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การศึกษาพิษเฉียบพลันของลิกนินที่ทําใหกุงขาว (Litopenaeus vannamei) ขนาด
13.13±1.69 กรัม ตายครึ่งหนึ่งภายในเวลา 96 ชั่วโมง (96-hrs LD50) พบวามีคาเทากับ 220 
มิลลิกรัมตอลิตร สวนการศึกษาผลของลิกนินตอการกระตุนภูมิคุมกันของกุงขาว โดยการผสม
ลิกนินในอาหารที่ระดับความเขมขน 1, 3, 5 และ 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนระยะเวลา 14 
วัน พบวาการเสริมลิกนินในอาหารในทุกความเขมขนสามารถกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดของกุง
ขาวมีความสามารถในการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม โดยพิจารณาจากคา  Percent Phagocytosis และ
คา Phagocytic index โดยเฉพาะในวันที่ 14 สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
แตไมมีผลตอปริมาณเซลลเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total haemocyte count) ในกุงแตละกลุมแต
อยางใด นอกจากนี้ การศึกษาผลของลิกนินตอการตานทานไวรัสหัวเหลืองภายหลังจากไดรับ
อาหารผสมลิกนินเปนเวลา 14 วัน พบวาความเขมขนของสารลิกนินทุกความเขมขนไมสามารถทํา
ใหกุงทดลองตานทานตอเชื้อไวรัสหัวเหลืองไดเลย อยางไรก็ตามผลจากการศึกษาประสิทธิภาพ
ของลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง (in vitro) พบวากุงที่ไดรับการฉีด
ไวรัสหัวเหลืองรวมกับลิกนินความเขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการตายสะสม
ต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ตั้งแตวันที่ 5 จนถึงวันที่ 20 ของการทดลอง โดยมีคา
เปน 26.7+15.3, 13.3+15.3 และ 23.3+11.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ขณะที่กลุมควบคุมผลบวกมีคา
เปน 100+0.0 เปอรเซ็นต
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Suwinai  Pankao  2010: Acute Toxicity, Immune Stimulation and Antiviral Activity of 
Lignin in Pacific White Shrimp (Litopenaeus vannamei Boone, 1931).  Master of 
Science (Aquaculture), Major Field: Aquaculture, Department of Aquaculture.  Thesis 
Advisor: Mr. Prapansak  Srisapoome, Ph.D.  117 pages.

The study on 50% lethal dosage acute toxicity at 96 hours (96 – hrs LD50) of lignin in 
Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei, 13.13±1.69 g) showed the 96 – hrs LD50 of 220 
mg/l. Effect of lignin on immune stimulation was carried out by feeding shrimp with diets 
contained lignin at 0, 1, 3, 5 and 10 g/kg for 14 days. There were significant differences of 
percent phagocytosis (PP) and phagocytic index (PI) among shrimp groups (P<0.05), because 
shrimp fed with 1-10 g lignin/kg diet were found to express significantly higher of PP and PI at 
day 14 after feeding than that of control. However, there was no significant difference of total 
haemocyte count among shrimp groups (P>0.05). Effect of lignin as feed supplement on 
yellow-head virus (YHV) resistance of shrimp was conducted. No significant difference of 
cumulative mortality after intramuscular injection with YHV was observed at the end of the 
experiment. However, antiviral activity of lignin against YHV in L. vannamei was found by in 
vitro study. Shrimp injected with lethal dose of YHV preincubated with 5 to 20 mg/l of lignin 
exhibited cumulative mortality significantly lower than control (P<0.05), during day 5 to 20 
after viral injection. At the end of the trial, cumulative mortality was 100+0.0% in control 
group, while lower mortality; 26.7+15.3, 13.3+15.3 and 23.3+11.5% was recorded in shrimp 
injected with YHV mixing 5, 10 and 20 mg/l of lignin, respectively.
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สารบัญตาราง

ตารางที่   หนา

1

2

ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา Reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR)
อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเขมขน   
10-2, 10-4, 10-6, 10-8 และ 10-10 ที่ระยะเวลาตาง ๆ
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ตารางผนวกที่   
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8

การตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดสารละลายลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ใน
การทดลองเบื้องตน
การตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดสารละลายลิกนินที่ระดับความเขมขนที่สามารถ
ฆากุงขาวได 50 เปอรเซ็นตที่ระยะเวลา 96 ชั่วโมง
การวิเคราะหคา LD50 ตามวิธีของ Reed and Muench (1938)
ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับ
ความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน (Mean±S.D.)
เปอรเซ็นต Phagocytosis ของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับ
ความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน (Mean±S.D.)
Phagocytic Index ของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับความ
เขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน (Mean±S.D.)
อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองทหลังจากกินอาหารที่
ผสมสารลิกนินในความเขมขนตาง ๆ ที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96, 120 และ 148 
ชั่วโมง ตามลําดับ (Mean±S.D.)
เปอรเซ็นตอัตราการตายสะสมของกุงขาวเมื่อไดรับเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสม
กับสารลิกนินในหลอดทดลอง (in vitro) ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ นาน 
20 วัน
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สารบัญภาพ

ภาพที่  หนา

1
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3
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10

11
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13

14
15

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกุงขาว (Litopenaeus vannamei Boone)
ภาพรวมของระบบ Prophenoloxidase (proPO) ในสัตวกลุม Arthropod
องคประกอบตาง ๆ ของเนื้อไมและปริมาณลิกนินที่พบในไมเนื้อแข็งและไม
เนื้อออน
โครงสรางหลัก 3 รูปแบบของลิกนินที่พบในพืชตามธรรมชาติ
ลักษณะโครงสรางลิกนินของตนสน
โครงสรางของเนื้อไม บริเวณเนื้อเยื่อทอลําเลียง (ซาย) ภาพตัดขวางของผนังเซล
(กลาง)  และ ภาพความสัมพันธของลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใน
secondary wall (ขวา) (S1-S3 คือ Secondary wall layer; P คือ Primary wall และ
M.L. คือ Middle lamella)
โครงสรางของลิกนินซึ่งทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส
ลักษณะกุงขาวที่ตายหลังการฉีดลิกนิน
ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับ
ความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน
อัตราการเกิด Phagocytosis ในเซลลเม็ดเลือดของกุงขาวภายหลังจากการไดรับ
อาหารผสมสารลิกนินในระดับความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 0, 3, 7 และ    
14 วัน
Phagocytosis Index ของเม็ดเลือดของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินใน
ระดับความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน
อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองภายหลังไดรับอาหารผสม
ลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 14 วัน
การแสดงออกของยีน -actin  และการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลืองของเหงือก
กุงขาว  
จุลพยาธิของเหงือกกุงขาว
จุลพยาธิสภาพของ Lymphoid organ ในกุงขาว 
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สารบัญภาพ (ตอ)

ภาพที่  หนา
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อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับลิกนิน
ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมง
การแสดงออกของยีน -actin ในตัวอยางเหงือกกุงขาวที่ทําการศึกษาทุกชุดการ
ทดลองหลังจากสิ้นสุดการทดลอง
การแสดงการปนเปอนไวรัสหัวเหลืองของตัวอยางเหงือกกุงขาวโดยใชเทคนิค 
RT-PCR หลังจากสิ้นสุดการทดลอง
จุลพยาธิของเหงือกกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับสารละลายลิกนิน 
ความเขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร
จุลพยาธิของ Lymphoid organ ของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับ
สารละลายลิกนินความเขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร  
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การศึกษาพิษเฉียบพลัน ผลตอภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของ
สารลิกนิน (Lignin) ในกุงขาว (Litopenaeus vannamei Boone, 1931)

Acute Toxicity, Immune Stimulation and Antiviral Activity of Lignin in Pacific 
White Shrimp (Litopenaeus vannamei Boone, 1931)

คํานํา

การเลี้ยงกุงขาว (Litopenaeus vannamei; Boone, 1931) ในประเทศไทยมีการเลี้ยงมากขึ้น
นับตั้งแตกรมประมงอนุญาตใหมีการนําเขากุงปลอดเชื้อในป พ.ศ. 2545 โดยมีสวนแบงของพื้นที่
การเลี้ยงกวา 97 เปอรเซ็นต ของพื้นที่การเลี้ยงกุงทะเลทั้งหมด มีผลผลิต 508,500 ตัน คิดเปนมูลคา
46,939 ลานบาท ในป พ.ศ. 2550 (กรมประมง, 2550) ทั้งนี้เนื่องจากในระยะที่ผานมาการเลี้ยงกุง
กุลาดําประสบปญหาหลายประการจนทําใหเกษตรกรจํานวนมากขาดทุน เกษตรกรบางสวนจึงหัน
มาเลี้ยงกุงขาวแทน เพราะกุงชนิดนี้เลี้ยงงาย มีการเจริญเติบโตเร็ว รวมทั้งใหผลผลิตตอไรใน
ปริมาณสูงจนทําใหกุงชนิดนี้กลายเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจแทนกุงกุลาดํา แตทั้งนี้เนื่องจากสภาพการ
เลี้ยงที่หนาแนนมากจนเกินไป จึงทําใหการเลี้ยงกุงขาวประสบปญหาการเลี้ยงตาง ๆ มากมาย ไมวา
จะเปนปญหาการเกิดโรคระบาดตาง ๆ เชน white spot syndrome virus (WSSV), yellow head virus 
(YHV), monodonbaculovirus (MBV), hepatopancreatic parvovirus (HPV),  Taura syndrome virus 
(TSV), infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) และโรคที่เกิดจากเชื้อ
แบคทีเรียในสกุล Vibrio อีกหลายชนิด (จิรพร, 2547)

จากปญหาการเกิดโรคที่ยิ่งรุนแรงเพิ่มขึ้นทุกวัน เกษตรกรจึงแกปญหาโดยการใชยาและ
สารเคมี  ซึ่งอาจสงผลใหมีการตกคางของยาและสารเคมีในกุงและสิ่งแวดลอม สงผลตอผูบริโภค
และมีผลกระทบตอการสงออกจากมาตรการควบคุมสารตกคางในกุงของตางประเทศไดภายหลัง 
จึงไดมีแนวคิดที่จะนําเอาสารสกัดจากพืชชนิดใหม ที่มีความปลอดภัยทั้งตอกุงเองและผูบริโภคมา
ใชในการปองกันโรค ซึ่งลิกนินเปนสารประกอบที่มีอยูมากในพืชโดยทั่วไปรองลงมาจากเซลลูโลส
และเฮมิเซลลูโลสพบอยูในผนังชั้นที่สองของผนังเซลล และใน middle lamella หอหุมเซลลูโลส
และเฮมิเซลูโลสของพืช  มีหนาที่ชวยใหผนังเซลลของพืชแข็งแรง ลดการระเหยของนํ้าที่อยู
ระหวางเนื้อเยื่อไซเลมและผนังเซลล และปองกันการทําลายเนื้อเยื่อของพืชโดยจุลินทรีย (Crowford, 
1976) และจากขอมูลทางวิชาการในปจจุบันพบวาลิกนินเปนสารอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งมีคุณสมบัติในการ
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ที่จะนํามาใชเปนสารยับยั้งการเกิดเนื้องอก (Antitumor activity), ยับยั้งการทํางานของไวรัส 
(Antiviral activity), ยับยั้งการทํางานของจุลินทรีย (Antimicrobial activity), ยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม (Enzyme inactivation)  และการกระตุนเซลลในกลุม myeloperoxidase-positive cells 
(monocyte, neutrophil, HL-60) จึงเปนที่นาสนใจที่จะนํามาใชในการศึกษาผลในการยับยั้งเชื้อกอ
โรคและการกระตุนภูมิคุมกันในกุง ซึ่งจะมีประโยชนตอธุรกิจการเลี้ยงกุงของไทยในอนาคต
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วัตถุประสงค

1.  เพื่อศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน (Acute toxicity) ของลิกนิน (lignin) ตอกุงขาว
(Litopenaeus vannamei)

2.  เพื่อศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของกุงขาวภายหลังจากที่ไดรับอาหารที่ผสม
ลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

3.  เพื่อศึกษาผลของการเสริมลิกนินในอาหารตอการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลือง (YHV) 
ที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคในกุงขาว

4. เพื่อศึกษาผลของลิกนินตอการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลือง (YHV) ในหลอดทดลอง (in 
vitro) ในกุงขาว

3



8

การตรวจเอกสาร

1. ชีววิทยาของกุงขาว

กุงขาว (Pacific white shrimp) เปนกุงสายพันธุดั้งเดิมที่มีถิ่นอาศัยอยูในทวีปอเมริกา ใน
ธรรมชาติพบไดตั้งแตชายฝงทะเลของประเทศเม็กซิโกจนถึงชายฝงทะเลของประเทศเปรู ซึ่งเปน
เขตที่มีอุณหภูมิของน้ําประมาณ 26-28 องศาเซลเซียส และมีความเค็มประมาณ 35 ppt

Pé rez-Farfante and Kensley (1997) ไดจัดลําดับอนุกรมวิธานกุงขาวแปซิฟกไวดังนี้

               Phylum  Arthropoda
 Superclass  Crustacea  Pennant, 1777

 Class  Malacostraca  Latreille, 1806
                               Subclass  Eumalacostraca Grobbe,1892
                                    Superordes  Eucarida  

           Order  Decapoda  Latreille, 1803
           Suborder  Dendrobranchiae  Bate, 1888

                                                   Infraorder  Penaeoidea Rafinesque-Schmaltzx,1815    
                Superfamily  Penaeoidea  Rafinesque-Schmaltz, 1815

                Family   Penaeidae Rafinesques, 1815
                                                                  Genus  Penaeus
                                                                       Subgenus  Litopenaeus
                                                                             Litopenaeus vannamai Boone,1931

กุงขาวมีชื่อเรียกแตกตางกันออกไป เชน White leg shrimp (อังกฤษ), Crevette pattes 
blanches (ฝรั่งเศส), Camarón patiblanco (สเปน), Camarón blanco (เม็กซิโก) และ White shrimp 
(นิการากัว), Camarón blanco (คอสตาริกา), Camarón blanco (ปานามา), Camarón blanco และ
Camarón patiblanco (โคลัมเบีย), Camarón blanco และ Camarón café  (เอกวาดอร), Camarón 
blanco (เปรู), Camarón blanco และ Langostino (กัวเตมาลา), Camarón blanco, Western coast 
white shrimp (สหรัฐอเมริกา) (Holthuis, 1980), กุงขาวแปซิฟก (ไทย) (ภิญโญ, 2545)
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1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาโดยทั่วไปของกุงขาว

ลักษณะทั่วไปของกุงขาว ที่สําคัญคือ มีลําตัวขาวใส ขาสีขาวใส หางมีสีแดง ลักษณะ
ของกรียาวตรง (ประจวบ, 2543; ภิญโญ, 2545) โดยกรีมีความยาวปานกลาง มีฟนกรีดานลาง 2-4
อันและมีฟนกรีดานบน 8-9 อัน ในวัยออนกรีจะมีความยาวเลย Antennular peduncle และเมื่อโตขึ้น
จะพบวามีขนาดสั้นลง บางครั้งอาจมีความยาวถึงครึ่งหนึ่งของปลองที่ 2 ของหนวดคูที่ 1 
(Antennular) บริเวณ Carapace พบ Hepatic spine ชัดเจน แตไมพบ Orbital spine และ
Pterygostomian spine และไมมี Postocular sulcus ขนาดของ Postrostral carina มีหลายขนาด ใน
บางครั้งอาจพบวามีความยาวถึงขอบดานหลังของเปลือกคลุมหัว ไมมี Branchiocardiac carina, 
Longitudinal sutres และ Transverse sutures ที่บริเวณลําตัวปลองที่ 6 จะมีสันเรียงตัวตามขวางของ
ลําตัวดานบน (Cicatrices) จํานวน 3 อัน รองแนวยาวดานในลําตัวดานบน (Dorsolateral sulcus) 
แคบมากหรืออาจไมมี สวนหาง (Telson) เรียบ สําหรับหนวดคูที่ 1 (Antennule) พบวาไมมี
Parapenaeid spine ในขณะที่มี Antennular flagella สั้นกวาสวน Carapace มาก แผนรยางคของ
Maxilla คูที่ 1 ยาว มีปลองจํานวน 3-4 ปลอง (Perez-Farfante and Kensley, 1997; จิรพร, 2547) กุง
ชนิดนี้มีความไวตอการเปลี่ยนแปลงสภาพของนํ้า ตื่นตกใจงาย มีอัตราการเจริญเติบโตรวดเร็ว เลี้ยง
งาย โดยตัวเต็มวัยเมื่อสมบูรณเต็มที่ กุงชนิดนี้จะมีความยาวทั้งหมด (Total length) ประมาณ 230 
มิลลิเมตร (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) ลักษณะที่พิเศษของกุงสายพันธุนี้คือ สามารถปรับตัวเขากับ
สภาวะแวดลอมภายใตระบบการเพาะเลี้ยงได โดยทําการเพาะเลี้ยงไดทั้งในน้ําที่มีระดับความเค็ม
0-35 ppt แตระดับความเค็มที่เจริญเติบโตไดดีคือ 10-22 ppt อุณหภูมิของน้ําในระดับที่เหมาะสมคือ
26-29 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจทําการเพาะเลี้ยงไดทั้งในบริเวณพื้นที่ชายฝงหรือบริเวณพื้นที่ใน
แผนดินที่เปนเขตพื้นที่ความเค็มต่ํา (ปยะบุตร, 2546ก)

1.2 ถิ่นที่อยูอาศัยและการแพรกระจาย

โดยทั่วไปแลวกุงขาวจะอาศัยอยูตามแนวชายฝง บริเวณที่เปนพื้นโคลน ลงไปจนถึง
ระดับความลึก ประมาณ 72 เมตร หรือ 235 ฟุต ทั้งนี้เนื่องจากกุงชนิดนี้เปนสายพันธุพื้นเมืองที่
อาศัยอยูในแถบชายฝงมหาสมุทรแปซิฟกบริเวณอเมริกาใตและกลาง (Rosenberry, 1997) สามารถ
พบไดในทางตอนเหนือของเม็กซิโกไปจนกระทั่งถึงทางตอนเหนือของประเทศเปรู ที่มีอุณหภูมิอยู
ในชวง 20 องศาเซลเซียส (Holthuis, 1980) ไดแก บาจา แคลิฟอรเนียของเม็กซิโก กัวเตมาลา
เอลซัลวาดอร ฮอนดูรัส นิการากัว คอสตาริกา ปานามา โคลัมเบีย เอกวาดอรและเปรู (Tseng, 1987)
เปนกุงที่อาศัยบริเวณพื้นทองน้ําหรือตามแนวที่เปนโคลนหรือโคลนปนทราย ตั้งแตบริเวณชายฝง
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จนถึงระดับความลึก 72 เมตร (Dore and Frimodt, 1987) โดยในระยะวัยรุน (Juveniles) และตัวเต็ม
วัย (Adults) จะเริ่มอพยพจากชายฝงสูน้ําลึกที่ซึ่งมีคุณภาพน้ําคอนขางคงที่ เพื่อพัฒนาระบบสืบพันธุ
จนถึงขั้นสมบูรณ หลังจากนั้นก็จะผสมพันธุและวางไขบริเวณนอกฝง และอาศัยกระแสคลื่นพัดพา
ไขและตัวออนเขามาสูชายฝงและปากแมน้ํา ซึ่งเปนแหลงที่มีอาหารสมบูรณ โดยลูกกุงวัยออนก็จะ
ดํารงชีพและพัฒนาตัวเองบริเวณชายฝงเปนหลัก (Whetstone et al., 2002) 

A. Abdomen Aa. Antenna As. Antennal scale Au. Antennule
C. Carapace M. Third maxilliped P. Pereiopod Pl. Pleopod
Pt. Petasma R. Rostrum T. Telson U. Uropod

ภาพที่ 1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกุงขาว (Litopenaeus vannamei Boone)

ที่มา: Grey et al. (1983)
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1.3 อาหารและการกินอาหาร

กุงขาวเปนกุงทะเลที่สามารถกินไดทั้งพืช สัตวและซากของสิ่งมีชีวิตที่อยูบริเวณกลาง
นํ้า นอกจากนี้ยังสามารถกินไดทั้งสิ่งมีชีวิตที่อยูบริเวณผิวหนาดินและซากของสิ่งมีชีวิตเหลานั้นอีก
ดวย (Wassenberg and Hill, 1987; Iversen and Hale, 1992) พฤติกรรมการกินอาหารของกุงชนิดนี้
คือ หากินทุกระดับน้ํา แตชอบกินอาหารบริเวณกลางน้ําเปนสวนใหญ สําหรับอาหารที่ตกลงไปอยู
บริเวณพื้นบอแลว กุงจะโฉบลงไปคีบขึ้นมาแทะกินในกรณีที่เม็ดอาหารยังไมแตกตัว สวนกรณีที่
อาหารแตกตัวแลวกุงจะลงไปโฉบหรือคลานเก็บกินตามพื้นบอ (นิพนธ, 2522) โดยที่การกินอาหาร
ของกุงนั้นจะแตกตางกันไปตามอายุ ไดแก ระยะ Nauplius ลูกกุงระยะนี้จะไมกินอาหารจาก
ภายนอก เนื่องจากมีไขแดง (Yolk) ติดอยู สวนในระยะ Protozoea ซึ่งเปนกุงวัยออนจะเริ่มกินพืช
และแพลงกตอนพืชขนาดเล็กเปนอาหาร ชวงปลายของวัยออนระยะนี้ จะเริ่มกินแพลงกตอนสัตว
เปนอาหารดวย สําหรับในระยะ Mysis นั้นจะกินอาหารทั้งที่เปนแพลงกตอนพืชและแพลงกตอน
สัตว และในระยะ Postlarva สวนมากจะกินแพลงกตอนสัตวเปนอาหาร และเริ่มกินสัตวที่ตายแลว
เนื่องจากลูกกุงวัยออนในระยะนี้เตรียมที่จะปรับตัวอาศัยบริเวณผิวดิน สวนในระยะ Juvenile ซึ่ง
เปนกุงระยะวัยรุน มักจะกินสัตวและพืชที่ตายแลวเปนอาหาร สามารถกินอาหารไดทุกชนิดและมัก
เปนพวกหากินเวลากลางคืน (พรรณิภา, 2547)

2. โรคที่เกิดกับกุงขาว

2.1 โรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก

2.1.1 โรคที่เกิดจาก Taura Syndrome Virus (TSV)

สําหรับเชื้อไวรัส Taura syndrome virus (TSV) นั้นพบวามีการระบาดในทวีป
เอเชียเปนครั้งแรกที่ประเทศไตหวันในป ค.ศ. 1999 (Tu et al., 1999) และตอมาพบการระบาดใน
ประเทศจีนและหลายประเทศในภูมิภาคเอเชีย สําหรับประเทศไทยพบการระบาดในชวงปลายป
ค.ศ. 2002 (Flegel et al., 2003) โดยเฉพาะในพื้นที่เลี้ยงกุงจังหวัดนครปฐมและฉะเชิงเทรา
(Limsuwan, 2003) โดย Yu and Lin (2002) ไดรายงานวาเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุของโรค Taura 
Syndrome นั้น เกิดจากเชื้อ Taura syndrome virus ซึ่งมีสารพันธุกรรมเปนชนิด RNA แบบสายเดี่ยว 
(single stranded RNA) (Mari et al., 1998) อนุภาคไวรัสมีขนาดประมาณ 32 นาโนเมตร มีความ
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หนาแนน 1.338 กรัมตอมิลลิลิตร (Hasson et al., 1995) ซึ่งเชื้อไวรัสดังกลาวสามารถทําใหเกิดการ
ตายของกุงขาวแปซิฟกที่เลี้ยงและจากธรรมชาติในบริเวณแมน้ํา Taura ในประเทศเอกวาดอร
ประมาณ 50-90 เปอรเซ็นต (Brock et al., 1995; Overstreet et al., 1997) ทั้งนี้ Garza et al. (1997) 
ไดรายงานวาเชื้อไวรัส TSV นั้นสามารถแพรกระจายไดโดยมีนกเปนพาหะทั้งทางตรงและทางออม 
โดยเชื้อสามารถถายทอดไปยังสัตวน้ําอื่น ๆ ที่เปนพาหะไดโดยการอยูรวมกันหรือกินกันเอง (Lotz, 
1997) 

พยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงที่ติดเชื้อไวรัส TSV นั้นจะพบการติดเชื้อในเซลลของ
เนื้อเยื่อที่มีตนกําเนิดจากชั้น Ectoderm และ Mesoderm ซึ่งเนื้อเยื่อ Cuticular epithelium จะเปนสวน
ที่มีการติดเชื้อรุนแรงที่สุด ในระยะการตายแบบเฉียบพลันจะพบการตายบริเวณ Cuticular 
epithelium cell ของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันในชั้น Subcuticle และเสนใยของกลามเนื้อลาย ทั้งนี้ 
Cytoplasmของเซลลที่ติดเชื้อจะติดสียอม Eosin และเกิด Pyknosis  หรือเกิด Karyorrhexis ของ
นิวเคลียส นอกจากนี้สามารถพบเศษของ Cytoplasm ของเซลลที่ตายเปนจํานวนมาก โดยจะมี
ลักษณะเปนกอนกลม มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-20 ไมโครเมตร และติดสี Eosin หรือ 
Hematoxylin ออน ๆ ทั้งนี้ลักษณะเหลานี้จะพบเฉพาะในระยะการตายแบบเฉียบพลันของการติด
เชื้อ ซึ่งเปนลักษณะจําเพาะที่เรียกวา “Peppered” หรือ “Buckshot-riddled” และไมพบการเกิด 
Hemocytic infiltration หรือการตอบสนองในลักษณะอักเสบของเนื้อเยื่อ (Lightner, 1996) ในชวง
รอยตอของการตายแบบเฉียบพลันกับการตายแบบเรื้อรังนั้น จะพบความผิดปกติในชั้น Cuticle 
นอยลง แตจะเกิด Hemocytic infiltration และการรวมกลุมของเม็ดเลือดในบริเวณที่ติดเชื้อแทน ซึ่ง
จะกอใหเกิดการสะสมของเมลานินเกิดเปนจุดดําขึ้น ซึ่งเปนอาการเฉพาะของการติดเชื้อในระยะนี้ 
สวนในระยะของการติดเชื้อแบบเรื้อรัง จะพบการเกิด Lymphoid organ spheroid (LOS) ซึ่งเปนการ
รวมกลุมของเซลลในลักษณะที่เปนกอนกลมบริเวณ Intertubular space ของ Lymphoid organ 
(Jimenez et al., 2000)

2.1.2 โรคที่เกิดจาก White Spot Syndrome Virus (WSSV) 

โรคดวงขาวในกุงทะเลนั้น มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส WSSV ซึ่งพบวามีการ
ระบาดของโรคดวงขาวในประเทศไทยในกุงกุลาดํากอนในชวงปลายป ค.ศ. 1994 บริเวณภาค
ตะวันตก ภาคใตฝงตะวันออกและตะวันตก ซึ่งกอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจอยางมาก โดย
ความรุนแรงและความสูญเสียเทียบเทากับการเกิดโรคหัวเหลือง ซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส 
Yellow head virus ที่เคยระบาดในกุงกุลาดําเชนเดียวกัน (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
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White spot virus (WSV) เปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมชนิด DNA สายคู 
(dsDNA) (Mayo, 2002) โดยมีรูปรางเปนแทง มีความยาวประมาณ 270-290 นาโนเมตร เสนผาน
ศูนยกลาง ประมาณ 110-120 นาโนเมตร ซึ่งเมื่อมีการระบาดของเชื้อไวรัส WSSV จะสงผลทําให
เกิดการตายของกุงอยางรวดเร็ว โดยกุงที่ติดเชื้อจะไมกินอาหารและเฉื่อยชา เกิดจุดขาวบริเวณ
เปลือกมีขนาดเสนผาศูนยกลางของจุดประมาณ 0.5-2.0 มิลลิเมตร นอกจากนี้กุงที่ใกลตายอาจ
เปลี่ยนเปนสีชมพูจนถึงสีแดง (Chou et al., 1995; Bondad et al., 2001) สําหรับกุงขาวแปซิฟก 
(Litopenaeus vannamei) นั้น พบวาโรคดวงขาวเปนโรคที่มีความรุนแรงสูงมากเชนกัน สามารถทํา
ใหเกิดการตายไดถึง 100 เปอรเซ็นต ภายในระยะเวลา 14 วันหลังจากไดรับเชื้อ

พยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงที่เปนโรคคอนขางมีความจําเพาะ ซึ่งสามารถใชเปน
หลักเกณฑในการวินิจฉัยโรคได โดยเนื้อเยื่อที่มีตนกําเนิดมาจากชั้น Ectoderm และ Mesoderm ของ
กุงใกลตายจะพบเซลลที่มีนิวเคลียสขนาดใหญขึ้นและมี Basophilic central inclusion ลอมรอบดวย 
Marginated chromatin โดยจะเริ่มตนดวยการเกิด Eosinophilic Cowdry type A inclusion แตจะ
สิ้นสุดดวยการเกิด Basophilic inclusion บริเวณนิวเคลียส ซึ่งลักษณะเหลานี้สามารถสังเกตไดใน
เนื้อเยื่อของเหงือกหรือเนื้อเยื่อบุผิวใตเปลือก (Sub-cuticular epithelium) โดยไมพบการอักเสบของ
เนื้อเยื่อที่ถูกทําลาย (Flegel et al., 1997) อยางไรก็ตามในการวินิจฉัยโรค นอกจากจะใชวิธีทางพยาธิ
วิทยาแลวยังสามารถใชเทคนิคพีซีอาร (PCR: polymerase chain reaction) หรือปฏิกิริยาลูกโซโพลี-
เมอเรส (PCR) (Nunan and Lightner, 1997) และเทคนิค In situ DNA hybridization ในการ
ตรวจสอบไดเชนกัน (Durand et al., 1996; Wongteerasupaya et al., 1996) 

2.1.3 โรคที่เกิดจากเชื้อ Yellow head virus (YHV) 

กุงที่ติดเชื้อไวรัส YHV เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคกุงหัวเหลือง ทั้งนี้เชื้อไวรัส 
YHV นั้นมีสารพันธุกรรมเปน RNA แบบสายเดี่ยว (ssRNA) (Wongteerasupaya et al., 1995) โดยมี
รูปรางเปนแบบทอน มีความยาวประมาณ 150-200 นาโนเมตร มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
อนุภาคประมาณ 40-50 นาโนเมตร (Chantanachookin et al.,1993; Boonyaratpalin et al.,1993) ซึ่ง
เหตุของการเรียกวาโรคหัวเหลืองนั้น เรียกชื่อตามลักษณะของกุงปวย ซึ่งมักอยูตามริมขอบบอ 
ลําตัวสีซีดมองเห็นสวนหัวมีสีเหลืองเนื่องจาก Cephalothorax มีสีซีด สําหรับกุงทะเลในกลุม 
Penaeid ที่ปวยเปนโรคหัวเหลืองจะมีอายุตั้งแต 25 วันขึ้นไปจนถึงประมาณ 70 วันโดยถาเกิดกับกุง
กุลาดําอายุ 25-30 วัน จะมีลักษณะคลายกับโรคตายเดือนหรือโรคติดเชื้อแบคทีเรียแตจะมีความ
รุนแรงมากกวา แตถาเกิดกับกุงอายุประมาณ 50-70 วัน จะพบวากอนที่จะเริ่มมีกุงตายกุงในบอจะ
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กินอาหารในปริมาณมากผิดปกติ จากนั้นจะหยุดกินอาหารและเริ่มมีการตายสูงขึ้นจนกระทั่งหมด
บอ โดยอัตราการตายจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วภายในเวลา 2-3 วัน กุงจะตายหมดบอ เมื่อเปรียบเทียบ
ความรุนแรงของโรคที่ทําความเสียหายในการเลี้ยงกุงกุลาดําทุกชนิดพบวาโรคหัวเหลืองทําใหกุง
ตายเร็วและรุนแรงที่สุด ซึ่งการแพรกระจายในพื้นที่การเลี้ยงแตละแหลงจะรวดเร็วมาก (ชลอ และ 
พรเลิศ, 2547) สําหรับกุงขาวแปซิฟกนั้น พบวากุงที่ไดรับเชื้อ YHV จะมีการตอบสนองและการ
เคลื่อนไหวชาลง เมื่อตายบริเวณปลายหางและขาวายน้ําจะมีสีแดง อยางไรก็ตาม พบวาการตายของ
กุงที่เกิดจากเชื้อดังกลาวเริ่มลดลงตั้งแตป ค.ศ. 1996 เนื่องจากมีการพัฒนาการเลี้ยงกุงจากระบบเปด
มาเปนระบบปด มีการถายน้ํานอยลงหรือมีการพัฒนามาใชระบบปดแบบน้ําหมุนเวียน แตการแพร
ระบาดของไวรัสก็ยังคงมีอยูและกอใหเกิดความเสียหายกับการเลี้ยงกุงในเอเชียอยูจนถึงปจจุบัน 
(Lightner et al., 1997)

ลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงที่ปวยเปนโรคหัวเหลือง จะพบความ
ผิดปกติในเซลลที่มีตนกําเนิดมาจากชั้น Ectoderm และ Mesoderm ไดแกบริเวณเหงือก 
เสนประสาท ตอมน้ําเหลือง หัวใจ ลําไสสวนกลาง ตับและตับออน กลามเนื้อโคนขาและกานตา ซึ่ง
ในบริเวณเหงือกและตอมน้ําเหลืองจะมีความเดนชัดมาก โดยจะเกิด Basophilic cytoplasmic 
inclusion โดยจะติดสีน้ําเงินจากการยอมดวยสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) (Lu et al., 1994) 
นอกจากนี้ยังพบวาบริเวณที่มีการตายของเซลลจะมีการเกิด Casophilic cytoplasmic inclusion ที่มี
เสนผานศูนยกลางประมาณ 2 ไมโครเมตรหรือเล็กกวาเปนจํานวนมาก และเมื่อดูดเลือดกุงมาทํา 
Blood smear จะพบการตายของเซลลเม็ดเลือดในระยะตาง ๆ เชน การเกิด Pyknosis และ 
Karyorrhexis ของนิวเคลียสของเซลลเม็ดเลือด (Nash et al., 1995)

2.1.4 โรคที่เกิดจากเชื้อ Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus 
(IHHNV)

โรคที่เกิดจากเชื้อ IHHNV นี้มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส Infectious hypodermal 
and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) ซึ่งเปนเชื้อไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปนชนิด DNA สาย
เดี่ยว (ssDNA) มีรูปรางแบบหลายเหลี่ยม ไมมีผนังหุม (Non-enveloped) มีขนาดเล็ก โดยมีขนาด
เสนผานศูนยกลางประมาณ 22-23 นาโนเมตร (Mari et al., 1993) กุงที่ติดเชื้อไวรัส IHHNV จะปวย
เปนโรคแคระแกร็น (Runt-deformity syndrome; RDS) ซึ่งเปนลักษณะของการติดเชื้อแบบเรื้อรัง
โดยกุงที่ติดเชื้อจะมีกรีบิดเบี้ยวหรือคดงอ หนวดคูที่ 2 พับไปมา เปลือกขรุขระหรือผิดรูปราง
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มากกวาที่จะทําใหกุงตาย ลักษณะดังที่กลาวมาจะสังเกตไดหลังจากปลอยลูกกุงลงเลี้ยงในบอ
ประมาณ 30 วัน กุงที่มีการติดเชื้อจะมีอัตราการเจริญเติบโตชามาก

กุงตัวเต็มวัยที่ติดเชื้ออาจไมแสดงอาการของโรคแตสามารถถายทอดเชื้อไวรัส
ไปยังกุงตัวอื่น ๆ ในโรงเพาะฟกไดโดยติดตอผานทั้งทางพอแมพันธุไปสูลูก และผานทางน้ําที่ใช
เลี้ยงและการกินกุงที่ปวยเปนโรคดังกลาวได (Bell and Lightner, 1984; Brock and Main, 1994) 

จากการศึกษาของ Emmerik et al. (2003) ซึ่งไดทําการศึกษาการติดเชื้อไวรัส  
IHHNV ผานทางพอแมพันธุไปสูลูก โดยทดลองผสมพันธุพอแมพันธุกุงที่ติดเชื้อ IHHNV พบวาใน
กุงเพศเมียจะพบเชื้อไวรัส IHHNV ในรังไข (Ovary) ในขณะที่ไมพบเชื้อไวรัส IHHNV ในอสุจิ
(Sperm) ของกุงเพศผูที่ติดเชื้อไวรัสดังกลาวแตอยางใด สวนการศึกษาของจิรพร (2547) ซึ่งได
ทําการศึกษาผลของเชื้อไวรัส IHHNV ตอการเจริญเติบโตและอัตรารอดของกุงขาวแปซิฟก พบวา
กุงที่ติดเชื้อ IHHNV จะมีการเจริญเติบโตชากวากุงปกติสอดคลองกับการศึกษาของ Lightner 
(1996) ที่รายงานวากุงระยะ Juvenile ที่มีอาการ RDS จะมีขนาดแตกตางกันมากภายในบอเดียวกัน
โดยจะมีคาความแปรปรวนของขนาดตัวกุงมากกวา 30 เปอรเซ็นต หรืออาจสูงถึง 90 เปอรเซ็นต
ในขณะที่กุงปกติมีความแปรปรวนของขนาดตัวกุงประมาณ 10-30 เปอรเซ็นต เทานั้น

สําหรับลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงที่เปนโรค IHHNV จะพบวาเกิด
Inclusion body โดยมีการเกิดลักษณะของ Cowdry type A ที่ยอมติดสีชมพูของ Eosin รวมดวยโดย
พบวาเซลลที่มีตนกําเนิดมาจากชั้น Ectoderm  และ Mesoderm จะมีขนาดของนิวเคลียสใหญขึ้น 
(Bell and Lightner, 1984) นอกจากนี้ยังสามารถใชเทคนิค In situ hybridization รวมกับการใช
Probe ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ IHHNV ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ IHHNV ในระยะแรก ๆ ของ
กุงที่ติดเชื้อ IHHNV ได ซึ่งสามารถใชแยกเชื้อไวรัส IHHNV ออกจากเชื้อ WSSV ไดดวย
(Lightner, 1993; Lightner and Redman, 1998) หรืออาจใชเทคนิคพีซีอารในการตรวจสอบการติด
เชื้อ IHHNV ไดดวย (Tang and Lightner, 2001)

2.1.5 โรคที่เกิดจากเชื้อ Baculovirus penaei (BP)

เชื้อไวรัส BP เปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปน DNA สายคู (dsDNA) (Francki et 
al., 1991) โดยอนุภาคของเชื้อไวรัสจะมีขนาดขึ้นอยูกับแหลงที่พบ (Lightner, 1996; Durand et al., 
1998) สําหรับกุงที่ติดเชื้อไวรัส BP จะสงผลทําใหมีการกินอาหารนอยลงเจริญเติบโตชา และอาจ
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สังเกตพบวาทางเดินอาหารของกุงมักจะมีสีขาว (Lightner, 1983) เนื่องจากเชื้อไวรัส BP ไดเขาไป
ทําลายเซลลบริเวณ Epithelium ของ Hepatopancreas และ Midgut สงผลทําใหเซลลบริเวณนั้นมี
การหลุดลอกออกมาผานทางลําไสและจะถูกขับออกมากับอุจจาระ (Couch, 1991) สอดคลองกับ
การทดลองของ Stuck and Overstreet (1994) ที่ไดทําการศึกษาผลกระทบของเชื้อ Baculovirus ตอ
การเจริญเติบโตและอัตรารอดของกุงขาวระยะวัยออน ซึ่งพบวากุงที่ไดรับเชื้อ Baculovirus จะมีการ
ติดเชื้ออยางรุนแรงและตายในที่สุด สวนกุงที่รอดชีวิตจะมีอัตราการเจริญเติบโตลดลงเมื่อเทียบกับ
กุงปกติ 

สวนการศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงที่ปวยพบวา Tubular 
epithelial cell บริเวณ Hepatopancreas และเนื้อเยื่อ Epithelial cell ของ Midgut พบการเกิด 
Occlusion body ที่มีลักษณะรูปทรงปรามิดเกิดขึ้นในนิวเคลียส โดยพบวามีขนาดของ Occlusion 
body นอยกวา 0.1 ไมโครเมตร จนถึง 20 ไมโครเมตร ตั้งแตฐานถึงยอดและมีความยาว 8-10 
ไมโครเมตร (Lightner, 1996)

2.1.6 โรคที่เกิดจากเชื้อ Hepatopancreatic Parvo Virus (HPV) และ Monodon 
baculovirus (MBV)

เชื้อไวรัส HPV มีการศึกษาพบครั้งแรกในประเทศสิงคโปร (Chong and Loh, 
1984) เปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปน DNA แบบสายเดี่ยว (ssDNA) ในครอบครัว Parvoviridae มี
รูปรางหลายแบบไมมีผนังหุมสารพันธุกรรม (Sukhumsirichart et al., 1999) 

จากการศึกษาของ Flegel et al. (1997) พบความสัมพันธระหวางการติดเชื้อ
ไวรัส HPV กับอาการโตชาของกุงกุลาดําที่เลี้ยงในฟารม โดยการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาพบวา
ความรุนแรงจะมากขึ้นถามีการติดเชื้อรวมกันระหวางเชื้อไวรัส MBV กับ HPV ตอมา Flegel et al. 
(2003) ไดศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับเชื้อไวรัสชนิดนี้ในประเทศไทย พบวามีการติดเชื้อไวรัส 2 ชนิด
รวมกันคือ HPV และ MBV ในอัตราคอนขางสูง ซึ่งกุงที่ติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดดังกลาวจะมีผลทํา
ใหอัตราการเจริญเติบโตชะงักและกุงมีอาการแคระแกร็น ทั้งนี้การติดเชื้อไวรัส HPV มีผลตอกุง
มากกวาเชื้อไวรัส MBV และจากการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดดังกลาวดวยเทคนิค 
PCR พบวา 94 เปอรเซ็นต ของกุงกุลาดําที่ตรวจมีการติดเชื้อจากไวรัสชนิดเดียว และ 79 เปอรเซ็นต
เปนกุงที่มีการติดเชื้อไวรัส 2 ชนิด

12



17

สําหรับกุงที่ปวยเปนโรคเมื่อตรวจสอบลักษณะทางพยาธิสภาพพบวาเซลล 
Hepatopancreas ที่ติดเชื้อไวรัสจะสงผลทําใหนิวเคลียสมีขนาดใหญขึ้นและพบการเกิด Inclusion 
body ที่ยอมติดสีน้ําเงินของ Hematoxcytin (Lightner, 1996) ซึ่งกุงที่ติดเชื้อชนิดนี้จะทําใหโตชา
เนื่องจาก Hepatopancreas ถูกทําลาย ทําใหไมสามารถผลิตน้ํายอยและสะสมอาหารได (ชลอ และ
พรเลิศ, 2547) 

สวนการติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส MBV นั้นมีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 
1981 (Lightner and Redman, 1981) โดยเปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปน DNA แบบสายคู
(dsDNA) ในกลุม Occluded baculovirius และเมื่อตรวจสอบลักษณะทางพยาธิสภาพพบวาเซลล 
Hepatopancreas ของกุงที่ติดเชื้อไวรัส MBV จะมีการเกิด Occlusion body ขึ้นเปนจํานวนมาก 
(Lightner, 1996) 

2.2 โรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ไดแก

2.2.1 โรค Vibriosis

โรค Vibriosis มีสาเหตุจากแบคทีเรียในกลุม Vibrio ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ 
ที่มีลักษณะเปนแทงสั้น (Short rod) สําหรับเชื้อ Vibrio ชนิดที่กอใหเกิดโรคในกุงขาวแปซิฟก 
ไดแก V. harveyi, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. penaeicida และ Vibrio 
sp. (Mohney et al., 1994; Lightner, 1996; Gomez-Gil et al., 1998) โรค Vibriosis เปนสาเหตุหนึ่งที่
กอใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงเปนอยางมากโดยเฉพาะในโรงเพาะฟก เมื่อ
เกิดการระบาดของเชื้อ Vibrio จะทําใหลูกกุงมักจะติดเชื้อเกือบทั้งหมด (Brock and Main, 1994; Hu 
and Tao, 2000) ซึ่งโดยปกติเชื้อแบคทีเรีย Vibrio เปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในการเลี้ยงกุง 
สามารถพบไดทั้งในทางเดินอาหาร Hepatopancreas และน้ําเลือดของกุงปกติ (Gomez-Gill et 
al.,1998; Moss et al., 2000) แตจะกอโรคเมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสมแลวมีการเพิ่มจํานวนสูงขึ้น
อยางรวดเร็ว ซึ่งสาเหตุที่ทําใหกุงติดเชื้อสวนใหญมาจากความเครียดอันเนื่องมาจากระบบการเลี้ยง
ที่หนาแนนจนเกินไป และการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม เนื่องจากกุงที่อยูในสภาวะเครียด  
จะมีภูมิคุมกันต่ําทําใหมีโอกาสติดเชื้อโรคไดงายขึ้น (Burrell et al., 1991; Nash et al., 1992; 
Mohney et al., 1994; Mikulski et al., 2000; Labric, 2001) เมื่อกุงไดรับเชื้อเขาไปในรางกายเชื้อจะ
เขาไปทําลายเนื้อเยื่อหรือแพรกระจายเขาไปในระบบตาง ๆ ทั่วรางกาย โดยถามีการติดเชื้อบริเวณ
เปลือกจะสงผลทําใหเกิดเปนแผลสีดําหรือน้ําตาลที่บริเวณดังกลาวเรียกการเกิดความผิดปกติใน
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ลักษณะนี้วา โรคจุดดําหรือน้ําตาล (Black or brown spot disease) นอกจากนี้ยังพบวาถามีการติด
เชื้อ Vibrio spp. อยางรุนแรงอาจทําใหเกิดการตายของกุงสูงถึง 70 เปอรเซ็นต ได 

จากการศึกษาของ Lightner (1996) พบวากุงกุลาดําในบอดินที่ติดเชื้อแบคทีเรีย 
Vibrio spp. จะมีการเจริญเติบโตชาและมีอัตราการตายสูงเมื่อเทียบกับกุงปกติ สําหรับกุงขาว
แปซิฟกที่เปนโรค Vibriosis พบวาอาการของโรคมีทั้งที่เปนแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง โดยกุง
จะเริ่มแสดงลักษณะและพฤติกรรมภายนอกที่ผิดปกติกอน ไดแก การเบื่ออาหาร วายน้ําไรทิศทาง 
และมักขึ้นมาวายวนเวียนอยูบริเวณผิวน้ําและขอบบอ เนื่องจากปริมาณออกซิเจนในเลือดต่ํา
(Hypoxia) (Robertson et al., 1998) นอกจากนี้ยังพบวาบริเวณเปลือก ระยางคและเหงือกอาจเกิด
การอักเสบ กลามเนื้อมีสีขุนเนื่องจากกลามเนื้อตายและยังพบอาการรยางคขาดรวมอยูดวย 
(Takahashi et al., 1985; Sindermann, 1990; Brock and Main, 1994) 

สําหรับการเลี้ยงกุงทะเลในประเทศไทยความเสียหายที่เกิดจากเชื้อ Vibrio สวน
ใหญมีสาเหตุมาจากเชื้อ V. harveyi ซึ่งทําใหเกิดโรคเรืองแสง สงผลใหลูกกุงในโรงเพาะฟกมีอัตรา
การตายสูงมากและทําใหกุงกุลาดําในบอเลี้ยงเสียหายเปนจํานวนมากเชนกัน โดยเฉพาะในชวงที่น้ํา
มีความเค็มสูง (ชลอ, 2543)

  2.2.2 โรค Gill disease 

 โรค Gill disease หรือเรียกวาโรคเหงือกดํา มักเกิดในกุงขาวที่เลี้ยงในบอที่น้ํามี
สีเขม หรือมีเลนกระจายอยูทั่วบอ ซึ่งมีสาเหตุมาจากการที่มีสารอินทรียสะสมอยูที่บริเวณพื้นบอ
เปนจํานวนมาก จึงสงผลทําใหกุงมีอาการออนแอและมีการสะสมของตะกอนดินหรือสารอินทรีย
ดังกลาวบริเวณเหงือกได โดยกอนที่กุงจะแสดงอาการปวยหรือเริ่มตายนั้น มักพบวากุงเริ่มมีเหงือก
สีดํา ถาแกปญหาบริเวณเหงือกไมทัน กุงก็จะตาย ซึ่งการแกปญหาโรคเหงือกดํานั้นสามารถทําได
งาย  โดยเมื่อพบวาเหงือกของกุงบางตัวเริ่มมีสีเขม ควรลดการใหอาหารลง หรืออาจมีการเพิ่มเครื่อง
ใหอากาศใหมากขึ้น และเมื่อสภาพในบอดีขึ้น กุงก็จะสามารถปรับตัวหายไปเองได ภายหลังจาก
การลอกคราบ 2-3 ครั้ง เหงือกสีดําก็จะหายไปไดเอง (ฉัทชนัน, 2549)
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2.2.3 โรค Necrotizing hepatopancreatitis (NHP), Texas necrotizing 
hepatopancreatitis (TNHP), Texas pond mortality syndrome หรือ Peru necrotizing 
hepatopancreatitis (PNHP)

โรค NHP พบครั้งแรกในป ค.ศ. 1985 ในมลรัฐเท็กซัส (Johnson, 1989) เชื่อกัน
วามีสาเหตุมาจาก Alpha proteobacteria (Frelier et al., 1994) ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีขนาด
เล็ก ในวัฏจักรชีวิตของแบคทีเรียชนิดนี้มีรูปรางของเซลล  2 แบบ คือ มีรูปรางเปนแทงคลาย
Rickettsia ขนาด 0.3 x 9 ไมโครเมตร ไมมี Flagella สวนอีกรูปแบบเปนแบบเกลียว มีขนาด 0.2 x 
2.6-2.9 ไมโครเมตร มี Flagella 8 เสนอยูบริเวณปลายดานใดดานหนึ่งของเซลล (Lightner et al., 
1992) เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการทําลายเซลลเยื่อบุผิวของตับและตับออน โรคนี้
กอใหเกิดการตายอยางมากในกุงขาว อาจเรียกลักษณะการตายแบบนี้วา “Granulomatous 
hepatopancreatitis and the Texas pond mortality syndrome” (Frelier et al., 1993) สําหรับอาการที่
พบ Lightner and Redman (1994) รายงานวา กุงจะกินอาหารลดลงเนื่องจาก เกิดภาวะเบื่ออาหารทํา
ให ลําไสไมมีอาหาร อัตราการแลกเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อต่ําลง อัตราการเจริญเติบโตลดลง เปลือก
และลําตัวนิ่ม เหงือกดํา มีการกระจายตัวของเม็ดสี จนทําใหปลายรยางคและหางมีสีเขมขึ้น กุง
ออนแอจนทําใหตัวสกปรกมีปรสิตเกาะตามตัวเปนจํานวนมาก อาจมีอาการของการติดเชื้อ
แบคทีเรียบริเวณเปลือกรวมดวย และยังพบวากุงที่ปวยจะวายน้ําชาลง อาจพบอาการตับฝอและมีสี
ซีดลง หรือบางครั้งพบวา Hepatopancreas อาจนิ่มและมีอาการบวมน้ําเกิดขึ้น นอกจากนี้อาจพบ
การเกิดกระบวนการสราง Melanin ในทอภายใน Hepatopancreas รวมดวย (จิราพร, 2547)

การศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อใน Hepatopancreas พบวาเซลลใน
ทอ Hepatopancreas จะฝอและมีลักษณะการเกิดเนื้องอกเปนจํานวนมาก นอกจากนี้เซลลเยื่อบุของ
ทอ Hepatopancreas จะมีขนาดเล็กลง และมีรูปรางเปลี่ยนจากที่เปนแบบ Simple columnar เปน
ลักษณะของเซลลแบบ Cuboidal สําหรับลักษณะเซลลของเนื้องอกที่พบจะเปนเซลลที่มีขนาดใหญ
ขึ้นกวาปกติ (Hypertrophy) ซึ่งยอมติดสีน้ําเงินของ Hematoxylin (Lightner and Redman, 1992)
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3. ระบบภูมิคุมกันของกุง

สําหรับระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุม Crustaceans นั้นไมมีภูมิคุมกันโรคแบบจําเพาะ
เจาะจง (Specific immunity) แตมีการตอตานสิ่งแปลกปลอมที่เขามาในรางกายแบบไมจําเพาะ
เจาะจง (Non-specific immune response) หรือในแบบที่มีมาแตกําเนิด ซึ่งสวนใหญอาศัยการทํางาน
ของเซลลเม็ดเลือด น้ําเลือดและเนื้อเยื่อตาง ๆ ในรางกายเปนหลัก (Söderhäll and Cerenius, 1992) 
ทั้งนี้ระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุม Crustacean ซึ่งรวมถึงกุงดวยนั้นสามารถแบงออกเปน 2 
ระบบ คือ ระบบภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยการทํางานของเซลล (Cellular 
defenses) และระบบภูมิคุมกันที่ปองกันสิ่งแปลกปลอมโดยอาศัยสารน้ําที่หมุนเวียนอยูภายใน
กระแสเลือด (Humoral defenses) (Ratcliffe et al., 1985) ซึ่งทั้ง 2 ระบบมีลักษณะสําคัญ ดังนี้

3.1 การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันโดยอาศัยเซลล (Cellular immune response) 

      การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันในระบบนี้ จะอาศัยการทํางานของเซลลเม็ดเลือด
ชนิดตาง ๆ เปนสําคัญ ซึ่งโดยทั่วไปสามารถแบงเซลลเม็ดเลือดกุงออกไดเปน 3 ชนิด (Martin and 
Graves, 1985; Hose et al., 1990; Vargas-Albores, 1995) ตามการมีหรือไมมีและจํานวนของเม็ด 
Granules ขนาดของเซลล ลักษณะการติดสีและโครงสรางของเม็ด Granules ใน Cytoplasm ซึ่ง
ไดแก

(1)  เซลลเม็ดเลือดชนิด Hyaline cell (Hyalinocyte หรือ Non-granular cell)

       เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีขนาดเล็กที่สุด มีรูปรางกลมแบน ผิวเรียบ ไมมีเม็ด Granules อยู
ภายในเซลล นิวเคลียสมีขนาดใหญอยูกลางเซลล มีขอบเขตของไซโตพลาสซึมนอย เปนเม็ดเลือดที่
มีหนาที่สําคัญเกี่ยวของกับการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันโดยอาศัยกระบวนการ Phagocytosis 
ในการตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมที่เขามาในรางกาย (Söderhäll and Smith, 1986) ทั้งนี้เนื่องจาก
ภายใน Cytoplasm มีการเก็บสะสมโปรตีนจําพวก Lysozymes รวมถึง Proteolytic enzyme หลาย ๆ
ชนิด ซึ่งเปนคุณสมบัติพิเศษของเซลลที่ทําหนาที่จับกินและทําลายเชื้อโรคโดยการยอยภายในเซลล
(Söderhäll and Cerenius, 1992) นอกจากนี้ยังมีการสราง Superoxide anion ซึ่งสามารถทําใหเกิด
การสรางสารที่มีคุณสมบัติในการทําลายเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมอีกหลายชนิดตามมาได
(Bauchau, 1981; Söderhäll and Cerenius, 1992)
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(2)  เซลลเม็ดเลือดชนิด Semi-granular cells (Semigranulocyte) 

                    เปนเซลลเม็ดเลือดที่มีลักษณะกึ่งกลางระหวาง Hyaline cell และ Granular cell มีรูปราง
เปนรูปไขหรือรูปกระสวย ขนาดของเซลลมีความกวาง 4.2-6.8 ไมครอน ยาว 9.0-14.2 ไมครอน
(กิจการ และคณะ, 2543) นิวเคลียสมีขนาดเล็กอยูตรงกลางเซลลหรือขอบเซลล ภายใน Cytoplasm 
มี Granules ขนาดเล็กลักษณะเซลลไมแนนอน เปนเม็ดเลือดที่ทําหนาที่รับรูและมีปฏิกิริยา
ตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมโดยการสราง Nodule formation และ Encapsulation รวมทั้งมี
ความสําคัญตอการเกิดกระบวนการ Phenoloxidase activating system ซึ่งมีความสําคัญในการสราง 
Melanin นอกจากนี้ยังมีหนาที่เกี่ยวของกับการแข็งตัวของเลือดอีกดวย (Söderhäll and Cerenius, 
1998; Söderhäll et al., 1994; Sritunyalucksana and Söderhäll, 2000; Sung et al.,1996; Perazzolo 
and Barracco, 1997)

(3) เซลลเม็ดเลือดชนิด Granular cell (Granulocyte) 

เซลลเม็ดเลือดชนิดนี้มีขนาดใหญที่สุด รูปรางเปนรูปไข มีนิวเคลียสขนาดเล็ก เสนผาน
ศูนยกลางของเซลลประมาณ 8-10 ไมครอน กวาง 7.2-7.8 ไมครอน ยาว 12.2-14.6 ไมครอน
(กิจการ และคณะ, 2543) ภายในไซโตพลาสซึมมีแกรนูลขนาดใหญ เมื่อเทียบกับ Semigranulocyte 
(Baucha, 1981) มีหนาที่หลักเกี่ยวกับการทํางานของระบบ Phenoloxidase activating system 
(Söderhäll and Cerenius, 1992) 

สําหรับกระบวนการในการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันแบบอาศัยเซลลที่เกี่ยวของ
กับเม็ดเลือดนั้น ไดแกกระบวนการตาง ๆ ดังนี้

3.1.1 กระบวนการ Phagocytosis 

                              เปนกระบวนการในการที่ใชทําลายสิ่งแปลกปลอมทั้งที่มีชีวิตและไมมีชีวิตที่บุก
รุกหรือเขาไปในตัวกุง โดยเมื่อสิ่งแปลกปลอมเขามาในรางกาย เม็ดเลือดชนิด Hyalinocytes จะ
เคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่มีสิ่งแปลกปลอมนั้น (Fontaine and Lightner, 1975) แลวจึงเกิดการยึดเกาะ
กันระหวางสิ่งแปลกปลอมกับผิวของเซลลเม็ดเลือด หลังจากนั้นผิวของเซลลเม็ดเลือดเกิดการเวา
เขาไปเกิดเปน Phagosome จะสัมผัสและรวมกับ Lysosome เกิดเปน Phagolysosome ซึ่ง Lysosome 
นั้นมีเอนไซมหลายชนิดที่เรียกวา Acid hydrolases ทําหนาที่ยอยสลายสิ่งแปลกปลอมทั้งหลายให
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เปนหนวยยอยเล็ก ๆ และมีการแตกตัวของออกซิเจน ซึ่งออกซิเจนเหลานี้จะถูกรีดิวสเปน
Superoxide anion ดวย NADPH oxidase หลังจากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน Hydrogen peroxide โดยการ
เรงปฏิกิริยาดวย Superoxide dismutase กระบวนการนี้จึงถือเปนขั้นตอน ๆ หนึ่งที่มีความสําคัญมาก
ในการกําจัดเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอม (Klein, 1982)

3.1.2 กระบวนการ Nodule formation และ Encapsulation

การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันแบบนี้ เกิดขึ้นเมื่อมีสิ่งแปลกปลอมที่มีขนาด
ใหญและจํานวนมากเขาสูรางกาย จนทําใหเซลลเม็ดเลือดใชกระบวนการ Phagocytosis กําจัดออก
ไดไมทัน ดังนั้นเซลลเม็ดเลือดจะอาศัยกระบวนการ Nodule formation ในการหอมลอมสิ่ง
แปลกปลอมที่เขามาเปนจํานวนมาก เพื่อไมใหสิ่งแปลกปลอมกระจายไปทั่วรางกาย สวนการหอม
ลอมสิ่งแปลกปลอมที่มีขนาดใหญมากกวา 10 ไมโครเมตร (Lackie, 1980) เชน พยาธิ เชื้อรา ไขของ
ปรสิต และสัตวเซลลเดียวขนาดใหญ จะอาศัยกระบวนการ Encapsulation ในการหอมลอมสิ่ง
แปลกปลอมดังกลาว (พชรวดี, 2549;  จิติวัฒนา, 2550) สําหรับเซลลเม็ดเลือดที่ทําหนาที่ในการ
หอมลอมสิ่งแปลกปลอมไดแก เซลลเม็ดเลือดชนิด Semi-granulocyte และ Large granulocyte 
นอกจากเกิดกระบวนการในการหอมลอมสิ่งแปลกปลอมดังกลาวแลว ยังมีกลไกลของการหอม
ลอมสิ่งแปลกปลอมทําใหเกิดเปนรูปรางคลาย Capsule (Persson and Söderhäll, 1987) จากนั้นจะ
อาศัยกระบวนการอันเปนผลมาจากการทํางานของเอนไซม Prophenoloxidase ในการสราง 
Melanin เพื่อกําจัดหรือยับยั้งเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมดังกลาวในขั้นตอนตอไป (Ratcliffe et al., 
1985) 

3.2 การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันโดยการอาศัยสารน้ําที่อยูภายในเซลล (Humoral 
immune response)

สําหรับการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันในระบบนี้ จะอาศัยการทํางานของ
สารประกอบในน้ําเลือด ซึ่งสวนใหญถูกหลั่งมาจาก Granules ที่อยูภายในเซลลเม็ดเลือด
ซึ่งมีความสามารถในการทําลายเชื้อแบคทีเรียหรือทําใหเกิดการแตกของเซลล (Smith and
Söderhäll, 1983) โดยอาศัยกระบวนการตาง ๆ ดังนี้
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3.2.1 กระบวนการ Phenoloxidase activating system

การทํางานของระบบภูมิคุมกันในระบบ Phenoloxidase activation นี้อาศัยการ
ทํางานของเอนไซม Prophenoloxidase ซึ่งอยูภายในเม็ด Granules ของเซลลเม็ดเลือดกุงทั้งชนิด 
Granulocyte และ Semi-granulocyte เปนสําคัญ (Söderhäll and Smith, 1986; Sung et al., 1996) 
โดยกระบวนการดังกลาวนี้ จะเกิดขึ้นโดยอาศัย Pattern recognition proteins (PRPs) โดย PRPs จะ
จับกับองคประกอบตาง ๆ ของผนังเซลลของจุลชีพ ไดแก Lipopolysacharide (LPS), Peptidoglycan 
(PG) และ -1,3 glucan (BG) เกิดเปนโครงสรางที่เรียกวา “ LPS-LPS-Binding protein complex 
(LPS-BP), PG-PG-binding protein complex (PG-BP) และ -glucan--1,3 glucan binding 
protein complex (BG-BP) ” ตามลําดับ จากนั้นองคประกอบรวมดังกลาวจะจับกับ Receptor บนผิว
เซลลเม็ดเลือด แลวจึงสงผลทําใหเกิดการเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการ Degranulation ทําใหเม็ด 
Granules แตกออกสูภายนอกเซลลเม็ดเลือด สงผลทําให Prophenoloxidase (proPO) ซึ่งอยูในรูป
ของ Inactive form เปลี่ยนไปเปน Phenoloxidase (PO) ที่อยูในรูป Active form และสามารถยึดจับ
กับผิวของจุลชีพได โดยขั้นตอนนี้จะอาศัยเอนไซมที่เรียกวา proPO-activating enzyme (PPAE) 
และ Serine proteinase homologues (SPHs) cofactor ที่ถูกปลอยออกมาพรอมกับ Prophenoloxidase 
ซึ่ง PPAEs และ SPHs สามารถเรียกรวมกันไดวา proPO-activating factor (PPAFs) หลังจากนั้น 
Phenoloxidase จะเรงปฏิกิริยา Hydroxylation เพื่อเปลี่ยน Tyrosinase ใหเปน Dihydroxylation และ
เกิดการ Oxidize สาร Dihydroxyphenylalanin (DOPA) ใหเปนสารประกอบ Quinone จากนั้นจึงจะ
เกิดกระบวนการสราง Melanin ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานของจุลชีพไดในที่สุดโดย
Melanin จะชวยยับยั้งการแพรกระจายของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราไดอีกดวย (Söderhäll and 
Cerenius, 1992) (ภาพที่ 2) 

3.2.2 การแข็งตัวของเลือด (Hemolymph clotting)

เปนกระบวนการที่เกิดขึ้นภายหลังไดรับบาดแผล เพื่อปองกันการสูญเสียเลือด
และปองกันการติดเชื้อโรคผานทางบาดแผลเขามาในรางกาย โดยอาศัยการทํางานของเม็ดเลือด
ชนิด Semi-granular cell และ Lare granular cell ซึ่งมี Granules อยูภายในและเมื่อ Granules แตก
ออก สารเคมีที่ถูกปลอยออกมาจะไปกระตุนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของ Coagulogen ซึ่งเปนสาร
ที่ทําใหเกิดการจับตัวเปนกอน จากขอมูลในปจจุบันพบวาในบางกรณีการที่เลือดไมสามารถแข็งตัว
ไดนั้น อาจเกิดจากที่เม็ดเลือดมีปริมาณลดลงเนื่องจากการติดเชื้อโรคบางชนิด (Martin et al., 1993) 
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และพบวาการแข็งตัวของเลือดจะเกิดขึ้นพรอมกับการสรางเม็ดสีดํา (Melanin) ที่เกิดขึ้นในระบบ
Phenoloxidase (Johansson and Söderhäll, 1985) 

    

เปนรูปแบบการทําลายเชื้อโรคและควบคุมการกระจายของเชื้อโรคภายในตัวกุง ซึ่งเปน

ภาพที่ 2  ภาพรวมของระบบ Prophenoloxidase (proPO) ในสัตวกลุม Arthropod

ที่มา: Cerenius and Söderhäll (2004)
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4. ลิกนิน

4.1 คุณลักษณะทั่วไปของลิกนิน

ลิกนินเปนสารโมเลกุลขนาดใหญที่สําคัญชนิดหนึ่งซึ่งเปนสวนประกอบของพืช พบ
มากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส พบในกลุมของพืชที่มีทอลําเลียง ทําหนาที่ใหความแข็งแรง
แกพืช ทําใหพืชตานทานตอแรงกดดันและการบุกรุกของจุลินทรียได (Brown, 1985) สามารถพบ
ลิกนินไดใน Ferns และ Club mosses แตไมพบในพืชกลุม Bryophyta (True mosses) รวมทั้งพืชชั้น
ต่ํา สําหรับพืชชั้นสูงที่มีลิกนินเปนองคประกอบไดแกพืชในกลุม Angiosperms, Gymnosperms 
และ Monocotyledons ซึ่งเปนกลุมพืชที่สําคัญและมีจํานวนมากที่สุดบนพื้นโลก ลําตนของเนื้อไม
Angiosperms จะประกอบดวยลิกนิน รอยละ 18-25 ของเนื้อเยื่อแหง สวนใน Gymnosperms และ
Monocotyledons ประกอบดวยลิกนินรอยละ 25-35 และรอยละ 10-15 ของเนื้อเยื่อแหง ตามลําดับ
(Cowling and Kirk, 1976) ดังนั้นลิกนินจึงเปนองคประกอบสําคัญของพืชซึ่งเปนผลจากการปรับตัว
เพื่อใหสามารถดํารงอยูไดในสภาพที่เปนอยูในปจจุบัน โดยในไมเนื้อแข็งจะมีสัดสวนของลิกนินอยู
ประมาณรอยละ 17-25 สวนในไมเนื้อออนจะมีสัดสวนของลิกนินประมาณรอยละ 24-32 ในเสนใย
เปลือกลําตน (Bast fibres) เชน ปานลินิน ปานมนิลา และปอ จะมีองคประกอบของลิกนินอยู
เล็กนอยและแทบจะไมมีเลยในเสนใยฝาย (ภาพที่ 3)  
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ภาพที่ 3  องคประกอบตาง ๆ ของเนื้อไมและปริมาณลิกนินที่พบในไมเนื้อแข็งและไมเนื้อออน

ที่มา: ปรีชา (2528)  

ลิกนิกเปนสารประกอบพอลิเมอรไมมีรูปผลึก จะเกาะกันอยูในชั้นระหวางเสนใย 
(middle lamella) ซึ่งทําหนาที่ยึดเกาะเสนใยเขาดวยกัน และมีบางสวนผสมอยูในเสนใยดวย
โครงสรางพื้นฐานของลิกนินคือ Phenylpropane หรือสารประกอบ Hydrocarbon ที่มี Carbon 9 
อะตอม ประมาณรอยละ 65-67

4.2 โครงสรางของลิกนิน

ลิกนินจัดเปนสารเคมีที่มีโครงสรางไดหลายรูปแบบและมีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน
ตั้งแต 10 ถึง 1,000 kDa หรือมากกวา (Eggeling, 1983) เปนสารโมเลกุลขนาดใหญที่สังเคราะหขึ้น
จากหนวยยอย Phenylpropanoid 3 ชนิด ซึ่งไดแก p-coumartyl alcohol, Coniferyl alcohol และ
Sinapyl alcohol (ภาพที่ 4)

Pine (Softwood) Birch (Hardwood)

Other
(mainly extractives)

Lignin

Hemicellulose

Cellulose

< 5%

24-32%

25-30%

40%

< 5%
17-25%

30-35%

40%
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ภาพที่  2 โครงสรางสารโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิดซึ่งใชในการสังเคราะหลิกนิน
ที่มา: Crawford R.L. (1981)

ภาพที่ 4 โครงสรางหลัก 3 รูปแบบของลิกนินที่พบในพืชตามธรรมชาติ

ที่มา: ดัดแปลงจากปรีชา (2528)

โดยหนวยยอยทั้ง 3 ชนิดนี้ มีปริมาณหรือสัดสวนในเนื้อไมที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของ
พืช (Bisaria and Chose, 1981) หนวยยอยเหลานี้จะจับตัวกันเปนโครงสรางสามมิติ โดยการสราง
พันธะอีเธอรระหวางคารบอนตําแหนงที่สี่ของวงแหวนฟนอลกับคารบอนที่ตําแหนง β ของ Side 
chain โดย Side chain ของลิกนินจะประกอบดวย Cinnamyl alcohol, Aldehyde และ Hydroxylated 
การจับกันดวยพันธะอีเธอรและการสรางเปนโมเลกุลขนาดใหญทําใหโมเลกุลของลิกนินมีความ
แข็งแรงและทนตอการยอยสลายมาก (Evans, 1987) (ภาพที่ 5) โดยทั่วไปแลวในพืชสามารถพบ
ลิกนินไดในชั้น Middle lamella (Norkrans, 1967; Cowling and Kirk, 1976) (ภาพที่ 6) ซึ่งจะทํา
หนาที่สําคัญในการหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส (ภาพที่ 7)
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ภาพที่ 4 โครงสรางลิกนินจากตนสน

ที่มา: Evans (1987)

ภาพที่ 5  ลักษณะโครงสรางลิกนินของตนสน

ที่มา: Evans (1987)
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ภาพที่ 6  โครงสรางของเนื้อไม บริเวณเนื้อเยื่อทอลําเลียง (ซาย) ภาพตัดขวางของผนังเซลล (กลาง) 
 และ ภาพความสัมพันธของลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสใน Secondary wall (ขวา) 
 (S1-S3 คือ Secondary wall layer; P คือ Primary wall และ M.L. คือ Middle lamella)

ที่มา: Kirk and Cullen (1988)

ภาพที่ 7  โครงสรางของลิกนินซึ่งทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

ที่มา: Norkrans (1967)
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4.3 คุณสมบัติและประโยชนทางอุตสาหกรรมของสารลิกนิน

จากการรายงานของธิติ (2552) พบวาสารลิกนินและอนุพันธของลิกนินนั้น มีบทบาท
เกี่ยวของในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากมาย เชน 

ในอุตสาหกรรมกระดาษ สารลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินจะใชเปนสารยึดติด 
(Adhesives) เชน สารกันซึม (Sizes), สารเชื่อมติด (Binders) และสารเคลือบ (Coatings) 

สวนในอุตสาหกรรมเคมีภัณฑการเกษตร (Agricultural chemicals) จะใชสาร        
ลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินในการเปนเคมีภัณฑสําหรับปรับปรุงดิน เคมีภัณฑควบคุมฝุน ปุย 
ยาฆาแมลง ยากําจัดวัชพืช เปนตน

อุตสาหกรรมอาหารสัตว จะใชสารลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินในกระบวนการ
หมักและเปนสารเติมแตงในอาหารสัตว

อุตสาหกรรมการผลิตซีเมนต โดยการใชสารลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินผสมใน
ซีเมนตเพื่อเพิ่มคุณสมบัติตาง ๆ ของซีเมนตใหดีขึ้น เชน ชวยใหการแข็งตัวของซีเมนตดีขึ้น และ
เพิ่มความแข็งแรงคงทนของซีเมนต เปนตน

อุตสาหกรรมการขุดเจาะน้ํามัน เชน ใชเปน Drilling fluids และ Oil well sealants

อุตสาหกรรมยาง สารลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินจะใชเปนสารเติมแตง สารเรง
ปฏิกิริยา สารชวยใหมีการยืด (Elastomer) และยังทําหนาที่เปนสารชวยใหเกิดความเปนพลาสติกดี
ขึ้น (Plasticizer)

นอกจากนี้ยังสามารถใชสารลิกนินและอนุพันธของสารลิกนินในอุตสาหกรรมอื่น ๆ 
เชน ใชเปนสารชวยกระจาย (Dispersing agent) มีประโยชนในอุตสาหกรรมหลายอยางเชน การ
กําจัดหมึกในอุตสาหกรรมกระดาษ การชุบเคลือบและอุตสาหกรรมสิ่งทอ ไดแก การฟอกยอม เปน
ตน รวมไปถึงยังใชทําเคมีภัณฑสําหรับผลิตน้ําใหบริสุทธิ์และเคมีภัณฑที่ใชในการบําบัดน้ําเสีย 
ไดแก สารพวก Ion exchange และยังสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมฟอกหนังและอุตสาหกรรม
แบตเตอรี เปนตน ไดอีกดวย

26



31

4.4 คุณสมบัติและประโยชนของสารลิกนินทางการแพทย

จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสารลิกนิน รวมไปถึงอนุพันธของสารลิกนินนั้นมี
คุณสมบัติที่สําคัญที่เกี่ยวของกับการยับยั้งการทํางานของไวรัสชนิดตาง ๆ ได เชน 

จากการศึกษาของ Suzuki et al. (1989a) พบวา Lignosulfonate ซึ่งเปนอนุพันธหนึ่ง
ของสารลิกนิน มีฤทธิ์ปองกันการแข็งตัวของเลือดคลายกับ Heparin (Anticoagulant), ยับยั้งการเกิด
เนื้องอก (Antitumor activity) ไดหลายชนิด, กระตุน Macrophages ซึ่งจะมีคุณสมบัติสําคัญในการ
นําเสนอ Antigen ในกระบวนการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันและเพิ่มจํานวนประชากรของ
เซลลที่เกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยและยังมีคุณสมบัติเปนสาร Polyelectrolytic ที่
สามารถทําให Lymphocyte มีการแบงตัวเพิ่มจํานวน (Mitogen) อีกดวย
 

นอกจากนี้ Suzuki et al. (1989c) ยังพบวาการใชลิกนินที่ความเขมขน > 10 µg/ml 
สามารถยับยั้งการเกิด Cytopathic effect (CPE) ซึ่งเกิดจากการเหนี่ยวนําของไวรัส HIV ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยอาจเปนผลมาจากที่ลิกนินจะเขาจับอนุภาคของไวรัสทําใหไมสามารถจับกับ 
Receptor ของเซลล Host ได นอกจากนี้อาจเปนผลมาจากที่ลิกนินสามารถจับและยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม RNA polymerase ทําใหไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนได

จากรายงานของ Sorimachi et al. (1990a) ที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับอนุพันธของลิกนิน 
EP3 และ Lignosulfonate (LS) พบวาอนุพันธดังกลาวสามารถยับยั้งการเกิด Cytopathic effect ของ 
Herpes virus (type 1 และ type2) ไดอยางสมบูรณ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Suzuki et al. 
(1990) ซึ่งรายงานวา EP3 สามารถยับยั้งการเกิด CPE ของโรคไวรัสเอดสใน in vitro ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี้เขายังแสดงใหเห็นวา Lignosulfonate (LS) เปนตัวกระตุนกระบวนการ 
Glycolysis ในเซลล Macrophages ของหนูและสงผลตอเนื่องทําใหเกิดการแบงตัวเพิ่มจํานวนของ
เซลลในไขกระดูก รวมทั้งยังมีฤทธิ์ในการตานไวรัสชนิดดังกลาวไดอีกดวย 

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Zhang et al. (2007) พบวา Lignin-polysaccharide 
complex ซึ่งเปนอนุพันธหนึ่งของลิกนินมีฤทธิ์ตาน Herpes simplex virus (HSV) ไดอยางมี
ประสิทธิภาพโดยออกฤทธิ์ยับยั้งการจับของไวรัสและการเขาสูเซลลเจาบาน และยังพบวาลิกนินใน
รูปของอนุพันธ Lignophenol ยังมีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระในการปองกันโรคความเสื่อมของ
ระบบประสาทจากการเกิด oxidative stress และการอักเสบอีกดวย (Akao et al., 2004)
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จากขอมูลเบื้องตนดังกลาวจึงเปนที่นาสนใจวาควรมีการนําเอาสารลิกนินหรืออนุพันธ
ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อโรคในกลุมของไวรัส มาทดสอบกับเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุของ
การเกิดโรครายแรงในกุง รวมทั้งควรมีการศึกษาความเปนพิษของสารดังกลาวตอกุงทดลอง
เพื่อที่จะทําใหการประยุกตใชสารในกลุมนี้เปนไปอยางมีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัยสูงสุด 
ขอมูลพื้นฐานจากการศึกษาในครั้งนี้จึงถือไดวามีความสําคัญตอการนําเอาสารเคมีชนิดใหม ๆ มา
ประยุกตใชในการเลี้ยงกุงในปจจุบันเพื่อสงเสริมใหการเลี้ยงกุงของประเทศไทยเปนการเลี้ยงที่เปน
มิตรตอสิ่งแวดลอม ไมกอผลกระทบทั้งทางตรงและทางออมตอผูบริโภคสามารถดําเนินตอไปเปน
อาชีพที่มีความยั่งยืนในอนาคต
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อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1. วัสดุและเครื่องมือตาง ๆ 

1.1 กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 3 มิลลิลิตร 
1.2 เข็มฉีดยาขนาด 24G x 1.5 นิ้ว
1.3 เครื่องชั่ง Mettler PJ 400
1.4 Autoclave (Hirayama)
1.5 Automatic micropipette ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Bio-Rad)
1.6 Centrifuge DYNAC II (Centrifuge Clay Adams)
1.7 Centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร
1.8 Cylinder ขนาด 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร
1.9 Electrophoresis machine, MyRun (Bioactive)
1.10 Erlenmeyer flask ขนาด 125, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร
1.11 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
1.12 Gel documentation System (Syngene)
1.13 Gel star (Cambrex)
1.14 Glass/Teflon potter homogenizers
1.15 Hot air oven (Memmert)
1.16 Incubator 37 oC (Memmert)
1.17 Microwave oven (Sanyo Electric)
1.18 Microcentrifuge MIKRO 200R (Herrich)
1.19 Minicentrifuge (Profuge 6K, Korea)
1.20 Pipette tips ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Costar)
1.21 Pipette ขนาด 10 มิลลิลิตร
1.22 Plastic box สําหรับเก็บ Centrifuge tube ขนาด 1.5/2.0  มิลลิลิตร
1.23 PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (Costar)
1.24 Powersupply power PAC 200 (Bio-Rad)
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1.25 Spectrophotometer, Spectronic 401 (Milton Roy)
1.26 Spectrophotometer, Spectronic 2000 (Bausch&Lomb)
1.27 Takara thermal cycler (Takara)
1.28 Vortex-2 Genic (Scientific Industries, USA)
1.29 Waterbath shaker GFL 1083
1.30 -20 oC freezer (Mirage)
1.31 -80 oC ULT Freezer (Thermo Forma) 

2. สารเคมีและอุปกรณสําหรับการศึกษา Phagocytotic activity

2.1 ยีสต (Greater pharma LTD., Thailand)
2.2 Sodium chloride; NaCl (Merck)
2.3 Magnesium Chloride Hexahydrate; MgCl2.6H2O  (APS Finechem)
2.4 Magnesium Sulphate; MgSO4.7H2O  (APS Finechem) 
2.5 Calcium  chloride anhydrous; CaCl2.H2O  (APS Finechem) 
2.6 Potassium chloride; KCl  (APS Finechem)  
2.7 D-Glucose anhydrous (APS Finechem)  
2.8 Hepes (Fluka)
2.9 RPMI Medium (Merck)
2.10 Sodium citrate; Na3C6H5O7.2H2O (Merck)
2.11 สไลด (Slide) และแผนปดสไลด (Cover slip) 
2.15 ชุดสียอมเม็ดเลือด Wright and Giemsa (Bangkok science center)

3. สารเคมีสําหรับงานทางดานอณูชีวโมเลกุลและการวินิจฉัยโรค Yellow head virus (YHV)

3.1 Absolute ethanol; C2H5OH (Merck)
3.2 Agarose (Conda)
3.3 Ampicillin sodium salt (Bio Basic Inc.)
3.4 Boric acid; H3BO3 (Merck)
3.5 Chloroform; CHCl3 (Merck)
3.6 Diethyl pyrocarbonate (DEPC); C6H10O5 (Sigma)
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3.7 Ethidium bromide; EtBr (Sigma)
3.8 Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), disodium salt dehydrate (Fluka)
3.9 GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus 0.05 mg (Ward Medic)
3.10 Isopropanol (Merck)
3.11 Sodium chloride; NaCl (Merck)
3.12 Sterile distilled water; dH2O
3.13 Taq DNA polymerase (Fermantas)
3.14 Trizol reagent (Molecular Research Center)
3.15 Tris-base; Tris (Hydroxymethyl aminomethane, Pacific science)
3.16 10X Taq buffer with (NH4)2SO4 (Fermantas)
3.17 100 mM dNTP (Ward Medic)

4. สัตวทดลองและวัสดุอุปกรณอื่น ๆ

4.1 กุงขาว ขนาดน้ําหนักประมาณ 12-15 กรัม จํานวน 1,000 ตัว จากฟารมเอกชน 
จังหวัดปทุมธานี 

4.2 ตูกระจกขนาด 80 ลิตรและเครื่องใหอากาศพรอมอุปกรณ
4.3 อาหารเม็ดสําเร็จรูปสําหรับกุงขาวเบอร 3
4.4 น้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต
4.5 น้ํามันปลาหมึก
4.6 สารประกอบลิกนินในรูปผงของ Lignosulfonate (CAS NO.: 69011-61-6) ความ

เขมขน 100 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนผลพลอยไดจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษ
4.7 น้ําเค็มสําหรับใชเลี้ยงกุงขาว ความเค็ม 20 ppt
4.8 เครื่องวัดความเค็ม (Refractosalinometer)

31



36

วิธีการ

1. การศึกษาความเปนพิษเฉลียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต 
ภายใน 96 ชั่วโมง (Medial lethal dosage at 96 hours; 96-hours LD50)

ทําการทดลองเพื่อหาคาความเขมขนของสารลิกนินที่ทําใหกุงขาวตายครึ่งหนึ่งภายในเวลา
ที่กําหนดที่ 96 ชั่วโมง ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

1.1 การเตรียมสัตวทดลอง

นํากุงขาวที่มีน้ําหนักเฉลี่ยประมาณ 12-15 กรัม จากฟารมเอกชน จังหวัดปทุมธานี 
จํานวน 1,000 ตัว มาเลี้ยงในถังไฟเบอรกลาสขนาดความจุ 1 ลูกบาศกเมตร จํานวน 3 ถัง เพื่อปรับ
สภาพใหสัตวทดลองคุนเคยกอนเริ่มการทดลอง ในน้ําเค็ม 20 ppt โดยทําการใหอาหารกุงขาว
สําเร็จรูปปกติ 2 ครั้งตอวัน และใหอากาศอยางเพียงพอ เมื่อครบ 1 สัปดาห นํากุงขาวมาแบงใสตู
ทดลองขนาด 80 ลิตร ที่บรรจุน้ําความเค็ม 20 ppt ตูละ 10 ตัว จํานวน 21 ตู จากนั้นทําการเลี้ยงปรับ
สภาพกุงในตูทดลองอีกครั้งเปนเวลา 5 วัน จึงเริ่มทําการทดลอง

1.2 การเตรียมสารละลายลิกนิน

นําสารลิกนินในรูปของ Lignosulfonate มาละลายในเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต NaCl ให
ไดความเขมขน 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ลําดับ 

1.3 การทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณความเขมขนของสารลิกนินที่สามารถฆากุงขาวที่ 0
เปอรเซ็นต และ 100 เปอรเซ็นต ได ที่ 96 ชั่วโมง

ทําการหาความเขมขนของสารลิกนินต่ําสุดที่ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต และ
ความเขมขนของสารลิกนินสูงสุดที่ไมใหทํากุงขาวตายในระยะเวลา 96 ชั่วโมง โดยแบงกุงทดลอง
ออกเปน 7 ชุดการทดลอง ตามระดับความเขมขนของสารลิกนินที่ใชในการฉีดเขาสูตัวกุง ดังนี้
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ชุดการทดลองที่ 1 ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต
ชุดการทดลองที่ 2 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร
ชุดการทดลองที่ 3 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร
ชุดการทดลองที่ 4 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร
ชุดการทดลองที่ 5 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร
ชุดการทดลองที่ 6 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร
ชุดการทดลองที่ 7 ฉีดสารลิกนินเขาสูตัวกุงที่ระดับความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร

ฉีดสารละลายในแตละชุดการทดลองเขาที่บริเวณกลามเนื้อปลองที่ 3 ของกุงขาวที่
เตรียมไวในขอ 1.1 ปริมาตรตัวละ 0.1 มิลลิลิตร ชุดการทดลองละ 10 ตัว จํานวน 3 ซ้ํา และฉีดกุง
ขาวในชุดควบคุมดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร แลวทําการสังเกตอาการและ
บันทึกผลการตายสะสมของกุงขาวตั้งแตชั่วโมงแรกจนถึง 96 ชั่วโมง หลังการฉีดสารลิกนิน

1.4 การทดลองเพื่อหาปริมาณความเขมขนของสารลิกนินที่สามารถฆากุงขาวไดครึ่งหนึ่ง 
ที่ 96 ชั่วโมง

นําผลของการหาระดับความเขมขนของสารลิกนินที่สามารถฆากุงขาวที่ 0 เปอรเซ็นต
และ 100 เปอรเซ็นต ที่ 96 ชั่วโมงในขอ 1.3 มาหาระดับความเขมขนของสารลิกนินที่สามารถฆากุง
ขาวไดครึ่งหนึ่งที่ระยะเวลา 96 ชั่วโมงใหมอีกครั้ง โดยนําคาระดับความเขมขนของสารลิกนินที่ต่ํา
ที่สุดที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต และความเขมขนของสารลิกนินสูงสุดที่ไมทําใหกุง
ตายเลย ภายในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ตามสัดสวน Logarithm โดยทําการแบงความเขมขนของสาร
ลิกนินออกเปน 5 ระดับ ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) ตามสูตรดังนี้

log ระยะหางของความเขมขนในแตละระดับ = [(log A) – (log B)] / (n-1)

A คือ ความเขมขนของสารละลายลิกนินที่ทําใหกุงตาย 100 เปอรเซ็นต
B คือ ความเขมขนของสารละลายลิกนินที่ทําใหกุงตาย 0 เปอรเซ็นต
n คือ จํานวนระดับความเขมขนที่ตองการ
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นํากุงขาวที่มีน้ําหนักเฉลี่ยประมาณ 12-15 กรัม จากฟารมเอกชน จังหวัดปทุมธานี      
ที่ปรับสภาพคุนเคยแลวมาแบงใสตูทดลองขนาด 80 ลิตร ที่บรรจุน้ําความเค็ม 20 ppt ตูละ 10 ตัว
จํานวน 18 ตู ทําการเลี้ยงปรับสภาพกุงในตูทดลองอีกครั้งเปนเวลา 5 วัน จึงเริ่มทําการทดลอง

จากนั้นเตรียมฉีดความเขมขนของสารลิกนินที่ระดับความเขมขน 5 ระดับ ตามที่
คํานวณได โดยเจือจางสารลิกนินดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต จากนั้นนําสารลิกนินมาฉีดกุงขาว
บริเวณกลามเนื้อปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอตัว ระดับความเขมขนละ 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว และฉีดกุงใน
ชุดควบคุมดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต โดยใชปริมาตรเดียวกันแลวบันทึกอัตราการตายสะสมของ
กุงที่ 12, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง หลังการฉีด หลังจากนั้นนําขอมูลอัตราการตายสะสมที่ไดจาก
การทดลองไปวิเคราะหเพื่อหาคา LD50 ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) ตามสูตรดังนี้

LD50 = A +       50 - B    x [ D - E ]
     C - B                             

A คือ log ความสัมพันธของเปอรเซ็นตการตายสะสมที่นอยกวา 50 เปอรเซ็นต
B คือ เปอรเซ็นตการตายสะสมที่นอยกวา 50 เปอรเซ็นต
C คือ เปอรเซ็นตการตายสะสมที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต
D คือ log ความเขมขนของสารลิกนินที่เปอรเซ็นตอัตราการตายสะสมมากกวา 50
    เปอรเซ็นต
E คือ log ความเขมขนของสารลิกนินที่เปอรเซ็นตอัตราการตายสะสมนอยกวา 50
    เปอรเซ็นต

2. การศึกษาผลของการผสมสารละลายลิกนินในอาหารตอการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของ
กุงขาว (Litopenaeus vannamei)

2.1 การเตรียมสัตวทดลองและการวางแผนการทดลอง

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized desesign) โดยมี 5 ชุดการ
ทดลอง ในแตละชุดการทดลองมี 4 ซ้ํา โดยใชกุงขาวที่มีน้ําหนักประมาณ 12-15 กรัม เลี้ยงในน้ํา
ความเค็ม 20 ppt ในตูทดลองขนาด 80 ลิตร จํานวน 20 ตู ใสกุงตูละ 10 ตัว โดยใหอาหารปกติวันละ 
2 ครั้ง ใหอากาศตลอดเวลา เมื่อครบ 7 วัน จึงเริ่มทําการทดลอง
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2.2 การเตรียมอาหารทดลองและการใหอาหาร

ชุดการทดลองที่ 1 จะเปนกลุมควบคุมที่ไมผสมลิกนินในอาหาร ดังนั้นจะใชน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในการผสมอาหาร สวนชุดการทดลองที่ 2-5 เปนชุด
ทดลองที่ผสมลิกนินที่น้ําหนักเทากับ 1, 3, 5 และ 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ตามลําดับ โดยนํา
สารลิกนินในแตละชุดการทดลองมาละลายในกลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เมื่อ
ละลายเขากันดีแลวจึงนําสารละลายลิกนินในแตละชุดการทดลองดังกลาวไปใสในกระบอกฉีดเพื่อ
ฉีดพนลงบนอาหาร 1 กิโลกรัม นําอาหารที่ไดไปผึ่งลมใหแหง หลังจากนั้นเคลือบอาหารทดลองทุก
กลุมดวยน้ํามันปลาหมึกแลวนําไปผึ่งลมใหแหงอีกครั้งแลวจึงนําไปใหสัตวทดลองได โดยใน
อาหารทดลองจะมีปริมาตรของสารลิกนินในอาหารในแตละชุดการทดลอง ดังนี้

ชุดการทดลองที่ 1 ใหอาหารสําเร็จรูปไมผสมสารลิกนิน (ชุดควบคุม)
ชุดการทดลองที่ 2 ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม
ชุดการทดลองที่ 3 ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม
ชุดการทดลองที่ 4 ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม
ชุดการทดลองที่ 5 ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม

ใหอาหารทดลองในแตละชุดเพื่อใหกุงไดรับประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต ตอน้ําหนักตัว 
วันละ 2 ครั้ง ตอนเชาและตอนเย็นทุกวันเปนเวลา 14 วัน

2.3 การศึกษาผลของการเสริมลิกนินในอาหารตอระบบภูมิคุมกันของกุงขาว

ทําการสุมกุงในแตละซ้ํา ๆ ละ 1 ตัวในแตละชุดการทดลองมาเจาะเลือดบริเวณแอง
เลือด Ventral sinus ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ดวยเข็มฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ซึ่งภายในบรรจุสารสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือด (10 เปอรเซ็นต Sodium citrate ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI) ในวันที่ 0, 
3, 7 และ 14 วัน ภายหลังการไดรับอาหารทดลอง แลวนําเลือดที่ไดไปวิเคราะหระบบภูมิคุมกันตาม
วิธีของกิจการและคณะ (2543) ซึ่งประกอบดวยปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total Heamocyte 
Count) และกระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือด (Phagocytic activity) ซึ่งไดแก 
Percent Phagocytosis และ Phagocytosis Index ตามวิธีของนนทวิทยและคณะ (2547) ดังนี้        
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2.3.1 การศึกษาปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total Haemocyte Count) ของกุงขาวใน
แตละชุดการทดลอง

เก็บตัวอยางเลือดกุงขาวจากบริเวณแองเลือด (Ventral sinus) มาผสมกับสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือด (Anticoagulant; 10% Sodium citrate ละลายใน RPMI medium) ใน
อัตราสวน 1 ตอ 2 แลวจึงมานับจํานวนเซลลเม็ดเลือดทั้งหมด โดยใชสไลดนับเม็ดเลือด 
(Hemacytometer) และนํามาคํานวณหาปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด โดยคิดเปนจํานวนเซลล/
มิลลิลิตร

2.3.2 การศึกษาขบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytic activity) ตามวิธี
ดัดแปลงจากการศึกษาของนนทวิทย และคณะ (2547)

เก็บตัวอยางเลือดจากกุงขาวแตละตัวมาแยกเซลลเม็ดเลือด โดยหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 6,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใสดานบนโดย
ใช Automatic micropipette คอย ๆ ดูดออกอยาใหตะกอนของเม็ดเลือดฟุง นําเม็ดเลือดสวนที่
ตกตะกอนไปนับและปรับเซลลเม็ดเลือดดวย RPMI medium ใหไดจํานวนเซลล 2x106 เซลลตอ
มิลลิลิตร  หลังจากนั้นดูดเม็ดเลือด 0.2 มิลลิลิตร มาเลี้ยงบน Cover slip โดย Spread ใหทั่วทิ้งไว 30 
นาที ลางเม็ดเลือดสวนที่ไมเกาะ Cover slip ดวย Shrimp saline หยดสารละลาย Heat-killed yeast ที่
มีจํานวนเซลลยีสตประมาณ 2.0x107 เซลลตอมิลลิลิตร ลงไปปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นทิ้งไว 2 
ชั่วโมง แลวจึงลางดวย Shrimp saline จํานวน 5 ครั้ง เสร็จแลวจึงยอมสีดวยชุดยอมสี Wright and 
Giemsa แลวจึงลางดวยน้ํากลั่น และตั้งทิ้งไวใหแหงขามคืน เมื่อแหงแลวจึงนํามาทําเปนสไลดถาวร
ดวยน้ํายา Permount

นับจํานวนเม็ดเลือดกุงประมาณ 200 เซลลตอตัวอยางกุง 1 ตัว โดยแยกเปน
จํานวนเม็ดเลือดกุงที่จับกินยีสตและจํานวนยีสตที่ถูกจับกินในเซลลเม็ดเลือดแตละเซลล จากนั้นจึง
นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคา Percent phagocytosis และ Phagoctic index ตามสูตรดังตอไปนี้

Percent phagocytosis = จํานวนเม็ดเลือดที่จับกินยีสต x 100
                                                                                     จํานวนเม็ดเลือดทั้งหมด
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               Phagocytic index =  จํานวนเม็ดเลือดที่จับกินยีสต x จํานวนยีสตที่ถูกจับกินทั้งหมด x 100
                                                 จํานวนเม็ดเลือดทั้งหมด             จํานวนเม็ดเลือดทั้งหมด
 
3. การศึกษาผลของการผสมลิกนินในอาหารตอการตานทานไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus : 
YHV)

3.1 การหาระดับความเขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลือง (YHV) ที่ใชในการฉีดเขาสูตัวกุงเพื่อ
ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซนต ในชวงเวลาที่เหมาะสม

3.1.1 การเตรียมสัตวทดลอง

นํากุงขาวที่มีน้ําหนักประมาณ 12-15 กรัม เลี้ยงในน้ําความเค็ม 20 ppt ในตู
ทดลองขนาด 80 ลิตร จํานวน 10 ตู ใสกุงตูละ 10 ตัว โดยใหอาหารปกติวันละ 2 ครั้ง ใหอากาศ
อยางเพียงพอ เมื่อครบ 7 วัน จึงเริ่มทําการทดลอง

3.1.2 การเตรียมเชื้อไวรัสหัวเหลือง

ทําการเจือจางเชื้อไวรัสหัวเหลืองจาก Stock solution ที่ไดมาจากหนวยวิจัยเพื่อ
ความเปนเลิศเทคโนโลยีชีวภาพกุง (Centex Shrimp) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร ดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ใหไดความเขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลืองเทากับ 
10-1 ถึง 10-9 ของViral stock solution

3.1.3 การหาระดับความเขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลือง 

นําเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ทําการเจือจางแลวไปฉีดใหกุงขาวที่มีน้ําหนักประมาณ 
10-12 กรัม โดยทําการฉีดเขาที่ตัวกุงบริเวณกลามเนื้อในปลองที่ 3 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/ตัว แลว
สังเกตอาการและบันทึกการตายสะสมของกุงขาวในระยะเวลา 144 ชั่วโมง ผลของระดับความ
เขมขนของเชื้อไวรัสที่ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ที่ระยะเวลา 144 ชั่วโมง จะถูกนํามาใชใน
การศึกษาความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลืองของกุงขาวที่ไดรับอาหารที่ผสมลิกนินที่
ระดับความเขมขนตาง ๆ ตอไป
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3.2 การศึกษาผลของการเสริมลิกนินในอาหารตอการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลือง 

ภายหลังจากการเลี้ยงกุงขาวดวยอาหารที่ผสมลิกนินในการทดลองที่ 2 เปนเวลา 14 วัน 
แลว จึงนํากุงขาวในแตละชุดการทดลองมาฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ที่ระดับความเขมขนที่ทําใหกุง
ขาวขนาด 12-15 กรัมตาย 100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลาที่เหมาะสม โดยทําการฉีด เขาที่บริเวณ
กลามเนื้อในปลองที่ 3 ตัวละ 0.1 มิลลิลิตรโดยแบงชุดการทดลองออกเปน 5 การทดลองดังนี้ คือ 

ชุดการทดลองที่ 1 กุงที่ใหอาหารสําเร็จรูปไมผสมสารลิกนิน (ชุดควบคุม) ฉีดเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองบริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว 

ชุดการทดลองที่ 2 กุงที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 1 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองบริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว 

ชุดการทดลองที่ 3 กุงที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 3 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองบริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว

ชุดการทดลองที่ 4 กุงที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 5 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว

ชุดการทดลองที่ 5 กุงที่ใหอาหารสําเร็จรูปผสมกับสารลิกนิน 10 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว

จากนั้นจึงเลี้ยงกุงทดลองตอไปโดยใหอาหารทดลองในแตละกลุม ระหวางนี้ทําการ
สังเกตความผิดปกติและบันทึกอัตราการตายสะสมทุกวัน จนกวาจะสิ้นสุดการทดลอง  กลาวคือ
ภายหลังการไดรับเชื้อไวรัสหัวเหลืองเปนเวลา 7 วัน
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3.3 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงทดลองแตละกลุม โดยเทคนิค RT-PCR

3.3.1 การเก็บตัวอยางและการสกัด Total RNA

ทําการเก็บตัวอยางเหงือกของกุงขาวที่แสดงอาการของโรคหรือใกลตายรวมทั้ง
กุงที่รอดตายภายหลังสิ้นสุดการทดลองในทุก ๆ กลุม ประมาณ 0.1 กรัมในทุกชุดการทดลอง ใสใน
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่บรรจุสารละลาย Trizol reagent ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นทําการบดเหงือกของแตละตัวอยางโดยใชที่บดเนื้อเยื่อใหละเอียดจนเปนเนื้อเดียวกันกับ 
Trizol reagent ทั้งนี้ในการบดนั้นใหทําการบดในถังบรรจุน้ําแข็ง จากนั้นจึงเติม Trizol reagent อีก 
0.5 มิลลิลิตร เพื่อใหไดปริมาตรสุทธิเทากับ 1 มิลลิลิตร แลวจึงใชเข็มฉีดยาขนาด 24G และกระบอก
ฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตรดูดสารละลายดังกลาวขึ้นลงแรง ๆ เพื่อเปนการทําลาย Genomic DNA และ
วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที แลวเติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวจึงพลิกหลอด
ไปมาเบา ๆ 15 วินาที และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองอีกครั้งนาน 3 นาที จากนั้นจึงนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที แลวจึงดูด
สารละลายสวนใสดานบนใสใน Microcentrifuge tube หลอดใหมใหไดมากที่สุด เติม Isopropyl 
alcohol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาใหเขากัน  แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 
นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-เซลเซียส เปนเวลานาน 10 
นาที จากนั้นจึงดูดสารละลายสวนใสดานบนทิ้ง เหลือไวเฉพาะตะกอนของ Total RNA ที่บริเวณ
ดานลางของหลอด เก็บตะกอนไวใน 75 เปอรเซ็นต Ethanol ที่อุณหภูมิ    -80 องศาเซลเซียส

วัดความเขมขนของ Total RNA ที่ไดโดยใชสารละลาย Total RNA ปริมาตร 2 
ไมโครลิตรผสมกับ DEPC water ปริมาตร 68 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําสารละลายที่ไดไปวัดคา
การดูดกลืนแสง (Absorbance) ดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโน-เมตร 
(A260) และที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  (A280)  เพื่อหาคาความเขมขนของ Total RNA และ
ตรวจสอบคุณภาพของ Total RNA โดยการหาอัตราสวนของ A260:A280 ถาคาที่วัดไดมีคาระหวาง 
1.65-1.85 แสดงวามี DNA ปนอยู แตถาไดคามากกวา 1.85 แสดงวาได RNA บริสุทธิ์และถาไดคา
นอยกวา 1.65 แสดงวามีโปรตีนหรือสาร Phenol ปนอยูในตัวอยางของ Total RNA ที่สกัดได
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ในการหาคาความเขมขนของ Total RNA ที่สกัดไดนั้น คํานวณไดตามวิธีการ
ของ Sambrook et. al. (1989) ดังนี้

[RNA] (µg/ml)  =  A260 x dilution  factor x  40*

หมายเหตุ * = 1 หนวยของ OD ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร จะมีปริมาณของ RNA เทากับ 40 
µg/ml

3.3.2 การสังเคราะห First strand cDNA ของตัวอยางเหงือกกุงขาว

เมื่อทําการสกัด Total RNA ในเหงือกกุงในแตละชุดการทดลอง จึงนํามา
สังเคราะห First strand cDNA synthesis โดยใชชุดสําเร็จรูป RevertAid™ M-MuLV Reverse 
Transcriptase Kit ทําตามวิธีการของชุดสําเร็จรูปของบริษัท (Fermentas, USA) โดยมีรายละเอียด
ขั้นตอนการทําดังนี้

เติม Oligo (dT)20 primer ลงในหลอด PCR หลังจากนั้นจึงเติมตัวอยาง  Total 
RNA  และ Nuclease-free water ที่แปรผันตามปริมาณความเขมขนของ RNA ที่ไดวัดคาการดูดกลืน
แสงจากเครื่อง Spectrophotometer โดยความเขมขน Total RNA ที่ใชกําหนดใหมีความเขมขน
เทากับ 1 µg (1,000 ng) ตามรายละเอียดดังนี้ 

Oligo (dT)18  primer 1.0 ไมโครลิตร
Total RNA (ความเขมขน 1 g) X ไมโครลิตร
Nuclease-free  water 11-X ไมโครลิตร

จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากันโดยใช Vortex และทําการปนอยาง
รวดเร็วโดยใชเครื่อง Centrifuge แลวจึงนําไปบมในเครื่อง Thermal cycler machine ที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปแชในน้ําแข็งอยางรวดเร็ว แลวจึงเติม 5X Reaction buffer 
[250 mM Tris-HCl (pH 8.3 at 25°C), 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT], RiboLock™ 
RNase Inhibitor และ 10 mM dNTP Mix ตามรายละเอียดดังนี้
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5X Reaction buffer  4.0 ไมโครลิตร
RiboLock™ RNase Inhibitor 1.0 ไมโครลิตร
10 mM dNTP Mix 2.0 ไมโครลิตร

ผสมสวนผสมดังกลาวใหเขากันโดยใช Vortex และ Centrifuge ตามลําดับอยาง
รวดเร็ว แลวจึงนําไปบมดวยเครื่อง Thermal cycler machine ที่อุณหภมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที แลวจึงเติม RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสม
สวนผสมดังกลาวใหเขากันโดยใช Vortex และ Centrifuge ตามลําดับอยางรวดเร็วอีกครั้ง แลวจึง
นําไปบมดวยเครื่อง Thermal cycler machine ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที และ 70 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นจึงเก็บ First strand cDNA Product  ที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส จนกวาจะใช

3.3.3 การทํา Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

ในการศึกษา  RT-PCR  นั้นมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการปนเปอนของเชื้อไวรัส
หัวเหลือง โดยการใชไพรเมอรซึ่งออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะตอลําดับ
นิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสหัวเหลือง (Tang and Lightner, 1999) และยีน Beta-actin (-actin) ของ
กุงขาวที่นํามาใชเปน Internal control (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1 ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Primer 
name

Nucleotide sequence
5,----------->  3,

Amplicon 
size (bp)

Reference and 
Accession number

YHV-F
YHV-R

      CGTATTGCATCGAACGTCACTG
  CAAGATCACTAATAACGCCTGATGC

964         AF148846
(Tang and Lightner, 

1999)
-actin-F
-actin-R

      GAGAAGATCTGGCATCACAC
      TGATCCACATCTGCTGGAAG

836 AF300705           
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โดยสารเคมีที่ใชในการทําปฏิกิริยา  ประกอบดวย First stand cDNA, 10X Taq
Buffer, 10 µM  Forward Primer, 10 µM Reverse Primer, 2.5 mM dNTP, Taq DNA Polymerase, 
MgCl2 และ Distilled water โดยมีรายละเอียดดังนี้

First stand cDNA 1.00 ไมโครลิตร
10X  Taq  Buffer 1.50 ไมโครลิตร
5 µM  Forward  Primer 1.00 ไมโครลิตร
5 µM  Reverse  Primer 1.00 ไมโครลิตร
2.5 mM  dNTP 1.25 ไมโครลิตร
Taq  DNA  Polymerase 0.10 ไมโครลิตร
MgCl2 2.00 ไมโครลิตร
Distilled  water              2.15 ไมโครลิตร

              ปริมาตรรวม    10.00  ไมโครลิตร

ใสสวนผสมของสารทั้งหมดในหลอด PCR  จากนั้นจึงนําไปใสในเครื่อง 
Thermal cycler machine เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA เปาหมายโดยกําหนดใหสภาวะในการทําปฏิกิริยา
เปนดังนี้คือ 

ชวงแรก อุณหภูมิ 94.0 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
ชวงที่สอง (จํานวน 30 รอบ)   อุณหภูมิ 94.0 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที

อุณหภูมิ 56.3 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
                                                               อุณหภูมิ 72.0 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที
  และชวงที่สาม              อุณหภูมิ 72.0 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  

ตรวจสอบผลการปนเปอนของเชื้อไวรัสหัวเหลืองและการแสดงออกของยีน 
Beta-actin ของกุงขาวดวยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช Agarose gel ที่มีความเขมขน 1.0 
เปอรเซ็นต  ในบัฟเฟอร 1X TBE และใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต จากนั้นจึงตรวจสอบแถบ
DNA ดวยการยอมใน Ethidium bromide ที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจดูแถบ 
DNA และถายภาพภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดยถาตัวอยางใดมีแถบ DNA เกิดขึ้น แสดงวาที่
ตัวอยางดังกลาวมีการติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง สวนปริมาณการปนเปอนจะสังเกตไดจากระดับความ
หนาของแถบ DNA ที่เกิดขึ้น กลาวคือ ถามีความหนาของแถบ DNA มาก ก็แสดงวามีการติดเชื้อ
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ไวรัสหัวเหลืองมากดวย ในทางกลับกันถามีความหนาของแถบ DNA นอย ก็แสดงวาที่ตัวอยางกุง
ดังกลาวมีการการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองนอยตามไปดวย ถาตัวอยางไมมีแถบ DNA เกิดขึ้นแสดงวา
กุงไมมีการติดเชื้อไวรัสหรือถามีการติดเชื้อก็เปนการติดเชื้อที่นอยมาก

3.4 การศึกษาทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อของกุงขาวที่เปนโรคหัวเหลือง 

การศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงทําตามวิธีการของ Lightner (1996) โดยนําตัวอยาง
กุงขาวในทุกชุดการทดลอง มาเก็บตอมน้ําเหลืองและเหงือก ซึ่งเปนอวัยวะเปาหมายของเชื้อไวรัส
หัวเหลืองดวยน้ํายา Davidson’s fixative ประมาณ 12-24 ชั่วโมง โดยใหน้ํายามีปริมาตร 10-20 เทา
ของปริมาณเนื้อเยื่อ เมื่อครบกําหนดยายตัวอยางไปแชในเอธิลแอลกอฮอลความเขมขน 70 
เปอรเซ็นต เก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง จากนั้นนําตอมน้ําเหลืองและเหงือก
บรรจุใน Embedding cassette แลวนําไปผาน ขั้นตอนการดึงน้ําออก (Dehydration) และ Infiltration 
ดวยเครื่อง Automatic tissue processor ตามวิธีมาตรฐานของ Bell and Lightner (1988) (ภาคผนวก) 
จากนั้นนําชิ้นเนื้อมาทําใหเปนแทงดวยพาราฟน (Embedding) ตัดดวยเครื่องตัดชิ้นเนื้อ
(Microtome) ใหมีความหนาประมาณ 4-5 ไมโครเมตร นําไปยอมดวยสี Hematoxylin และ Eosin 
(ภาคผนวก) จากนั้นทําเปนสไลดถาวร แลวนําไปศึกษาทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อดวยกลอง
จุลทรรศนตอไป

4. การศึกษาผลของสารลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus:YHV) ในหลอด
ทดลอง (in vitro)

4.1 การเตรียมสัตวทดลองและการวางแผนการทดลอง

วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized desesign) โดยมี 6 ชุดการ
ทดลอง ในแตละชุดการทดลองมี 3 ซ้ํา โดยใชกุงขาวที่มีน้ําหนักประมาณ 12-15 กรัม เลี้ยงในน้ํา
ความเค็ม 20 ppt ในตูทดลองขนาด 80 ลิตร จํานวน 18 ตู ใสกุงตูละ 10 ตัว โดยใหอาหารปกติวันละ 
2 ครั้ง ใหอากาศอยางเพียงพอ ทําการเลี้ยงปรับสภาพกอนการทดลองเปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นจึง
เริ่มทําการทดลอง
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4.2 การเตรียมเชื้อไวรัสหัวเหลือง
      

                   ทําการเจือจางเชื้อไวรัสหัวเหลืองจาก Stock solution ที่ไดมาจากหนวยวิจัยเพื่อความ
เปนเลิศเทคโนโลยีชีวภาพกุง (Shrimp Centex) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร ดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ใหไดความเขมขน 2 เทาที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 
100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลาที่เหมาะสม

4.3 การเตรียมสารละลายลิกนิน

      นําสารลิกนินมาละลายในเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต NaCl ใหไดความเขมขน 2, 10, 20  
และ 40 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ

4.4 การทดลองผลของสารลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง
(in vitro)

นําสารลิกนินที่ละลายกับน้ําเกลือที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ที่เตรียมไวในขอ 4.3 มา
ผสมกับเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่มีระดับความเขมขน 2 เทาของเชื้อที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 100 
เปอรเซ็นต ในระยะเวลาที่เหมาะสม ในปริมาณที่เทากัน (อัตราสวน 1:1) บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหสารลิกนินออกฤทธิ์ หลังจากนั้นนํามาฉีดกุงขาวขนาด 12-15 กรัม โดยทํา
การแบงชุดการทดลองออกเปน 6 กลุมการทดลองดังตอไปนี้

ชุดการทดลองที่ 1 ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต NaCl เขาที่บริเวณกลามเนื้อ ปริมาตร
ตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว (กลุมควบคุมผลลบ)

ชุดการทดลองที่ 2 ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่มีระดับความเขมขนที่ทําใหกุงขาวตาย 100 
เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง บริเวณกลามเนื้อ ปริมาตรตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ 
ละ 10 ตัว (กลุมควบคุมผลบวก)

ชุดการทดลองที่ 3 ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระดับความเขมขน 2 เทาที่ทําใหกุงขาวตาย 
100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ผสมกับสารละลายลิกนินความเขมขน 2  มิลลิกรัมตอลิตร
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บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว จะทําใหความเขมขนสุดทายของ
ลิกนินเปน 1 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ 4 ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระดับความเขมขน 2 เทาที่ทําใหกุงขาวตาย 
100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ผสมกับสารละลายลิกนินความเขมขน 10  มิลลิกรัมตอลิตร
บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว จะทําใหความเขมขนสุดทายของ
ลิกนินเปน 5 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ 5 ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระดับความเขมขน 2 เทาที่ทําใหกุงขาวตาย 
100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ผสมกับสารละลายลิกนินความเขมขน 20  มิลลิกรัมตอลิตร
บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว จะทําใหความเขมขนสุดทายของ
ลิกนินเปน 10 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ 6 ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระดับความเขมขน 2 เทาที่ทําใหกุงขาวตาย 
100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ผสมกับสารละลายลิกนินความเขนขน 40  มิลลิกรัมตอลิตร
บริเวณกลามเนื้อตัวละ 0.1 มิลลิลิตร จํานวน 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตัว จะทําใหความเขมขนสุดทายของ
ลิกนินเปน 20 มิลลิกรัมตอลิตร

หลังจากนั้นทําการเลี้ยงกุงตอไปเปนเวลา 20 วัน โดยระหวางนี้ทําการสังเกตอาการ
ของกุง และจดบันทึกอัตราการตายสะสมจนสิ้นสุดการทดลอง 

4.5 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองโดยเทคนิค RT-PCR

โดยการเก็บเหงือกของกุงที่แสดงอาการใกลตายหรือพึ่งตายมาสกัด Total RNA, ทํา
การสังเคราะห First stand cDNA และทําการศึกษาการปนเปอนของเชื้อไวรัสหัวเหลืองดวยเทคนิค 
RT-PCR ตามวิธีการในขอ 3.3
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4.6 การศึกษาทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อของกุงขาวที่เปนโรคหัวเหลือง 

โดยการเก็บตอม Lymphoid (Oka’s) organ และเหงือกของกุงที่แสดงอาการใกลตาย
หรือพึ่งตายดวยน้ํายา Davison’s fixative จากนั้นทําเปนสไลดถาวรและอานผลตามวิธีการใน       
ขอ 3.4

5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

วิเคราะหความแตกตางของปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total Heamocyte Count),
กระบวนการกลืนกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือด (Phagocytic activity) ในขอ 2.3 อัตราการตาย
สะสมของกุงทดลองภายหลังที่ไดรับเชื้อไวรัสของกุงในแตละชุดการทดลองในแตละวันในขอ 3.2 
และอัตราการตายสะสมของกุงทดลองภายหลังที่ไดรับสารลิกนินผสมกับเชื้อไวรัสในหลอดทดลอง
ของกุงในแตละชุดการทดลองในแตละวันในขอ 4.4 โดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis 
of Variance) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของคา
สังเกตดังกลาว โดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต (บุญออม, 2550)
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

ผลการทดลอง

1. การศึกษาพิษเฉียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต ภายใน 
96 ชั่วโมง (Medial lethal dosage at 96 hours; 96-hours LD50)

1.1 การทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณความเขมขนของสารลิกนินที่ไมทําใหกุงขาวตาย 
และความเขมขนของสารลิกนินที่ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ที่เวลา 96 ชั่วโมง

 ภายหลังจากการฉีดสายละลายลิกนินในรูป Lignosulphonate ที่ระดับความเขมขน 50, 
100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เขาสูตัวกุงขาวที่บริเวณกลามเนื้อลําตัว
ปลองที่ 3 พบวาระดับความเขมขนสูงสุดของสารละลายลิกนินที่ไมทําใหกุงขาวตายเลยที่เวลา 96 
ชั่วโมง มีคาเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร สวนระดับความเขมขนต่ําสุดของสารละลายลิกนินที่ทําให
กุงขาวตายได 100 เปอรเซ็นต ที่ 96 ชั่วโมง มีคาเทากับ 300 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางผนวกที่ 1)

1.2 การทดลองเพื่อหาปริมาณความเขมขนของสารลิกนินที่ทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต
ที่ระยะเวลา 96 ชั่วโมง

จากผลการทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณความเขมขนของสารลิกนินที่ไมทําใหกุงขาว
ตายเลย และความเขมขนของสารลิกนินที่ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ที่เวลา 96 ชั่วโมงในขอ 
1.1 ไดถูกนํามาใชเพื่อทําการทดลองขั้นละเอียด เพื่อหาระดับความเขมขนของสารลิกนินที่ทําใหกุง
ขาวตาย   50 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 96 ชั่วโมง โดยนําคาระดับความเขมขนของสารลิกนินต่ําสุดที่
สามารถทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต และความเขมขนของสารลิกนินสูงสุดที่ไมทําใหกุงขาว
ตายเลย ภายในระยะเวลา 96 ชั่วโมง ซึ่งพบวามีคาเทากับ 300 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
มาแบงสัดสวน Logarithm ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) ออกเปน 5 ระดับ ทําใหไดระดับ
ความเขมขนของสารละลายลิกนินที่ใชทําการทดลองสวนนี้มีคาเทากับ 100, 130, 175, 230 และ
300 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังจากนั้นเมื่อนําคาระดับความเขมขนของสารละลายลิกนินที่
คํานวณไดไปฉีดในตัวกุงขาวบริเวณกลามเนื้อลําตัวปลองที่ 3 เพื่อศึกษาอัตราการตายสะสมของกุง
ขาวที่ระยะเวลา 12, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง (ตารางผนวกที่ 2) 
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โดยลักษณะของกุงขาวภายหลังการฉีดลิกนินและน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต พบวากุงที่
ฉีดน้ําเกลือจะพบลักษณะกลามเนื้อขาวขุนบริเวณที่ฉีดและกลับมาเปนปกติภายใน 12 ชั่วโมง สวน
กุงที่ฉีดลิกนินที่ความเขมขน 175, 230 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพบวากุงที่ไดรับสารลิกนิน
โดยการฉีดทุกกลุมจะแสดงการตายใหเห็นภายใน 12 ชั่วโมงแรกของการทดลองเทานั้น และจาก
การสังเกตกุงที่แสดงการตายจะพบวาบริเวณเหงือก หัวใจและบริเวณกลามเนื้อในตําแหนงที่ฉีดจะ
มีลักษณะขุนเปนสีน้ําตาลออนในบริเวณดังกลาวอยางเห็นไดชัด (ภาพที่ 8)

 หลังจากครบ 96 ชั่วโมง ทําการวิเคราะหคา LD50 ตามวิธีของ Reed and Muench 
(1938) พบวาความเปนพิษเฉียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต 
ภายใน 96 ชั่วโมง (LD50) มีคาเทากับ 220 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางผนวกที่ 3)

ภาพที่ 8  ลักษณะกุงขาวที่ตายหลังการฉีดลิกนิน
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2. ผลของการผสมสารละลายลิกนินในอาหารตอการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของกุงขาว 

ภายหลังจากที่กุงทดลองไดรับอาหารสําเร็จรูปที่ผสมสารลิกนินในระดับความเขมขนตาง 
ๆ กัน คือ 0, 1, 3, 5 และ 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัมแลว จึงทําการเก็บตัวอยางเลือดกุงขาวของแต
ละชุดการทดลองที่ 0, 3, 7 และ 14 วัน ตามลําดับ เพื่อนํามาวิเคราะหการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกัน ซึ่งพบวาผลการทดลองที่ไดเปนดังนี้

2.1 ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (Total haemocyte count) ของกุงขาวในแตละชุดการ
ทดลอง

ภายหลังจากการใหอาหารที่ผสมสารลิกนินที่ระดับความเขมขนแตกตางกันใหกับกุง
ทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใหอาหารที่ไมไดผสมสารลิกนิน พบวาในวันที่ 7 ของการ
ทดลอง ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยของกุงขาวในชุดการทดลองที่ใหสารลิกนินผสมในอาหารความ
เขมขน 3 และ 5 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัมมีคานอยกวาและแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) กับชุดการทดลองที่ใหสารลิกนินผสมในอาหารความเขมขน 1 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
โดยมีคาเทากับ 6.28+5.99, 4.91+2.82 และ 7.21+1.32 ตามลําดับแตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
กับชุดควบคุม และชุดการทดลองที่ใหสารลิกนินผสมในอาหารความเขมขน 10 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม ซึ่งมีคาเทากับ 6.34+2.52 และ 7.61+3.03 ตามลําดับ (ภาพที่ 9 และ ตารางผนวกที่ 4) 

สวนผลการทดลองในวันที่ 0, 3 และ 14 พบวาปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดของกุงใน
แตละชุดทดลองไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยมีปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยอยู
ระหวาง 2.83+2.76 x106 ถึง 7.75+3.97 x106 เซลลตอมิลลิลิตร ซึ่งในวันที่ 14 ของการทดลองกุงที่
ไดรับสารลิกนินในอาหารในอัตรา 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะมีปริมาณเม็ดเลือดรวมสูงสุด
เปน 8.07+0.73 เซลลตอมิลลิลิตร แตก็ไมพบวามีความแตกตางกันกับชุดทดลองอื่นแตอยางใด 
(P>0.05) (ภาพที่ 9 และ ตารางผนวกที่ 4)
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               พยัญชนะภาษาอังกฤษที่กํากับบนแทงกราฟที่แตกตางกันในแตละชวงของการทดลองแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
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2.2 กระบวนการกลืนกลิ่นสิ่งแปลกปลอม (Phagocytic activity) ของเซลลเม็ดเลือดของ     
กุงขาว

     
ผลการศึกษากระบวนการกลืนกลิ่นสิ่งแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดของกุงขาวใน

การทดลองสวนนี้ พบวากิจกรรมของเซลลเม็ดเลือดกุงขาวในการจับกินเซลลยีสตในกระบวนการ 
Phagocytosis ในวันเริ่มตนการทดลองของทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
(P>0.05) โดยมีคาเปอรเซ็นต Phagocytosis อยูระหวาง 33.33+6.51 ถึง 49.93+13.79 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่ 10)

สําหรับในวันที่ 3 ของการทดลอง พบวากุงขาวที่ไดรับอาหารผสมสารลิกนินระดับ
ความเขมขน 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีคาเปอรเซ็นต Phagocytosis สูงกวากุงขาวในกลุม
ควบคุมและกุงขาวที่ไดรับอาหารที่ผสมสารลิกนินที่ระดับความเขมขน 3 และ 5 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีคาเปน 63.95+19.15, 39.62+4.29, 41.53+2.25 และ 
44.37+4.62 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตก็ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับกุงกลุมที่ไดรับลิกนินใน
อาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่มีคาเปน 53.37+10.67 เปอรเซ็นต

นอกจากนี้ในวันที่ 14 ของการทดลอง ยังพบวากุงทุกกลุมที่ไดรับสารลิกนินในอาหาร
มีคา เปอรเซ็นต Phagocytosis แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับกุงกลุมที่ไดรับอาหารควบคุม
(P<0.05) โดยเฉพาะกุงกลุมที่ไดรับสารลิกนินในอาหาร 10 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม จะมีคา 
เปอรเซ็นต Phagocytosis สูงกวากุงกลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญ โดยมีคาเทากับ 77.91+4.87 ขณะที่
กุงกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับสารลิกนินในอาหารในอัตรา 1, 3, และ 5 มีคา เปอรเซ็นต
Phagocytosis เปน 37.78+8.18, 62.74+7.50, 62.58+1.51 และ 57.13+4.49 ตามลําดับ (ภาพที่ 10 
และ ตารางผนวกที่ 5)
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ภาพที่ 10  อัตราการเกิด Phagocytosis ในเซลลเม็ดเลือดของกุงขาวภายหลังจากการไดรับอาหารผสมสารลิกนินในระดับความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 
                 0, 3, 7 และ 14 วัน พยัญชนะภาษาอังกฤษที่กํากับบนแทงกราฟที่แตกตางกันในแตละชวงของการทดลองแสดงวามีความแตกตางกันอยางมี 
                นัยสําคัญ (P<0.05) 52
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นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงคา Phagocytic Index ซึ่งเปนดัชนีที่แสดงใหเห็นถึง
ความสามารถของเซลลที่เกิดกระบวนการ Phagocytosis ในการจับกินยีสต พบวาเมื่อเริ่มตนการ
ทดลอง และภายหลังไดรับอาหารทดลองแลวในวันที่ 3 และ 7 ของการทดลองกุงที่ไดรับสารลิกนิน
ในอาหารในระดับตาง ๆ และกลุมควบคุมจะมีคา Phagocytic Index ไมแตกตางกันทางสถิติแตอยาง
ใด (P>0.05) อยางไรก็ตามในวันที่ 14 ภายหลังจากการไดรับอาหารทดลอง เปนที่นาสนใจวา กุงใน
กลุมที่ไดรับสารลิกนินในอาหารในอัตรา 10 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีความสามารถในการจับและ
นําเอาเซลลของยีสตเขาไปในเซลลเม็ดเลือดสูงที่สุด คือ 60.67+7.29 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตางกับกุง
กลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ขณะที่กุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารอัตรา 1, 3, และ 
5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีคา Phagocytosis Index ไมแตกตางกันแตจะแตกตางกับกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) โดยมีคาเปน 49.15+1.33, 44.81+3.87, 43.92+9.33 และ 19.06+6.59 
ตามลําดับ (ภาพที่ 11 และ ตารางผนวกที่ 6)

53



58

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

0 3 7 14

กลุมควบคุม ลิกนิน 1 g/kg ลิกนิน 3 g/kg ลิกนิน 5 g/kg ลิกนิน 10 g/kg

ภาพที่ 11  Phagocytic Index ของเม็ดเลือดของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินในระดับความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน
                 พยัญชนะภาษาอังกฤษที่กํากับบนแทงกราฟที่แตกตางกันในแตละชวงของการทดลองแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
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3. ผลของการผสมลิกนินในอาหารตอการตานทานไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus: YHV)

3.1 การหาระดับความเขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลือง (YHV) ที่เหมาะสมเพื่อใชในการฉีด
เขาสูตัวกุงแลวทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต 

ผลของการฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองจาก Stock solution ที่เจือจางใหไดระดับความ
เขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลืองเทากับ 10-2, 10-4, 10-6, 10-8 และ 10-10 แลวนําไปฉีดกุงขาว และ
ทําการศึกษาอัตราการตายสะสมของกุงขาวในแตละระดับความเขมขนของเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่
ระยะเวลาตาง ๆ ตั้งแต 0, 24, 48, 96, 120 และ 144 ชั่วโมง เพื่อนําไปหาคาระดับความเขมขนของ
เชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ต่ําที่สุดที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ในชวงระยะเวลาที่
เหมาะสม ซึ่งพบวาที่ระดับความเขมขน  10-8 เปนระดับความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ต่ําที่สุดที่
สามารถทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ภายในระยะเวลา 72 ชั่วโมง (ตารางที่ 3) ขณะที่ความ
เขมขนของไวรัสตั้งแต 10-2 - 10-6 จะทําใหกุงทดลองตายอยางรวดเร็วในเวลา 48 ชั่วโมง ขณะที่
ความเขมขน 10-10 นั้นตองใชเวลาถึง 144 ชั่วโมง จึงจะทําใหกุงทดลองตายหมด ซึ่งเมื่อพิจารณาแลว
พบวาความเขมขนของไวรัสที่ 10-8 เปนระดับที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการฉีดกุงเพื่อทดสอบการเกิด
โรคเนื่องจากความเขมขนดังกลาวนี้จะไมทําใหกุงทดลองตายเร็วหรือชาจนเกินไป
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ตารางที่ 2  อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเขมขน 10-2, 10-4, 10-6, 10-8 และ 10-10 ที่ระยะเวลาตาง ๆ

อัตราการตายสะสมของกุงขาว (%)
ความเขมขน

ของเชื้อไวรัสหัวเหลือง เริ่มตน
การทดลอง

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 120 ชั่วโมง 144 ชั่วโมง

10-2 0 50 100 100 100 100 100

10-4 0 0 100 100 100 100 100

10-6 0 0 100 100 100 100 100

10-8 0 0 0 100 100 100 100

10-10 0 0 0 20 20 50 100
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3.2 ผลของการเสริมสารลิกนินในอาหารตอการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงขาว 

3.2.1 การศึกษาอัตราการตายสะสมของกุงขาวในแตละชุดการทดลอง

ภายหลังจากการเลี้ยงกุงขาวดวยอาหารที่ผสมสารลิกนินในการทดลองในขอ 2 
เปนเวลา 14 วัน จึงนํากุงขาวในแตละชุดการทดลองมาทดสอบความสามารถในการตานทานไวรัส
หัวเหลือง โดยการฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ระดับความเขมขน 10-8 เทา ตามผลที่ไดจากการทดลอง
ในขอ 3.1 พบวากุงขาวในทุกชุดการทดลองมีอัตราการตายสูงขึ้นอยางรวดเร็วหลังจากการไดรับเชื้อ
ไวรัสเปนเวลา 72 ชั่วโมง ทั้งนี้พบวากุงขาวในชุดการทดลองที่ไดรับอาหารผสมสารลิกนินในอัตรา 
3 และ 10 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการตายสะสมนอยกวากุงขาวในชุดการทดลองอื่น ๆ แต
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 12 และตารางภาคผนวก
ที่ 7)

เปนที่นาสังเกตวาเมื่อสิ้นสุดการทดลองกุงทุกกลุมจะมีอัตราการตายสะสม
สูงสุดมากกวา 90 เปอรเซ็นต และไมมีความแตกตางกันทางสถิติในทุกกลุมโดยมีอัตราการตาย
สะสมทั้งกลุมควบคุมและกุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารตั้งแต 1, 3, 5 และ10 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัมเปน 100+0.00, 96.67+5.77, 93.33+5.77, 93.33+5.77 และ 93.33+5.77 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ภาพที่ 12 และตารางภาคผนวกที่ 7)

เมื่อพิจารณาอัตราการของกุงระหวางการทดลองพบวาในชั่วโมงที่ 120 ของการ
ทดลองเทานั้น ที่กุงในกลุมที่ไดรับลิกนินในอาหารอัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการตาย
สะสมนอยกวากุงในทุกชุดการทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตเมื่อสิ้นสุการทดลองที่ 
144 ชั่วโมง กับพบวาอัตราการตายของกุงในแตละกลุมมีคาเพิ่มสูงขึ้นใกลเคียงกันและไมพบวามี
ความแตกตางกันทางสถิติแตอยางใด (ภาพที่ 12 และตารางภาคผนวกที่ 7)
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ภาพที่ 12  อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองภายหลังไดรับอาหารผสมลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 14 วัน
พยัญชนะภาษาอังกฤษที่กํากับบนแทงกราฟที่แตกตางกันในแตละชวงของการทดลองแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
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3.2.2 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงขาวทดลองโดยการใชเทคนิค 
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

การทดลองในสวนนี้เปนการศึกษาเพื่อยืนยันวากุงทดลองที่แสดงอาการของโรค 
มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ฉีดเขาตัวกุง จากการสุมกุงที่แสดงอาการของโรคหัวเหลืองมา
ทําการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสโดยใชสวนของเหงือกกุงขาวที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
โดยการใชเทคนิค RT-PCR เปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน -actin ซึ่งจัดเปน House 
keeping gene ชนิดหนึ่งที่ใชเปนยีนเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนอื่น ๆ (Internal control) เพื่อ
ยืนยันวาเซลลหรือเนื้อเยื่อของกุงขาวระหวางทําการศึกษายังมีชีวิตและยังมีกิจกรรมของเซลลอยู ซึ่ง
ผลจากการทดลองพบวาในทุกตัวอยางที่สุมมาตรวจสอบมีการแสดงออกของยีน -actin ที่
ใกลเคียงกันมาก โดยมีขนาดแถบ DNA ของ PCR products เทากับ 836 bp แสดงวาเซลลหรือ
เนื้อเยื่อของกุงขาวที่ทําการสุมมายังมีชีวิตและยังมีกิจรรมของเซลลอยู และมีการแสดงการปนเปอน
เชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ใกลเคียงกันมากเชนกัน โดยมีขนาดแถบ DNA ของ PCR products เทากับ 964 
bp แสดงใหเห็นวากุงที่แสดงการตายหรือแสดงอาการของโรคมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่
ไดฉีดใหกับกุงจริง (ภาพที่ 13) 

(a)                                                                    (b)    
ภาพที่ 13  การแสดงออกของยีน -actin  และการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลืองของเหงือกกุงขาว  
                โดยที่ (a) คือ การแสดงออกของยีน -actin (b) คือ การแสดงการปนเปอนไวรัสหัว 
                 เหลือง M คือ 100 bp Marker, C+ คือ ปฏิกิริยาควบคุมผลบวก, C- คือ ปฏิกิริยาควบคุม 
                 ผลลบ, 1 ถึง 4 คือ กุงที่สุมตรวจ  

3.2.3 การศึกษาจุลพยาธิของเนื้อเยื่อของกุงขาว

                การศึกษาจุลพยาธิของเนื้อเยื่อของกุงขาวมีวัตถุประสงคเพื่อยืนยันผลการติดเชื้อ
ควบคูกับการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงขาวโดยการใชเทคนิค RT-PCR วากุงที่
แสดงอาการของโรคและใกลตายมีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ฉีดเขาตัวกุง จากการทดสอบ
การติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระหวางการทดลองโดยการเก็บตัวอยางกุงทดลองที่แสดงอาการใกลตาย

C+ C-MM 1 2 3 4 1 432
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ในการศึกษาผลของการเสริมสารลิกนินในอาหารตอประสิทธิภาพในการตานทานเชื้อไวรัสหัว
เหลืองในกุงขาวพบวาในเนื้อเยื่อ Lymphoid (Oka’s) organ และเหงือก ซึ่งเปนอวัยวะเปาหมายของ
ไวรัสที่กอโรคหัวเหลืองพบวามีการตายของเซลล (necrosis) กระจายอยูทั่วไป โดยสังเกตเห็นเซลล
นิวเคลียสหดตัวเล็กลงและ โครมาติดรวมตัวเปนกอน (Pyknotic nuclei), เกิดการแยกออกเปนชิ้น ๆ 
ของนิวเคลียสกระจายอยูทั่วไปในไซโตพลาสซึม (karyorrhexis) และพบลักษณะที่โครมาตินใน
นิวเคลียสถูกยอยทําลายไปเกิดเปนชองวางของนิวเคลียส (karyolysis) ซึ่งเปนลักษณะการตายของ
เซลลที่เกิดจากเชื้อไวรัสหัวเหลือง (ภาพที่ 14 และ 15)
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(a)

                                                                                                                                                     (b)

ภาพที่ 14  จุลพยาธิของเหงือกกุงขาว โดยที่ 
       (a)  คือ เหงือกกุงขาวปกติ 
       (b)  คือ เหงือกกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ซึ่ง P, R และ L แสดงถึงลักษณะของการ 
              เกิด Pyknotic nuclei (Nuclear pyknosis), Karyorrhexis และ Karyolysis ตามลําดับ

L

L
P

P

P

P

P

R

R
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ภาพที่ 15  จุลพยาธิของ Lymphoid organ ในกุงขาว โดยที่ 
      (a) คือ Lymphoid organ ของกุงขาวปกติ 
      (b) คือ Lymphoid organ ของกุงขาวที่ติดเชื้อไวรัสหัวเหลือง (ลูกศรชี้ แสดงถึงลักษณะ
            ของการเกิด Pyknotic nuclei)

(b)

(a)
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4. ผลของสารลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง (in vitro)

4.1 อัตราการตายสะสมของกุงขาวในแตละชุดการทดลอง

จากการทดลองพบวาในวันที่ 1-4 ภายหลังจากการฉีดเชื้อไวรัส ไมพบวาอัตราการตาย
ของกุงทดลองมีความแตกตางกันทางสถิติในทุกชุดการทดลอง ขณะที่ในวันที่ 5-8 ภายหลังการฉีด
พบวาในชุดที่ฉีดเชื้อไวรัสที่เปนกลุมควบคุมผลบวกจะมีอัตราการตายสูงขึ้นอยางรวดเร็ว จาก 
43.3+5.8 เปอรเซ็นตในวันที่ 5 เปน 100+0.0 เปอรเซ็นต ในวันที่ 8 ขณะที่กุงไดรับการฉีดเชื้อผสม
สารลิกนินในอัตรา 1-20 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการตายเปน 26.7+25.2, 16.7+15.3, 13.3+13.5 
และ 13.3+11.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งมีคานอยกวากลุมควบคุมผลบวกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) สวนในชวงวันที่ 13-19 ภายหลังการฉีด พบวาชุดการทดลองที่ฉีดไวรัสผสมลิกนินใน
อัตรา 5 , 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร มีอัตราการตายที่คอนขางคงที่และไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ ขณะที่กลุมทดลองที่ไดรับลิกนินในอัตรา 1 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นอยาง
ตอเนื่องจาก 63.3+11.5 เปอรเซ็นต ไปเปน 73.3+11.5 เปอรเซ็นต ซึ่งนอยกวากลุมควบคุมผลบวกที่
มีคาเทากับ 100+0.0 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตจะสูงกวากลุมที่ไดรับการฉีดไวรัส
รวมกับลิกนินในอัตราตั้งแต 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยมีอัตราการตายเปน 
26.7+25.2, 16.7+15.3 และ 13.3+13.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางไรก็ตามวันที่ 20 ของการทดลอง
พบวาชุดควบคุมผลลบที่ฉีดดวยน้ําเกลือกับชุดที่ฉีดสารลิกนินในอัตรา 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร จะมีอัตราการตายของกุงไมแตกตางกันทางสถิติ โดยมีคาเปน 16.7+5.8,  26.7+25.2, 16.7+15.3 
และ 13.3+13.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตจะมีคานอยกวากุงในชุดควบคุมผลบวกและกุงที่ไดรับการ
ฉีด YHV ผสมลิกนินในอัตรา 1 มิลลิกรัมตอลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งมีคาเปน
100+0.0 และ 80+20.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และยังพบวากุงในสองกลุมหลังนี้จะมีอัตราการตาย
ไมแตกตางกันทางสถิติ(P>0.05) แตอยางใด (ภาพที่ 16 และตารางผนวกที่ 8)
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ภาพที่ 16  อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

อัตราการตายสะสม (%)

644

ระยะเวลาภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส (วัน)
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4.2 การตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในกุงขาวทดลองโดยการใชเทคนิค Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

การศึกษาในสวนนี้เปนการตรวจสอบเพื่อใหทราบวากุงขาวที่เหลือรอดจากการฉีดเชื้อ
ไวรัสผสมลิกนินมีการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลืองหรือไม โดยภายหลังสิ้นสุดการทดลองที่
ระยะเวลา 20 วัน ไดทําการสุมกุงที่เหลือจากการทดลองมาตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัสหัว
เหลืองทุกชุดการทดลองชุดการทดลองละ 10 ตัว คือ กลุมควบคุมผลบวกที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
เพื่อยืนยันวากุงขาวที่ตายมีสาเหตุจากเชื้อไวรัสหัวเหลือง โดยไดทําการเก็บกุงที่มีอาการรอแร 
(moribund) ในวันที่ 5-7 ภายหลังการไดรับเชื้อไวรัส กลุมควบคุมที่ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต เพื่อ
ยืนยันวากุงที่นํามาทดลองไมมีการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลือง กลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับ
สารละลายลิกนินทุกความเขมขน โดยการใชเทคนิค RT-PCR เปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน 
-actin ผลจากการทดสอบพบวาในกุงทุกตัวอยางที่สุมมาทุกตัวมีการแสดงออกของยีน -actin ที่
ใกลเคียงกันมาก โดยมีขนาดแถบ DNA ของ PCR products เทากับ  836 bp (ภาพที่ 17) สวนการ
ตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลืองพบวามีการแสดงการปนเปอนไวรัสหัวเหลืองในกลุม
ควบคุมที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองเทานั้น ซึ่งใหผลของ RT-PCR เปนบวกทุกตัว โดยมีขนาดแถบ 
DNA ของ PCR products เทากับ 964 bp สวนกุงกลุมควบคุมที่ฉีดน้ําเกลือและกุงกลุมที่ผสมเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินที่ความเขมขนระดับตาง ๆ ไมพบการปนเปอนไวรัสหัวเหลือง
แสดงวากุงไมมีการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองในทุกตัวอยางที่ทําการตรวจสอบ (ภาพที่ 18)
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(a) 

(b)
ภาพที่ 17  การแสดงออกของยีน -actin ในตัวอยางเหงือกกุงขาวที่ทําการศึกษาทุกชุดการทดลอง 
                 หลังจากสิ้นสุดการทดลอง โดยที่

    M            คือ 100 bp Marker
    C1+ ถึง C4+ คือ ตัวอยางกุงในกลุมควบคุมที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ตัวอยางที่ 1-4
    C1- ถึง C4-   คือ ตัวอยางกุงในกลุมควบคุมที่ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ตัวอยางที่ 1-4

 11 ถึง 14      คือ ตัวอยางกุงกลุมในที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ
                                   เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4

 21 ถึง 24      คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ
                                   เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4

 31 ถึง 34      คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ
                                   เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4

 41 ถึง 44      คือ ตัวอยางกุงกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ
                                   เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4
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(a)

(b)
ภาพที่ 18  การแสดงการปนเปอนไวรัสหัวเหลืองของตัวอยางเหงือกกุงขาว โดยใชเทคนิค RT-PCR
                 หลังจากสิ้นสุดการทดลอง โดยที่
                  +                  คือ ปฏิกิริยาควบคุมผลบวก
                  -                   คือ ปฏิกิริยาควบคุมผลลบ

    M            คือ 100 bp Marker
   C1+ ถึง C4+  คือ ตัวอยางกุงในกลุมควบคุมที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง ตัวอยางที่ 1-4      

                 C1- ถึง C4-   คือ ตัวอยางกุงในกลุมควบคุมที่ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ตัวอยางที่ 1-4
11 ถึง 14     คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ

                                  เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4
 21 ถึง 24     คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ

                                  เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตรตัวอยางที่ 1-4
 31 ถึง 34     คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ

                                  เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4
 41 ถึง 44     คือ ตัวอยางกุงในกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลายลิกนินความ

                                  เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ตัวอยางที่ 1-4

M       +       -      11      12     13     14      21     22    23     24       31       32      33     34      41    42      43     44

   M      +    -    C1+ C2+  C3+ C4+ C1-  C2- C3- C4-
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4.3 การศึกษาจุลพยาธิของเนื้อเยื่อกุงขาว

การศึกษาในสวนนี้เปนการตรวจสอบเพื่อใหทราบวากุงขาวที่เหลือรอดจากการฉีดเชื้อ
ไวรัสผสมลิกนินมีการปนเปอนเชื้อไวรัสหัวเหลืองหรือไมควบคูการตรวจสอบดวยเทคนิค         
RT-PCR ภายหลังสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 20 โดยไดทําการสุมกุงที่เหลือรอดจากการทดลองมา
ตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองทุกชุดการทดลอง เชนเดียวกับในขอ 4.2 พบวากลุมควบคุมที่
ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองเทานั้นที่มีเนื้อเยื่อ Lymphoid organ  และเหงือก ซึ่งเปนอวัยวะเปาหมายของ
โรคหัวเหลืองมีการตายของเซลล (necrosis) กระจายอยูทั่วไปโดยสังเกตเห็นเซลลนิวเคลียสหดเล็ก
และโครมาติดรวมตัวเปนกอน (Pyknotic nuclei) ซึ่งลักษณะดังกลาวเปนการตายของเซลลที่เกิดจาก
เชื้อไวรัสหัวเหลือง สวนกลุมควบคุมที่ฉีดน้ําเกลือและกลุมที่ผสมเชื้อไวรัสหัวเหลืองกับสารละลาย
ลิกนินที่ความเขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ไมพบการตายของเซลลในเนื้อเยื่อเหงือก
และ Lymphoid organ  แสดงใหเห็นวากุงที่เหลือรอดไมมีการติดเชื้อไวรัสหัวเหลืองแตอยางใด  
(ภาพที่ 19 และ 20)
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ภาพที่ 19  จุลพยาธิของเหงือกกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับสารละลายลิกนินความ  
                  เขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร (ลูกศรชี้แสดงถึงลักษณะของการเกิด 
                  Pyknotic nuclei)

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 5 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 10 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดควบคุมผลลบ (ฉีดน้ําเกลือ 0.85%)ชุดควบคุมผลบวก (ฉีดเฉพาะเชื้อไวรัส)
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ภาพที่ 20  จุลพยาธิของ Lymphoid organ ของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับ  
                 สารละลายลิกนินความเขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร (ลูกศรชี้แสดงถึง   
                 ลักษณะของการเกิด Pyknotic nuclei)

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 10 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร

ชุดควบคุมผลบวก (ฉีดเฉพาะเชื้อไวรัส) ชุดควบคุมผลลบ (ฉีดน้ําเกลือ 0.85%)

ชุดการทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลือง
ที่ผสมสารละลายลิกนิน 5 มิลลิกรัมตอลิตร
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วิจารณผลการทดลอง

1. การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต 
ภายใน 96 ชั่วโมง (Medial lethal dosage at 96 hours; 96-hours LD50)

จากขอมูลวิชาการในอดีตจนถึงปจจุบันการศึกษาความเปนพิษของสารลิกนินและอนุพันธ
ตาง ๆ ของสารชนิดนี้ไดมีรายงานมาอยางตอเนื่องอันเปนผลมาจากการพยายามนําเอาสารชนิดนี้มา
ประยุกตใชในกิจกรรมทางการเกษตรและอุตสาหกรรมหลายประเภท โดยเฉพาะการนํามา
ประยุกตใชในการเลี้ยงสัตว โดยเฉพาะอยางยิ่งในสัตวบก เนื่องจากการที่สารลิกนินมีคุณสมบัติที่
สําคัญหลายประการณ เชน คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อโรคโดยเฉพาะอยางยิ่งกลุมของไวรัส 
คุณสมบัติในการยับยั้งการเกิดเนื้องอก คุณสมบัติในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน ขณะที่สัตวน้ํานั้น
ยังถือวาขอมูลทางดานพิษวิทยาของสารลิกนินนั้นมีอยูอยางจํากัดมากเมื่อเทียบกับสัตวบก 
การศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อนําเอาสารลิกนินมาใชในการตานทานไวรัสหัวเหลืองในกุง
ขาว ซึ่งจัดวาเปนไวรัสที่กอใหเกิดโรคที่มีความรุนแรงและสรางความเสียหายอยางหนักใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงกุงทะเลโดยทั่วไป ดังนั้นเพื่อใหการนําเอาสารลิกนินมาใชใหเกิด
ประสิทธิภาพและความปลอดภัยสูงสุด การทดลองครั้งนี้จึงไดทําการประเมินความเปนพิษของสาร
ลิกนินโดยการศึกษาคา LD50 ภายในเวลา 96 ชั่วโมง ซึ่งถือวาเปนการศึกษาความเปนพิษของสาร
ลิกนินในสัตวจําพวกกุงเปนครั้งแรกโดยมีผลการทดลองเปนดังนี้

การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต 
(LD50) ภายใน 96 ชั่วโมง พบวาสารเคมีชนิดนี้มีความเปนพิษที่ระดับความเขมขนเทากับ             
220 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเปนที่นาสังเกตวาภายหลังจากกุงทดลองที่ไดรับการฉีดลิกนินที่ระดับ
ความเขมขนตาง ๆ ตั้งแต 100-300 มิลลิกรัมตอลิตร พบวากุงทดลองในแตละกลุมจะแสดงการตาย
เฉพาะในชวง 12 ชั่วโมงแรกเทานั้น โดยหลังจากไดรับสารลิกนินแลวเปนเวลา 24 ชั่วโมง กุง
ทดลองในทุกกลุมจะไมแสดงการตายใหเห็นเลยจนถึง 96 ชั่วโมง แสดงใหเห็นวาลิกนินที่ฉีดเขาไป
ในตัวกุงทดลองนั้นจะแสดงความเปนพิษเฉียบพลันในชวง 12 ชั่วโมงแรกเทานั้น นอกจากนี้ จาก
การสังเกตกุงที่แสดงการตายพบวาภายหลังจากไดรับสารลิกนินแลวกุงจะแสดงอาการซึมหยุดนิ่ง
ไมเคลื่อนไหวและในขณะเดียวกันจะเริ่มสังเกตเห็นวากลามเนื้อบริเวณที่ฉีด หัวใจและเหงือก 
เปลี่ยนเปนสีเหลืองออนและกลายเปนสีน้ําตาลเขมขึ้นเลย ๆ หลังจากนั้นกุงจะเริ่มนอนตะแคงตัว
และตายในที่สุด จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหวากลามเนื้อ หัวใจและเหงือกของกุงจัดเปนอวัยวะ
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เปาหมายหลักที่สําคัญที่มีการสะสมตัวของสารลิกนินจนไดรับผลกระทบของสารลิกนินและทําให
เกิดการตายในที่สุด 

เมื่อพิจารณาถึงระดับความเปนพิษของสารลิกนินในกุงขาวจากการศึกษาครั้งนี้จะพบวา
การใหสารลิกนินกับกุงทดลองโดยการฉีดจะทําใหลิกนินมีความเปนเฉียบพลันคอนขางสูง คือมีคา
LD50 ภายในเวลา 96 ชั่วโมง เทากับ 220 มิลลิกรัมตอลิตร โดยความเปนพิษที่เกิดขึ้นนาจะเปนผลมา
จากการออกฤทธิ์ของสารที่อยูในรูป Phenolic และ Alcoholic compounds ซึ่งเปนองคประกอบหลัก
ของสารลิกนินโดยทั่วไป (Khanam et al., 2006) ซึ่งแตกตางจากการทดลองแชกุงขาวขนาดเดียวกัน
นี้ดวยสารลิกนินตั้งแต 1,000-20,000 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดลองเบื้องตนที่มีวัตถุประสงคเพื่อ
ศึกษาความเปนพิษของสารลิกนินในรูปของ Lethal concentration (LC50) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวา
ความเขมขนของสารลิกนินเหลานี้ไมสามารถโนมนําทําใหกุงเกิดความผิดปกติใด ๆ ภายหลังจาก
การแชเปนเวลา 96 ชั่วโมง ทําใหตองศึกษาเฉพาะคาความเปนพิษในรูปของ Lethal dose (LD50) 
เทานั้น ซึ่งการทดลองสวนนี้ไดแสดงใหเห็นชัดเจนวาการที่กุงขาวไดรับสารลิกนินโดยการฉีด
โดยตรงจะทําใหกลไกการเกิดความเปนพิษสูงกวาวิธีการแชอยางชัดเจน และเมื่อพิจารณาถึงกลไก
ความเปนพิษของสารลิกนินโดยการฉีดจะพบการสะสมตัวของลิกนินอยางเห็นไดชัดในสวนของ
กลามเนื้อบริเวณที่ฉีด หัวใจและเหงือก โดยเฉพาะสวนของหัวใจและเหงือกนั้นจะเปนบริเวณที่มี
การเปลี่ยนแปลงของสีชัดเจนที่สุด ซึ่งอวัยวะทั้ง 2 นี้จะทําหนาที่สําคัญเกี่ยวกับระบบหมุนเวียนของ
เลือดในรางกาย สันนิษฐานไดวาลิกนินที่ฉีดเขาไปจะมีผลทําใหการทํางานของอวัยวะดังกลาวเกิด
ความลมเหลวเปนผลทําใหไมสามารถลําเลียงเลือดหมุนเวียนไปเลี้ยงสวนตาง ๆ ของรางกายไดจึง
เปนผลทําใหเกิดการสะสมตัวของเลือดบริเวณดังกลาวเกิดขึ้นในที่สุด ซึ่งในสัตวชั้นสูงโดยทั่วไปมี
การรายงานวาสารประกอบอนุพันธของลิกนินจะมีคุณสมบัติในการเปน Antithrombotic คือ การ
ยับยั้งเซลลเม็ดเลือดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ในเซลลกลุมที่ทําหนาที่ควบคุมในการแข็งตัวของ
เลือดอยางไดผลในระดับ 0.05-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร เทานั้น โดยไมทําใหเกิดผลขางเคียงในการ
แข็งตัวของเลือดและการไหลออกของเลือดจากทอเลือดสูภายนอกรางกาย (Loomis and Beyer, 
1953) หรืออาจเปนไปไดวาสารลิกนินที่ฉีดเขาไปในตัวกุงซึ่งเปนสัตวในกลุม Crustacean จะไป
ยับยั้งเซลลที่ทําหนาที่ในการปองกันการแข็งตัวของเลือด โดยเฉพาะอยางยิ่ง Hyalinocyte 
(Söderhäll and Cerenius, 1992) ทําใหเกิดการแข็งตัวของเลือดภายในรางกายเกิดขึ้น หรืออาจยับยั้ง
เซลลเม็ดเลือดในกลุมอื่น ๆ และโปรตีนบางชนิดที่อยูในน้ําเลือด แลวใหผลตรงกันขามกับที่เกิดใน
สัตวชั้นสูงโดยทั่วไป ดังจะสังเกตไดจากหัวใจและเหงือกที่นอกเหนือจากจะมีสีเหลืองหรือน้ําตาล
ออนแลวยังพบวามีลักษณะการขุนซึ่งเปนลักษณะการรวมตัวของเม็ดเลือดรวมอยูดวย
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ในปจจุบันขอมูลการศึกษาความเปนพิษของสารลิกนินในสัตวน้ําโดยเฉพาะกับกุงนั้นยังไม
มีรายงานแตอยางใด แตก็มีการศึกษาในกลุมของแมลงและปลาบางชนิดเทานั้น เชน Wilson (1972)
ไดทําการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันในปลา Atlantic salmon (Salmo salar) ขนาดตาง ๆ พบวามี
คา LC50 ที่ 96 ชั่วโมง อยูระหวาง 2,000-2,400 ppm จากการศึกษาความเปนพิษของลิกนินโดย
Roald (1977) ที่ไดทําการทดลองในปลา Rainbow trout (Salmo gairdneri) ขนาด 23.6 กรัม พบวา
ลิกนินที่ความเขมขนที่ทําใหสัตวทดลองตายจํานวนครึ่งหนึ่ง (LC50) ที่ 48 ชั่วโมง มีคาเทากับ 7,300 
ppm โดยปลาที่ไดรับลิกนินจะแสดงอาการหยุดการเคลื่อนที่บางตัวลอยอยูผิวน้ําและหายใจเอา
อากาศอยางรวดเร็วและลงไปนอนที่พื้นของภาชนะกอนที่แสดงการตาย และยังพบวาที่ระดับความ
เขมขน 1,875 ppm เปนระดับที่ไมมีผลตอปลา Rainbow trout ขนาดดังกลาว ซึ่งกลไกในการออก
ฤทธิ์ตอปลานั้นยังไมแนชัด แตอาจมีสาเหตุโนมนํามาจากผลขางเคียงตอคุณภาพน้ําบางประการ 
เชน pH, Biochemical Oxygen Demand (BOD), Chemical Oxygen Demand (COD) รวมถึงคา
ความโปรงแสง (Transparency) ของน้ําดวย 

จากการรายงานของ Khanam et al. (2006) ที่ทําการศึกษาความเปนพิษของลิกนินที่สกัดได
จากชานออยตอแมลงที่เปนวัชพืช 4 ชนิด ซึ่งไดแก Tribolium castaneum, Tribolium confusum, 
Sitophilus oryzae และ Callosobruchus maculates พบวาคา LD50 ของสารลิกนินที่ 24 และ 48 
ชั่วโมง ตอ Tribolium castaneum มีคาเทากับ 139.38 และ 49.88 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร 
สวนคา LD50 ของสารลิกนินที่ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ตอ Tribolium confusum มีคาเทากับ 239.54, 
221.34 และ 215.86 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ ขณะที่คา LD50 ของสารลิกนินที่ 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง ตอ Sitophilus oryzae มีคาเทากับ 335.56, 57.43 และ 24.72 ไมโครกรัมตอตาราง
เซนติเมตร ตามลําดับ และคา LD50 ของสารลิกนินที่ 48 และ 72 ชั่วโมง ตอ Callosobruchus 
maculates มีคาเทากับ 273.40 และ 57.74 ไมโครกรัมตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ 

จากการศึกษาของ Luscombe and Nicholls (1973) ที่ไดทําการศึกษาความเปนพิษ
เฉียบพลันที่ 24 ชั่วโมง ของสารลิกนินในหนูทดลองขนาด 80-100 กรัม โดยการกินเพียงครั้งเดียว
พบวาไมสามารถศึกษาคาความเปนพิษของสารลิกนินดวยวิธีนี้ไดเนื่องจากระดับความเขมขนของ
สารลิกนินที่ใหสูงสุดถึง 40 กรัมตอกิโลกรัมของหนูทดลอง ไมสามารถฆาหนูทดลองไดเลยตั้งแต 
24-96 ชั่วโมง แตพบวาหนูทดลองที่ไดรับสารลิกนินตั้งแต 10 กรัมตอกิโลกรัมของหนูทดลอง จะ
แสดงอาการทองเสียในชวงแรกของการทดลองเทานั้น อยางไรก็ตามในการศึกษาความเปนพิษ
เฉียบพลับแบบ Subacute toxicity โดยการการผสมลิกนินในน้ําความเขมขนตั้งแต 0 (กลุมควบคุม) 
0.025, 0.25, 2.5 และ 10 กรัมตอมิลลิลิตร ใหสัตวทดลองดื่มเปนเวลา 16 สัปดาห พบวาจาก
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การศึกษาอัตราการเจริญเติบโตน้ําหนักของอวัยวะภายใน คาโลหิตวิทยา องคประกอบของปสสาวะ 
กิจกรรมของเอนไซม Transminase และ Alkaline-phosphatase ในซีรั่ม พบวาหนูทดลองที่ไดรับ
สารลิกนินที่ระดับความเขมขนตั้งแต 0.025-2.5 กรัมตอมิลลิลิตร มีคาพารามิเตอรดังกลาวไม
แตกตางกันกับกลุมควบคุม ซึ่งใหผลสอดคลองกันกับการศึกษาจุลพยาธิที่ไมความผิดปกติของ
อวัยวะตาง ๆ ของรางกายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม อยางไรก็ตามในหนูทดลองที่ไดรับสาร
ลิกนินในความเขมขนสูงจะทําใหหนูตัวผูมีน้ําหนักที่เพิ่มขึ้นตอวันลดลง และทําใหหนูทั้งเพศผูและ
เพศเมียแสดงความผิดปกติหลายประการ เชน การเกิดบาดแผลที่บริเวณโคนหาง การลดลงของ
ปริมาณเม็ดเลือดขาวและเกิดภาวะโลหิตจาง (Anaemia) และยังมีผลทําใหน้ําหนักของตับ ไตและ
มามของหนูทดลองมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

สอดคลองกับการศึกษาของ Sakagami et al. (1999) ไดทําการศึกษาการสะสมตัวของสาร
ลิกนินในหนูทดลองโดยการใหกินพบวาลิกนินจะมีการสะสมตัวในทางเดินอาหารเปนสวนใหญ
และสามารถขับออกทางปสสาวะและทางอุจจาระไดบางสวน ขณะที่การทดลองโดยการฉีดจะทํา
ใหเกิดการสะสมที่ตับ กระเพาะอาหารและปอดเปนสวนใหญ นอกจากนี้ยังพบวาการฉีดสารลิกนิน
ยังมีผลทําใหมามของหนูทดลองมีน้ําหนักเพิ่มมากขึ้น (splenomegaly) ซึ่งอาจเปนผลมาจากระบบ
ภูมิคุมกันของหนูถูกกระตุน ยิ่งไปกวานั้นยังพบวาหนูทดลองที่ไดรับลิกนินโดยการฉีดจะสงผล
โดยตรงตอเอนไซมชนิด Heme oxygenase ซึ่งเปนเอนไซมที่ผลิตในตับยังสามารถถูกชักนําใหมี
การผลิตเพิ่มมากขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้การใหสารลิกนินในระดับ Lethal dose จะ
สงผลทําใหเกิดการคลั่งของเลือดในบริเวณจมูกและปอด และสงผลทําใหหนูทดลองเกิดการตก
เลือดในอวัยวะดังกลาวในที่สุด

2. การศึกษาผลของการผสมสารละลายลิกนินในอาหารตอการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของ
กุงขาว (Litopenaeus vannamei)

จากการศึกษาผลของสารลิกนินในการกระตุนภูมิคุมกัน โดยพิจารณาจากปริมาณเม็ดเลือด
รวมทั้งหมด (Total haemocyte count) ของกุงขาวที่ไดรับการเสริมลิกนินในอาหารในระดับความ
เขมขนตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 14 วัน พบวาภายหลังจากการไดรับอาหารที่
ผสมสารลิกนินในวันที่ 3, 7 และ 14 มีเพียงวันที่ 7 เทานั้น กุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารในอัตรา 1 
กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ที่มีปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดสูงกวากลุมที่ไดรับสารลิกนินในอาหาร
ในอัตรา 5 และ 10  กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม อยางไรก็ตามปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดของกุงขาว
ในทุกชุดการทดลองมีแนวโนมคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาของการทดลอง แมวาจะไดรับลิกนิน
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ในอาหารตอเนื่องกันจึงถึง 14 วัน จากการรายงานของ Luscombe and Nicholls (1973) พบวาหนู
ทดลองที่ไดรับสารลิกนินระดับความเขมขนสูงในระดับ 10 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตรโดยการดื่มทุก 
ๆ วันตอเนื่องกันเปนเวลา 16 สัปดาห พบวาในสัปดาหที่ 6, 10 และ 16 หนูกลุมนี้จะมีปริมาณเม็ด
เลือดขาวทั้งหมดเพิ่มสูงขึ้นและแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมควบคุม (P<0.01) อยาง
ชัดเจน ในทางตรงกันขามกับพบวาปริมาณเม็ดเลือดแดง ปริมาณ Haemogobin และคา Haemotocrit 
ของหนูในกลุมนี้มีคาลดลงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับกลุมควบคุมอยางชัดเจนเชนกัน 
(P<0.01) ซึ่งใหผลเชนเดียวกับการทดลองของ Slaminková et al. (2009) ที่ไดรายงานวาการเสริม
ลิกนินในอาหารในอัตรา 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 สัปดาหจะสามารถเพิ่มปริมาณเม็ดเลือดขาวใน
กระแสเลือด (Peripheral blood leukocytes) และเม็ดเลือดชนิด leukocytes ในไกเนื้อ (Broiler 
chicken) ใหปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณ T 
cells ของไกที่ไดรับสารลิกนินในระดับดังกลาวมีคาเพิ่มสูงขึ้นแตกตางกับกลุมควบคุมอยางชัดเจน 
ในการศึกษาครั้งนี้จึงยังไมสามารถสรุปไดวาการเสริมลิกนินในระยะเวลาสั้น ๆ ดังกลาวจะสามารถ
เพิ่มปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดของกุงได เนื่องจากระยะเวลาของการทดลองยังสั้นกวามากเมื่อ
เปรียบเทียบกับการทดลองในหนู แตใหผลแตกตางกับการทดลองในไกซึ่งใชระยะเวลาเทากัน
แสดงใหเห็นวาชนิดของสัตวและความเขมขนของสารลิกนินที่แตกตางกันอาจจะไดรับผลของการ
ตอบสนองที่แตกตางกันออกไปได (Baurhoo et al., 2008)

สวนการศึกษากระบวนการ Phagocytosis ของเซลลเม็ดเลือดกุง ภายหลังกินอาหารผสม
ลิกนิน พบวาการเสริมลิกนินในอาหารสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุงทดลองได โดยเฉพาะ
ในวันที่ 14 ของการทดลอง ซึ่งพบวากุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม จะมีคาเปอรเซ็นต Phagocytosis สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
และยังเปนที่นาสนใจเปนอยางยิ่งวากุงที่ไดรับลิกนินในอาหารในอัตรา 10 กรัมตออาหาร 1 
กิโลกรัม จะมีคาเปอรเซ็นต Phagocytosis สูงสุดและแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับกลุมอื่น ๆ อยาง
ชัดเจน (P<0.05) ผลของการทดลองสวนนี้ยังสอดคลองกับการศึกษาคา Phagocytic index ที่พบวา
ในวันที่ 14 ของการทดลอง กุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะ
มีคา Phagocytic index สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และยังพบวากุงที่
ไดรับลิกนินในอาหารในอัตรา 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะมีคา Phagocytic index สูงสุดและ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับกลุมอื่น ๆ อยางชัดเจน (P<0.05) เชนกัน การศึกษาในครั้งนี้แสดงให
เห็นวาการเสริมลิกนินลงไปในอาหารใหกุงกินนั้นสามารถกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดของกุงที่ทํา
หนาที่ดักจับกินเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมมีประสิทธิภาพในการทํางานทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ 
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นอกจากนี้ Suzuki et al. (1989a) ไดทําการศึกษาผลของสารลิกนินในรูป Lignosulfonate 
ตอการตอบสนองภูมิคุมกันของเซลล  Macrophage cell line ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีลิกนิน 
ความเข็มขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน 24 ชั่วโมง พบวาการกระตุนดังกลาวจะมีผลทําใหเซลล 
Macrophage มีความสามารถในการยึดเกาะและการยืดตัวของเทาเทียมสูงขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ 
นอกจากนี้จากการตรวจสภาพของเซลล Macrophage ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ผสมลิกนินใน
อัตรา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมีการนําเอากลูโคสเขาไปในเซลลมากกวาปกติถึง 3.7 เทา และ
ยังสามารถกระตุนใหเซลล Macrophage มีการแบงเซลลมากขึ้นตามความเขมขนของลิกนินที่
เพิ่มขึ้น โดยมีระดับความเขมขนที่ทําใหเกิดการแบงเซลลสูงสุดที่ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เชนเดียวกับ Sorimachi et al. (1990b) ที่พบวาการใชอนุพันธลิกนินในรูปที่ละลายน้ําสามารถ
กระตุนใหเซลล Macrophage ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงที่มีสารลิกนิน ความเขมขนตั้งแต 0.5-50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีการเชื่อม (fuse) รวมกันเปนลักษณะของเซลลที่เรียกวา “Giant cells” ที่มี
นิวเคลียสภายในเฉลี่ยประมาณ 60 นิวเคลียส ซึ่งการเปลี่ยนสัณฐานของเซลลในลักษณะนี้จะเปน
การตอบสนองของเซลลเพื่อใชในการตอตานเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม เชน การเกิดโรค 
Tuberculosis  ที่เกิดจากเชื้อ Mycobacterium เปนตน ซึ่งสารที่มีคุณสมบัติกระตุน Macrophage เชน 
Lipopolysaccharide (LS) ไมสามารถชักนําใหเกิดได

Sakagami et al. (2005) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของ Lignin carbohydrate complex    
2 ชนิด คือ Fr.VI และ Fr.VII ที่สกัดไดจาก Pine cones สามารถกระตุนใหเซลล Macrophage ของ
หนูใหสามารถผลิต Nitric oxide (NO), Citrulline (CIP) และ Asparagine (ASN) โดยมีผลไปเรงการ
สราง (Expression) ของเอนไซม Inducible nitric oxide synthetase (iNOS) และ ASN synthetase 
(AS) ทําใหเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด Macrophage ของหนูใหสามารถเกิดกระบวนการ Phagocytosis 
ในการดักจับกินและทําลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมไดอยางมีประสิทธิภาพ ขณะที่สาร Tannin 
ซึ่งเปนอนุพันธของคารโบไฮเดรตเชนเดียวกับลิกนินกลับมีผลในการยับยั้งกระบวนการ 
Phagocytosis 

นอกจากนี้จากการสังเกตพบวาระหวางการทดลองกุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหารในระดับ
ตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ไมไดแสดงความผิดปกติใด ๆ ใหเห็นและไมพบวากุงทดลอง
ในทุกกลุมมีการตายระหวางทดลองเลย ซึ่งแสดงใหเห็นวาการเสริมลิกนินในอาหารในระดับ
ดังกลาวเปนระดับที่ปลอดภัยและไมทําใหเกิดการตายในกุงขาวแตอยางใดในชวง 14 วัน และยังไม
พบการสะสมของสารลิกนินในบริเวณเหงือกและหัวใจ เชนเดียวกับการทดลองในสวนของ
การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันโดยการฉีดเขาตัวกุงโดยตรง แสดงใหเห็นวาการที่กุงไดรับสาร
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ลิกนินผานเขาไปในระบบทางเดินอาหารโดยการกินจะสงใหเกิดความเปนพิษนอยกวา ซึ่งอาจ
เปนไปไดวาเอนไซมหรือกลไกตาง ๆ ในระบบทางเดินอาหารจะเปนสวนที่สําคัญในการปองกัน
ไมใหลิกนินสามารถแสดงความเปนพิษตอกุงทดลองได ถึงแมวากุงทดอลงจะกินลิกนินเขาไปใน
ระดับความเขมขนสูงก็ตาม

3. การศึกษาผลของการผสมลิกนินในอาหารตอการตานทานไวรัสหัวเหลือง (Yellow head virus: 
YHV)

ผลของการเสริมลิกนินในอาหารตอการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลืองสามารถสรุปไดวาการ
เสริมลิกนินในอาหารตั้งแตความเขมขน 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ไมไดสงผลใหกุงมีการ
ตานทานตอเชื้อไวรัสหัวเหลืองไดแตอยางใด ถึงแมวาการเสริมลิกนินในอาหารจะสามารถกระตุน
การทํางานของเซลลเม็ดเลือดใหสามารถกลืนกินสิ่งแปลกปลอมไดอยางมีประสิทธิภาพแตกตางกับ
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ แสดงใหเห็นวาการเกิดกระบวนการ Phagocytosis อาจไมใชสวน
สําคัญในการตานทานตอไวรัสหัวเหลือง นอกจากนี้เปนที่ทราบแลววาเชื้อไวรัสหัวเหลืองจะมี
อวัยวะเปาหมายที่สําคัญคือ เซลลเม็ดเลือด (Haemocyte) (Nash et al., 1995) อาจสงผลทําให
กระบวนการ Phagocytosis ของเซลลเม็ดเลือดของกุงดอยประสิทธิภาพลงไปก็ได

ถึงแมวาการเสริมลิกนินลงไปในอาหารไมสามารถทําใหกุงทดลองสามารถตานทานตอเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองได แตก็มีรายงานหลาย ๆ รายงานที่พบวาการเสริมลิกนินลงไปในอาหารนั้น จะ
สามารถทําใหเกิดการกระตุนภูมิคุมกันของสัตวทดลองในหลาย ๆ สวนเชน Baurhoo et al. (2007)
พบวาการเสริมลิกนินลงไปในอาหารในอัตรา 1.25 เปอรเซ็นต จะสามารถสงเสริมระบบภูมิคุมกัน
ในทางเดินอาหารของไกกระทง (Broiler chickens) ไดเปนอยางดี โดยจะมีผลทําใหความสูงของ 
Villi ลําไส ปริมาณของ Goblet cells รวมถึงปริมาณของแบคทีเรียที่มีประโยชนในทางเดินอาหาร 
เชน Lactobacilli bacteria และ Bifidobacteria เพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจนและยังสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียที่กอโรคโดยเฉพาะ Escherichia coli ในลําไสไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ 
Slaminková et al. (2009) ยังไดรายงานวาการเสริมลิกนินในอาหารในอัตรา 0.5 เปอรเซ็นตใหไก
ทดลองกินเปนเวลา 2 สัปดาห จะสามารถเพิ่มปริมาณ B และ T cells ซึ่งมีความสําคัญในการ
ตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมอยางจําเพาะเจาะจงไดอยางมีประสิทธิภาพเชนกัน
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นอกจากนี้จากการศึกษาของ Sakagami et al. (1993); Ikada et al. (1988); Suzuki et al.
(2002a และ 2002b) ยังพบวาการกระตุนเซลล Monocytes และ Macrophages ของหนูและคนดวย
สารลิกนินจะมีผลทําใหเซลลเหลานี้มีการสรางสารในกลุม Cytotoxic factor และ Inflammatory 
cytokines ซึ่งไดแก Tumor necrosis factor (TNF), Interleukin-1 และ Nitric oxide เพิ่มสูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญอีกดวย ดังนั้นการเสริมลิกนินลงไปในอาหารกุงนาจะเปนการสงเสริมระบบภูมิคุมกันใน
ทางเดินอาหารใหมีการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมใหดีขึ้น นอกจากนี้ Labaj et al.
(2003) ยังไดรายงานวาลิกนินยังเปนสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งสารกอมะเร็งบางชนิด เชน N-
methyl-N’-nitro-nitrosoguanidine (MNNG) ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการทําลาย Double 
strand DNA และกอใหเกิดการ Mutation ในหลอดทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยการดูดซับ
และทําหนาที่เปน Antioxidant ของสารลิกนินหรือการที่มีคุณสมบัติเปน Scavenging activity ใน
การตอตานอนุมูลอิสระหรือ Reactive oxygen species (ROS) (Ebringer et al., 2003) โดยจากขอมูล
ที่ผานมาจะพบวาเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหรือสัตวโดยทั่วไปจะไม
สามารถยอยสลายลิกนินได ดังนั้นการเสริมลิกนินในอาหารในระดับที่เหมาะสมก็นาจะทําใหการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันเกิดขึ้นไดอยางตอเนื่องและมีประสิทธิภาพในระยะยาว 

4. การทดลองผลของสารลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง (in vitro)

การทดลองครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นแลววา ลิกนินนั้นเปนสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งไวรัสหัว
เหลืองไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งที่ระดับความเขมขน 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร ขณะที่
ความเขมขนที่ 1 มิลลิกรัมตอลิตร นั้น พบวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลืองได
บางสวนเทานั้น โดยเมื่อการทดลองเขาสูวันทาย ๆ กุงทดลองที่ไดรับลิกนิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ก็มี
แนวโนมของการตายสูงขึ้นและใกลเคียงกับกลุมควบคุมผลบวกในวันที่ 20 ของการทดลอง แสดง
ใหเห็นวาความเขมขนของลิกนินที่ 1 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพไมเพียงพอตอการยับยั้งเชื้อ
ไวรัสหัวเหลืองในการทดลองครั้งนี้

นอกจากนี้ผลของการใชเทคนิค RT-PCR และจุลพยาธิ ในการเปนเครื่องยืนยัน
ประสิทธิภาพของการใชลิกนินในการยับยั้งเชื้อไวรัสหัวเหลือง พบวากุงที่เหลือดรอดจากกลุม
ทดลองที่ไดรับการฉีดการฉีดไวรัสหัวเหลืองรวมกับสารลิกนินตั้งแต 1-20 มิลลิกรัมตอลิตร ลวน
แลวแตใหผลเปนลบอยางชัดเจนจากการใชเทคนิคทั้ง 2 ในการตรวจสอบ โดยการทดลองนี้จะ
สอดคลองกับหลาย ๆ การทดลองซึ่งมีผูศึกษาไวกอนหนานี้ ซึ่งไดแก 
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Suzuki et al. (1989a และ 1989b)  ไดรายงานวาการใชลิกนินในระดับความเขมขนที่
มากกวา 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิด Cytopathic effect, การแสดงออกของ
ยีนส ซึ่งทําหนาที่เปนแอนติเจนจําเพาะและการเกิด Syncytia formation ของเชื้อ HIV ในหลอด
ทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้จากการทดลองเดียวกันนี้ยังพบวาลิกนินและอนุพันธของ
ลิกนินที่ปราศจากน้ําตาลยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม Reverse transcriptase ของไวรัส HIV 
ในหลอดทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพเชนกัน นอกจากนี้จากรายงานของ Sorimachi et al. 
(1990a) ที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับอนุพันธของลิกนิน คือ EP3 และ Lignosulfonate (LS) พบวาอนุพันธ
ดังกลาวสามารถยับยั้งการเกิด Cytopathic effects ของ Herpes simplex virus (type 1 และ type 2) ที่
สามารถกอใหเกิดโรคเริม และ Western equine encephalitis (WEE) ซึ่งเปนสาเหตุกอใหเกิดโรคไข
สมองอักเสบไดอยางสมบูรณ

Lai et al. (1990) และ Suzuki et al. (1989a) พบวาการใชลิกนินที่สกัดไดจาก Pine cone 
และเชื้อราสามารถยับยั้งไวรัสที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคเอดส (AIDS) ในเซลลที่เลี้ยงใน Flask 
ทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ Suzuki et al. (1990) ยังพบวาการใชสารประกอบลิกนิน
ในรูป EP3 ซึ่งสกัดไดจากเชื้อรา Lentinus edodes สามารถยับยั้งเชื้อ HIV ไดอยางสมบูรณเชนกัน
และยังพบวาคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อไวรัสนั้นเปนผลมาจากสวนประกอบที่เปน Low molecular 
weight ขณะที่สวนประกอบที่เปน High molecular weighs นั้นจะสามารถกระตุนภูมิคุมกันโดยการ
เพิ่มคา Glucose consumption ของ Murine peritoneal macrophages อยางมีนัยสําคัญ

เชนเดียวกับการศึกษาของ Nakashima et al. (1992) ที่ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้ง Human immunodeficiency virus (HIV) ที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคเอดสของสารลิกนิน 
2 ชนิด คือ Frs. VI และ Frs. VII เปรียบเทียบกับสารลิกนินในรูปตาง ๆ โดยพิจารณาจากคา 
Selectivity index (SI) พบวาทั้ง Frs. VI และ Frs. VII มีคา SI อยูระหวาง 4-124 ซึ่งแตกตางกับกลุม
ที่ใช Tetrameric, Trimeric, Dimeric, Monomeric hydrolysable tannin และ Tannin เขมขนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสารเหลานี้จะมีคา SI เปน 7.3+6.5, 3.4+3.7, 2.3+3.2, 1.8+2.8 และ 1.1+0.4 
ตามลําดับเทานั้น

Ichimura et al. (1999) ไดศึกษาประสิทธิภาพของสารลิกนินที่สกัดไดจาก Wheat bean 
และลิกนินสังเคราะหหลายชนิดในการยับยั้งเชื้อ HIV-1 ใน Cell line ชนิด MT-4 cells พบวาสาร
สกัดลิกนินที่ใชสามารถแบงออกเปนกลุม ๆ ตามขนาดของ Molecular weight ได 4 กลุม คือ กลุมที่
ขนาดมากกวา 30 kDa, 30-10 kDa, 10-1 kDa และ 1 kDa - 500 Da โดยทั้ง 4 กลุมจะสามารถยับยั้ง
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การทํางานของเอนไซม Protease ที่สรางจากเชื้อไวรัส HIV-1 ใน Cell line ชนิด MT-4 cells ได
อยางมีประสิทธิภาพ และยังพบวากลุมที่มี Molecular weight ต่ําสุด (1 kDa - 500 Da) ยังสามารถ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนขอไวรัส HIV-1 ใน Cell line ชนิด MT-4 cells ไดอยางมีประสิทธิภาพเชนกัน

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Zhang et al. (2007) พบวา Lignin-polysaccharide complex 
ซึ่งเปนอนุพันธหนึ่งของลิกนินมีฤทธิ์ตาน Herpes simplex virus (HSV) ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
โดยออกฤทธิ์ยับยั้งการจับของเซลลไวรัสกับเซลลของเจาบานกอนบุกรุกเขาสูเซลลของเจาบานใน
ทายที่สุด อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ก็ยังไมทราบถึงกลไกที่แนชัดของลิกนินในการปองกันไวรัส
ชนิดดังกลาว Sakagami et al. (1992) ไดทําการศึกษาโดยการนําเอา Influenza virus ในระดับความ
เขมขนที่ทําใหสัตวทดลองตายไดมาผสมกับ Lignin carbohydrate complex ในรูป Fr.VI พบวา
สารละลายดังกลาวไมสามารถโนมนําทําใหสัตวทดลองตายไดเลย เขาจึงทําการศึกษากลไกการ
ยับยั้งดังกลาว โดยนําเอาสวนผสมระหวางลิกนินและไวรัสไปปนเหวี่ยงใชโดยเทคนิค Sucrose 
density gradient centrifugation พบวาลิกนินในรูปของ Fr.VI และ Influenza virus ถูกปนเหวี่ยงให
ตกตะกอนอยูในตําแหนงแถบ (Band) เดียวกันกับโปรตีนของ Influenza virus แสดงใหเห็นวา
สารประกอบลิกนินนั้นสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสโดยการเขาจับกับอนุภาคของไวรัสโดยตรง 
Raghuraman et al. (2007) ไดทําการศึกษากลไกการยับยั้งเชื้อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 พบวาการ
ใชเทคนิคในการปนตกตะกอนและ SEC chromatography สามารถแยกขนาดของลิกนิน  ออกเปน
5 fractions ที่มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน 5 ขนาด คือ 39.4, 14.8, 5.9, 2.5 และ 1.9 kDa เมื่อ
พิจารณาถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งของไวรัสของสารเหลานี้ในการเขาทําลายเซลล โดยพิจารณา
จากคา 50 เปอรเซ็นต Inhibition concentration (IC50) จะพบวาคา IC50 ของลิกนินจะมีคาสูงขึ้นตาม
ขนาดโมเลกุลที่เล็กลงของสารลิกนินและไดพบวาอนุพันธของสารลิกนินเหลานี้จะมีความสามารถ
ยับยั้งเชื้อไวรัสที่มี envelop โดยทั่วไปทั้ง HSV และ HIV ไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจาก
โครงสรางของสารกลุมนี้ใกลเคียงกันกับ Heparan sulfate (HS) ซึ่งจัดเปน Proteoglycan ชนิดหนึ่งที่
อยูรอบ ๆ เซลล ซึ่งถือเปนบริเวณเริ่มตนของไวรัสใชสําหรับยึดเกาะกับ envelop เพื่อเขาไปสู 
Target cell (Ugolini et al., 1999; Spear et al., 2000; Shukla and Spear 2001; Gallay 2004; Spear
2004; Fittipaldi and Giacca 2005) โดยในสวนของ HSV นั้นจะใช Glycoprotein หลายชนิด เชน 
gB, gC และ gD (Herold et al., 1994; Shukla et al., 1999; Cheshenko and Herold 2002 ; Tiwari et 
al., 2004) ในการเขาจับกับ HS คลาย ๆ กันกับ HIV-1 ที่จะใชโปรตีน gp120 และ Tat ในการจับกับ 
HS เพื่อที่จะใหไวรัสสามารถเขาสูเซลลเจาบานได ดังนั้นการใชสารลิกนินและ อนุพันธของ     
ลิกนินตาง ๆ จะเปนผลใหไวรัสไมสามารถเขาสูเซลลเจาบานไดหรือเขาไดในปริมาณที่นอยลง
นั่นเอง
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จากรายงานขางตนทําใหสามารถสันนิษฐานไดวาการผสมลิกนินกับไวรัสหัวเหลือง ซึ่ง
เปนไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปน RNA และอนุภาคมีขนาดประมาณ 150 ถึง 200 nm รวมทั้งยังมี 
Envelope หอหุมอยูซึ่งเปนคุณสมบัติที่สําคัญของไวรัสชนิดนี้ (Lightner and Redman, 1998) อาจมี
ผลทําใหเกิดการเกาะตัวกันระหวางลิกนินและองคประกอบของโปรตีนบางชนิดที่อยูบน Envelope 
ซึ่งจะสงผลตอเนื่องใหไวรัสหัวเหลืองไมสามารถเขาเกาะกับเซลลของกุงขาวได กุงที่เหลือรอดจาก
การไดรับการฉีดดวยไวรัสหัวเหลืองผสมกับลิกนินในระดับความเขมขนตั้งแต 1-20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร จึงไมแสดงอาการของโรคหัวเหลืองใหเห็นเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
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สรุปและขอเสนอแนะ
 สรุป

1. การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันของสารลิกนินที่สามารถทําใหกุงขาวตาย                  
50 เปอรเซ็นต (LD50) ภายใน 96 ชั่วโมง พบวาลิกนินมีความเปนพิษที่ระดับความเขมขนเทากับ 
220 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาถึงระดับความเปนพิษของสารลิกนินในกุงขาวจากการศึกษาครั้ง
นี้จะพบวาการใหสารลิกนินกับกุงทดลองโดยการฉีดจะทําใหลิกนิน     มีความเปนเฉียบพลัน
คอนขางสูง เนื่องจากจากกุงจะแสดงการตายเฉพาะในชวง 12 ชั่วโมงแรกเทานั้นและยังจะพบการ
สะสมตัวของลิกนิน อยางเห็นไดชัดในสวนของบริเวณกลามเนื้อที่ฉีด หัวใจและเหงือกแสดงให
เห็นวาอวัยวะดังกลาวอาจเปนอวัยวะหลักที่เกิดความเปนพิษอันเปนผลมาจากสารลิกนิน สวนการ
เสริมลิกนินในอาหารในระดับความเขมขนตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 14 วัน
พบวากุงไมไดแสดงความผิดปกติใด ๆ ใหเห็นและไมพบวากุงทดลองในทุกกลุมมีการตายระหวาง
การทดลองเลย ซึ่งแสดงใหเห็นวาการเสริมลิกนินในอาหารในระดับดังกลาวเปนระดับที่ปลอดภัย
และไมทําใหเกิดการตายในกุงขาวแตอยางใดในชวง 14 วัน และยังไมพบการสะสมของสารลิกนิ
นในบริเวณเหงือกและหัวใจ เชนเดียวกับการทดลองในสวนของการศึกษาความเปนพิษเฉียบพลัน
โดยการฉีด

2. จากการผลการศึกษาผลของการผสมสารละลายลิกนินในอาหารตอการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุมกันของกุงขาวพบวาปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมดของกุงขาวในทุกชุดการทดลองมี
แนวโนมคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาของการทดลอง แมวาจะไดรับลิกนินในอาหารตอเนื่องกันจึง
ถึง 14 วัน สวนกระบวนการ Phagocytosis และกระบวนการ Phagocytic index ของเซลลเม็ดเลือด
กุงภายหลังกินอาหารผสมลิกนิน พบวาการเสริมลิกนินในอาหารสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกัน
ของกุงทดลองได โดยเฉพาะในวันที่ 14 ของการทดลอง ซึ่งพบวากุงที่ไดรับสารลิกนินในอาหาร
ตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะมีคา Phagocytosis และ Phagocytic index สูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และยังเปนที่นาสนใจเปนอยางยิ่งวากุงที่ไดรับลิกนินใน
อาหารในอัตรา 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม จะมีคา Phagocytosis และ Phagocytic index สูงสุด
และแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับกลุมอื่น ๆ อยางชัดเจน (P<0.05) ซึ่งแสดงใหเห็นวาการเสริม
ลิกนินลงไปในอาหารใหกุงกินนั้นสามารถกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดของกุงที่ทําหนาที่ดักจับกินเชื้อ
โรคและสิ่งแปลกปลอมมีประสิทธิภาพในการทํางานทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ เมื่อไดรับสาร
ลิกนินติดตอกันไปเปนระยะเวลาประมาณ 2 สัปดาห 
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 3. การศึกษาผลของการผสมลิกนินในอาหารตอการตานทานไวรัสหัวเหลืองพบวาการ
เสริมลิกนินในอัตราตั้งแต 1-10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม เปนเวลา 14 วัน ไมสามารถทําใหกุง
ทดลองมีความตานทานไวรัสหัวเหลืองไดอยางเห็นไดชัด โดยพบวาที่สิ้นสุดการทดลอง กุงที่ไดรับ
อาหารที่ผสมลิกนินทุกความเขมขนจะมีอัตราการตายสูงเกือบ 100 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคาไมแตกตาง
กับกลุมควบคุม

4. การศึกษาผลของสารลิกนินในการตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง (in 
vitro) พบวาการผสมสารลิกนินในระดับความเขมขนตั้งแต 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร กับไวรัสหัว
เหลืองในระดับที่ทําใหกุงทดลองตายทั้งหมดภายใน 96 ชั่วโมง สามารถยับยั้งไวรัสไมใหกอโรคหัว
เหลืองในกุงทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพ และเมื่อใชเทคนิค RT-PCR และเทคนิคทางจุลพยาธิ
วิทยาในการตรวจสอบการปนเปอนและการเกิดโรคของไวรัสหัวเหลืองในกุงที่เหลือรอดในทุก
กลุมที่ไดรับสารลิกนินก็พบวา กุงที่เหลือรอดดังกลาวทุกตัวใหผลเปนลบ (Negative) สอดคลองกัน
ทั้งการใชเทคนิค RT-PCR และเทคนิคทางจุลพยาธิวิทยา แสดงใหเห็นวาลิกนินระดับความเขมขน
ตั้งแต 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระดับที่สามารถยับยั้งไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลอง (in vitro) 
ไดอยางสมบูรณ

ขอเสนอแนะ
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จากการศึกษาพิษเฉียบพลัน ผลตอภูมิคุมกันและความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัส
ของสารลิกนินในกุงขาว พบวาการใหสารลิกนินแกกุงโดยวิธีการฉีดจะมีคาความเปนพิษคอนขาง
สูง สวนการทดลองโดยการแชไมสามารถทําไดเนื่องจากถึงแมวาจะใชความเขมขนของสาร      
ลิกนินสูงถึง 20,000 มิลลิกรัมตอลิตร ก็ไมสามารถทําใหกุงทดลองตายได อีกทั้งการเสริมลิกนินใน
อาหารในอัตราตั้งแต 1- 10 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ก็ไมสามารถทําใหกุงทดลองเกิดความ
ผิดปกติหรือตายไดเชนกัน ซึ่งแสดงใหเห็นวาการใหลิกนินโดยการกินหรือการแชเปนวิธีที่
ปลอดภัยตอกุงขาวกวาวิธีการฉีด นอกจากนี้ผลจากการศึกษาคุณสมบัติของสารลิกนินในการ
ตานทานเชื้อไวรัสหัวเหลืองในหลอดทดลองพบวาลิกนินในรูปที่ละลายน้ําสามารถยับยั้งเชื้อไวรัส
ไดอยางมีประสิทธิภาพ ผลการศึกษาดังกลาวจึงนาจะใชเปนแนวทางในการพัฒนาเพื่อนําไปเปน
สารที่ใชในการยับยั้งและปองกันเชื้อไวรัสหัวเหลืองหรือไวรัสชนิดอื่น ๆ โดยการละลายลงไปใน
น้ําที่ใชเลี้ยงเพื่อปองกันอนุภาคของไวรัสที่อาจปนเปอนมากับน้ําในรูปแบบตาง ๆ เนื่องจากใน
ธรรมชาติลิกนินนั้นจัดเปนสารที่ละลายน้ําไดดี คงตัวหรือยากตอการยอยสะลายในน้ํา และมักทําให
น้ํามีสีน้ําตาลออน ๆ กอปรกับการที่มีพิษคอนขางต่ําตอสัตว ซึ่งสามารถนํามาใชทดแทนสารเคมีที่
ใชกันอยูในปจจุบันเพื่อเปนการลดผลกระทบที่เกิดขึ้นจากการใชยาและสารเคมีที่เปนอันตราย     
ซึ่งสงผลกระทบทั้งทางตรงและทางออมตอสภาพแวดลอมและผูบริโภคกุงและผลิตภัณฑทั้งในและ
ตางประเทศตอไป 
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สารเคมีในการวิเคราะห Phagocytic index activity

 1. สารปองกันกันการแข็งตัวของเลือด (Anticoagulant)

    ใช 10% Sodium citrate ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI

 2. สารละลาย Shrimp saline

NaCl 28.40 กรัม
MgCl2.7H2O 10.00 กรัม
MgSO4.7H2O   2.00 กรัม
CaCl2.H2O   2.25 กรัม
KCl   0.70 กรัม
Glucose   1.00 กรัม
Hepes   2.38 กรัม

ผสมในน้ํากลั่น 1 ลิตร กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร ใสในขวดที่ผานการ
ฆาเชื้อแลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส

3. Heat – killed yeast

 3.1 นํา Baker’s yeast 0.5 กรัมมาละลายใน 0.85  เปอรเซ็นต NaCl 250 มิลลิลิตร แลวตม
เปนเวลา 1 ชั่วโมง

 3.2 หลังจากนั้นทําการลางดวย Shrimp saline ที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาที 5 ครั้ง
 3.3 นําเซลลยีสตที่ไดละลายดวย Shrimp saline เพื่อใหไดสารละลายที่มีเซลลจํานวน     

2x108 เซลลตอมิลลิลิตร
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ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อและสารเคมีตางๆ

1. การเตรียมสารละลาย Davison’s fixative สําหรับ 1 ลิตร
   
     1.1 Ethyl alcohol 95 เปอรเซ็นต 330 มิลลิลิตร

    1.2 Formalin 100 เปอรเซ็นต 220 มิลลิลิตร
    1.3 Glacial acetic acid 115 มิลลิลิตร

              1.4 น้ํากลั่น 335 มิลลิลิตร
              1.5 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันแลวเก็บที่อุณหภูมิหอง

2. ขั้นตอนของขบวนการดึงน้ําออกจากเซลลโดยเครื่อง Automatic tissue processor

ขั้นตอน                                        สารละลาย                                                    เวลา (ชั่วโมง)

       1                                      alcohol 50 เปอรเซ็นต                                                 0.5-1
2  alcohol 70 เปอรเซ็นต 0.5-1
3 alcohol 95 เปอรเซ็นต 0.5-1
4 alcohol 95 เปอรเซ็นต 0.5-1
5 alcohol 95 เปอรเซ็นต 0.5-1
6 alcohol 100 เปอรเซ็นต 0.5-1
7 alcohol 100 เปอรเซ็นต 0.5-1
8 alcohol 100 เปอรเซ็นต 0.5-1
9 chloroforn I 1
10 chloroform II 1.5
11 paraplast I 1.5
12 paraplast II 2

107



112

3. ขั้นตอนการยอมสีสไลด

 ขั้นตอน                                        สารละลาย                                                    เวลา (นาที)

1 Xylene 5
2 Xylene 4
3 alcohol 100 เปอรเซ็นต 1
4 alcohol 100 เปอรเซ็นต 1
5 alcohol 95 เปอรเซ็นต 1
6 alcohol 95 เปอรเซ็นต 1
7 ลางน้ํา 2
8 Hematoxylin 2
9 ลางน้ํา 2
10 Blueing Solution (Dilute)                            จุม10-20 ครั้ง
11 ลางน้ํา 1
12 alcohol 95 เปอรเซ็นต                                   จุม10-20 ครั้ง
13 Eosin           1
14 alcohol 95 เปอรเซ็นต 0.15
15 alcohol 95 เปอรเซ็นต 0.15
16 alcohol 100 เปอรเซ็นต 1
17 alcohol 100 เปอรเซ็นต 1
18 Xylene 1
19 Xylene 2
20 Xylene 2

ผล   นิวเคลียส ติดสีน้ําเงิน
        ไซโตพลาสซึม เปนสีชมพูถึงแดง
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ตารางผนวกที่ 1  การตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดสารละลายลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ในการ
       ทดลองเบื้องตน

เปอรเซ็นตการตายสะสม
(%)

ความเขมขน
ของสารละลายลิกนิน 

(มิลลิกรัมตอลิตร)

จํานวนกุง
ขาว (ตัว) 12 

ชั่วโมง
24 

ชั่วโมง
48 

ชั่วโมง
72 

ชั่วโมง
96 

ชั่วโมง
0 (0.85 NaCl) 10 0 0 0 0 0

50 10 0 0 0 0 0
100 10 0 0 0 0 0
150 10 10 10 10 10 10
200 10 70 70 70 70 70
250 10 80 80 80 80 80
300 10 80 100 100 100 100

ตารางผนวกที่ 2  การตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดสารละลายลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ในการ
       ทดลองขั้นละเอียด

เปอรเซ็นตการตายสะสม
(%)

ความเขมขน
ของสารละลายลิกนิน 

(มิลลิกรัมตอลิตร)

จํานวนกุง
ขาว (ตัว) 12

ชั่วโมง
24 

ชั่วโมง
48 

ชั่วโมง
72 

ชั่วโมง
96 

ชั่วโมง
0 (0.85 NaCl) 30 0 0 0 0 0

100 30 10 10 16.67 20 26.67
130 30 6.67 6.67 6.67 6.67 6.67
175 30 23.33 23.33 23.33 23.33 23.33
230 30 46.67 46.67 46.67 46.67 46.67
300 30 66.67 66.67 66.67 66.67 66.67
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ตารางผนวกที่ 3  การวิเคราะหคา LD50 ตามวิธีของ Reed and Muench (1938)

Concentration 
(mg/l)

Log dose n Number dead Number alive
Accumulate 

dead
Accumulate 

alive
Total Cumulative

100 2.00 30 8 22 8 99 107 7.477
130 2.12 30 2 28 10 77 87 11.494
175 2.24 30 7 23 17 49 66 25.758
230 2.36 30 14 16 31 26 57 54.386
300 2.47 30 20 10 51 10 61 83.607

                     LD50   =    log conc. Below 50% mortality +              50 - mor.below 50%               x   log conc. above50% - log conc. below 50%
                                                                                                mor.above50% - mor. below 50%                

                               = 2.24 +    (50.000 - 25.758)    x  [2.36 - 2.24]
                                                  (54.386 - 25.758) 

           = 2.3416
    = 220 mg/l
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ตารางผนวกที่ 4  ปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน
(Mean±S.D.)

ปริมาณเม็ดเลือดรวมทั้งหมด (x106 cells/ml)
ชุดการทดลอง

วันที่ 0 ของการทดลอง วันที่ 3 ของการทดลอง วันที่ 7 ของการทดลอง วันที่ 14 ของการทดลอง

ชุดควบคุม 4.01 + 1.56a 4.55 + 1.52a 5.18 + 1.25ab 4.85 + 3.00a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 1 g/kg 4.02 + 0.45a 3.55 + 0.79a 7.62 + 1.28a 5.42 + 2.47a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 3 g/kg 3.52 + 2.92a 4.02 + 1.60a 3.38 + 1.93b 5.13 + 0.70a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 5 g/kg 5.60 + 1.79a 6.27 + 3.24a 3.67 + 1.63b 4.37 + 2.42a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 10 g/kg 4.90 + 0.91a 4.55 + 1.97a 6.17 + 1.10ab 8.07 + 0.73a

หมายเหตุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยพยัญชนะภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน หมายความวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 
                 95 เปอรเซ็นต 111
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ตารางผนวกที่ 5  เปอรเซ็นต Phagocytosis ของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน 
(Mean±S.D.)

Phagocytosis (%)
ชุดทดลอง

วันที่ 0 ของการทดลอง วันที่ 3 ของการทดลอง วันที่ 7 ของการทดลอง วันที่ 14 ของการทดลอง

ชุดควบคุม 40.71 + 12.69 a 39.62 + 4.29a 44.05 + 11.60a 37.78 + 8.18a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 1 g/kg 33.33 + 6.51a 53.37 + 10.67ab 58.11 + 16.42a 62.74 + 7.50b

ผสมสารลิกนินในอาหาร 3 g/kg 35.28 + 7.47a 41.53 + 2.25a 51.81 + 3.32a 62.58 + 1.51b

ผสมสารลิกนินในอาหาร 5 g/kg 42.55 + 3.99a 44.37 + 4.62a 57.58 + 10.71a 57.13 + 4.49b

ผสมสารลิกนินในอาหาร 10 g/kg 49.93 + 13.79a 63.95 + 19.15b 72.50 + 9.19a 77.91 + 4.87c

หมายเหตุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยพยัญชนะภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน หมายความวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 
                  95 เปอรเซ็นต
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ตารางผนวกที่ 6  Phagocytic Index ของกุงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารผสมสารลิกนินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ที่ระยะเวลา 0, 3, 7 และ 14 วัน (Mean±S.D.)

Phagocytic Index
                            

ชุดทดลอง

วันที่ 0 ของการทดลอง วันที่ 3 ของการทดลอง วันที่ 7 ของการทดลอง วันที่ 14 ของการทดลอง

ชุดควบคุม 23.05 + 2.47a 24.80 + 1.55a 27.00 + 3.43a 19.06 + 6.59a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 1 g/kg 14.99 + 3.88a 36.35 + 18.58a 44.92 + 16.60a 49.15 + 1.33bc

ผสมสารลิกนินในอาหาร 3 g/kg 18.74 + 8.68a 21.44 + 3.68a 30.06 + 2.99a 44.81 + 3.87b  

ผสมสารลิกนินในอาหาร 5 g/kg 16.24 + 3.84a 23.49 + 0.47a 37.18 + 17.22a 43.92 + 9.33b

ผสมสารลิกนินในอาหาร 10 g/kg 22.89 + 15.85a 31.63 + 24.63a 39.40 + 12.42a 60.67 + 7.29c

หมายเหตุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยพยัญชนะภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน หมายความวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 
                  95 เปอรเซ็นต
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ตารางผนวกที่ 7  อัตราการตายสะสมของกุงขาวที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองหลังจากกินอาหารที่ผสมสารลิกนินในความเขมขนตางๆ ที่เวลา 0, 24, 48, 72,  
       96, 120 และ 148 ชั่วโมง ตามลําดับ (Mean±S.D.)

อัตราการตายสะสมของกุงขาว (ตัว)
                            

ชุดทดลอง

เริ่มตน
การทดลอง

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 120 ชั่วโมง 148 ชั่วโมง

ชุดควบคุม 0.00 + 0a 6.67 + 5.77a 6.67 + 5.77a 30.00 + 26.46a 83.33 + 5.77a 100.00 + 0a 100.00 + 0a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 1 g/kg 0.00 + 0a 0.00 + 0 a 0.00 + 0a 40.00 + 10.00a 60.00 + 17.32a 80.00 + 0ab 96.67+ 5.77a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 3 g/kg 0.00 + 0a 6.67 + 5.77a 10.00 + 0a 13.33 + 5.77a 53.33 + 20.82a 90.00 +10.00ab 93.33 + 5.77a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 5 g/kg 0.00 + 0a 0.00 + 0a 0.00 + 0a 23.33 + 15.28a 40.00 + 26.46a 73.33 + 15.28b 93.33 + 5.77a

ผสมสารลิกนินในอาหาร 10 g/kg 0.00 + 0a 3.33 + 5.77a 3.33 + 5.77a 10.00 + 10.00a 73.33 + 5.77a 93.33 + 5.77ab 93.33 + 5.77a

หมายเหตุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยพยัญชนะภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน หมายความวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 
    95 เปอรเซ็นต
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ตารางผนวกที่ 8  อัตราการตายสะสมของกุงขาวเมื่อไดรับเชื้อไวรัสหัวเหลืองที่ผสมกับสารลิกนินในหลอดทดลอง (in vitro) ที่ระดับความ 
       เขมขนตางๆ นาน 20 วัน

เปอรเซ็นตอัตราการตายสะสมของกุงขาว (%)
กลุมทดลอง

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7 วันที่ 8 วันที่ 9 วันที่ 10

C- 0.0 + 0a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 3.3 + 5.8a 3.3 + 5.8a 6.7 + 5.8a 6.7 + 5.8a 6.7 + 5.8a 6.7 + 5.8a 6.7 + 5.8a

C+ 0.0 + 0a 0.0 + 0a 3.3 + 5.8a 10.0 + 10a 43.3 + 5.8b 80.0 + 10b 93.3 + 5.8b 100 + 0b 100 + 0c 100 + 0c

T1 0.0 + 0 a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 13.3 + 15.3a 26.7 + 28.9a 26.7 + 28.9a 26.7 + 25.2a 36.7 + 25.2b 43.3 + 25.2b

T2 3.3 + 5.8a 10.0 + 10 a 13.3 +15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 16.7 + 15.3a 20.0 + 10ab 23.3 + 11.5ab

T3 0.0 + 0a 10.0 + 17.3a 10.0 + 17.3a 10 + 17.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3ab 13.3 + 15.3a

T4 0.0 + 0a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 0.0 + 0a 3.3 + 5.8a 13.3 + 11.5a 13.3 + 11.5a 13.3 + 11.5ab 16.7 + 15.3ab
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ตารางผนวกที่ 8  (ตอ)

เปอรเซ็นตอัตราการตายสะสมของกุงขาว (%)
กลุมทดลอง

วันที่ 11 วันที่ 12 วันที่ 13 วันที่ 14 วันที่ 15 วันที่ 16 วันที่ 17 วันที่ 18 วันที่ 19 วันที่ 20

C- 10.0 + 5.8a 13.3 + 5.8a 13.3 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a 16.7 + 5.8a

C+ 100 + 0c 100 + 0c 100 +0c 100 + 0c 100 + 0c 100 + 0c 100 + 0c 100 + 0c 100 + 0c 100 + 0b

T1 46.7 + 20.8b 46.7 + 20.8b 63.3 + 11.5b 70 + 17.3b 73.3+ 11.5b 73.3+ 11.5b 73.3+ 11.5b 73.3+ 11.5b 73.3+ 11.5b 80.0 + 20.0 b

T2 23.3 + 11.2ab 23.3 + 11.2ab 23.3 +11.2a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a 26.7 + 15.3a

T3 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a 13.3 + 15.3a

T4 20 + 17.3a 20 + 17.3a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a 23.3 + 11.5a

หมายเหตุ คาเฉลี่ยที่กํากับดวยพยัญชนะภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน หมายความวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 
    95 เปอรเซ็นต

 C-  คือ กลุมทดลองที่ฉีดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต (กลุมควบคุมผลลบ)
 C+ คือ กลุมทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองระดับความเขมขนที่ทําใหกุงขาวตาย 100 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 96 ชั่วโมง (กลุมควบคุมผลบวก)                      

    T1-T4  คือ กลุมทดลองที่ฉีดเชื้อไวรัสหัวเหลืองผสมกับสารละลายลิกนินความเขมขน 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน

ชื่อ –นามสกุล นายสุวินัย ปานขาว
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 30 พฤษภาคม 2524
สถานที่เกิด จ. ลพบุรี
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) ประมง 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน -
สถานที่ทํางานปจจุบัน -
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ -
ทุนการศึกษาที่ไดรับ -
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