaria ที่เล้ียงน้ําที่ปนเปอนสารเคมี พบวา golden mussel มีความไวในการ
ตรวจ DNA damage ดวยเทคนิค Comet assay มากกวา planaria จึงเหมาะตอการใชเปน bioindicator 
ในการตรวจสอบสารเคมีที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในสิ่งแวดลอม 
 An และคณะ (2007) ศึกษาความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ sudan I ตอเซลล HepG2 
ดวยเทคนิค Comet assay และ Micronucleus test พบวา sudan I  เขมขน 25-100 µM สามารถชักนํา
ใหเกิด DNA migration และ MN เพิ่มขึ้นในทกุความเขมขนของ sudan I และยังสามารถชักนําให
เกิด DNA strand breaks และ chromosome breaks สวน sudan I เขมขน 100 และ 50-100 µM พบ
ระดับของ reactive oxygen species (ROS), 8-hydroxyquinosine และ thiobabituric acid reactive-
substance ในเซลล HepG2 เพิ่มขึ้น (P<0.01) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา sudan I เปนสาเหตุ
ทําใหเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมโดยชักนําใหเกดิ ROS เมื่อไดรับความเขมขนสูงๆ 
 Celik และคณะ (2007) ศึกษาการเกดิ cytogenetic damage ของคนงานในโรงงาน Afsin-
Elbistan ที่ไดรับผลกระทบจากการเผาไหมของถานหิน สามารถชักนําใหเกิด chromosomal 
aberration, polyploidy และ sister chromatid exchange พบวาคนงานมีคาเทากับ 6.08±0.12  และ 
MN มีคาเทากับ 8.20±0.61  โดยพบ sister chromatid exchange และ MN ในเซลลเม็ดเลือดขาวสงู
กวากลุมควบคุมเทากับ 4.60±0.11 และ 6.56±0.43 ตามลําดับ (P<0.01 และ P<0.05)   และพบวา
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ความถี่ของ chromosomal aberration และ MN มีคาเพิ่มขึ้นในแตละปอยางมีนัยสําคัญ จากผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา คนงานที่ไดรับผลกระทบจากการเผาไหมถานหนิมีความผิดปกติของ
โครโมโซมซ่ึงตรวจไดจากเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษย 
 Kaya และ Topaktas (2007) ศึกษาความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมของ KBrO3 เขมขน 400-
550 mg/L ในเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษยที่เล้ียงในอาหาร chromosome medium B เปนเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค Sisiter chromatid exchang (SCE), chromosome aberration (CA) และ 
Micronucleus test พบวา เซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดรับ KBrO3 400-500 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
สามารถชักนําใหเซลลเม็ดเลอืดขาวเกดิ SCE เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) และเซลลเม็ดเลือด
ขาวที่ไดรับ KBrO3 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหเซลลเม็ดเลือดขาวเกดิ CA ชนิด 
strikingly เทากับกลุมควบคมุและกลุม positive control ที่ไดรับ MMC 0.25 mg/L เพิม่ขึ้น (P<0.01) 
และยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการแบงเซลลซ่ึงตรวจไดจาก Proliferation index และ 
Mitotic index   
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บทท่ี  3 

 
อุปกรณและสารเคมี 

1. วัสดุ อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการทาํวิจัย 
สารเคมีที่ใชในการทดลองความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ Azadirachtin 

จากสารสกัดสะเดาตอปลาดกุอุย ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการเซลลเทคโนโลยีและ 
หองปฏิบัติการ Biodiversity & Genotoxicity Laboratory ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยศลิปากร วิทยาเขตพระราชวังสนามจันทร จงัหวัดนครปฐม 

 
 ตารางที่ 12  รายช่ือวัสดุ อุปกรณและบริษทัผูผลิต 

รายการ บริษัท 
1. เคร่ืองมือ  
Auto pipette บริษัท ธีระเทรดดิ้ง จํากดั 
Balance Santarious 
Centrifuge Iwaki CFM100 
Cold room Riwacold 
Electrophoresis chamber HU10 
Electrophoresis power supply Consort E884 
Fluorescence  microscope Nikon eclipse 80i 
Fume hood Wiwatsan lab 
Refrigerator Toshiba, Sharp 
Hemocytometer BOECO 
Hot plate& sterier Lab tech 
Inverted microscope  Nikon PFX 
Laboratory DC counter Gemmy IDS. CORP. 
Light microscope Olympus CH30 
Microcentrifuge tubes บริษัท ธีระเทรดดิ้ง จํากดั 
Micropipette  บริษัท ธีระเทรดดิ้ง จํากดั 
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ตารางที่ 12  รายช่ือวัสดุ อุปกรณและบริษทัผูผลิต (ตอ) 
Microwave Sharp 
pH meter Hanna 
Thermal-lock dry-bath USA Scientific 
Vortex mixer (minishaker) IKA MS1 
2. วัสดุ  
Coverslips (22x24 mm) Mensel-Glaser Lot.2240484 
Coverslips (24x40 mm) Mensel-Glaser 
Microscope slides frosted Sial Band Cat.No. 7105 
Microscope slides plain Sial Band Cat.No. 7101 
Needle 1 ml. Nipro Lot.No. 04D17 
6 well culture plate Gibthai Cat.No. 92006 
Program LUCIA Comet assay Hollywood International LTD. 

 
2. สารเคมีท่ีใชในการทําวิจัย 
ตารางที่ 13 รายการสารเคมีและบริษัทผูผลิต 

รายการ บริษัท 
Acetic acid, analytical grade JT Baker Cat.No.9507-03 
Azadirachtin ในรูปของสารสกัดสะเดา 
ที่มี Azadirachtin เขมขน 0.1% (w/v) 

บริษัท ผลิตภัณฑสะเดาไทย จํากดั 

CdCl2 5/2H2O Sigma Cat.No. 031K1263 
Dimethylsulfoxide (DMSO) Amresco Cat.No. 67685 
Wright rapid stain set Biotech Lot. 241108 
Eosin solution Biotech Lot. 241108 
Ethanol alcohol องคการสุรา กรมสรรพสามิต 
Ethidium bromide (EtBr) Fluka  
Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) Fluka Cat.No.21100 
Fixative solution Biotech Lot. 241108 
HCl JT. Baker Cat No: 7647-01-0 
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ตารางที่ 13 รายการสารเคมีและบริษัทผูผลิต (ตอ) 
Heparin Leo pharmaceutical product, Denmark  

Lot.No.A2246A 
Nitric acid 70% J.T. Baker Cat.No.7697-37-2 

Lot.No.A43055 
Polychrome Methylene Blue solution Biotech Lot. 241108 
Potassium Chloride (KCl) BDH laboratory reagent    

Cat.No. 1942750 
Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) Fluka 296174-490 
Lower melting point (LMP) agarose Promega Cat.No. V3111 
Normal melting point (NMP) agarose Promega Cat.No. V3121 
Sodium Hydroxide (NaOH) Merck Cat.No. B915758 
Sodium Hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck F1438886-626 
Sodium – EDTA (Na2-EDTA) Merck K37319118-337 
Sodium Chloride (NaCl) Univar Cat.No. AF502277 
Triton X-100  Amresco Cat.No. 9002931 
Tris Base Promega Cat.No.H5131 
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บทท่ี 4 
 

วิธีการทดลอง 
การทดลองนีท้ํา ณ หองปฏิบัติการเซลลเทคโนโลยีและ หองปฏิบัติการ Biodiversity & 

Genotoxicity Laboratory ภาควิชาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขต
พระราชวังสนามจันทร จังหวัดนครปฐม การทดสอบสารพิษกับปลาดุกอุยดําเนนิการในชวงเดือน
พฤษภาคม – ตุลาคม 2549 ซ่ึงเปนชวงทีป่ลาทดลองมีความสมบูรณ และอุณหภูมขิองน้ําที่ใชเล้ียง
ปลาอยูในชวง 25-26 ๐C คุณภาพน้ําเลีย้งปลาเปนน้ําที่ไมมีคลอรีน  

การทดลองใชปลาดุกอุยประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ 
Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา โดยแชปลาในสารที่ทดสอบเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง  การศึกษา
พิษของ CdCl2 ซ่ึงเปนสารกอมะเร็งนั้นใชเทคนิค Micronucleus test และสังเกตความผิดปกติอ่ืนๆ 
ของนิวเคลียสดวย เพื่อประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรม รวมทั้งเปรียบเทียบผลการใช เทคนิค  
Micronucleus test และความผิดปกติของนิวเคลียสกับเนื้อเยื่อปลา 3 ชนิด คือ เซลลเม็ดเลือดแดง  
เซลลเยื่อบุผิวเหงือก และเซลลตับ เพื่อคัดเลือกเนื้อเยือ่ที่มีความไวและสะดวกตอการประเมินผล
ความเปนพษิตอสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ Micronucleus test แลวนาํเนื้อเยื่อที่คัดเลือกวามีความไว
ไปใชประเมนิความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของสารสกัดสะเดา นอกจากนีย้ังไดทดลอง
เปรียบเทียบผลการประเมินความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ Azadirachtin จากสาร
สกัดสะเดาดวยเทคนิค Micronucleus test และเทคนิค Comet assay เฉพาะบางความเขมขนดวย   

การศึกษาความเปนพิษของสารสกัดสะเดาไดออกแบบการทดสอบเปน 2 กลุม เพื่อให
สามารถเปรียบเทียบผลของสารสกัดสะเดาที่นํามาจากขวดที่บริษัทผลิตพรอมจําหนายซึ่งบรรจุใน
ขวดสีชา และสารสกัดสะเดาในขวดแกวใสที่นําไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน เพื่อศึกษาการเสื่อมฤทธิ์
ของสารสกัดสะเดาที่ไดรับแสงแดดเปนเวลา 7 วัน โดยนําขวดบรรจสุารสกัดสะเดาซึ่งเปนขวดแกว
ใสมีเสนผานศนูยกลาง 2 ซม. สูง 8.5 ซม. บรรจุสารสกัดสะเดาขวดละ10 มล. ไปวางเอียง  45 องศา  
ใหไดรับแสงอาทิตยในที่โลงเปนเวลา 7 วัน โดยหมุนกลับขวดแกว เวลา 8.30 น. ทุกวัน  เพื่อใหดาน
ตรงขามของขวดขึ้นมาอยูดานบนและสารสกัดสะเดาไดรับแสงแดด  
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1. การเลี้ยงปลาทดลอง  
ปลาดุกอุยที่ใชทดลองเปนปลาที่นํามาจากฟารมเพาะพนัธุปลาในจังหวดันครปฐม มีอายุ

ประมาณ 1 เดอืน  กอนนําปลามาทดลองนํามาเลี้ยงในอางเล้ียงปลาขนาด  30 X 60 X 40 ซม. ให
อาหารปลา คือ อาหารเม็ดซึ่งเปนอาหารปลาดกุเล็กชนิดเม็ดเล็กลอยน้ํา ผลิตโดยบริษัทซีพี 
ประกอบดวย กากถั่วเหลือง รํา ปลายขาวและขาวโพด วนัละ 2 คร้ัง  ชวงเวลา 08.30 - 09.00 น. และ 
17.30 - 18.00 น. โดยเปลี่ยนน้ําทุกสัปดาห เล้ียงปลาเปนเวลา  1 สัปดาห เพื่อปรับสภาพของปลาให
เขากับสิ่งแวดลอมของหองปฏิบัติการ แลวประเมนิความสมบูรณแข็งแรงของปลาจากอัตราการรอด
ชีวิตของปลา คือ ตองมีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 90%  นําปลามาคัดแยกขนาดโดยการวัดความยาว
ลําตัวและชั่งน้าํหนัก และสุมปลาในอางเลี้ยงแยกออกเปน 12 กลุมๆ ละ 10 ตัว ปลาที่ใชทดลองมี
ความยาวเฉลี่ย 8.16±2.52 ซม. และน้ําหนกัเฉลี่ย 8.30±0.94 กรัม เพื่อนําไปทดสอบกับสารพิษใน
ขวดโหลแกว ความเขมขนละ 2 โหล โดยใชปลาทดสอบโหลละ 10 ตัว  และ ปลาแตละตวัถูกกัน้
แยกอยูในขวดโหลดวยตาขายพลาสติกเพื่อปองกันไมใหปลาใชเงี่ยงเกีย่วกันเปนแผลและเบียดกนั 
งดใหอาหารปลา 24 ช่ัวโมง กอนนําไปใชทดลองและงดใหอาหารปลาในขณะที่ทดสอบ  

 

2.  การศึกษาเพื่อคัดเลือกความเขมขนของ CdCl2 ท่ีใชในการทดสอบความเปนพิษ 
 กอนเตรียมสารละลายไดนําเครื่องแกวทีใ่ชในการเตรยีมสารละลายไปลางดวยกรดไนตริก 
20% (nitric acid) แลวลางดวยน้ํากลั่น 2 คร้ังและลางในน้าํ deionize 1 คร้ัง (น้ํา deionize มาจากน้ํา
กล่ันที่นําไปกลั่น 2 คร้ัง) เพือ่ใหมั่นใจวาไมมีโลหะหนกัตกคาง 
 2.1 วิธีเตรียมแคดเมียม  การทดลองนี้ใชแคดเมียมในรปูของ CdCl2โดยเตรยีมจาก CdCl2 
5/2H2O ใหเปนสารละลาย CdCl2 เขมขน 10-4 M ในน้ํากลั่นเปน stock solution ซ่ึงการเตรียมแตละ
คร้ังใหพอดกีบัปริมาณที่ตองการใช เพื่อปองกันสารละลายเปลี่ยนเปนรูปอื่น แลวจึงนําไปเจือจางใน
น้ํากลั่นใสโหลแกวใหมีความเขมขน 0.01-0.05 mg/L โหลละ 3 ลิตร สําหรับแชปลา เปนเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง  

2.2 วิธีเตรียมสารสกัดสะเดา ใชสารสกัดสะเดาที่ผลิตจําหนายสําเร็จรูปและไดรับการขึ้น
ทะเบียนจากกรมควบคุมมลพิษ โดยบรรจุจําหนายในขวดสีชา ซ่ึงมีช่ือทางการคา คือ สะเดาไทย 
111 โดยผูผลิตระบุความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาเทากับ 0.1% (w/v) นําสารสกัด
สะเดามาเตรียมขึ้นใหมเปน stock solution ที่มี Azadirachtin เขมขน 1.4x10-4 M กอนใชทดสอบ 
โดยเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขนของ Azadirachtin 0.5-1.1 mg/L (ตารางที่ 25 ภาคผนวก ก)  
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สวนวิธีเตรียมสารสกัดสะเดาเพื่อศึกษาการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดสะเดาหลังจากไดรับ
แสงแดดเปนเวลา 7 วัน นั้น ทําโดยปเปตสารสกัดสะเดาจากขวดสีชา 10 มล.  ใสในขวดแกวใสมี
เสนผานศูนยกลาง 2 ซม. สูง 8.5 ซม. แลวนํา ไปวางเอียง  45 องศา  ใหไดรับแสงอาทิตยในที่โลง
เปนเวลา 7 วัน และหมุนกลับขวดแกว เวลา 8.30 น. ทุกวัน  เพื่อใหดานตรงขามของขวดขึ้นมาอยู
ดานบนและสารสกัดสะเดาไดรับแสงแดด หลังจากนําไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน จึงนําไปเตรียมเปน
สารละลายตามวิธีขางตน เพื่อทดสอบความเปนพิษของสารสกัดสะเดาที่ผานการผึ่งแดดนาน 7 วัน
เปรียบเทียบผลกับสารสกัดสะเดาที่เตรียมขึ้นใหมจากขวด สะเดาไทย 111 

 

3.  วิธีศึกษาเพื่อคัดเลือกความเขมขนของ CdCl2 เพื่อใชทดสอบความเปนพิษ 
นําปลาดุกอุย ทดสอบกับ CdCl2 5 ความเขมขน โดยเลือกความเขมขน 0.01 – 0.05 mg/L 

เนื่องจากมีรายงานวาคา LD50 ของปลา pejerrey และปลา O. mykiss เทากับ 0.036 และ 0.005 mg/L 
ตามลําดับ (Carriouiriborde, 2006) จึงนํามาใชเปนแนวทางพิจารณาคัดเลือกความเขมขนที่ใช
ทดสอบ และเลือกความเขมขนใหครอบคลุมชวงที่กรมควบคุมมลพิษ กระทรวงอุตสาหกรรม 
ประกาศเปนพระราชบัญญัติโรงงาน พ.ศ. 2512 คามาตรฐานน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมซึ่ง
อนุญาตใหมีแคดเมียมเจือปนอยู 0.03 mg/L (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) นอกจากนี้ยังพิจารณาเกณฑ
การทดสอบแตละครั้งตามมาตรฐานของ U.S. EPA (1996), U.S. EPA (2004) และ OECD (1997) ที่
ระบุไววา ปลาที่ใชในการทดสอบใหอยูในระยะ 30 วันหลังจากที่ฟกออกเปนตัว โดยใชปลากลุมละ 
20 ตัวตอความเขมขนที่ทดสอบ และความเขมขนของสารที่ทดสอบ 5 ความเขมขน เมื่อทําการ
ทดลองแลวปลากลุมควบคุมจะตองมีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 90% ขึ้นไป จึงเริ่มทําการทดลอง 
 

4. การศึกษาเพื่อคัดเลือกความเขมขนของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาที่ใชในการทดสอบ 
    ความเปนพิษ 

นําปลาดุกอุยมาทดสอบกับ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 0, 0.3 และ 3 mg/L เนือ่งจาก
มีรายงานมีคา LC50 Azadirachtin บริสุทธิ์ในปลา Channa batrachus เทากับ 1-3 mg/L (Farah, 2006) 
หลังจากแชปลาดุกอุยในสารสกัดสะเดา เปนเวลา 48-96 ช่ัวโมง พบวา ปลาดกุอุยมีอัตราการรอด
ชีวิตเทากับ 100, 20 และ 0% ตามลําดับ ซ่ึงสารสกัดสะเดา 3.0 mg/L ทําใหปลาดุกอยุมีอัตราการรอด
ชีวิตต่ํากวา 50% จึงปรับความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาทีใ่ชทดสอบเปน 8 กลุม 
คือ 0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50 และ 1.75 mg/L และทดลองแชปลาเปนเวลา 24 และ 48 
ช่ัวโมง พบวา หลังจากแชปลาดุกอุยในสารสกัดสะเดาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาปลาดุกอุยมีอัตรา
การรอดชีวิต เทากับ  100, 100, 100, 70, 20, 0, 0 และ 0 %  ตามลําดับ และปลาดุกอยุที่แชสารสกัด
สะเดาเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีอัตราการรอดชีวิต เทากบั  100, 50, 70, 70, 30, 30, 0 และ 0% 
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ตามลําดับ และหลังจากแชปลาในสารละลายเปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาความเขมขนของ 
Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 0.25-0.50 mg/L ไมมีผลใหปลาดุกตาย  จึงเลือกชวงความเขมขน
ของ  Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 0.5-1.1 mg/L มาศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในปลา
ดุกอุย โดยใชเกณฑการทดสอบเหมือนกนักับที่ทําการทดสอบกับ CdCl2  

 
5. วิธีทดสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 
     ดวยเทคนคิ Micronucleus test และ Comet assay 

นําปลาดุกอุยที่เล้ียงปรับสภาพไวมาแชใน CdCl2 ความเขมขน 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 
0.05 mg/L  และ Azadirachtin ที่เจือจางในสารละลายน้ํากลั่นที่มีความเขมขน 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 
1.0 และ 1.1 mg/L โดยแชปลาในขวดแกวขนาด 12 ปอนด ปริมาตร 3 ลิตร ความหนาแนนของปลา 
10 ตัวตอขวดโหลขนาด 12 ปอนด ปลาแตละตวัถูกกัน้แยกอยูในขวดโหลดวยตาขายพลาสติกเพือ่
ปองกันไมใหปลาใชเงี่ยงเกีย่วกันเปนแผลและเบียดกนัหลังจากแชปลาเปนเวลา  24 และ 48 ช่ัวโมง
แลว จากนัน้นําเลือดปลามาตรวจผลเพือ่เปรียบเทียบความผิดปกตขิองสารพันธุกรรมดวยเทคนิค 
Micronucleus test และเทคนคิ Comet  assay  

 
        5.1. การตรวจสอบความผิดปกติของสารพันธุกรรม 
         1. วิธี Micronucleus  test (MNT)  
     Micronucleus test เปนวิธีการตรวจสอบความผิดปกติของดีเอ็นเอ (DNA damage) 
(Ballantyne, 1988) ในระยะเมทาเฟส (metaphase) จนถึงระยะแอนาเฟส (anaphase) ของการแบง
เซลลแบบไมโทซีส (mitosis) ทําใหโครโมโซมเกิดการแตกหกั (chromosome break) (Carrasso, 
1990; Walum, 1990; Fenech, 2000; Cavas, 2005)  
 

   การศีกษา Micronucleus test ในเซลลเม็ดเลือดแดงปลาดกุอุย   
     1. การเตรียมสไลด  
         1.1.1. แชปลาดุกอุยดวยแคดเมียมคลอไรดและสารสกัดสะเดาที่ความเขมขนตางๆ   
                                เมื่อครบกําหนดเวลา  นําปลามาทําใหสลบที่อุณหภูมิ 0 ๐C 

        1.1.2. เจาะเลือดปลาบริเวณ cadual vein แลวเสมียรเลือดลงบน กระจกสไลดจํานวน  
                   3 แผนตอปลา 1 ตัว 
        1.1.3. นํากระจกสไลดที่แหงแลวมา fixed ใน absolute methanol  เปนเวลา 20 นาที 

         1.1.4. กระจกสไลดทีแ่หงแลวไปยอมสีนิวเคลียส 
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     2. การยอมสีเซลลเม็ดเลือดแดง 
         1.2.1. นําสไลดตัวอยางเลือดปลาที่เสมียรแลว มายอมดวยสี  Wright rapid stain  
                                (Fixative, eosin solution และ polychrome methylene blue solution)  
                                โดยจุม 2-3 คร้ัง แลวลางดวยน้ํากลั่น 
         1.2.2. นํากระจกสไลดไปลางผานน้ํากลั่นแลวปลอยใหแหง   

        1.2.3. นํากระจกสไลดไป mounted ดวย DPX   
                  3. การวิเคราะหผล 
         1.3.1. นําสไลดตัวอยางเลือดปลาที่ไดมาตรวจหา micronucleus และ  
                                 other nuclear abnormalities  ดวยกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1000 เทา 
         1.3.2. ตรวจพบของเซลลเม็ดเลือดแดงที่มี micronucleus และ other nuclear  
                                abnormalities ตอจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดง 1,000 เซลล ตามวิธีของ  
                               Carrasso (1990) และ Fenech (2000) 
         1.3.3. วิเคราะหทางสถิติดวย Duncan test โดยใชโปรแกรม SPSS versions 11.0 
 

 การศีกษา micronucleus test ในเซลลเยื่อบุผิวเหงือกปลาดุกอุย 
     1. การเตรียมสไลด  
         1.1. แชปลาดุกอุยดวยแคดเมียมคลอไรดและสารสกัดสะเดาที่ความเขมขนตางๆ   
                               เมื่อครบกําหนด  นําปลามาทําใหสลบที่อุณหภูมิ 0 ๐C 

        1.2. ทําการผาตัดเหงือกปลาดุกอุยใสลงใน plate ที่มี 0.075 M KCl  
        1.3. ผาตัดเหงือกปลาเพื่อใหเซลลเยือ่บุผิวเหงือกหลุดออกมา นําไปปนเหวี่ยง 5 นาที 
        1.4. ปเปตสารละลายสวนใสออก แลวเติม 20% acetic acid ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที 
        1.5. นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาที แลว fixed ดวย Carnoy’s fixative จากนั้นตัง้ทิ้ง  
               ไวประมาณ 1 ช่ัวโมงเพื่อให fixative เขาสูเซลลเยื่อบุผิวเหงอืก 
        1.6. เสมียรเซลลเยื่อบุผิวเหงือกบนกระจกสไลดที่สะอาด โดยปลาดุกอุย 1 ตวัตอ  
               2 กระจกสไลด 

         1.7. ปลอยกระจกสไลดใหแหงแลวนําไปยอมสี 
     2. การยอมสีและการวิเคราะหผลของเซลลเยื่อบุผิวเหงือก ใชวิธีการเดียวกับการศึกษา 
                      จากเซลลเม็ดเลือดแดง แตตรวจผลจํานวน 2 สไลดตอปลา 1 ตัว รวมตรวจ 2,000  
                      เซลลตอตัว 
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 การศึกษา Micronucleus test ในเซลลตับปลาดุกอุย  
     1. การเตรียมสไลด  
         1.1. แชปลาดุกอุยดวยแคดเมียมคลอไรดและสารสกัดสะเดาที่ความเขมขนตางๆ   
                             เมื่อครบกําหนด  นําปลามาทําใหสลบที่อุณหภูมิ 0 ๐C 

        1.2. ทําการผาตัดตับปลาลงใน plate ที่มี 0.075 M KCl  
        1.3. ตัดตับเปนชิ้นเล็กแลว ใชแทงแกวบดตับเพื่อใหเซลลหลุดออกมา  
               แลวนําไปปนเหวีย่ง 5 นาที 
        1.4. ปเปตสารละลายสวนใสออก แลวเติม 40% acetic acid ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที 
        1.5. นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 5 นาที แลว fixed ดวย Carnoy’s fixative  
        1.6. นําไปเสมียรบนกระจกสไลดที่สะอาด จํานวน 2 สไลดตอปลา 1  ตัว 

         1.7. เมื่อกระจกสไลดใหแหงแลวนําไปยอมสี 
     2. การยอมสีและการวิเคราะหผงของเซลลตับ ใชวิธีเดยีวกับการศึกษาจากเซลลเม็ดเลือด 
                      แดง แตตรวจผลจํานวน 2 สไลดตอปลา 1 ตัว รวมตรวจ 2,000 เซลลตอตัว 
 

            เกณฑการประเมิน micronucleus และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนิวเคลียส (Carrasso,1990 
และ Fenech, 2000) การนับวาเซลลมี micronucleus นั้น พิจารณาจากเกณฑดังนี ้
 1.  ตองมีขนาดของ micronucleus ระหวาง 1/3-1/9 ขนาดของนิวเคลียสหลัก (รูปที่ 14) 
 2.  micronucleus ยอมติดสีเขมในระดับเดยีวกับนวิเคลียสหลัก 
 3.  ตําแหนงของ micronucleus อยูในไซโตพลาสซึม และแยกเปนอิสระจากนิวเคลยีสหลัก 
 4.  ความผิดปกติของ nuclear abnormalities ที่ตรวจสอบ คือ blebbed, notched, lobed และ 
vacuolated nucleus 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14 ลักษณะของ MN และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนวิเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงปลา  
             O. niloticus; micronucleus (MN), binucleus (BN), notched nucleus (N), blebbed nucleus  
             (BL) และ lobed nucleus (LB) 
ที่มา: Cavas, 2003. 
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 2. วิธี Comet  assay/Single cell gel electrophoresis (SCGE)  
  Comet assay (Single cell gel electrophoresis, SCGE) เปนวิธีการตรวจสอบความ
ผิดปกติของดีเอ็นเอ (DNA) ที่เกิดการแตกหัก วิธีการนี้สามารถตรวจสอบกับเซลลทุกชนิดที่แยก
เปนเซลลเดี่ยวๆ ซ่ึงเปนเทคนิคที่งายและรวดเรว็ในการตรวจสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรม ใช
ปริมาณตัวอยางนอย สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจสอบในหองปฏิบัติการและภาคสนาม 
(Rank, 2003; Verschaeve and Van Gorp, 2005) 

2.1. การเตรียมสไลด 
2.1.1. แชปลาดุกอุยดวยแคดเมยีมคลอไรดและสารสกัดสะเดา โดยใชความเขมขน

ที่ทําใหเกิด micronucleus และ other nuclear abnormalities สูงมาทําการ
ทดลอง เมื่อครบกําหนดเวลา  นําปลามาสลบที่อุณหภูมิ 0 ๐C 

2.1.2. เจาะเลือดปลาที่ caudal vein ใสในหลอดทดลองที่มี phosphate buffer saline 
(PBS) pH 7.5 (135 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.75 mM K2HPO4, 8 mM 
Na2HPO4) เพื่อเตรียมเซลลใหเปน cell suspension 

2.1.3. เตรียม cell suspension ในสารละลาย PBS  แลวนับจํานวนเซลลใหมีจาํนวน 
107 – 108 cells/ml ดวย hemocytometer 

2.1.4. เตรียมกระจกสไลดใหสะอาด หยด 0.5% normal melting point agarose 
(NMA) บนกระจกสไลดทีส่ะอาด 3 หยด เพื่อให NMA ฉาบบนผิวของ
กระจกสไลดจงึปดทับดวยกระจกสไลด  แลวนําไปทําให agarose แข็ง โดย
แชตูเยน็เปนเวลา 5-10 นาที 

2.1.5. ปเปตเซลลปริมาตร 5 µl ลงใน  microcentrifuge  tube  ที่มี PBS ปริมาตร 15 
µl จากนั้นปเปต 2% Low melting point agarose (LMP) ปริมาตร 20 µl ลงไป
ใน microcentrifuge  tube  และอุน ที่อุณหภูมิ 37-40 ๐C ใน heat block แลว
ผสมใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลาย agarose ดวยเครื่อง mixer   

2.1.6. ปเปตเซลลที่ผสมใน LMA แลว ปริมาตร 40 µl ลงบนกระจกสไลดทีม่ี 0.5% 
NMA ฉาบอยู 1 ช้ัน 

2.1.7. ปเปต 0.5% LMA ปริมาตร 40 µl  ลงตรงบริเวณทีห่ยดเซลลผสมลงไป แลว
ปดดวยกระจกปดสไลด นํากระจกสไลดวางบน ice  pack  แลวเอากระจกปด
สไลดออก นาํกระจกสไลดไปแชใน lysis solution (2.5 M NaCl, 0.1 M 
EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% triton X-100) ที ่ 4๐C เปนเวลา 3-24 
ช่ัวโมง (overnight) เพื่อทําลายเยื่อหุมเซลล  
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2.1.8. นํากระจกสไลดไปวางใน electrophoresis chamber ที่มี electrophoresis 
solution  (10 N NaOH, 200 mM EDTA, pH>13) ใหทวมสไลดประมาณ 1 
ซม. เปนเวลา 10 นาที  เพื่อใหปรับสภาพของเซลลใหเทากับสารละลาย แลว
จึงเปดใหกระแสไฟฟา 300 mA, 25 V เขาสูเครื่อง electrophoresis เพื่อแยก 
DNA ดวยกระแสไฟฟาเปนเวลา 40 นาที  การแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา
ทํากลุมทดลองและกลุมควบคุมใน chamber เดียวกัน 

2.1.9. นําตัวอยาง DNA บนกระจกสไลดไปลางดวย neutralization buffer (0.4 M 
Tris, pH 7.5) 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที  เพื่อปรับ pH ของตัวอยาง DNA บน
กระจกสไลดใหเปนกลาง 

2.1.10. นําตัวอยาง DNA บนกระจกสไลดไป fix ใน absolute methanol เปนเวลา 5 
นาที เพื่อชวยละลายไขมนัสวนเกินออกไปทําใหตัวอยาง DNA บน
กระจกสไลดตดิสียอมดีขึ้น 

2.1.11. นําไปยอมสี DNA เพื่อวิเคราะหผล DNA damage หรือรักษาไวที่อุณหภมูิ  
              4 ๐C เพื่อรอการวิเคราะห 

2.2. การยอมสีสไลด DNA 
2.2.1. นํากระจกสไสดที่มีตัวอยาง DNA ใน agarose มายอมดวย Ethidium bromide 

(EtBr) ที่มีความเขมขน 20 mg/ml  เปนเวลา 15 นาที ลางสี EtBr สวนเกนิ
ออกดวยน้ํากลั่น เช็ดกระจกสไลดใหแหง 

2.2.2. นํากระจกสไลดไปตรวจผล DNA damage ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรส
เซ็นต (fluorescence) เนื่องจาก EtBr มีคา excitation 488 nm emission 580-
630 nm จึงเลือกใช filter box G-  2A (excited 510-560 nm, decroic mirror 
575 nm และ emission 590  nm)บันทึกผลการทดลองและถายรูป DNA ใน
นิวเคลียสของเม็ดเลอืดแดงปลาซึ่งเคลื่อนที่ไปตามกระแสไฟฟา จากขัว้ลบ
ไปยังขั้วบวก โดยนวิเคลียสที่มีปริมาณ DNA damage มาก และม ีDNA หัก
เปนทอน ๆ หลายขนาด ซ่ึง DNA ที่มีขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไปไดระยะ
ทางไกลจึงมองเห็น เปนสวนหางของ Comet สวน DNA ที่ไมถูกทําลาย มี
ขนาดใหญ จะไมเคลื่อนที่ไปไกลในภาวะที่ทํา electrophoresis จึงมองเห็น
เปนสวนหัวของ Comet  ภายใตกลองจลุทรรศนพรอมถายรูปบันทึกผลการ
ทดลอง  
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2.3. การวิเคราะหผล 

2.3.1. สไลดที่มีตัวอยาง DNA ใน agarose มาตรวจผล DNA damage ดวยกลอง
จุลทรรศน Fluorescence ที่กาํลังขยาย 40 เทา 

2.3.2. ถายรูป DNA damage ของแตละเซลลที่ไมซอนทับกันรวม 50 เซลล โดยสุม
วัดเซลลทุกจุดตัดของแกน X และแกน Y และไมวัด DNA damage จากเซลล
ที่เกิด apoptosis ซ่ึงสังเกตไดจากหัวและหางของ comet ที่ยาวมาก ปลา 1 ตัว 
ตรวจวดั 50 เซลล   

2.3.3. วัด DNA damage  ตามวธีิของ Rank (2003)โดยใชดวยโปรแกรม LUCIA 
Comet Assay ซ่ึงวิเคราะห DNA damage จาก parameter 7 ชนิด 

 
2.4 นิยามและขอกําหนดในการวัดลักษณะตางๆ ในโปรแกรม LUCIA Comet Assay ดังนี ้

2.4.1. นิยามคาํศัพทใชวดัในโปรแกรม LUCIA Comet Assay 
1. comet คือ โครงสรางที่เกิดจาก DNA ที่เกิดความเสียหายเคลื่อนที่ในขั้นตอนการ

ทํา single cell gel electrophoresis (SGCE) จึงเห็นเปนรูปคลายดาวหางประกอบดวย
สวนหวั คือ DNA ที่ไมถูกทําลาย และสวนหาง คือ DNA ที่ถูกทําลายโครงสรางที่เกิด
จาก DNA ที่เกดิความเสียหายเคลื่อนที่ในขัน้ตอนการทํา single cell gel electrophoresis 
(SGCE) 
 2. comet head คือ นิวเคลียสของเซลลที่มี DNA เหลืออยูภายใน เปน DNA ที่ไมถูก
ทําลาย   

3. comet tail คือ โครงสรางที่มีลักษณะยาวซึ่งเปนสวนของ DNA ภายในนิวเคลยีส
ที่ถูกทําลาย DNA หักออกเปนชิ้นขนาดเล็ก จึงเคลื่อนที่ออกไปจากนิวเคลียส ปรากฏ
เปนสวนหางของดาวหาง 

4. SCGE คือ การวัดเกี่ยวกบั DNA ที่เกิดความเสียหายโดยจะเคลื่อนที่ออกไปจาก
นิวเคลียสดวยกระแสไฟฟาในเจล 
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2.4.2. คาที่ใชวัดในโปรแกรม LUCIA Comet Assay 

 

 
รูปที่ 15 บริเวณของ comet ที่ใชวิเคราะหดวยโปรแกรม LUCIA 
ที่มา: http://www.lim.cz/download.php?id=16& 

  
1. Integrated intensity (II) คือ คาความหนาแนนของแสงฟลูออเรสเซนสที่เกิดจาก

สะทอนแสงของ DNA ซ่ึงยอมดวย EtBr แลววดัความหนาแนนของแสงที่เกิดจากการ
สะทอนแสงของ DNA ที่ยอมดวย EtBr อยูใน comet ทั้งหมด (รูปที่ 15 หมายเลข 1)  
  Integrated intensity (II) = IH + IT 
  โดยที่  IH = ƒHead area idA 
   IT + ƒTail area idA 
 2. Head DNA [%] คือ คาความหนาแนนของแสงที่คํานวณเปนเปอรเซน็ตของ 
DNA ที่ไมเกิดเสียหายซึ่งเหลืออยูในนิวเคลยีส เมื่อเปรียบเทียบกับ 100 % ของ 
Integrated intensity (II)   (รูปที่ 15 หมายเลข 2)  
  Head DNA [%]  = [IH /II] X 100  
 3. Tail DNA [%] คือ คาของแสงที่คํานวณเปนเปอรเซ็นตของ ที่เกิดความเสียหาย
ซ่ึงเปน comet tail และอยูทางซายของนิวเคลียส เมื่อเปรียบเทียบกับ 100 % ของ 
Integrated intensity (II)   (รูปที่ 15 หมายเลข 3)  
  Tail DNA [%]  = [IT /II] X 100  

จากรูป Histogram (บน) 
1. วัด Integrated intensity   
 2. วัด Head DNA [%] 
 3. วัด Tail DNA [%] 
จากรูป comet (ลาง) 
4. วัด Head radius 
5. วัด Tail length 

5

5 

1
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 4. Head radius (micrometers) คือ รัศมีของนิวเคลียสคือสวนของ DNA ที่ไมเกิด
เสียหายที่สวนหัวของ comet เทากับความยาวครึ่งหนึ่งของระยะจาก A ถึง B (รูปที่ 15 
หมายเลข 4)  
 5. Tail length (micrometers) คือ ความยาวของสวนหางของ comet ที่บงบอกความ
เสียหาย ของ DNA เทากับระยะระหวาง B ถึง C เปน parameter ซ่ึงขึ้นอยูกับวิธีการวดั
เปนอยางมาก (รูปที่ 15 หมายเลข 5)  
 6. Tail moment คือ คาตัวเลขที่ไดจากการคํานวณระหวาง tail length คูณกับ       
tail DNA [%] คาตัวเลขที่ไดจากการคํานวณระหวาง tail length คูณกับ tail DNA [%] 
  Tail moment  = Tail length X Tail DNA [%] 
 7. Olive moment คือ คาที่ไดจากผลของระยะหางระหวางจุดศูนยกลางกับคาที่วัด
ไดจากสวนหวัและหาง และ tail DNA [%]   
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บทท่ี  5 

 
ผลการทดลอง 

 การทดลองใชปลาดุกอุยประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และสารสกัด
สะเดา หลังจากไดรับสารที่ทดสอบเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยการศึกษาพิษของ CdCl2 ซ่ึงเปน
สารกอมะเร็งประเภท 1B นั้นใชเทคนิค Micronucleus test และตรวจความผดิปกติของนิวเคลียส
บางลักษณะ เพื่อประเมนิความเปนพษิตอสารพันธุกรรม รวมทัง้เปรียบเทียบผลการใช เทคนิค  
Micronucleus test และความผิดปกติของนิวเคลียสกับเนื้อเยื่อปลา 3 ชนิด เพื่อคัดเลือกเนื้อเยื่อทีม่ี
ความไวและสะดวกตอการประเมินผลดวยเทคนิค Micronucleus test แลวนําไปใชประเมินความ
เปนพิษตอสารพันธุกรรมของสารสกัดสะเดากอนและหลังจากผึ่งแดดนาน 7 วัน นอกจากนี้ยังได
ทดลองเปรียบเทียบผลการประเมินความเปนพษิตอสารพนัธุกรรมของ CdCl2 และสารสกัดสะเดา
ดวยเทคนิค Micronucleus test และเทคนิค Comet assay บางความเขมขนดวย โดยมีผลการทดลอง
ในรายละเอียด ดังนี ้
 
1. ผลการศึกษาความเขมขนของ CdCl2 ตออัตราการตายของปลาดุกอุย 
 จากการทดสอบความเปนพษิของ CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L ตอการตายของปลา
ดุกอุย โดยแชปลาในสารละลาย CdCl2 ความเขมขนละ 20 ตัว เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง นบั
จํานวนปลารอดชีวิตจากเกณฑ คือ ปลามีลักษณะแข็งแรงวายน้ําหนเีมือ่ถูกสัมผัส พบวา ปลามีอัตรา
การตายเมื่อแชปลาใน CdCl2 เขมขน 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เทากับ 0, 50 และ 100% 
ตามลําดับ  สวนการทดสอบความเปนพษิของ CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมงนั้นพบวามีอัตราการตาย 0, 
0, 0, 0, 0, 10 และ 20% ตามลําดับ (ตารางที่ 14)  

ตารางที่ 14 อัตราการตายของปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ที่แช CdCl2 0, 0.5 และ 1.0 mg/L  
                   เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 

อัตราการตาย (%) CdCl2 
(mg/L) 24 h 48 h 

0 0 0 
0.01 0 0 
0.02 0 0 
0.03 0 0 
0.04 0 10 
0.05 0 20 
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2. ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมของปลาดกุอุย 
 2.1 ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุย 
                    จากเซลลเม็ดเลือดแดง 

จากการทดลองศึกษาความเปนพิษของ CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L ตอปลาดุกอุย 
เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง แลวตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรมจากเซลลเม็ดเลือดแดง เซลล
เยื่อบุผิวเหงือกและเซลลตับจากปลาที่ใชทดสอบความเขมขนละ 20 ตวั โดยเทคนิค Micronucleus 
test และความผิดปกติอ่ืนๆ ของนิวเคลียสจากเซลลเม็ดเลือดแดงจํานวน 3 สไลดตอปลา 1 ตัว ตรวจ
สไลดละ 1,000 เซลล สวนเหงือกและตับนั้นนําไปตรวจผลในการศึกษาตอไป ผลการวิเคราะห
ความถี่ของเซลลเม็ดเลือดแดงที่มี micronucleus (Micronucleus Frequencies, MNFs) พบวาปลาที่
ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.02-0.05  mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ถูกชักนําใหมีจํานวน 
micronucleus เพิ่มขึ้นโดยมีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) และพบความผิดปกติของ
นิวเคลียส คือ พบความถี่ของ lobed nucleus (lobed nucleus frequencies, LNFs) สูงกวากลุมควบคุม
ทุกความเขมขน (ตารางที่ 15) สวนความผิดปกติของนวิเคลียสบางลักษณะ คือ blebbeb, notched, 
vacuolated และ binucleated nucleus (ตารางที่ 15 และรูปที่ 16) พบไมตางจากกลุมควบคุม 
(P>0.05)  

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับความผิดปกติของ
นิวเคลียสที่ตรวจพบไดแก ความถี่ของ MN, lobed, blebbed, notched, vacuolated และ binucleated 
nucleus ในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดกุอุย พบคา MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 มีคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) เทากับ 0.8916 และ 0.9056 ในปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เปนเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 16 และรูปที่ 17) สวนความผดิปกติของนิวเคลยีสลักษณะอื่นๆ 
คือ blebbeb, notched, vacuolated และ binucleated nucleus นัน้ มีคา R2 ต่ํากวาคา MNFs โดยคา 
LNFs มีคา R2  รองลงมาจากคา MNFs ซ่ึงมีคาเทากับ 0.8749 และ 0.4676 ในปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 
เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 16 และรูปที่ 17) 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาปลาดุกอุยที่แชใน CdCl2 เขมขน 0.02-0.05 mg/L เปน
เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง มีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม จึงสามารถใชเทคนิค Micronucleus test 
ตรวจหาความผิดปกติของสารพันธุกรรมที่เกิดจากปลาไดรับสารพิษในระดับที่ไปทําลายสาร
พันธุกรรมตอเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา และเมื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวาง ระหวางคา MNFs 
กับความเขมขนของ CdCl2 พบวามีคา R2 สูง จึงชี้ใหเห็นวาความเขมขนของ CdCl2 ที่เพิ่มสูงขึ้นทํา
ใหเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมเพิ่มสูงขึ้นดวย 
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รูปที่ 16 เซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุย (ก) กลุมควบคมุ และ (ข-ฉ) กลุมที่ไดรับ CdCl2 เขมขน  
               0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
               (NC = Normal cell, MN = Micronucleus, N = Notched nucleus, L = Lobed nucleus,  
                 V = vacuolated nucleus และ BN =binucleated nucleus) 
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ตารางที่ 16 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับความถี่ของ 
                   นิวเคลียสที่ตรวจพบลักษณะผดิปกติในเซลล 3 ชนิด ของปลาดุกอุยที่แช CdCl2                              
                   0.01- 0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 

คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2) 
เซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงือก เซลลตับ 

คาความถี่ของความ
ผิดปกติของนวิเคลียส 
ที่นํามาวิเคราะหคา R2 

กับความเขมขนของ 
CdCl2 

24  h 48  h 24  h 48  h 24  h 48  h 

micronucleus 0.8916 0.9056 0.9443 0.7880 0.0407 0.9325 
blebbed nucleus -0.2563 -0.1516 0.1115 -0.4285 -0.4939 -0.4286 
notched nucleus -0.5884 -0.0099 0.5505 0.0296 -0.1693 -0.0330 
lobed nucleus 0.8749 0.4676 0.8235 0.9508 0.2185 0.8060 
vacuolated nucleus -0.2365 0.3581 0.8324 0.9347 0.0220 0.8991 
binucleated nucleus 0.1080 -0.4258 0.6784 0.4435 0.5798 0.7834 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 17 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับคา MNF ในปลาดุกอุยทีแ่ชใน CdCl2 เปน 
เวลา (ก) 24 และ (ข) 48 ช่ัวโมง และกับคา LNF ในปลาดุกอุยทีแ่ชใน CdCl2 เปนเวลา (ค) 
24 และ (ง) 48 ช่ัวโมง เมื่อตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดง 

R2 = 0.4676
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                2.2 ผลการตรวจความเปนพิษของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุย 
                      จากเซลลเยื่อบุผิวเหงือก 

การตรวจจากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกของปลาดุกอุยกลุมเดียวกับที่นําเซลลเม็ดเลือดไปตรวจ
ภายหลังจากที่แชใน CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยตรวจ
เซลลเยื่อบุผิวเหงือก 2 สไลดตอปลา 1 ตัว ผลการวิเคราะหความถี่ของเซลลที่มี MN พบวาปลาที่
ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.02-0.05  mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ถูกชักนําใหมีจํานวน MN 
เพิ่มขึ้น โดยมีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) และพบความผิดปกติของนิวเคลียส คือพบคา 
LNFs สูงกวากลุมควบคุมเฉพาะปลากลุมที่แช CdCl2 เขมขน 0.03-0.05 mg/L (ตารางที่ 17) สวน
ความผิดปกติของนิวเคลียส คือ blebbed และ lobed nucleus นั้น พบไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
ยกเวนความถี่ของ vacuolated nucleus (vacuolated nucleus frequencies, VNFs) พบสูงกวากลุม
ควบคุมเฉพาะปลากลุมที่แช CdCl2 เขมขน 0.05 mg/L ทั้งกลุมที่แชปลาเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 
สวนปลากลุมที่พบคาความถี่ของ binucleated nucleus (binucleated nucleus frequencies, BNFs) สูง
กวากลุมควบคุม (P<0.05)  คือ ปลากลุมที่แช CdCl2 เขมขน 0.03 และ 0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 
48 ช่ัวโมง    

 ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับความผิดปกติของ
นิวเคลียส ไดแก ความถี่ของ MN, lobed, blebed, notched, vacuolated และ binucleated nucleus ที่
ตรวจพบในเซลลเยื่อบุผิวเหงือกของปลา พบวา คา R2 ระหวางคา MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 

มีคาเทากับ 0.9443 และ 0.7880 ในปลากลุมที่แช CdCl2  เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ  
(ตารางที่ 16 และรูปที่ 18)  สวนคา R2 ของลักษณะความผิดปกติของนิวเคลียสที่มีความสัมพันธกับ
ความเขมขนของ CdCl2 สูง คือ lobed และ vacuolated nucleus มีคา R2 เทากับ 0.8235 และ 0.8324 
ในปลากลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และมีคา R2 เทากับ 0.9508 และ 0.9347 ในปลากลุมที่
แช CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 16 และรูปที่ 18) 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาปลาดุกอุยที่แชใน CdCl2 เขมขน 0.02-0.05 mg/L เปน
เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง แสดงความเปนพษิจาก CdCl2 ในระดบัสารพันธุกรรมสูงกวากลุมควบคุม 
และมีคา R2 ระหวางคา MNFs, LNFs และ VNFs กับความเขมขนของ CdCl2 สูง จึงสามารถใช
เทคนิค Micronucleus test และลักษณะความผิดปกตขิองนิวเคลียส คือ lobed และ vacuolated 
nucleus ตรวจหาความเปนพิษระดับทําลายสารพันธุกรรมและกอใหเกิดความผิดปกติของนิวเคลยีส
ที่เกิดจากปลาไดรับสารพิษในระดับที่ไปทาํลายสารพันธุกรรมไดจากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกของปลา 
นอกจากนี้ยังพบวาคา MNFs, LNFs และ VNFs สูงขึ้นเมื่อปลาไดรับ CdCl2 เพิ่มขึ้น ดังนัน้ความถี่
ของความผิดปกติดังกลาวยังบงชี้ความรุนแรงของพิษที่ปลาไดรับอีกดวย   
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                2.3  ผลการตรวจความเปนพิษของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุยจากเซลลตับ 
จากการตรวจเซลลตับของปลาดุกอุยกลุมเดียวกับที่นําเซลลเม็ดเลือดและเซลลเยื่อบุผิว

เหงือกไปตรวจภายหลังจากที่แชใน CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 
ช่ัวโมง ซ่ึงตรวจเซลลตับ 1,000 เซลลตอสไลด  และตรวจ 2 สไลดตอปลา 1 ตัว   ผลการวิเคราะห 
พบวาปลาที่แช CdCl2 ทุกกลุม มีคา MNFs ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (ตารางที่ 18)  ยกเวนปลา
กลุมที่แช CdCl2 เขมขน 0.04 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เทานั้นที่ชักนําใหเกิด MN ลดต่ํากวากลุม
ควบคุม (P<0.05)  สวนปลากลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นั้นพบวาปลาทีแ่ช CdCl2 เขมขน 
0.01-0.05 mg/L มีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05)   สวนความผดิปกติของนิวเคลยีส
ลักษณะอื่น  คือ blebbed, notched และ vacuolated nucleusไมพบจํานวนสูงกวากลุมควบคุม (ตาราง
ที่ 18) ยกเวนปลากลุมที่แช  CdCl2 เขมขน 0.04 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมงและ 0.02-0.05 mg/L เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง พบวามีคา LNFs สูงกวากลุมควบคุม และปลากลุมที่แช  CdCl2 เขมขน 0.01 และ 
0.03-0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง มีคา BNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05)   

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับความผิดปกติของ
นิวเคลียสไดแกความถี่ของ MN, lobed, blebbed, notched, vacuolated และ binucleated nucleus ที่
ตรวจพบในเซลลตับของปลา พบวาคา MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 มีคา R2 เทากับ 0.0407 
และ 0.9325 ในปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ  สวนความสัมพันธ
ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับคาความถี่ของ blebbed และ notched nucleus นั้น พบวามีคา R2 
ต่ําทุกลักษณะของความผิดปกติ ยกเวนคา R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับคาความถี่ของ 
lobed, vacuolated และ binucleated nucleus มีคาเทากับ 0.8060, 0.8991 และ 0.7834 เมื่อปลาไดรับ 
CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 16 และรูปที่ 19) ซ่ึงพบวามีคา R2 สูงกวาปลาในกลุม
ที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แตมีขอสังเกต คือ คา MNFs และ BNFs ในกลุมควบคุมของปลาที่
แชเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคาต่ํากวาที่ตรวจพบในเซลลเม็ดเลือดแดงปลาและเซลลเยื่อบุผิวเหงือก   
สวนความสัมพันธระหวางคา MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 ในกลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง  มีคา R2  ต่ํา จึงไมสามารถนํามาใชตรวจหาความผิดปกติของสารพันธุกรรมที่เกิดจากปลา
ไดรับสารพิษในระดับที่ไปทําลายสารพันธุกรรมได    

ผลการทดลองพบวาเทคนิค Micronucleus test จากเซลลตับนั้นใชตรวจความเปนพิษ ของ 
CdCl2 ระดับสารพันธุกรรมไดจํากัด คือ ไมสามารถตรวจหาเมื่อปลาไดรับสารพิษเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง โดยตรวจไดเฉพาะเมื่อไดรับสารพิษเปนเวลา 48 ช่ัวโมง และความผิดปกติของนิวเคลียส
จากคา LNFs, VNFs และ BNFs ซ่ึงมีความสัมพันธกับความเขมขนของ CdCl2 ที่แชปลานานเฉพาะ
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กลุมที่แชเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคา R2 สูง จึงสามารถใชความผิดปกติของนิวเคลียสซึ่งเกิดจากเซลล
ไดรับสารพิษได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 18 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับคา MNFs ในปลาดุกอยุที่แชใน CdCl2  
              เปน เวลา (ก)  24 และ (ข) 48 ช่ัวโมง และ กับคา LNFs ในปลาดุกอุยทีแ่ชใน CdCl2  
              เปนเวลา (ค) 24 และ (ง) 48 ช่ัวโมง และ กับคา VNFs ในปลาดุกอุยทีแ่ชใน CdCl2  
              เปนเวลา (จ) 24 และ (ฉ) 48 ช่ัวโมง เมื่อตรวจจากเซลลเยื่อบุผิวเหงือก 
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รูปที่ 19 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CdCl2 ที่แชปลาดุกอุยเปนเวลา 48 ช่ัวโมง กับคา (ก)  
               MNFs (ข) LNFs และ (ค) BNFs เมื่อตรวจจากเซลลตับ 

   2.4 ผลการเปรียบเทียบความไวของเนื้อเยื่อปลาดุกอุยท่ีใชตรวจสอบความเปนพิษของ  
CdCl2 ตอสารพันธุกรรม 

การเปรียบเทยีบความไวของเนื้อเยื่อ 3 ชนดิ จากปลาดกุอุยที่แชใน CdCl2 เปนเวลา 24 และ 
48 ช่ัวโมง พบวาเนื้อเยื่อที่สามารถใชเปน biomarker เพื่อบงชี้ความเปนพษิของ CdCl2 ตอสาร
พันธุกรรมที่ด ีโดยใชเกณฑ คือ (1) สามารถตรวจพบคา MNFs สูงกวาที่พบในกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ เมื่อปลาไดรับ CdCl2 เขมขนต่ําที่สุด (2) มีคา R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 
กับ คา MNFs สูง ทั้งเมื่อแชปลาเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง และ (3) ตรวจหา MN จากภายใตกลอง
จุลทรรศนไดงาย สวนประเดน็อื่นๆ ที่ใชพจิารณาประกอบ คือ มีจํานวน MN สูงและมีผลทําใหปลา
ตาย 

จากการใชเกณฑขอที่ 1 และ ขอที่ 2  พบวาการตรวจ คา MNFs ที่ตรวจจากเซลลเม็ดเลือด
แดงและเซลลเยื่อบุผิวเหงือก มีความไวในการตรวจระดบัเดียวกัน คือ สามารถตรวจพบคา MNFs 
สูงกวาที่พบในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ เมื่อปลาไดรับ CdCl2 0.02 mg/L โดยพบวาคา 
R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับ คา MNFs เทากับ 0.8916 และ 0.9443 เมื่อตรวจจากเซลลเม็ด
เลือดแดงและจากเยื่อบุผิวเหงือกหลังจากแชปลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ สวนกลุมที่แชปลา
เปนเวลา 48 ช่ัวโมงนั้น พบวามีคา  R2  เทากับ  0.9056 และ 0.7880 เมือ่ตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดง
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และจากเยื่อบผิุวเหงือก ตามลําดับ จากการพิจารณาใชเกณฑทั้ง 2 ขอนี้ทําใหการตรวจจากเซลลตับ
ไมใชเนื้อเยื่อที่มีความไวในการบงชี้ความเปนพิษของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมที่ด ี ถึงแมจะตรวจ
พบคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม ในปลากลุมที่แช CdCl2 0.01 mg/L เพราะตรวจไดเฉพาะในปลา
กลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมงเทานั้น สวนกลุมที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นั้น คา MNFs 
ไมตางจากกลุมควบคุม (P<0.05)   และมีคา R2 เทากับ 0.0407 จึงแสดงใหเห็นวาคา MNFs ไมมี
ความสัมพันธกับความเขมขนของ CdCl2 ที่ใชแชปลา  จึงสรุปไดวาเซลลที่มีความไวในการตรวจ
ความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมที่ดี คือ เซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิวเหงือก ซ่ึงมี
ขอไดเปรียบและเสียเปรียบที่ควรพิจารณาเมื่อจะเลือกไปใช คือ การตรวจจากเลือดมีขอดีเพราะไมมี
เซลลและเนื้อเยื่ออ่ืนปนอยูในตัวอยางที่ตรวจ และเซลลมีขนาดใหญ จึงตรวจหา MN ภายใตกลอง
จุลทรรศนงาย สวนการตรวจจากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกอาจพบเศษเนื้อเยือ่ คราบเมือก และแบคทีเรีย
ปนอยูในตัวอยางเซลล นอกจากนี้ขนาดของเซลลเยื่อบุผิวเหงือกมีขนาดเล็กกวาเซลลเม็ดเลือดแดง 
ทําใหตรวจหา MN ไดยากกวา แตขอดีของเซลลเยื่อบุผิวเหงือก คือ มีจาํนวน MN มากกวาในเซลล
เม็ดเลือดแดงและเซลลตับตามลําดับ นอกจากนีย้ังพบวาคา MNFs ของปลาดุกอุยทีแ่ชใน CdCl2  
เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ไมแตกตางกนั (P>0.05) (ตารางที่ 19) สวนขอดอยของการตรวจจาก
เซลลเยื่อบุผิวเหงือกอีกประการหนึ่ง คือ เปนวิธีที่ทําใหปลาตาย จึงไมเหมาะตอการติดตามผลระยะ
ยาว ผูวิจยัจึงเลือกตรวจ MNFs จากเซลลเม็ดเลือดแดงเมื่อตรวจความเปนพิษของสารสกัดสะเดาใน
การทดลองขั้นตอไป 

จากการเปรยีบเทียบคา R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับความผดิปกติของนวิเคลียส 
พบวามีความสัมพันธกับความผิดปกติของนิวเคลียสบางลักษณะสูง ไดแก คา LNFs และ VNFs ซ่ึง
พบวามีคา R2 สูงเฉพาะเมื่อตรวจจากเซลลเยื่อบุผิวเหงอืก หลังจากแชปลาใน CdCl2 เปนเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง สวนการตรวจจากเซลลตับนั้น พบวาคา R2 สูงเฉพาะกลุมที่แชปลาใน CdCl2 เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง (ตารางที่ 16) ดังนัน้คา LNFs จึงเปนความผิดปกตทิี่ตรวจพบในเนื้อเยื่อปลาทั้ง 3 
ชนิด สูงกวาความผิดปกติของนิวเคลียสอืน่ๆ 

จึงสรุปไดวาเนื้อเยื่อที่มีความไวสูงสุด คือ ตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิว
เหงือกของปลาดุกอุย และเมื่อเปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อทั้ง 2 ชนิดนี้ถาพิจารณาจากความสะดวก
ในการเก็บตัวอยาง ใชเวลานอย ทํางาย และทําใหปลาไมตาย ทําใหสะดวกตอการใชปลาเปนยามเฝา
ระวังมลพิษที่ปนเปอนในน้ําถึงระดับที่ทําลายสารพันธุกรรม ดังนั้นการตรวจหา MNFs จากเม็ด
เลือดปลาจึงมีความไวตอการตรวจความเปนพิษในระดับที่ทําลายสารพันธุกรรมและมีความสะดวก
ตอการตรวจ 
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 ตารางที่ 19 ผลการวิเคราะหคา MNFs ที่ตรวจพบในเซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงือกและ  

                    เซลลตับของปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ที่แช CdCl2 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 

MN frequency 1/1,000 cells (mean±SD) 
เซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงือก เซลลตับ 

CdCl2 
(mg/L) 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 
0 3.50±1.47b 5.67±2.08b 5.20±1.13c 5.10±0.99c 4.35±0.92a 1.85±0.92a 

0.01 3.60±1.14b 5.13±2.10b 7.95±1.20c 7.80±1.27c 4.40±0.85a 2.90±0.71a 
0.02 4.97±2.00b 10.30±4.36b 10.40±1.70c 8.85±1.91c 3.55±1.06a 3.05±0.78a 
0.03 7.97±3.30b 12.13±3.12b 15.30±1.98c 12.3±2.12c 4.85±0.92a 3.40±0.85a 
0.04 12.03±3.98b 12.07±3.53b 14.70±1.98c 12.75±2.05c 3.80±1.27a 3.75±0.92a 
0.05 17.47±5.82b 16.20±4.82b 21.5±2.97c 26.30±2.55c 4.10±1.27a 4.75±1.06a 

 1 คาเฉลี่ย (mean±SD) จากเซลลเม็ดเลือดแดง 3,000 เซลล เซลลเยื่อบุผิวเหงือกและเซลลตับอยางละ 2,000 เซลล 
    ตอปลาดุกอุย1 ตัว ความเขมขนละ 20 ตัว 
a-c เปรียบเทียบคา MNF ระหวางชนิดของเซลล และระยะเวลาที่แชปลา 24 กับ 48 ช่ัวโมง 
 

3. ผลการศึกษาความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา ตออัตราการตายของ 
    ปลาดุกอุย 

จากการทดสอบความเปนพษิของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา เขมขน 0.5-1.1 mg/L 
ตอการรอดชีวติของปลาดุกอุย โดยแชปลาในสารละลาย Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาความ
เขมขนละ 20 ตัว เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง นับจํานวนปลารอดชีวติจากเกณฑ คอื ปลามีลักษณะ
แข็งแรงวายน้าํหนีเมื่อถูกสมัผัส พบวาหลังจากแชปลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมงใน Azadirachtin เขมขน 
0, 0.5, 0.6, 0.7,0.8, 0.9, 1.0 และ 1.1 mg/L ปลามีอัตราการตายเทากับ 0, 50, 30, 30, 70, 70, 100 และ 
100% ตามลําดับ  สวนการทดสอบความเปนพิษของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาเปนเวลา 48 
ช่ัวโมงนั้นพบวามีอัตราการตาย เทากับ 0, 0, 10, 10, 10, 20, 60 และ 80% ตามลําดับ  (ตารางที่ 20) 
พบวาปลาดุกอุยกลุมที่ไดรับ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาเขมขน 1.0-1.1 mg/L เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จะวายน้ําไปมาตลอดเวลาและตายภายใน 6 ช่ัวโมง    
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4. ผลการศึกษาความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาตอปลาดุกอุย 
 จากผลการทดสอบความเปนพิษของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมของปลาดุกอุย ผูวิจยัจงึเลือก
เทคนิค Micronucleus test มาตรวจความเปนพิษของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาตอสาร
พันธุกรรมและศึกษาความผดิปกติของนวิเคลียส คือ lobed nucleus โดยศึกษาจากเซลลเม็ดเลือดแดง  
นอกจากนี้ยังศกึษาการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดสะเดาจากแสงแดด โดยเปรียบเทียบความเปนพษิตอ
สารพันธุกรรมระหวาง  Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา กอนและหลงัจากนําไปผึ่งแดดนาน 7 วนั  
  

4.1 ผลการตรวจสอบความเปนพิษของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาตอ 
       สารพันธกุรรมของปลาดุกอุย 
จากการทดสอบความเปนพษิของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา เขมขน 0.5-1.1 mg/L 

ตอปลาดุกอุย เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง แลวตรวจความเปนพษิตอสารพันธุกรรมจากเซลลเม็ด
เลือดแดง โดยเทคนิค Micronucleus test และความผิดปกติของนิวเคลียสคือ lobed nucleus จาก
เซลลเม็ดเลือดแดงจํานวน 3 สไลด/ปลา 1 ตัว ตรวจสไลด ละ 1,000 เซลล และใชปลาที่ทดลองความ
เขมขนละ 10 ตัว ผลการวิเคราะหคา MNFs และ LMFs พบวาปลาที่แชในสารสกัดสะเดาที่มี
Azadirachtin เขมขน 0.5-1.1 mg/L  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจพบคา MNFs สูงกวากลุมควบคมุ 
(P<0.05) ในปลากลุมที่แชในสารสกัดสะเดาที่ม ีAzadirachtin 0.7-0.9 mg/L สวนกลุมที่แชเปนเวลา 
48 ช่ัวโมง ตรวจพบปลาที่แชในสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin 0.6-1.0 mg/L (ตารางที่ 21) สวนคา 
LMFs นั้นพบวาไมมีความสมัพันธกับความเขมขนของ Azadirachtin ทั้งในปลากลุมที่แชเปนเวลา 
24 และ 48 ช่ัวโมง โดยมีคา R2 เทากับ 0.0112 และ 0.0002 ตามลําดับ (รูปที่ 20) สวนคา R2 ระหวาง 
MNFs กับความเขมขนของ Azadirachtin นั้น พบวามีคา R2 เทากับ  0.6793 และ 0.6182 ตามลําดับ 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาความเขมขนตั้งแต 0.7 mg/L  
เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ทําใหเกิดความเปนพิษตอสารพันธุกรรมเมื่อตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดง 
ซ่ึงตรวจไดจากคา MNFs ที่พบสูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) จึงสามารถใชเทคนิค Micronucleus 
test ตรวจหาความผิดปกตขิองสารพันธุกรรมที่เกิดจากปลาไดรับสารพิษในระดับที่ไปทําลายสาร
พันธุกรรมตอเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา และเมื่อวเิคราะหความสัมพนัธ ระหวางคา MNFs กับ
ความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา พบวามีคา R2 ต่ํากวาความสัมพนัธระหวางคา 
MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 จึงชีใ้หเห็นวาสารสกัดสะเดามีความเปนพษิตอสารพันธุกรรม
นอยกวา CdCl2 นอกจากนี้ยังพบวา ความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาที่ชักนําใหมีคา 
MNFs สูงกวากลุมควบคุม คือ Azadirachtin ในสารสกดัสะเดา 0.7 mg/L หลังแชปลาเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง มีคา MNFs 8.05±2.10 (ตารางที ่ 21) ซ่ึงใกลเคียงกับคา MNFs 7.97±3.00 (ตารางที่ 15)    
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ของปลาดุกอุยที่แช CdCl2 0.03 mg/L เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงแสดงใหเห็นวา ตองใชสารสกัดสะเดา
ที่มี Azadirachtin มากกวา CdCl2 ถึง 23.33 เทา จึงสามารถชักนําใหเกิด MN ในเซลลเม็ดเลือดแดง
ปลาดุกอุยไดในระดับใกลเคยีงกัน สวนกรณีเปรียบเทยีบระหวางปลาดุกอุยทีแ่ชในสารสกัดสะเดา
และ CdCl2  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา ตองใชสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin มากกวา CdCl2 ถึง  
30 เทา จึงสามารถชักนําใหเกิด MN ในเซลลเม็ดเลือดแดงปลาดุกอยุไดในระดับใกลเคียงกัน คือ 
เทากับ 9.78±1.98 และ 10.3±4.36 ในปลากลุมที่แชสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin เขมขน 0.6 
mg/L และแช CdCl2 0.02 mg/L ตามลําดับ 
 

 ตารางที่ 20 อัตราการตายของปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ที่แชในสารสกัดสะเดา 
                    ที่มี Azadirachtin เขมขน 0.5-1.1 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 

อัตราการตาย (%) สารสกัดสะเดาที่มีความ
เขมขนของ Azadirachtin 

(mg/L) 24 h 48 h 

0 0 0 
0.50 50 0 
0.60 30 10 
0.70 30 10 
0.80 70 10 
0.90 70 20 
1.00 100 60 
1.10 100 80 

 
4.2 ผลการตรวจสอบความเปนพิษของ azadirachtin จากสารสกัดสะเดาที่เสื่อมฤทธิ์ตอ 
      สารพันธุกรรมของปลาดกุอุย 

 จากผลการทดสอบความเปนพิษของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาตอสารพันธุกรรม 
ของปลาดุกอุย พบวาปลาดกุอุยที่แชในสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin ความเขมขนตั้งแต 0.6 
mg/L เปนความเขมขนต่ําที่มีความเปนพิษตอสารพันธุกรรมและความเขมขนที่ใชต่ํากวาความ
เขมขนของ CdCl2 ที่มีความเปนพิษตอสารพันธุกรรมถึง 30 เทา ผูวิจัยจึงเลือกทดสอบผลของ
แสงแดดตอการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดสะเดา ดวยเทคนคิ Micronucleus test โดยนําสารสกัดสะเดา
ที่มี Azadirachtin 0.6 mg/L ไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน แลวนํามาทดสอบกับปลาดุกอุย เปนเวลา 24 
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ช่ัวโมง พบวาในปลากลุมทีแ่ชในสารสกดัสะเดาเขมขน 0.6 mg/L ที่ไมนําไปผึ่งแดด มีคา MNFs สูง
กวากลุมควบคุม (P<0.05) และมีคา MNFs สูงกวาปลาดุกอุยกลุมที่แชสารสกัดสะเดาที่ทําใหเสื่อม
ฤทธิ์โดยวิธีผ่ึงแดดเปนเวลา 7 วัน  (ตารางที่ 21) สวนปลากลุมที่แชสารสกัดสะเดาที่ผานการผึ่งแดด
เปนเวลา 7 วนั พบวามีคา MNFs ลดต่ํากวากลุมควบคมุแตไมแตกตางคา MNFs  ของปลากลุมที่แช
สารสกัดสะเดาเขมขน 0.6 mg/L ที่ไมนําไปผึ่งแดด (P<0.05)  สวนคา LNFs นั้นพบวาปลาที่แชสาร
สกัดสะเดาทั้งที่ไมผ่ึงแดดและที่ผานการผึ่งแดดไมแตกตางจากกลุมควบคุม (ตารางที่ 21)  จากผล
การทดลองสรุปไดวาการนําสารสกัดสะเดาไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วนั ทําใหความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาลดนอยลง แตการลดลงนี้ยังไมมากพอที่จะตรวจพบ
ความแตกตางจากพิษตอสารพันธุกรรมของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาที่ยังไมนําไปผึ่งแดด จึง
ควรทําการทดลองซ้ําและเพิ่มระยะเวลาในการนําสารสกดัสะเดาไปผึ่งแดดใหนานขึน้ รวมทั้ง
ทดสอบกับสารสกัดสะเดาอยางนอย 3 ความเขมขน 

ตารางที่ 21 คาความถี่ของ micronucleus และ lobed nucleus ในเซลลเมด็เลือดแดงปลาดุกอุย  
                   (C. macrocephalus) ที่แชในสารสกัดสะเดาทีม่ี Azadirachtin เขมขน 0.5-1.1 mg/L  

     เปนเวลา  24 และ 48 ช่ัวโมง   
Frequency1/1,000 cells (mean ±SD) 

Micronucleus Lobed nucleus 
Azadirachtin จาก
สารสกัดสะเดา 

(mg/L) 24 h 48 h 24 h 48 h 
0 2.80 ± 0.83a 5.17 ± 1.68a 4.23 ± 1.19b 3.27 ± 1.95b 

0.5 5.08 ± 1.51ab 6.10 ± 1.86ab 0.67 ± 0.14a 2.97 ± 1.67b 
0.6 4.71 ± 1.69ab 9.78 ± 1.98cd 4.10 ± 1.89b 2.30 ± 1.89ab 
0.7 8.05 ± 2.10b 10.96 ± 5.40d 4.57 ± 2.12b 3.48 ± 2.16b 
0.8 13.22 ± 3.27c 10.33 ± 2.34cd 4.57 ± 2.12b 3.52 ± 0.00b 
0.9 10.78 ± 3.79b 8.88 ± 1.80bcd 3.89 ± 2.92b 2.96 ± 1.58b 
1 0.00 ± 0.002 10.92 ± 3.58d 0.00 ± 0.002 3.33 ± 1.24b 

1.1 0.00 ± 0.002 7.17 ± 3.36abc 0.00 ± 0.002 3.33 ± 1.24b 
1 คาเฉลี่ยจากเซลลเม็ดเลือดแดงจาก 3,000 เซลลตอปลาดุกอุย 1 ตัว จํานวนปลาทดลองความเขมขนละ 20 ตัว 
2  ปลาที่ใชทดสอบตายหมดทั้งกลุม 
a-d เปรียบเทียบความแตกตางของคาความถี่ที่พบระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%   
    (P<0.05) 
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รูปที่ 20 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดากับคา MNF                        
ในปลาดุกอยุที่แชสารสกัดสะเดาเปนเวลา (ก) 24 และ (ข) 48 ช่ัวโมง และ กับคา LNF ใน
ปลาดุกอุยที่แช สารสกัดสะเดาเปนเวลา (ค) 24 และ (ง) 48 ช่ัวโมง เมื่อตรวจจากเซลลเม็ด
เลือดแดง 
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รูปที่ 21 เซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุย (ก) กลุมควบคมุและ (ข-ฉ) กลุมทดลองที่ไดรับ   
              Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาเขมขน 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 และ 0.9 mg/L ตามลําดับ 

(NC = Normal cell, MN = Micronucleus, L = Lobed nucleus และ BN = Binucleated nucleus) 
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ตารางที่ 22 คาความถี่ของ micronucleus และ lobed nucleus ในเซลลเมด็เลือดแดงปลาดุกอุย 
                   (C. macrocephalus) ที่แชสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin 0.6 mg/L ที่นําไปผึ่งแดด 
                   7 วันและไมผ่ึงแดด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

Azadirachtin  
(mg/L) Micronucleus  Lobed nucleus 

0 4.27 ± 3.30a 2.70 ± 1.55a 
0.6 4.63 ± 1.61b 4.29 ± 1.30a 
0.62 3.22 ± 1.75a 2.81 ± 1.66a 

1 คาเฉลี่ยจากเซลลเม็ดเลือดแดงจาก 3,000 เซลลตอปลาดุกอุย 1 ตัว จํานวนปลาทดลองความเขมขนละ 20 ตัว 
2  Azadirachtin 0.6 mg/L ที่นําไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน  
a-d เปรียบเทียบความแตกตางของคาความถี่ที่พบระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
(P<0.05) 
 

5.  ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมของ CdCl2, Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 
     กอนและหลังจากผึง่แดดในปลาดุกอุยดวยเทคนิค Comet assay  
 จากผลการทดสอบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Micronucleus test    ซ่ึง
พบวาไดผลดีแตใชเวลาในการตรวจสไลดมาก และในปการศึกษานี้ภาควิชาชีววิทยาไดส่ังซื้อกลอง
จุลทรรศนและโปรแกรมสําเร็จรูปที่สามารถวัดปริมาณของ DNA damage ของแตละเซลลได จึง
สามารถตรวจ DNA damage ดวยเทคนิค Comet assay  ผูวิจัยจึงทําการทดลองเบื้องตนเพื่อใชเทคนคิ 
Comet assay  ตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรมในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุย  โดยแชปลา
ใน CdCl2,  สารสกัดสะเดากอนและหลังนําไปผึ่งแดดนาน 7 วัน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใชปลา
ทดลองกลุมละ 5 ตัว และตรวจ DNA damage จากเซลล 50 เซลลตอปลา 1 ตัว และวิเคราะหผลดวย
ดวยโปรแกรม LUCIA Comet Assay และวัดคา parameter  9 คา คือ คาเฉลี่ยของ [%] head DNA,  
[%] tail DNA,  integral intensity,  head radius,  tail length, tail moment, olive moment,  head area 
และ tail area   
 ผลการทดลองพบวาเมื่อตรวจสอบความเปนพิษของ CdCl2 และ Azadirachtin จากสารสกัด
สะเดาจากเซลลเม็ดเลือดแดงปลาดุกอุยดวยเทคนิค Comet assay และวิเคราะหภาพ comet รวม 9 
parameter พบวา CdCl2 และ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาทุกความเขมขน สามารถชักนําใหเกิด 
DNA damage (รูปที่ 22) ที่มีคาเฉลี่ย tail length แตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) โดยปลากลุมที่
แช Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาที่ผ่ึงแดดเปนเวลา 7 วัน และไมผ่ึงแดด มีคาเฉลี่ยของ tail 
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length ใกลเคียงกันและมีคาเฉลี่ยมากกวาปลากลุมที่แช CdCl2 0.03 และ 0.05 mg/L อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) (ตารางที่ 23) สวนพารามิเตอรอ่ืนๆ ที่ตรวจนั้น พบวาคาเฉลี่ยของ [%] tail DNA, tail 
moment, olive moment สูงกวากลุมควบคุม เฉพาะปลาดุกอุยที่แชในสารสกัดสะเดาที่มี 
Azadirachtin 0.6 mg/L ที่ผ่ึงแดดเปนเวลา 7 วันและไมผ่ึงแดด มีคาเฉล่ียของ [%] tail DNA, tail 
moment, olive moment สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) (ตารางที่ 23) สวนคาเฉลี่ย integral intensity 
และ head area ไมแตกตางจากกวากลุมควบคุม (P>0.05) นอกจากนี้ยังพบวา คาเฉลี่ย [%] head 
DNA ในปลากลุมที่แช CdCl2 0.03 และ 0.05 mg/L มีคาสูงกวาของปลากลุมที่แช Azadirachtin จาก
สารสกัดสะเดาที่ผ่ึงแดดเปนเวลา 7 วัน และไมผ่ึงแดด อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ซ่ึงคาเฉลี่ย [%] 
head DNA กับ [%] tail DNA มีความสัมพันธกัน คือ เซลลที่เกิด DNA damage นอยจะมีคาเฉลี่ย 
[%] head DNA มาก  
 
 ตารางที่ 23 คา parameter ตางๆ (mean±SD)  ที่ใชวเิคราะหดวยโปรแกรม LUCIA Comet Assay 

สารเคมี Head 
DNA (%) 

Tail DNA 
(%) 

Integral 
intensity 

Head 
radius 

Tail 
length 

Tail 
moment 

Olive 
moment 

Head 
area tail area 

Control 
96.01 ± 
3.14b 2.75 ± 3.14a 

140.37 ± 
45.23a 

28.93 ± 
3.92b 

9.12 ± 
8.07a 

0.39 ± 
0.80a 

0.66 ± 
0.75a 

3,397.23 ± 
773.82a 

356.01 ± 
281.99a 

CdCl2 0.03 
mg/L 

80.64 ± 
10.67b 

19.36 ± 
10.67a 

128.46 ± 
44.21a 

18.92 ± 
4.33ab 

105.90 ± 
51.24b 

24.92 ± 
22.65a 

8.67 ± 
7.87a 

1,610.22 ± 
497.81a 

2,605.21 ± 
1,840.08a 

CdCl2 0.05 
mg/L 

80.00 ± 
11.72b 

20.00 ± 
11.72a 

139.49 ± 
48.98a 

21.95 ± 
5.92ab 

132.24 ± 
44.35b 

33.33 ± 
25.39a 

11.25 ± 
11.51a 

2,244.02 ± 
986.81a 

3,506.97 ± 
1,921.51a 

Neem extract 
0.6 mg/L 

48.74 ± 
13.94a 

51.26 ± 
13.94b 

154.43 ± 
62.85a 

14.61 ± 
2.83a 

234.07 ± 
44.60c 

137.04 ± 
49.50b 

50.61 ± 
25.61b 

1,156.92 ± 
357.41a 

11,662.70 
± 

4,693.79b 
Neem extract 
0.6 mg/L ผ่ึง
แดด 7 วัน 

55.22 ± 
17.82a 

44.78 ± 
17.82b 

161.90 ± 
63.24a 

14.60 ± 
2.54a 

232.26 ± 
51.44c 

111.59 ± 
53.73b 

43.91 ± 
30.09b 

1,260.07 ± 
388.22a 

10,696.76 
± 

4,629.14b 

1 คาเฉลี่ยจากเซลลเม็ดเลือดแดงจาก 100 เซลลตอปลาดุกอุย 1 ตัว จํานวนปลาทดลองความเขมขนละ 5 ตัว 
a-c เปรียบเทียบความแตกตางของคาความถี่ที่พบระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
(P<0.05) 
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รูปที่ 22 เซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุย (ก) จากกลุมควบคุม และ (ข) จากปลากลุมทีแ่ช  
              CdCl2 0.03 mg/L ซ่ึงพบ DNA damage ระดับปานกลาง และ (ค) Azadirachtin 0.6 mg/L  
              ซ่ึงพบ DNA damage ระดับระดบัมาก เมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศน fluorescence 
              กําลังขยาย 40 เทา 
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บทท่ี  6 

  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 การทดลองใชปลาดุกอุยประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และสารสกัด
สะเดา หลังจากปลาไดรับสารที่ทดสอบเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยการศึกษาพิษของ CdCl2 
ดวยเทคนิค Micronucleus test และตรวจความผิดปกติของนิวเคลียสบางลักษณะเพื่อประเมินความ
เปนพิษตอสารพันธุกรรม รวมทั้งเปรียบเทียบผลการใชเทคนิค  Micronucleus test และตรวจความ
ผิดปกติของนวิเคลียสจากเนือ้เยื่อปลา 3 ชนิด คือ เซลลเม็ดเลือดแดง เซลลเยื่อบุผิวเหงือก และเซลล
ตับจากปลาในกลุมทดลองเดยีวกัน เพื่อคัดเลือกเนื้อเยือ่ที่มีความไวและสะดวกตอการใชประเมนิ
ความเปนพษิของ CdCl2 ในระดับที่ทําลายสารพันธุกรรม และกอใหเกิดความผิดปกติของนิวเคลยีส 
แลวนําไปใชประเมินความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมของสารสกัดสะเดากอนและหลงัจากผึ่งแดด 7 
วัน เพื่อเปรยีบเทียบผลของแสงแดดตอการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดสะเดา นอกจากนี้ยังไดทดลอง
เปรียบเทียบผลการประเมินความเปนพษิตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และสารสกัดสะเดาบางความ
เขมขน ดวยเทคนิค Micronucleus test และเทคนิค Comet assay โดยมีผลการทดลองในรายละเอยีด 
ดังนี ้
 
1. ผลการศึกษาความเปนพิษของ CdCl2 ตออัตราการตายของปลาดุกอุย 
  การทดสอบความเปนพษิของ CdCl2 ตอปลาดุกอุยขนาด 8.93±0.94 ซม. โดยวิธีแชใน
สารละลาย CdCl2  เขมขน  0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวา
ปลากลุมควบคุมและกลุมทดลอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มีอัตราการตาย 0% และปลากลุมที่ไดรับ 
CdCl2 0.04 และ 0.05 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีอัตราการตาย 20 และ 10% ตามลําดับ ผลการ
ทดสอบความเปนพิษของ CdCl2 ตอปลาดุกอุยในขั้นตอนนีเ้พือ่ทดสอบสภาพแวดลอมและวิธี
ทดสอบ CdCl2 ตอปลาดุกอุยในหองปฏิบัติการ ซ่ึงพบวาเปนไปตามเกณฑมาตรฐานของ EPA 
(2004) และ OECD (1997) ซ่ึงมีเกณฑ คอื จากปลาทดสอบกลุมละ 20 ตัว ปลากลุมควบคุมตองมี
อัตราการรอดชีวิตไมนอยกวา 90%  
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2. ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมของปลาดกุอุย 
 2.1 ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุย 
                    จากเซลลเม็ดเลือดแดง 

จากการศึกษาความเปนพษิของ CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L ตอปลาดุกอุย เปนเวลา 
24 และ 48 ช่ัวโมง แลวตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรมจากเซลลเม็ดเลือดแดง โดยเทคนคิ 
Micronucleus test และตรวจหาความผิดปกติของนิวเคลียสบางลักษณะ พบวาปลาที่ไดรับ CdCl2 
เขมขน 0.02-0.05  mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ถูกชักนําใหมีจํานวน MN เพิ่มขึ้น จึงมี
คาความถี่ของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ตรวจพบ micronucleus (MNFs) สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) 
สวนความผิดปกติของนิวเคลียสที่ตรวจ คอื ความถี่ของ MN, lobed, blebbed, notched, vacuolated 
และ binucleated nucleus พบวาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R2)  ระหวางความเขมขนของ CdCl2 มี
คา R2 สูงที่สุด คือ ความสัมพันธกับ MNFs และ LNFs เทากับ 0.8916 และ 0.9347 ตามลําดับ ใน
กลุมที่แชปลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนกลุมที่แชปลาเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคา R2 เทากับ 0.9056 และ 
0.9508 ตามลําดับ (ตารางที่ 16) ดังนัน้ผลการทดลองนี้จึงชี้ใหเหน็วาสามารถใชปลาดุกอุยตรวจ
ความเปนพษิของ CdCl2 ในน้ําได โดยการตรวจพบคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) เมื่อมี 
CdCl2 ปนเปอนไมนอยกวา 0.02 mg/L ซ่ึงเปนความเขมขนสูงในระดบัที่ไปทําลายสารพันธุกรรมได 
ดวยเทคนิค  Micronucleus test  

องคกรวิจยัมะเร็งระหวางประเทศ หรือ IARC รายงานวาแคดเมียมเปนสารกอมะเรง็ class 
1A (IARC, 2004)  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Wu และคณะ (2006) ที่พบวาเมื่อศึกษาในไต
ของปลา silver crucian carp (Carassius auratus gibelio) ที่ไดรับ Cd2+ พบวา Cd2+ มีผลทําใหสาย 
DNA ขาดลงโดย Cd2+ ไปกระตุนการทํางานของเอ็นไซม deoxyribonuclease และมีผลใหเกดิการ
สะสมอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) รวมทั้งไปทําลายระบบตานอนุมูลอิสระโดยมีผลให
เกิดการลดกิจกรรมของเอ็นไซม superoxide dismutase, catalase และ peroxidase ลง รวมทั้งเพิ่ม
ปฏิกริยา lipid peroxidation สวนผลการศึกษาความเปนพิษของ CdCl2 ในเซลล HepG2 พบวาความ
เขมขน 0-1000 nM ทําใหใหเกิด DNA damage จึงตรวจพบคา MNF เพิ่มขึ้นหลังจากเซลลไดรับ 
CdCl2 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง (Fatur และคณะ, 2002) และการศึกษาในเซลล CHO-K1 พบวา cadmium 
acetate สามารถชักนําใหเกดิการกลายพนัธุในเซลล CHO-K1 โดยพบความถี่ของเซลลที่กลายพันธุ 
11 และ 16 เทา เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และพบวา cadmium acetate สามารถชักนําใหเกิดการกลาย
พันธุแบบ tranversions มากกวาแบบ transitions (Yang และคณะ, 2004)  

จากการรายงานผลของแคดเมียมตอการทําลายสารพันธุกรรม จึงสนับสนุนผลที่ไดจากการ
ทดลองนี้ ซ่ึงพบวาสามารถใชเทคนิค Micronucleus test ตรวจวัดระดับความเปนพิษของ CdCl2 ตอ
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การทําลายสารพันธุกรรมของปลาดุกอุยไดจากการตรวจหาความถี่ของจํานวน MN ที่พบในเซลล
เม็ดเลือดแดง เนื่องจาก MN เกิดจากความผิดปกติของโครโมโซมหรือช้ินสวนของโครโมโซมที่เกิด
การแตกหักในระหวางการแบงเซลลแบบไมโทซีสในระยะเมทาเฟสถึงระยะแอนาเฟส เนื่องมาจาก
การเกิดมิวเตชัน (Ballantyne, 1988; Udroiu, 2006) หลังจากโครโมโซมไดรับความเสียหายและไม
สามารถรวมตัวเปน daughter nuclei ได   จึงเปนชิ้นสวนโครโมโซมขนาดเล็กอยูรอบๆ เยื่อหุม
นิวเคลียส (Tradiff, 1991) โดยสารเคมีที่มีความเปนพิษตอสารพันธุกรรมเมื่อเขาสูเซลลจะทําใหสาย 
DNA ขาด เกิดเปนชิ้นสวนของ DNA ที่แตกหักอยูในไซโตพลาสซึม เมื่อถึงการแบงเซลลในระยะ
แอนาเฟสโครโมโซมจะถูกดึงเขาสูขั้วเซลล  ช้ินสวนของ DNA ที่แตกหักจะไมถูกดึง จึงเกิดเปน 
MN ที่มีขนาดเล็กกวานิวเคลียสหลักอยูในเซลล (Fenech, 2006)  

เทคนิค Micronucleus test จึงเปนเทคนิคที่สามารถนํามาใชในการตรวจเพื่อเฝาระวังการ
ปนเปอนของสารพิษประเภทที่มีผลทําลายสารพันธุกรรมในแหลงน้ํา โดยทําให DNA หรือ 
โครโมโซมแตกหัก จึงเปนการตรวจผลของสารปนเปอนในแหลงน้ําที่สงผลรวมตอการทําลายสาร
พันธุกรรม ซ่ึงไมไดจําเพาะตอ CdCl2 เทานั้น  ดังที่ปรากฏในรายงานผลการศึกษาของ Matsumoto 
และคณะ (2006) ที่พบวาโครเมียมที่ปนเปอนในแหลงน้ําสามารถชักนําใหเกิด micronucleus และ
ความผิดปกติของนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงปลานิล (O. niloticus) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค 
Micronucleus test  จากเซลลเม็ดเลือดแดง  และจากรายงานของ Cavas และ Ergene-Gozukara 
(2005) พบวาปลานิลที่ไดรับ metronidazole เขมขน 5, 10 และ15 mg/L เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง แลว
ตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Micronucleus test จากเซลลเม็ดเลือดแดงที่โตไม
เต็มที่ (immature erythrocytes) สามารถตรวจพบคา MNFs มากกวาในเซลลเม็ดเลือดแดงที่โตเต็มที่ 
(mature erythrocytes) โดยจะพบคา MNFs เพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนและระยะเวลาที่ไดรับ 
metronidazole    นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชเทคนิค Micronucleus  test ศึกษา genotoxic effects 
ของยาฆาแมลงในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกดาน พบวา ปลาที่ไดรับ 2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid เขมขน 75 mg/L  เปนเวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง มีคา MNFs เทากับ 1.75 ± 0.9 ถึง 3.69 ± 1.96 
และ 9.64 ± 2.55 ตามลําดับ สวนปลาที่ไดรับ butachlor  เขมขน 2.5 mg/L เปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคา 
MNFs  เทากับ 3.10 ± 0.89 ถึง 4.04 ± 1.97  ซ่ึงมีคาเพิ่มสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (Ateep 
และคณะ, 2002)  สวนรายงานการศึกษาในปลานิล 2 ชนิด ที่ฉีด mitomycin C เขมขน 2 mg/kg และ 
cyclophosphamide เขมขน 20 mg/kg เขาชองทองปลา เปนเวลา 15  วัน   พบวาเซลลเม็ดเลือดแดง
จากไตและเซลลเยื่อบุผิวเหงือก มีคา MNFs ในปลา T.  pendali  มากกวาปลา  O.  niloticus แสดงให
เห็นวาปลา T.  pendali   มีความไวตอการถูกชักนําใหเกิด micronucleus มากกวา O.  niloticus 
(Palhares  และคณะ, 2002)   
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 จากผลการทดลองซึ่งพบวาการตรวจคา MNFs จากเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุกอุยมี
ความไวในการตรวจสอบการปนเปอนของ CdCl2 ในน้ําไมนอยกวา 0.02 mg/L หลังจากที่แชปลาใน
น้ําที่ปนเปอน CdCl2 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง จึงมีความไวเพียงพอที่จะนําปลาดุกอุยไปใชเปน
โมเดลในการเฝาระวังการปนเปอนของ CdCl2 ในน้ําทิ้งซึ่งกรมโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดให
ปนเปอนไดไมเกิน 0.03 mg/L (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) นอกจากนี้การตรวจหาคา MNFs จาก
เซลลเม็ดเลือดพบวามีขอดี คือ ในเลือดปลาไมมีเซลลชนิดอื่นปน ทําใหงายตอการตรวจหาเซลลเม็ด
เลือดแดงที่มี micronucleus และตรวจความผิดปกติของนิวเคลียส สวนการตรวจหาคา MNFs จาก
เซลลชนิดอื่น ๆ ซ่ึงเตรียมมาจากเนื้อเยื่อปลา จึงพบวามีปญหาในการตรวจหาเซลลที่มี MN เพราะมี
เศษเนื้อเยื่อปนอยูในตัวอยางเซลลที่ตรวจดวย นอกจากนี้การตรวจหาคา MNFs จากเซลลเม็ดเลือด
แดงยังเอื้อประโยชนในดานการใชปลาดุกอุยเปนยามเฝาระวังมลพิษในแหลงน้ําระยะยาว เชน การ
ทํากระชังแขวนไวในแหลงน้ําที่ตองการเฝาระวังการปนเปอนของสารพิษในระดับที่ไปทําลายสาร
พันธุกรรม และติดตามการเปลี่ยนแปลงของคา MNFs จากเซลลเม็ดเลือดแดงในปลาตัวเดิมหรือปลา
กลุมเดิมตามระยะเวลาที่ตองการศึกษาได เพราะวิธีเก็บตัวอยางเลือดไมทําใหปลาตาย และสามารถ
เปรียบเทียบผลกับคา MNFs ของปลาดุกอุยที่เล้ียงในแหลงน้ําที่ไมปนเปอนสารพิษ นอกจากนี้ยัง
สามารถเปรียบเทียบคา MNFs โดยอางอิงเปรียบเทียบผลกับคา MNFs ของปลาดุกอุยที่ไดรับ CdCl2  
จากรายงานผลการทดลองนี้ไดดวย  

การนําปลามาเปนโมเดลในการตรวจการปนเปอนของสารพิษที่มีผลทําลายสารพันธุกรรม
นั้นพบวาชนิดของปลาและชนิดของเนื้อเยือ่ที่ใชตรวจหาคา MNFs มีความไวแตกตางกันทําให
สามารถตรวจผลไดในระดบัความเขมขนของสารพิษที่ปนเปอนในแหลงน้ําแตกตางกันดวย ดงัที่
ปรากฏในรายงานของ Ayllon และคณะ (2000) ซ่ึงรายงานวาปลา European minnow และ ปลา 
mollie ที่ไดรับการฉีด CdCl2 1.7 mg/L เขาชองทอง 2 คร้ัง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มีคา MNFs เทากับ 
1.333 และ 0.166 /1,000 เซลล ซ่ึงไมแตกตางจากกลุมควบคุมที่มีคา MNFs เทากับ 0.583 และ 0.187 
ตามลําดับ แตพบวามีความผดิปกติของนวิเคลียสแตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) นอกจากนี้ยัง
พบวาการเลือกชนิดของปลามีความสําคัญตอการประเมนิผลดังที่ปรากฏในรายงานของ Rodriguez-
Cea และคณะ (2003) ซ่ึงรายงานวา ปลา brown trout ที่แชในน้ําที่ม ี CdCl2 ปนเปอน 0.02-0.04 
mg/L เมื่อตรวจดวยเทคนิค Micronucleus test หลังแชปลาเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาคา MNFs ของ
ปลา brown trout แตกตางจากปลาที่จับไดจากแหลงน้ําสะอาด สวนคา MNFs ของปลา  minnow 
และปลาไหลไมมีความแตกตาง แสดงใหเห็นวาปลา brown trout มีความไวในการตรวจสอบความ
เปนพิษตอสารพันธุกรรมมากกวาปลา minnow และปลาไหล (P<0.05)  Cavas และคณะ (2005) 
พบวาเมื่อการทดลองแชปลาใน CdCl2 เขมขน 0.005-0.1 mg/L เปนเวลา 21 วัน สามารถตรวจพบวา
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คา MNFs และ BNFs สูงกวากลุมควบคุม โดยปลามีความไวตอการตรวจความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมสูงที่สุด คือ ปลา peppered cory  เพราะสามารถตรวจคา MNFs และ BNFs ไดสูงกวากลุม
ควบคุม โดยตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดง เมื่อปลาไดรับ CdCl2 0.005 mg/L ถาพิจารณาจากตัวเลขนี้ 
ปลา peppered cory มีความไวกวาปลาดุกอุย ซ่ึงมีคา MNFs สูงกวาปลากลุมควบคุมเมื่อปลาไดรับ 
CdCl2 0.005 mg/L เปนเวลา 21 วนั  สวนปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 0.1 mg/L สามารถตรวจคา MNFs 
ในเซลลเยื่อบผิุวเหงือก และเซลลตับ และตรวจคา BNFs ไดจากเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลตับสูง
กวากลุมควบคุม จึงสรุปไดวาการตรวจ MNFs จากเม็ดเลือดแดงมคีวามไวที่สุดในปลา peppered 
cory  สวนปลา Prussian carp และปลา common carp นั้นมีความไวในการใชตรวจพษิตอการทําลาย
สารพันธุกรรมเทากัน โดยตรวจจากเนื้อเยื่อแตกตางกัน คือ ตรวจคา MNFs ไดจากเซลลตับของปลา 
Prussian carp สวนปลา common carp  นั้นตรวจ MNFs จากเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิว
เหงือก เมื่อปลาไดรับ CdCl2 0.01 mg/L ในกรณีที่พจิารณาจากความเขมขนต่ําสุดของ CdCl2 คือ 
0.005 mg/L ที่ปลา peppered cory ไดรับเปนเวลา 21 วัน แลวตรวจพบคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม 
กับผลการทดลองนี้พบวาระดับความเขมขนต่ําสุดที่แช ปลาดุกอุยเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง แลว
ตรวจพบความเปนพิษตอสารพันธุกรรมคือ ความเขมขน 0.02 mg/L ซ่ึงมีคาสูงกวาที่พบในปลา 
peppered cory อยางไรก็ตามระยะเวลาทีป่ลาทั้งสองชนิดนี้ไดรับ CdCl2 มีความเขมขนแตกตางกนั
มาก สวนการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย MNFs ของปลาดุกอุยที่แช CdCl2 0.02 และ 0.04 mg/L เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง ทีพ่บในการทดลองนี้พบวามคีาเทากับ 10.30±4.36 และ 12.07±3.53 ตามลําดับ กับปลา
ชนิดอื่นพบวาคา MNFs ของปลา brown trout ที่แช CdCl2 ที่ความเขมขน 0.02 และ 0.04 mg/L เปน
เวลา 72 ช่ัวโมง มีคาเฉลี่ย MNFs เทากับ 1.83±0.98 และ 1.50±1.05 ตามลําดับ (Rodriguez-Cea และ
คณะ, 2003) ดังนัน้เมื่อเปรียบเทยีบความไวของปลาดุกอุยในการตรวจความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมของ CdCl2 ดวยเทคนิค Micronucleus test กับปลา brown trout พบวาปลาดุกอุยมีคา 
MNFs สูงกวาปลา brown trout 5.63 และ 8.05 เทา ตามลําดับ ดังนัน้ปลาดุกอุยมคีวามไวในการ
ตรวจความเปนพิษของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมมากกวาปลา brown trout 

 
 2.2 ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุย 
       จากเซลลเยื่อบุผิวเหงือก 
จากการนําเซลลเยื่อบุผิวเหงอืกของปลาดุกอุยที่ไดรับ CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L 

เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง มาตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรม ดวยเทคนิค Micronucleus test 
และตรวจหาความผิดปกติของนิวเคลียสบางลักษณะ พบวาปลาที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.02-0.05  
mg/L เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ถูกชกันําใหมีจํานวน MN เพิ่มขึน้ จึงมีคา MNFs สูงกวากลุม
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ควบคุม (P<0.05) สวนความผิดปกติของนิวเคลียสนัน้พบวาคา R2 ระหวางคา MNFs กับความ
เขมขนของ CdCl2 มีคาเทากบั 0.9443 และ 0.7880 ในปลากลุมที่ไดรับ CdCl2  เปนเวลา 24 และ 48 
ช่ัวโมง ตามลําดับ และพบวาความผดิปกติของนวิเคลียสที่มีความสัมพันธกับความเขมขนของ 
CdCl2 สูง คือคา LNFs และ VNFs ซ่ึงมีคา R2 เทากับ 0.8235 และ 0.8324 ในปลาที่ไดรับ CdCl2 เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง และมีคา R2 เทากับ 0.9508 และ 0.9347 ในปลาที่ไดรับ CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ ดังนั้นลักษณะความผิดปกติของนิวเคลียส คือ lobed และ vacuolated nucleus เปนตัวบงชี้
ถึงความเปนพษิของ CdCl2 ไดดี แตความผิดปกติดังกลาวยังไมมีรายงานถึงความสัมพันธกับ DNA 
damage ดังนั้นผลการทดลองนี้จึงชี้ใหเหน็วาสามารถใชปลาดุกอุยตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ใน
น้ําที่ความเขมขนสูงในระดบัที่ไปทําลายสารพันธุกรรมได โดยใชเทคนิค  Micronucleus test  จาก
เซลลเยื่อบุผิวเหงือก นอกจากนี้ยังพบวา MNFs, LNFs และ VNFs สูงขึ้นเมื่อปลาไดรับ CdCl2 
เพิ่มขึ้น ดังนัน้ความถี่ของความผิดปกติดังกลาวยังบงชี้ความรุนแรงของพิษที่ปลาไดรับอีกดวย 

จากผลการตรวจคา MNFs จากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกและจากเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาดุก
อุยซ่ึงพบในการทดลองนี้ พบวาเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้มีความไวในการตรวจความเขมขนของ CdCl2 ที่มี
พิษทําลายสารพันธุกรรมเทากัน คือ ที่ความเขมขนไมนอยกวา 0.02 mg/L หลังจากแชปลาในน้ําที่
ปนเปอน CdCl2 เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง แตเมื่อเปรยีบเทียบความไวจากจํานวน micronucleus ที่
ตรวจพบในเซลล พบวาเซลลเยื่อบุผิวเหงอืกมีความไวกวาเซลลเม็ดเลือดแดง เพราะทุกความเขมขน
ของ CdCl2 คือ 0.01-0.05  mg/L ตรวจพบคา MNFs จากเซลลเยื่อบุผิวเหงือกสูงกวาจากเซลลเม็ด
เลือดแดง และพบวาระยะเวลาที่แชปลาใน CdCl2 คือ 24 และ 48 ช่ัวโมง ไมมีผลชักนําใหเกิด 
micronucleus แตกตางกัน ดังนั้นคา MNFs จึงไมแตกตางกันตามระยะเวลาที่ปลาไดรับ CdCl2 24 
และ 48 ช่ัวโมง  จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาสามารถใชปลาดุกอุยตรวจความเปนพิษของ CdCl2 
ในน้ําที่มีความเขมขนในระดบัที่ไปทําลายสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Micronucleus test โดยตรวจ
จากเซลลเยื่อบผิุวเหงือกหรือเซลลเม็ดเลือดแดงเทากัน คอื ตรวจพบวาคา MNFs แตกตางจากกลุม
ควบคุมเมื่อความเขมขนของ CdCl2 ไมนอยกวา 0.02 mg/L โดยขอดีของการตรวจจากเซลลเยื่อบุผิว
เหงือก คือ ตรวจพบจํานวน micronucleus มาก แตใชเวลาเตรียมสไลดมากกวาการตรวจจากเลือด
และพบเศษเนือ้เยื่อปนกับตวัอยางเซลลที่ตรวจ จึงสังเกตผลยากกวาการตรวจจากเลือด นอกจากนี้ยงั
มีขอจํากัด คือ ไมสามารถตรวจผลการเปลี่ยนแปลงของจาํนวน micronucleus ไดตอเนื่อง เพราะการ
นําเหงือกออกมาเตรียมเซลลเยื่อบุผิวทําใหปลาตาย  จากรายงานการศึกษาการสะสมของแคดเมียม
ในเนื้อเยื่อของปลาดุกดาน หลังจากแชใน CdCl2 7 mg/L เปนเวลา 60 วัน พบวามกีารสะสมของ
แคดเมียมมากตามลําดับ คือ พบที่เหงือกมากกวาตรวจพบที่ไต ตับ ผิวหนังและกลามเนื้อตามลําดบั 
คือ มีคาเฉลี่ยของ CdCl2 เทากับ 0.98+0.03, 0.81+0.01, 0.77+0.01, 0.31+0.01 และ 0.04+0.00 mg/L 
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ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาที่พบในกลุมควบคุม (P<0.05) Jayakumar และคณะ (2006) รายงานนี้ช้ีใหเหน็
วาเหงือกเปนอวัยวะที่มแีคดเมียมสะสมอยูมากที่สุด ดังนั้นการที่ตรวจพบ micronucleus ในเซลลเยื่อ
บุผิวเหงือกมากกวาเซลลเม็ดเลือดนั้น อาจเปนเพราะเหงือกเปนอวยัวะที่สะสมแคดเมยีมสูงจึง
ทําลายสารพันธุกรรมในเซลลเยื่อบุผิวเหงอืกมากกวาในเซลลเม็ดเลือดของปลาที่ไดรับ CdCl2   

เขมขนเทากัน ซ่ึงผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานของ Kalay และ Canli (2000) ที่ศึกษาการ
กําจัดโลหะออกจากเนื้อเยื่อของปลานิล (T. zilli) ที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 1.0 mg/L เปนเวลา 10 วนั 
แลวนําไปเลี้ยงตอในน้ําสะอาด เพื่อศึกษาการกําจัดแคดเมียมออกจากเนื้อเยื่อตางๆ จนครบ 30 วัน 
พบวาหลังจากแชปลาใน CdCl2 เปนเวลา 10 วัน  ตรวจพบแคดเมยีมสะสมในเนื้อเยื่อเหงือก > ตับ > 
กลามเนื้อ > และสมอง ตามลําดับ และเมือ่นํามาแชในน้ําสะอาดเพื่อใหกําจัดแคดเมียมออก พบวามี
การกําจัดแคดเมียมออกทางเหงือกไดตั้งแตวันแรกและลดลงอยางรวดเร็ว โดยพบวาปริมาณ
แคดเมียมในเหงือกลดลง 21.5 เทา ภายในเวลา 30 วัน (P<0.001) สวนในเนื้อเยื่อตับและกลามเนื้อ 
และสมอง ไมพบวามีการกาํจัดแคดเมียมออกจากเนื้อเยือ่ จึงตรวจพบแคดเมยีมตกคางในเนื้อเยื่อ
จํานวนมาก และยังพบมีการสะสมแคดเมยีมในสมองเพิ่มขึ้นในวันแรกของชวงที่ใหปลากาํจัด
แคดเมียมดวย 

 
2.3 ผลการตรวจความเปนพษิของ CdCl2 ตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุยจากเซลลตับ 
จากการนําเซลลตับของปลาดุกอุยที่ไดรับ CdCl2 ความเขมขน 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 24 

และ 48 ช่ัวโมง มาตรวจความเปนพิษตอสารพันธุกรรม พบวาปลาที่ไดรับ CdCl2 เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ทุกความเขมขนไมพบคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม โดยกลุมที่มีคา MNFs ต่ํากวากลุม
ควบคุม คือ ปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.04 mg/L (P<0.05)  สวนปลากลุมที่ไดรับ CdCl2 เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง นั้นพบวาปลาที่ไดรับ CdCl2 เขมขน 0.02-0.05 mg/L มีคา MNFs สูงกวากลุม
ควบคุม (P<0.05)  สวนความผิดปกติของนิวเคลียสนั้นพบวาคา R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 
กับ MNFs มีคา R2 สูงที่สุด คือ 0.0407 และ 0.9325 ในปลากลุมที่ไดรับแคดเมียมเปนเวลา 24 และ 
48 ช่ัวโมง ตามลําดับ  และมีคา R2 ระหวางความเขมขนของ CdCl2 กับ LNFs, VNFs และ BNFs  
เทากับ 0.8060, 0.8991 และ 0.7834 ตามลําดับ เมื่อปลาไดรับ CdCl2 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ผลการ
ทดลองนี้ช้ีใหเห็นวาไมสามารถตรวจความเปนพิษของ CdCl2 จากการตรวจคา MNFs จากเซลลตับ
ของปลาที่ไดรับ CdCl2 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แตปลาที่ไดรับ CdCl2 0.01-0.05 mg/L เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง พบวามีคา MNFs สูงกวากลุมควบคุม (P<0.05)  ดังนั้นการตรวจความเปนพิษตอสาร
พันธุกรรมจากการตรวจคา MNFs จากเซลลตับจึงมีขอจํากัด และพบวาจํานวน MN ที่ตรวจพบใน
เซลลตับมีนอยกวาที่ตรวจพบในเซลลเม็ดเลือดและเซลลเยื่อบุขางแกมในปลาที่แช CdCl2 ทุกความ
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เขมขน จึงชี้ใหเห็นวาเซลลตับถูกทําลายสารพันธุกรรมนอยกวาเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเยื่อบุผิว
เหงือกของปลาที่ไดรับ CdCl2 ที่ความเขมขนเทากัน  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Jayakumar และ
คณะ (2006) ที่พบวาการสะสมของแคดเมียมที่เนื้อเยื่อของปลาดุกดานในเหงือกสูงกวาในตับ
หลังจากแชปลาดุกดานใน CdCl2 เขมขน 7 mg/L เปนเวลา 60 วัน จึงนาจะเปนอธิบายถึงการตรวจ
พบวาเซลลตับมีจํานวน micronucleus นอยกวาเซลลเยื่อบุผิวเหงือก   

การสะสมของแคดเมียมในปลาไปชักนําใหมีการสรางโปรตีน metallothionein (MT) 
เพิ่มขึ้น (Fatur และคณะ, 2002) ซ่ึงโปรตีนชนิดนี้พบมากที่ตับและไต เมื่อแคดเมียมเขาสูเซลลตับ
แลวจะไปจับกับโปรตีน MT ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีความสําคัญตอการขจัดพิษโลหะหนักโดยเฉพาะ Cd 
(Yu, 2001) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของสุวิมล (2003) ศึกษาความเปนพิษแบบเฉียบพลันและความ
เปนพิษแบบเรื้อรังของ CdCl2 ตอปลาตะเพียนขาววัยออนในระยะเวลา 96 ช่ัวโมงและ 3 เดือน ดวย
การตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน MTmRNA พบวา จากการศึกษาความเปนพิษแบบ
เฉียบพลันของ CdCl2 ตอปลาตะเพียนขาว มีคา LC50 ที่ระยะเวลา 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง มีคา
เทากับ 3.81, 3.41, 3.23, และ 2.88 mg/L ตามลําดับ และพบวาในตับและไตมีการแสดงออกของยีน 
MTmRNA มากที่สุดระหวางวันที่ 28-35 และในระหวางวันที่ 63-84 พบการแสดงออกของยีน 
MTmRNA เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงการแสดงออกของยีน MTmRNA ซ่ึงควบคุมการสราง
โปรตีน MT เพิ่มขึ้นจึงมีความสําคัญสําหรับการยึดจับแคดเมียมที่สะสมมากขึ้นในเซลลตับและไต 
การควบคุมโลหะเกี่ยวของกับขั้นตอน signal transducer ในการควบคุมการนําเขาและขั้นตอนการ
ลดความเปนพิษ การควบคุมดวย MT เปนการตอบสนองของเซลลตอความเขมขนของโลหะภายใน
เซลล ซ่ึงการควบคุมอาจเกิดขึ้นที่ระดับ transcription, translation หรือที่ระดับการทํางานของ
เอนไซม สําหรับปลาน้ําจืดนั้น เมื่อแคดเมียมเขาสูรางกายผานทางเหงือก แคดเมียมจะจับกับ 
albumin และเซลลเม็ดเลือดแดงและถูกขนสงไปยังเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ เมื่อแคดเมียมจับกับ 
MT ที่สังเคราะหขึ้นจากยีน MTmRNA ในตัวปลา ซ่ึงทําใหแคดเมียมไมถูกขับออกจากเซลล ทําให
เกิดการสะสมแคดเมียมในเนื้อเยื่อปริมาณสูงทําใหเกิดโรคได  

 จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาเทคนิค Micronucleus assay สามารถนํามาใชตรวจความเปน
พิษในระดับสารพันธุกรรมของ CdCl2 ได โดยเฉพาะอยางยิ่งการตรวจจากเซลลเม็ดเลือดแดงและ
เซลลเยื่อบุผิวเหงือก ซ่ึงมีขอดีและขอดอยแตกตางกัน สวนการตรวจจากเซลลตับนั้นมีขอจํากดัใน
การใชงาน 
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3. ผลการตรวจสอบความเปนพิษของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาตอสารพนัธุกรรมของปลา
ดุกอุยและผลของแสงแดดตอการเสื่อมฤทธิ์ของสารสกัดสะเดา 

จากการทดสอบความเปนพษิของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา เขมขน 0.5-1.1 mg/L 
ตอปลาดุกอุย เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาสารสกัดสะเดาที่มี Azadirachtin เขมขนตั้งแต 0.6 
และ 0.7 mg/L  เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง มีความความเปนพษิตอสารพันธุกรรมเมื่อตรวจจาก
เซลลเม็ดเลือดแดง ซ่ึงตรวจไดจากคา MNFs ที่พบสูงกวากลุมควบคุมตามลําดับ (P<0.05) จึง
สามารถใชเทคนคิ Micronucleus test ตรวจหาความผิดปกติของสารพันธุกรรมที่เกดิจากปลาไดรับ
สารพิษในระดบัที่ไปทําลายสารพันธุกรรมตอเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา และเมื่อวิเคราะห
ความสัมพันธระหวางคา MNFs กับความเขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดา พบวามีคา R2 
ต่ํากวาความสัมพันธระหวางคา MNFs กับความเขมขนของ CdCl2 จึงชี้ใหเห็นวาสารสกัดสะเดามี
ความเปนพษิตอสารพันธุกรรมนอยกวา CdCl2  นอกจากนีย้ังพบวาในปลากลุมที่แชในสารสกัด
สะเดาที่มี Azadirachtin เขมขน 0.6 mg/L ที่นําไปผึ่งแดด มีคา MNFs ลดต่ําลงแตกตางจากกลุม
ควบคุม (P<0.05) สวนกลุมที่แชสารสกัดที่ไมผ่ึงแดด มคีา MNFs สูงกวากลุมควบคุม แสดงใหเห็น
วาการนําสารสกัดสะเดาไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วันมีผลใหสาร Azadirachtin เสื่อมฤทธิ์ลง สอดคลอง
กับรายงานของ Barnby (1990) ที่พบวา Azadirachtin ยอยสลายไดดวยแสง (photodegradation) โดย
มีคาครึ่งชีวิต (half-life) บนใบไมและในดิน มีคาไมเกิน 17 ช่ัวโมง และ 25 วัน ตามลําดับ 
นอกจากนี้ Guerrini และ Kriticos (1998) พบวา Azadirachtin จะถูกยอยสลายอยางรวดเร็วเมื่อไดรับ
แสง ความรอนและความเปนดาง การใชงานจึงควรใชตามขอแนะนําของผูผลิต คณิตส และคณะ 
(2005) รายงานการทดสอบสารสกัดสะเดาโดยใชสารสกัดสะเดาไทย 111 กับเซลล L929 เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง พบวา คา LC50 ของสารสกัดสะเดา มีคาเทากบั 0.21 และ 0.23 µM เมื่อตรวจดวยเทคนคิ 
Trypan Blue exclusion และ MTT assay ตามลําดับ และสารสกัดสะเดาเขมขน 0.15 และ 2.0 µM 
สามารถชักนําใหเกิด MN เพิ่มสูงขึ้น เมื่อตรวจดวยเทคนคิ Micronucleus test เมื่อพิจารณาจากความ
เขมขนของสาร Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาที่มีรายงานวาทําใหเกิด DNA damage กับความ
เขมขนของ Azadirachtin ในสารสกัดสะเดาที่ตรวจพบวามีพษิตอสารพันธุกรรมของปลาดุกอุยใน
การทดลองนี้ คือ ความเขมขน 0.6 mg/L พบวาเทคนิค Micronucleus test สามารถนําไปใชตรวจ
ความเปนพษิตอสารพันุกรรมของปลาดุกอุยในแหลงน้ําได เพราะมีความไวในการตรวจมากกวา
ความเขมขนทีบ่ริษัทผูผลิตแนะนําใหเกษตรกรเตรียม สะเดาไทย 111 เพื่อใชงาน คือ ผสมสารสกัด
ในอัตรา 25 ml ตอน้ํา 20 ลิตร ซ่ึงมีสาร Azadirachtin เขมขน 0.9 mg/L นอกจากนีใ้นสภาพการใช
สารสกัดสะเดาเพื่อปองกันแมลงศัตรูพืชนั้นสารสกัดสะเดาที่ตกลงสูแหลงน้ํายังถูกเจือจางลง ซ่ึง 
Thompson และคณะ (2004) พบวาสารสกัดสะเดาเมื่อตกลงสูแหลงน้ําจะตรวจพบวามปีริมาณลดลง

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



  101 

 

ในน้ํา 50 % ตามระยะเวลา คือ 24, 45 และ 50 วัน แตพบวามีการสะสมในตะกอนดนิชาๆ  สวนการ
ตกคางของสารสกัดสะเดาในสิ่งแวดลอมอื่น ๆ เชน ตกคางบนพืชและดินยังเมื่อไดรับแสงแดดจะมี
ผลทําใหสารสกัดสะเดาเสื่อมฤทธิ์ลงดวย สารสกัดซึ่งมีรายงานผลของแสงแดดตอการเสื่อมฤทธิ์
ของ Azadirachtin ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัยนี้   สารสกัดสะเดาเปนสารที่องคกรพิทักษ
ส่ิงแวดลอมแหงสหรัฐอเมรกิา อนุญาตใหใชในการทําเกษตรอินทรยี อยางไรก็ตามการใชสารสกัด
สะเดานบัเปนสารกําจัดแมลงที่มีความปลอดภัยและอนญุาตใหใชในการทําเกษตรอินทรียโดย
องคกรพิทักษส่ิงแวดลอมแหงสหรัฐอเมรกิา เพราะถอืวาเปน biopesticide ที่มีความปลอดภัย
เนื่องจากสลายตัวไดงาย ดังนั้นถึงแมสารสกัดสะเดาจะคอนขางมีความปลอดภัยแตเพื่อปองกันการ
ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ควรใชอยางระมัดระวังและควรกักเก็บน้ําในรองสวนซึ่งเปนที่สะสมของ
สารสกัดสะเดาไวระยะหนึ่งเพื่อรอใหสารสกัดสะเดาเสื่อมพิษลง จึงสามารถปลอยน้ําลงสูแมน้ําและ
คูคลองได   
 
4. ผลการทดลองใชเทคนิค Comet assay ประเมินความเปนพิษตอสารพันธุกรรมของ CdCl2 และ
สารสกัดสะเดา 
 จากการทดลองใชเทคนิค Comet assay  ตรวจความเปนพิษตอสารพนัธุกรรมในเซลลเม็ด
เลือดแดงของปลาดุกอุย  โดยแชปลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมงใน CdCl2 0.03 และ 0.05 mg/L และสาร
สกัดสะเดาที่ม ี Azadirachtin กอนและหลังนําไปผึ่งแดดเปนเวลา 7 วัน และวิเคราะหผลดวย
โปรแกรม LUCIA Comet Assay และวัด parameter  9 คา พบวาคาเฉลี่ยของ tail length สามารถใช
เปนตัวบงชี้ความเสียหายตอสารพันธุกรรมของปลาดุกอุยที่แช CdCl2 และสารสกัดสะเดาที่มี 
Azadirachtin กอนและหลังนําไปผึ่งแดดได ผลดี คือมีคาเฉลี่ยความยาว tail length สูงกวากลุม
ควบคุม (P<0.05) แสดงวาสารที่ทดสอบทําใหดเีอ็นเอหักเปนชิน้หลายขนาด เมื่อแยกดีเอ็นเอดวย
กระแสไฟฟา ดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กจึงเคลื่อนที่ไปเปนระยะทางไกลกวาดีเอ็นเอขนาดใหญ  
นอกจากนี้ยังพบวาปลากลุมที่แชสารสกัดสะเดาที่ม ี Azadirachtin 0.6 mg/L ที่นําไปผึ่งแดดนาน 7 
วันและไมผ่ึงแดด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบคาเฉลี่ย [%] tail DNA, tail length, tail moment, olive 
moment และ tail area สูงกวาปลากลุมที่แช CdCl2 0.03 และ 0.05 mg/L อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ Gabbianelli (2006) ไดรายงานวา คาเฉลี่ยของ tail length, 
tail moment และ tail intensity ในหอยสองฝา (Scarpharca inaquivalis) เพิ่มขึ้นเมือ่เทียบกับกลุม
ควบคุม (P<0.05)  
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 เทคนิค Micronucleus test และ Comet assay สามารถใชประเมินความเปนพิษของสารเคมี
ตอสารพันธุกรรมในสิ่งมีชีวติ คือ หอย (Villela, 2006) ปลา (Buschini, 2004; Frenzilli, 2004; 
Russo, 2004) เซลลเพาะเลี้ยง ไดแก HepG2 (Valentin-Severin, 2003; An, 2006; Lankoff, 2006) 
 อยางไรก็ตามการทดลองนี้เปนการทดลองเบื้องตนกับปลากลุมละ 5 ตัว จึงควรมีการ
ทดลองเพิ่มจํานวนปลาตอกลุมและใชสารทดสอบอยางนอย 5 ความเขมขนจึงจะสามารถ
เปรียบเทียบและสรุปผลไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก  ก 
การเตรียมสารละลาย 

 
1. การเตรียมสารละลายสําหรับวิธี comet assay 
    1.1. Kenny’s salt solution  
 - NaCl      200  mM 
 - KCl     9  mM 
 - K2HPO4    0.7  mM 
 - NaHCO3    2  mM 
    1.2. PBS (phosphate buffer saline)  
 - NaCl     135  mM 
 - KCl     2.5  mM 
 - K2HPO4    1.75  mM 
 - Na2HPO4    8  mM 
    1.3. Lysing solution  
 - NaCl      2.5  M 
 - EDTA     0.1  M 
 - Tris     10  mM 
 - DMSO    10% 
 - Triton X-100    1% 
 ละลายสวนผสมลงในน้ํากลั่น  ปรับ pH = 7.0 ดวย NaOHใหได pH เทากับ 10 ปรับ
ปริมาตรใหได 89 ml. และเกบ็ไวในที่อุณหภูมิ 4๐C เมื่อจะใชคอยนํามาเติม Triton x-100 ปริมาตร 1 
ml. และเติม DMSO ปริมาตร10 ml. จนครบปริมาตร 1,000 ml. 
    1.4. Electrophoresis solution   
 - NaOH     10  N 
 - EDTA     200  mM 
 การเตรียม Electrophoresis buffer โดยผสม 10 N NAOH ปริมาตร 30 ml. กับ 200 mM 
EDTA ปริมาตร 5 ml. โดยตองผสมในที่อุณหภูมิ 4๐C ปรับใหได pH เทากับ 13 และปรับปริมาตร
ใหครบ 1,000 ml. 
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    1.5. 0.5% Normal melting agarose (NMA) 
 - Normal melting agarose   0.5  g  
 - ละลายใน PBS     100  ml.  
    1.6. 0.5% Low melting agarose (LMA) 
 - Low melting agarose    0.5  g 
 - ละลายใน PBS     100  ml. 
    1.7. 2 % Low melting agarose (LMA) 
 - Low melting agarose    2  g 
 - ละลายใน PBS     100  ml.  
    1.8. Neutralisation buffer (1 L) 
 - Tris Base    48.5  g 
 ละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหครบ 800 ml. และปรับ pH ดวย 1N HCl ใหได pH 
เทากับ 7.4 แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 ml.  
    1.9. Ethidium Bromide (10X) 
 - Ethidium Bromide    10  mg 
 ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหครบ 50 ml. โดยกอนทีจ่ะใชตองเจือจางใหมีความเขมขน
เปน (1X) โดยดูดจาก stock (10X) ปริมาตร 1 ml. และปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 10 ml. 
 
2. การเตรียมสารละลายสําหรบัวิธี Micronucleus test 
     2.1. 20% acetic acid 
 - glacial acetic acid    20  ml.  
 ปรับปริมาตรใหครบ  100 ml. 
     2.2. 40% acetic acid 
 - glacial acetic acid    40  ml.  
 ปรับปริมาตรใหครบ  100 ml. 
     2.3. 0.075 M KCl 
 - KCl      5.61  g  
 ปรับปริมาตรใหครบ  1,000 ml. 
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3. การเตรียมสารละลาย cadmium chloride  
 CdCl2 5/2H2O 
 Cd = 112.411  
 Cl = 35.4527 
 H = 1 
 O = 16 
 CdCl2 5/2H2O  = 112.411 + 2 (35.4527) + 2.5 (18) g/mole 
    = 228.3164 g/mole 
    1. การเตรียม stock CdCl2 5/2H2O เขมขน 10-4 M ปริมาตร 50 ml. 
 ช่ัง CdCl2 5/2 H2O เทากับ 0.00114 g ละลายในน้ํากลั่น 50 ml. 
 สารละลาย 1,000 ml.  CdCl2 5/2H2O   =   10-4 mole 
 สารละลาย 50 ml.  CdCl2 5/2H2O   =   10-4 mole x 50 ml. 
                1,000 ml. 
       = 0.000005 mole 
 CdCl2 5/2H2O  1 mole หนัก  = 228.3164 g/mole 
 CdCl2 5/2H2O  0.000005 mole หนัก = 228.3164 g/mole x 0.000005 mole 
           1 mole 
      = 0.0011415 g 
 ช่ัง CdCl2 5/2H2O 0.0011415 g ละลายในน้ํากลั่น 50 ml. จะได CdCl2 5/2H2O 10-4 M 
 
ตารางที่ 24 ความเขมขนของ CdCl2 5/2H2O ที่ใชทดสอบความเปนพษิตอสารพันธุกรรมปลาดุกอุย 

ความเขมขนของ 
CdCl2 (mg/L) 

ความเขมขนของ 
CdCl2 (M) 

ความเขมขนของ 
CdCl2 (mM) 

ความเขมขนของ 
CdCl2 (µM) 

0.01 0.000000043 0.000043 0.043 
0.02 0.000000087 0.000087 0.087 
0.03 0.000000131 0.000131 0.131 
0.04 0.000000175 0.000175 0.175 
0.05 0.000000218 0.000218 0.218 
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4. การเตรียมสารละลาย Azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 
 การเตรียม Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาที่ใชทดสอบซื้อมาในรูปสารกําจัดแมลง
เครื่องหมายการคา สะเดาไทย 111™ รูปสารละลาย ขึ้นทะเบียนโดยกรมวิชาการเกษตร เลข
ทะเบียนวัตถุอันตารายเลขที่ 364/2540 ที่ผลิตและจําหนายโดยบริษัท ผลิตภัณฑสะเดาไทย จํากัด 
126/2 หมู 3 ถนน สายสุพรรณบุรี-อางทอง กม. 6.5 ตําบล วังยาง อําเภอ ศรีประจันต จังหวัด
สุพรรณบุรี (วันที่บรรจุ 17 มีนาคม 2549 วันหมดอายุ 17 กันยายน 2550) วิธีการเตรียมสารสะเดาที่
ใชทดสอบทําดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 23 ผลิตภัณฑสารสกัดสะเดาไทย 111TM (ก) และเอกสารการใชผลิตภัณฑ (ข) 
 
 1. จากความเขมขนของสารออกฤทธิ์ Azadirachtin ตามฉลากขางขวดที่ผูผลิตขึ้นทะเบียน
ไวกับกรมวิชาการเกษตร คือ 0.1% (w/v) และขอมูลนําหนักโมเลกุลของ azadirachtin ที่มีผูได
รายงานไวคือ 720.7 g/mole (Bilton และคณะ, 1987; Krause, 1987; Turner และคณะ, 1987)  
 2. คํานวณความเขมขนของ azadirachtin จากสารสกัดสะเดา 0.1% (w/v) หมายถึง ใน
สารละลาย 100 ml. มีเนื้อสาร azadirachtin 0.1 g (มวลโมเลกุลของสาร azadirachtin  =  720.7 
g/mole) 
ดังนั้น สารละลาย 100 ml.  มีเนื้อสารอยู   0.1/720.7  = 1.3875 x 10-4 mole 

สารละลาย 1000 ml.      มีเนื้อสารอยู       =  1000 ml. x 1.3875 x10-4  mole      
                                                                                                                 100 ml. 
       =   1.3875 x 10-3 M.  
 
 
 

สาระสําคัญ : Azadirachtin 0.1% (w/v) 
ประโยชน   : สะเดาไทย หมายเลข 111TM เปนสารสกัด
จากสะเดา ใชปองกันและกําจัดหนอน 
วิธีใช          : ใช สะเดาไทย หมายเลข 111TM อัตรา
สวนผสม 20-25 มล. ผสมน้ํา 20 ลิตร พนใหทั่วตนพืช
ในระยะเริ่มทั้งบนใบและใตใบ โดยเฉพาะยอด
ติดตอกัน 2-3 ครั้ง โดยพนหางกัน 7 วันตอครั้ง 

ก ข 
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ตารางที่ 25 ความเขมขนของ Azadirachtin จากสารสกัดสะเดาทีใ่ชทดสอบความเปนพิษตอ 
                   สารพันธุกรรมปลาดุกอุย 

 
ความเขมขนของ 

Azadirachtin (mg/L) 
ความเขมขนของ 
Azadirachtin (M) 

ความเขมขนของ 
Azadirachtin (mM) 

ความเขมขนของ 
Azadirachtin (µM) 

0.5 0.000000693 0.000693 0.693 
0.6 0.000000832 0.000832 0.832 
0.7 0.000000971 0.000971 0.971 
0.8 0.000001110 0.001110 1.110 
0.9 0.000001248 0.001248 1.248 
1.0 0.000001387 0.001387 1.387 
1.1 0.000001526 0.001526 1.526 
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ภาคผนวก  ข 
ขั้นตอนการวิเคราะหภาพ comet assay ดวยโปรแกรม LUCIA 

1. เปดโปรแกรมวิเคราะหภาพ LUCIA Comet Assay 
                                                     
 
 
 
        
 
2. เปดเขาไปที ่เมนู Image แลวเปดแฟมภาพที่ถายไวขึน้มา ตอจากนัน้เลือกเมนู measurement เลือก 
Folder ที่เก็บภาพจากการถายไว ซ่ึงเมื่อวิเคราะหภาพแรกเสร็จแลวกจ็ะเรียกภาพใหมขึน้มาวิเคราะห
ตอไป จนภาพที่ถายไวจนหมด ถามีหลาย Folder ก็จะเรยีกภาพทั้งหมดใน Folder นั้นๆ มาวิเคราะห
จนหมด แลวขึน้ Folder ตอไปเรียงตามลําดบั (ควรจะใสรหัสภาพเปนตวัเลขตอทาย เชน Cd 0.02-1-
001 หมายถึง Cd 0.02 = ความเขมขนที่ทดสอบ, 1 = สไลด, 001 = ลําดับภาพ เปนตน) 
 
 
 
 
 
 
3. เลือกบริเวณภาพทีจ่ะวิเคราะห  โดย click mouse ดานซายในบริเวณใดๆ บริเวณหนึ่ง (ควรเลือก
บริเวณที่ครอบคลุมภาพทั้งหมด เพื่อปองกันความคลาดเคลื่อน) แลวก็ลากตอไปจนเกดิเปนรูป
ส่ีเหล่ียม ซ่ึงจะเปนบริเวณทีจ่ะทําการวิเคราะหภาพ  ดังรูป 
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4.  Click mouse ดานขวาในบริเวณที่เลือก ใหปรากฏเปน histogram ของภาพที่ทําการวิเคราะห
ขึ้นมา ดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 ขั้นตอนี้ สามารถทําการเปลี่ยนแปลงตําแหนงการวัดใหถูกตองได โดยการเลื่อนเสน (สี
เขียว) ใหตรงกับขอบเขตที่ตองการวิเคราะหได เพื่อใหเกิดความถูกตองมากขึ้น 
5. ถาตองการดูขอมูลที่ทําการวิเคราะหภาพ comet ใหเลือกเลือกเมนู Feature ภายในตารางที่ทําการ
วิเคราะหภาพ comet จะปรากฏ dialog box ของคาพารามเิตอรตางๆ ที่ใชในการวิเคราะหภาพ comet 
ออกมา ดังรูป 
 
 
 
 
 
 
6. เมื่อวิเคราะหภาพ comet assay เสร็จแลว กย็ืนยันผลโดยการกด Enter บน keyboard ถามีภาพที่
ตองการวิเคราะหอีก กจ็ะปรากฏภาพในลําดับตอมาขึ้นมาแทน (ถาหมดภาพใน Folder นั้นแลว 
โปรแกรมก็จะนําภาพทีจ่ะทําการวิเคราะหใน Folder ตอไปขึ้นมาแทน)  แลวทําการเลือกบริเวณใน
การวิเคราะหภาพตอไปจนหมด แลวทําการบันทึกผลเมื่อทําการวิเคราะหภาพเสร็จในแตละชดุ โดย
เลือกเมนู Data ดังรูป 
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7. ถาตองการขอมูลที่ไดจากการวัดใหอยูในตาราง Excel เลือกเมน ูData เลือกที่ Send to Excel จะ
ไดดังรูป 
 
 
 
 
 
 
8. เมื่อทําการวเิคราะหภาพเสร็จแลวก็ปดโปรแกรม โดยเลือกที่เมนู..... (ดานลางสุด) ปรากฏ dialog 
box เลือก OK ดังรูป 
  
 
 
 
 
9. ปดเครื่องคอมพิวเตอรใหเรียบรอย 
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