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บทคัดย่อ 

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อประเมินความเป็นพิษของสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในปลานิลและ
การตรวจสอบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (ตวัชีว้ดัทางชีวภาพ) เพื่อบ่งชีก้ารรับสมัผสัในระดบัความเข้มข้นที่                  
ไม่ก่อให้เกิดการตายในระดบัห้องปฏิบตัิการเพื่อเป็นข้อมูลเบือ้งต้นส าหรับการตรวจสอบการปนเปื้อนของสารก าจัดวชัพืช            
2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในสิ่งแวดล้อมทางน า้ต่อไป ส าหรับความเป็นพิษของสารดงักลา่วที่เกิดขึน้ในปลานิลจะประเมิน
จากค่าอตัราการตายสะสมของปลานิล ซึ่งพบว่าจะเพิ่มมากขึน้ตามระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั หลงัจากที่
วิเคราะห์ค่าความเป็นพิษที่ก่อให้เกิดการตายแล้ว ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้ศกึษาความเป็นพิษของสารในระดบัที่ไมก่่อให้เกิดการ
ตายในปลานิลด้วยคือระดบัความเข้มข้น 5 µl/L ปลานิลที่ได้รับสมัผสัสารในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตายมีการเปลีย่นแปลงทัง้
พฤติกรรมและสณัฐานวิทยาตา่งจากกลุม่ควบคมุโดยขึน้อยูก่บัระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสที่ตรวจสอบได้
จากเนือ้เยื่อสมอง เหงือกและกล้ามเนือ้มีน า้หนกัโมเลกุลขนาด 71 กิโลดัลตัน (kDa) โดยการแสดงออกของอะซิทิลโคลีน              
เอสเทอเรสในเนือ้เยื่อทกุชนิดจะลดลงเมื่อได้รับสมัผสัสารเป็นเวลานานขึน้ เมื่อศกึษาการเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อเหงือกพบวา่ 
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เกิดการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (hyperplasia), การยกตวัชองเยื่อบุผิว (epithelial lifting), การรวมตวักันบางส่วนของเนือ้เยื่อ
เหงือก (partial fusion of lamellae), การบวมและการเรียงตัวกันแบบผิดปกติของเนือ้เยื่อเหงือก (edema and lamellae 
disorganization) และ การคัง่ของเลอืด (blood congestion) ในเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้พบวา่จะเกิดอาการ การขยายตวัของเส้นใย
กล้ามเนื อ้  (dilation of muscle fiber) , การแยกตัวของกล้ามเนื อ้  (spiting of muscle)  และ การคั่งของเลือด (blood 
congestion) โดยการเปลี่ยนแปลงจะเพิ่มมากขึน้เมื่อปลานิลได้รับสมัผัสสารเป็นระยะเวลานาน จากข้อมูลทัง้หมดนีจ้ึงมี
แนวโน้มที่จะประยุกต์ใช้ปลานิลตัวชีว้ัด (bioindicator) การปนเปื้อนของสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่
ปนเปือ้นในแหลง่น า้ได้ และยิ่งไปกวา่นัน้อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสสามารถใช้เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพในการรับสมัผสัของสารได้ 
 

ค าส าคัญ  :  สารก าจดัวชัพืช ; 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม ;  ตวัชีว้ดัทางชีวภาพ ; อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส  
 

Abstract 
The objectives of this study were to assess toxicity of the herbicide 2, 4-D dimethyl ammonium in Nile 

tilapia and to examine acetylcholinesterase expression ( bio- indicators)  for indicating exposure in sub- lethal 
concentrations in laboratory condition.  The results can be applied as fundamental knowledge for determining 
herbicide 2, 4-D dimethyl ammonium in the aquatic environment.  The toxicity of this compound in Nile tilapia was 
estimated from the cumulative mortality which was found to increase with time and concentration of exposure. After 
studying the lethal toxicity, the toxicity in sub-lethal level was also evaluated which was at a concentration of 5 µl/L. 
Nile tilapia which exposed to herbicide in sub-lethal concentration had both behavioral and morphological changes 
differed from the control group depending on exposure time. Acetylcholinesterase found in tissues of brain, gill and 
muscle have a molecular weight of 71 kDa.  The expression of acetylcholinesterase in all tissues was reduced with 
prolonged exposure.  In changed gill tissues, we found hyperplasia, epithelial lifting, partial fusion of lamellae, 
edema and lamellae disorganization and blood congestion.  In muscle tissue, it was found dilation of muscle fiber, 
spiting of muscle, and blood congestion.  These tissue alterations increased with an increasing in exposure time. 
Based on all information we found, tilapia can be used as bio- indicator for herbicide 2, 4-D dimethyl ammonium 
contamination in water resources.  Moreover, acetylcholinesterase expression can also be used as a biomarker of 
exposure. 
   

Keywords :  herbicide ; 2, 4-D dimethylammonium ; biomarker ; acetylcholinesterase 
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บทน า   
ในปัจจุบันมีการน าสารเคมีก าจัดศัตรูพืชจ านวนมากเข้ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะปลูกเพื่อเพิ่มผลผลิตทาง

การเกษตร รวมทัง้การปรับปรุงพนัธุ์พืช ซึ่งการใช้สารเคมีทางการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่ง สารก าจดัวชัพืช เช่น ไกลโฟเสท 
และราวอพัจดัวา่เป็นสาเหตใุหญ่ที่ท าให้เกิดปัญหาทางด้านสิง่แวดล้อมตามมามากมาย เช่น ท าให้เกิดการตกค้างของสารเคมี
ในดิน อากาศ และแหลง่น า้ (Thanomsit et al., 2020a) ซึง่สาเหตกุารปนเปือ้นของสารดงักลา่วจะสง่ผลโดยตรงตอ่สตัว์น า้และ
เกิดการสะสมในสตัว์น า้ โดยอาจจะสง่ผลทัง้การเปลี่ยนแปลงทางพฤติกรรม สณัฐานวิทยา การเปลี่ยนแปลงในระดบัชีวเคมี 
การเปลีย่นแปลงเนือ้เยื่อ และอาจจะก่อให้เกิดการตายได้ในท่ีสดุ (Thanomsit et al., 2016; Thanomsit et al., 2020a) 

สาร 2, 4-D เป็นสารก าจัดวัชพืชในกลุ่ม chlorophenoxyacetic acid ใช้ส าหรับก าจัดวัชพืชใบกว้าง (broad-leaf 
weed) ส าหรับธัญพืช สนามหญ้า สวนสาธารณะ และสนามกอล์ฟ นอกจากนี ้ยงัใช้เป็นสารควบคมุการเจริญเติบโต (growth 
regulator) ในพืชใบเลีย้งคู่เพื่อให้ได้ผลผลิตเพิ่มขึน้ ในทางการค้านอกจาก 2, 4-D ในรูปของกรด (acid) ท่ีใช้เป็นสารออกฤทธ์ิ
แล้วยงัมีอนพุนัธ์ที่เป็นเกลือ (salt) และเอสเตอร์ (ester) จ านวนมาก เช่น  2, 4-D diethylamine salt; 2, 4-D dimethlamine 
salt; 2, 4-D isopropylamine salt:  2, 4-D triisopropylamine salt; 2, 4-D sodium salt; 2, 4-D butyl ester; 2, 4-D 
butoxyethyl ester; 2, 4-D 2-ethylhexyl ester; 2, 4-D isopropyl ester และ 2, 4-D isobutyl ester ผลิตภัณฑ์ของ 2, 4-D 
และอนุพนัธ์ นอกจากใช้เป็นสารออกฤทธ์ิเพียงสารเดียวแล้วยงัรวมกับสารก าจัดวชัพืชอ่ืนอีกหลายสาร U.S. EPA (2005) 
รายงานจ านวนผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วย 2, 4-D หรืออนุพันธ์ที่ใช้ในทางการเกษตรและที่ใช้ในบ้านเรือนในประเทศ
สหรัฐอเมริกามีประมาณ 660 ผลิตภัณฑ์ และระหว่างปี พ.ศ. 2535 – 2543 มีปริมาณการใช้ประมาณ 46 ล้านปอนด์                      
โดยร้อยละ 66 หรือประมาณ 30 ล้านปอนด์ใช้ในทางการเกษตรกรรม และร้อยละ 34 ประมาณ 16 ล้านปอนด์ ใช้ในด้านอื่น ๆ 
สารก าจัดวชัพืช 2, 4-D และอนุพนัธ์ ไม่มีการผลิตในประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2548 – 2552 มีการน าเข้า 2, 4-D และอนพุนัธ์               
4 ชนิด คือ 2, 4-D dimethylamine salt; 2, 4-D sodium salt; 2, 4-D butyl ester และ 2, 4-D isobutyl ester จาก 12 ประเทศ 
คือ จีน โปแลนด์ อินเดีย มาเลเซีย สิงคโปร์ อินโดนีเซีย เยอรมณี โคลมัเบีย นิวซีแลนด์ ออสเตรเลีย ออสเตรีย และอิสราเอล          
โดยปริมาณน าเข้าได้เพิ่มสงูขึน้จาก 4,623 ตนั ในปี พ.ศ. 2548 เป็น 7,202 ตนั ในปี พ.ศ. 2551 และลดลงเหลือ 6,158 ตนั              
ในปี พ.ศ. 2552 (Pollution Control Department, 2010) 

สารก าจดัวชัพืช 2, 4-D เป็นสารก าจดัวชัพืชที่มีการใช้อยา่งแพร่หลาย สามารถตรวจพบได้ในสิ่งแวดล้อมทัง้อากาศ 
น า้ ดิน ผกัและผลไม้ Cessna et al. (2006) รายงานการตรวจวดัคณุภาพอากาศของจงัหวดั Saskatchewan ประเทศแคนาดา 
โดยเก็บตวัอยา่งระหวา่งเดือนพฤษภาคม-เดือนสงิหาคม พ.ศ. 2532 พบ 2, 4-D ความเข้มข้นระหวา่ง < 0.04 - 3.4 นาโนกรัม/
ลกูบาศก์เมตร ส าหรับประเทศไทยนัน้พบวา่การศกึษายงัมีอยูน้่อยมาก ซึ่งต้องมีการศกึษาเพิ่มเติมตอ่ไป ยิ่งไปกวา่นัน้ Castro 
Marcato et al. (2006) รายงานว่าสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D สามารถสะสมในห่วงโซ่อาหารและสามารถสะสมในสิ่งมีชีวิต               
ในแหลง่น า้ได้ และที่ส าคญัก่อให้เกิดการตายในสตัว์น า้ 2, 4-D มีพิษเฉียบพลนัท่ีระดบัตา่ง ๆ ในสิง่มีชีวิตในน า้ทัง้ในกุ้ง หอย ป ู
ปลา แต่ระดบัความเป็นพิษขึน้อยูก่บัชนิด ขนาด อาย ุและระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั สว่นใหญ่มีพิษเฉียบพลนัน้อย (LC50 ที่ 96 
ชัว่โมง มีค่า 10 – 100 มิลลิกรัม/ลิตร) LC50 ที่ 96 ชัว่โมง ในปลา banded killifish ปลา white perch ปลา striped bass ปลา 
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guppy ปลา pumpkinseed sunfish และปลา carp มีค่าเท่ากับ 26.7, 40, 70.1, 70.7, 94.6 และ 96.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
ตามล าดบั และไม่มีพิษเฉียบพลนั (LC50 ที่ 96 ชัว่โมง มีค่ามากกวา่ 100 มิลลิกรัม/ลิตร) ในหอย bay mussel ปลา American 
eel และปลา rainbow trout มีค่า  LC50 เท่ากับ  259, 300.6 และ  494 มิลลิก รัม /ลิตร  ตามล าดับ  (Pollution Control 
Department, 2010) 

การเลีย้งปลานิลในปัจจบุนัมกัพบปัญหาเก่ียวกบัการเกิดโรคและปัญหาการปนเปือ้นของสารพิษต่าง ๆ ยกตวัอยา่ง 
เช่น สารก าจดัศตัรูพืชชนิดต่าง ๆ ทัง้สารก าจดัแมลงและสารก าจดัวชัพืช ส าหรับในประเทศไทยสารก าจดัศตัรูพืชถกูน ามาใช้
เกือบทกุพืน้ท่ีที่มีการเพาะปลกูดงันัน้จึงมีความเป็นไปได้ที่จะเกิดการสะสมของสารในกลุม่ดงักลา่ว ไปยงัสตัว์น า้ชนิดตา่ง ๆ ทัง้
กุ้ ง  ปู หอยและปลา  (  Thanomsit et al. , 2016a,  Thanomsit et al. , 2016b; Thanomsit et al. , 2018; Thanomsit et al. , 
2020b) และยิ่งไปกว่านัน้สารก าจดัศตัรูพืชยงัก่อให้เกิดการสะสมและเพิ่มจ านวนมากขึน้เร่ือย ๆ ไปตามห่วงโซ่อาหาร มนษุย์
ซึ่งเป็นผู้บริโภคในล าดบัขัน้สงูที่สดุก็อาจจะได้รับผลกระทบเชิงลบตอ่สขุภาพได้ (Thanomsit et al., 2020) ดงันัน้ในการศกึษา
ครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์คือการศกึษาผลของสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในปลานิลที่ระดบัความเข้มข้นระยะเวลา
ต่าง ๆ กนัโดยเบือ้งต้นจะท าการศึกษาถึงอตัราการตายสะสม ความเป็นพิษของ  2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม ศึกษาลกัษณะ
สณัฐานวิทยาและพฤติกรรมของปลานิล การศกึษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยื่อและตรวจสอบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอส
เทอเรสซึง่เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของการได้รับสมัผสัของสารดงักลา่ว 

 
วิธีด าเนินการวิจัย  
สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจยั 
 สารเคมีที่ใช้ทดสอบคือ สารก าจัดวัชพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม (รูปแบบเชิงการค้า) สารเคมีทั่วไปที่ใช้ใน
การศึกษาเป็นชนิดเกรดวิเคราะห์ และสารเคมีที่ใช้ในการศึกษารูปแบบโปรตีน และการศึกษาอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเป็น
ผลติภณัฑ์ของบริษัท Bio-Rad  
สตัว์ทดลอง 
 ในการศึกษาครัง้นีน้ าปลานิล ขนาดตัวโตเต็มวัย มาปรับสภาพในบ่อคอนกรีตขนาด 100 ลิตร เป็นเวลา 7 วัน 
หลงัจากนัน้แบ่งตวัอยา่งปลานิลออกเป็น 6 บ่อ ใสป่ลานิลบ่อละ 15 ตวัเติมสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมลงไป
ในบ่อ 5 ระดบัความเข้มข้นเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ เก็บตวัอย่างปลาเพื่อศึกษาระดบัความเป็นพิษที่เวลา  0, 24, 48, 72 
และ 96 ชัว่โมงตามล าดบั 
การศึกษาอตัราการตายสะสม (%) และ lethal concentration (LC)     
 ในการศึกษาครัง้นีจ้ะใช้การวิเคราะห์โพรบิทมาประเมินถึง lethal concentration โดยใช้ minitab software เบือ้งต้น
ก่อนการค านวณจะท าการศึกษาการตายสะสมของปลานิลที่ได้รับสมัผัสกับสารก าจัดวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม                
โดยจะใช้ความเข้มข้นของสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D  ไดเมทิลแอมโมเนียมทัง้หมด 6 ความเข้มข้น เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ             
ที่ไม่ได้รับสมัผสัและท าการประเมินเปอร์เซ็นต์การตายสะสมที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชม. หลงัจากนัน้ศึกษาถึงระดบัความ
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เข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิดการตายเพื่อน าไปศกึษาถึงการศกึษาการเปลีย่นแปลงพฤติกรรม การเปลีย่นแปลงสรีรวิทยาของปลานิลที่
ได้รับสมัผัสสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม และการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสต่อไป ส าหรับ
การศกึษาอตัราการตายสะสมและหาคา่ lethal concentration โดยใช้ Minitab® 17 software (entitlement i.d.: 2ec6-9637-
1508-0264-2c55-c33) และใช้ข้อมลูอ้างอิงจาก OECD Fish Toxicity Testing Framework (2019)  
การศึกษาการเปลีย่นแปลงพฤติกรรมของปลานิลทีไ่ดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 

ท าการประเมินการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมเมื่อปลานิลได้รับสมัผัสสารก าจัดวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 
เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ โดยศกึษาที่เวลา 0, 1, 3, 6, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั 
การศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาภายนอกของปลานิลไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 

ท าการประเมินการเปลี่ยนแปลงลกัษณะสณัฐานวิทยาภายนอกเมื่อปลานิลได้รับสมัผัสสารก าจัดวชัพืช 2, 4-D               
ไดเมทิลแอมโมเนียม เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ โดยศกึษาที่เวลา 0, 1, 3, 6, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั 
การสกดัโปรตีนจากปลานิลเพือ่ศึกษารูปแบบของโปรตีนและการวดัปริมาณโปรตีน 

การสกดัโปรตีน 
การสกัดโปรตีนจะดัดแปลงจาก Nuankaew et al. (2020c) น าปลานิลมาเลีย้งในน า้ที่มีสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D                  

ไดเมทิลแอมโมเนียมความเข้มข้น 5 µl/L เป็นเวลา 24 – 96 ชัว่โมงเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุที่ไม่ได้รับสาร ท าการสลบปลา
โดยใช้น า้แข็ง หลงัจากนัน้ท าการผ่าตดัเอาสมอง  เหงือกและกล้ามเนือ้ของปลานิลที่เก็บมาได้ใส่ในบฟัเฟอร์ที่รักษาสภาพ 
(phosphate buffer (pH 7.2) ที่มี PMSF 0.1 M โดยอัตราส่วนของเนือ้เยื่อที่ใช้ในการสกัดคือ เนือ้เยื่อ 1 กรัมต่อบัฟเฟอร์                
2.0 ml หลงัจากนัน้ท าการสกดัเนือ้เยื่อโดยใช้ Homogenizer แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm เป็นเวลา 60 นาที 
เก็บสว่นใสเพื่อใช้ในการตรวจวดัปริมาณอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส โดยใช้หลอดที่มีการเคลอืบด้วย 10% PMSF 

การวดัปริมาณโปรตีน  
น าโปรตีนมาตรฐาน BSA มาเจือจางให้มีปริมาณโปรตีน 0.03125, 0.0625, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ปริมาณ 0.5 ml 

หลงัจากนัน้น าตวัอย่างโปรตีนที่สกดัได้จากสมอง กล้ามเนือ้ เหงือกและเลือดที่ต้องการวดัปริมาณโปรตีนมาเจือจางตวัอยา่ง
ด้วยน า้กลัน่ 1:10 เท่า น าสารละลาย BSA  และตวัอย่างโปรตีนที่สกัดได้จาก สมอง เหงือก กล้ามเนือ้และเลือดของปลานิล 
ตวัอยา่งละ 10 ไมโครลติร 2 ซ า้ เติมสารละลาย Dye reagent เจือจาง ที่ ปริมาตร 200 ไมโครลติร ทกุหลมุ ผสมให้เข้ากนั ตัง้ไว้
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปวดัค่าดารดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร บนัทึกค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย BSA ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ น ามาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณ BSA กบัค่าการดดูกลืนแสง และน าค่าการ
ดดูกลืนแสงของตวัอย่างมาเปรียบเทียบกบัโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ส าหรับการวิเคราะห์สถิติในการศึกษาปริมาณโปรตีน
รวมในสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้จะถกูน ามาวิเคราะห์สถิติแบบ t-test  ใช้โปรแกรม SAS University edition (Order number 
1095069) ในการวิเคราะห์โดยคา่ที่ใช้คือคา่เฉลีย่ของชดุข้อมลูที่ระดบัเช่ือมัน่ 95% 
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การศึกษารูปแบบของโปรตีนทีพ่บในปลานิลโดยใช้เทคนิค SDS-PAGE และการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีน 
เอสเทอเรสโดยใช้เทคนิค Western blot 
 การศึกษารูปแบบของโปรตีนจากปลานิล ดดัแปลงจากการศึกษาของ Thanomsit  et al. (2020c) โดยจะใช้เคร่ือง 
miniPROTEIN® Tetra Cell ในการศึกษา ใช้ Separating gel 10 % และ Stacking gel 4% ปรับกระแสไฟฟ้าที่ต้องการแยก
เป็น 110 โวลต์ หลงัจากนัน้น าแผ่นเจลออกจากชุดกระจก น าแผ่นเจลส่วนไปย้อมสี 0.1% Coomassie blue เป็นเวลา 1  
ชัว่โมง แล้วล้างสสีว่นท่ีไมต้่องการออกด้วยน า้ยาล้างสย้ีอมโปรตีน 1 จนกระทัง่เห็นแถบสนี า้เงินของโปรตีนที่อยูบ่นแผ่นเจลชดั
ขึน้ และล้างด้วยน า้ยาล้างสีย้อมโปรตีน 2 เพื่อให้เห็นแถบสีน า้เงินของโปรตีนชดัเจนและแผ่นเจลใส หลงัจากนัน้ล้างแผ่นเจล
ด้วยน า้กลัน่ เพื่อดูแถบโปรตีนและบนัทึกผลแถบโปรตีนที่พบเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบขนาดโมเลกุล (Pre-
Stained protein ladder, Cleaver Sciencetific, Thailand) ส าหรับการศกึษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจะใช้
เทคนิค Western blot โดยท าการแยกอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสใน 10 % SDS-PAGE จากนัน้น าเจลที่แยกโปรตีนแล้วถ่าย
โปรตีนจากแผน่เจลลงสูก่ระดาษไนโตรเซลลโูลส น าไปแช่ในนมพร่องมนัเนย 5% ใน PBS น าไปบม่ในโพลโีคลนอลแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่ออะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (PAb-AChE: 1:200) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ล้างด้วย 0.5% blotto บ่มใน GAR-HRP              
3 ชัว่โมง ล้างด้วย 0.5% นมพร่องมนัเนยใน PBS และบ่มในสารละลาย 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 3 นาที  
ล้างด้วยน า้หลาย ๆ ครัง้  ตรวจดูแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกกับแอนติบอดี ค านวณหาน า้หนักโมเลกุลโดยเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน(Pre-Stained protein ladder, Cleaver Sciencetific, Thailand)  ส าหรับอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีน า้หนกัโมเลกลุ 
71 kDa 
การศึกษาแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใช้เทคนิคดอทบลอท (dot blot) 
 การศึกษาแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใช้เทคนิคดอทบลอท ดดัแปลงจากการศึกษาของ  Nuankaew 
et al. (2020) โดยเตรียมตวัอย่างให้มีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากบั  40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 และ 
0.078 µg/µl หยดตวัอยา่ง 1 µl ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส ทิง้ไว้ให้แห้งที่อณุหภมูิห้อง จากนัน้น ามาแช่ใน 5% นมพร่องมนั
เนยใน PBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างออกด้วย PBS/0.5%Tween 20 ครัง้ละ 5 นาที 3 ครัง้ จากนัน้บ่มในแอนติบอดีที่
จ าเพาะตอ่อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส (PAb-AChE ระดบัการเจือจาง 1:200) เป็นเวลา 12 ชัว่โมงล้างออกด้วย PBS/0.5%Tween 
20 ครัง้ละ 5 นาที 3 ครัง้ น ากระดาษไนโตรเซลลโูลสไปแช่ใน secondary antibody (GAR-HRP) ที่ระดบัความเจือจาง 1:1,000 
ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 oC แล้วน าไปล้างโปรตีนส่วนเกินออกด้วยสารละลาย PBS/0.5%Tween 20 ครัง้ละ 5 นาที 3 ครัง้ เป็น
เวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ และน ากระดาษไนโตรเซลลูโลสมาท าให้เกิดสีปฏิกิริยาในสารละลายสับสเตรท  ( 0.03%                   
3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), 0.06% H2O2 และ 0.05% CoCl2 ใน 0.15 M PBS, pH = 7.4) และ
บนัทกึผลบวกของจดุโปรตีนสนี า้ตาลเทาที่เกิดขึน้บนกระดาษไนโตรเซลลโูลส 

การศึกษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยือ่ปลานิล 
สุ่มเก็บตวัอย่างปลานิลจากกลุ่มควบคมุและกลุ่มทดลองที่ได้รับสมัผสัสารในระดบัที่ไม่ก่อให้เกิดการตายหลงัจาก

ได้รับสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมตามระยะช่วงเวลาที่ก าหนดที่ 24, 48, 72, และ96 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่ง
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กลุม่ละ่ 3 ตวั จากนัน้สลบปลาด้วยน า้แข็ง แล้วผ่าเก็บตวัอย่างเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้ปลานิลบนถาดน า้แข็ง (on ice) ตลอดเวลา 
จากนัน้แบง่เนือ้เยื่อเหงือก และกล้ามเนือ้ปลานิลไปชัง่น า้หนกัวดัความยาวทัง้หมดแล้วน าเนือ้เยื่อเหงือกและเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้
ไปรักษาสภาพด้วย 10 % phosphate buffer formalin เก็บรักษาตวัอยา่ง 4 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ตดัแตง่ตวัอยา่ง (trim) 
ให้มีขนาดเหมาะสม หลงัจากนัน้น าตวัอยา่งไปผ่านขัน้ตอนการดงึน า้ออกจากตวัอย่างแล้วน าไปฝังด้วยพาราพลาสต์ จากนัน้
น าบล็อค (block) ไปแช่ตู้ เย็น ท าการตดัแต่งบล็อคตวัอย่างให้มีขนาดพอดีกับขนาดสไลด์ และแผ่นปิดสไลด์ จากนัน้น าไป              
ตดัด้วยเคร่ืองไมโครโตม ให้มีความหนา 5 ไมครอน น าไปลอยในน า้อุ่นที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ใช้แผ่นสไลด์ช้อน
ตัวอย่าง แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพื่อให้ตัวอย่างยึดติดแผ่นสไลด์ได้ดีหลังจากนัน้น าสไลด์ไปล้าง                   
พาราพลาสต์ออก แล้วย้อมด้วยสฮีีมาทอกซิลนิและอีโอซิน 
 
ผลการวิจัย   
ผลการศึกษาอตัราการตายสะสมและการศึกษาความเป็นพิษของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 
 เมื่อปลานิลได้รับสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ กนั คือ 0, 30, 35, 
40, 45 และ 50 µl/L เป็นเวลา 0-96 ชัว่โมงพบว่าอตัราการตายสะสมจะเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาและระดบัความเข้มข้นที่ได้รับ
สมัผสั อตัราการตายเกิดขึน้ครัง้แรกเมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ระดบัความเข้มข้น 30 
µl/L โดยมีอตัราการตายสะสมที่ 13.33 ± 5.77% ส่วนอตัราการตายสงูสดุจะเกิดขึน้เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 
2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ระดบัความเข้มข้น 50 µl/L เป็นเวลา 96 ชัว่โมง อตัราการตายสะสมสงูสดุที่ตรวจสอบได้คิดเป็น 
76.67 ± 5.77% (ภาพท่ี 1) 

 
ภาพที่ 1  อตัราการตายสะสมเมือ่ปลานิลได้รับสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 0, 30, 35, 40, 45 และ 50 µl/L  

 เป็นเวลา 0-96 ชัว่โมง 
 
หลงัจากท าการศกึษาและค านวณอตัราการตายสะสมของปลานิลที่ได้รับสมัผสัสาร 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมแล้ว 

อัตราการตายสะสมจะถูกแปลงเป็นค่าโพรบิท และน าไปค านวณหาค่า LC10 , LC50, และ LC90 ซึ่งจากการศึกษาพบว่า                 
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คา่ LC10 ในปลานิลที่ได้รับสมัผสักบั 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง มีคา่เทา่กบั 28.32 (26.91-
29.54), 22.61 (21.02-24.00), 18.69 (17.01-20.16) และ 15.66 (13.95-17.17) µl/L ค่า LC50 ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 
ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 51.25 (50.19-52.49), 45.23 (44.51-46.02), 41.08 (4o.45-41.72) และ 37.42 (36.81-38.03) ul/L และ 
ค่า LC90 ที่เวลา 24,48,72 และ 96 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 74.19 (71.40-77.50), 67.86 (66.78-70.07), 63.47 (62.76-66.50) 
และ 59.19 (57.81-60.73) µl/L ตามล าดบั (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1  คา่ LC10, LC50 และ LC90 ของปลานิลที่ได้รับสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทลิแอมโมเนียมทีเ่วลา 24, 48, 
                   72 และ 96 ชัว่โมง 
 

 Time 
(hours) 

LC10 (95% confidence) 
(µl/l) 

LC50 (95% confidence) 
(µl/l) 

LC90 (95% confidence) 
(µl/l) 

24  28.32 (26.91-29.54) 51.25 (50.19-52.49) 74.19 (71.40-77.50) 

48  22.61 (21.02-24.00) 45.23 (44.51-46.02) 67.86 (65.78-70.07) 

72  18.69 (17.01-20.16) 41.08 (40.45-41.72) 63.47 (62.76-66.50) 

96  15.66 (13.95-17.17) 37.42 (36.81-38.03) 59.19 (57.81-60.73) 

 
ในการศกึษาครัง้นีท้ าการศกึษาถึงความเป็นพิษที่ก่อให้เกิดการตายแล้วจ านวน 5 ระดบัความเข้มข้น คือ 30, 35, 40, 

45 และ 50 µl/L เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแล้ว การศึกษาครัง้นีย้งัศึกษาถึงความเป็นพิษที่ไม่ก่อให้เกิดการตายด้วย โดย
ท าการศกึษาความเป็นพิษของสาร 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในปลานิลในระดบัความเข้มข้น 5 µl/L  
ผลการศึกษาการเปลีย่นแปลงพฤติกรรมของปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 

พฤติกรรมของปลานิลที่มีการเปลี่ยนแปลงหลังจากสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D ในระดับความเข้มข้น                      
ที่ไม่ก่อให้เกิดการตาย โดยในชั่วโมงที่ 1 ทุกระดบัความเข้มข้นที่ท าการศึกษามีพฤติกรรมปกติ การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม
เกิดขึน้ครัง้แรกในชั่วโมงที่ 3 โดยปลานิลจะลอยตัวบนผิวน า้และฮุบอากาศบ่อยครัง้การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมจะเพิ่ม                   
มากขึน้เมื่อปลานิลได้รับสารเป็นเวลานานและที่ระดบัความเข้มข้นสูงขึน้เร่ือยๆ โดยเมื่อเวลาผ่านไป 96 ชั่วโมง พฤติกรรม                 
ของปลานิลที่ตรวจสอบได้คือ รวมตวักันอยู่ด้านล่างฮุบอากาศบ่อยครัง้ ขับถ่ายปริมาณมาก แผ่นปิดเหงือกจะเปิดและปิด                   
เร็วมากกวา่ปลาปกติ  
ผลการศึกษาการเปลีย่นแปลงสณัฐานวิทยาของปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 

หลงัจากที่ท าการศกึษาถึงพฤติกรรมที่เปลีย่นแปลงของปลานิลที่ได้รับสมัผสัสาร 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม แล้วใน
การศกึษาครัง้นีก็้ได้ท าการตรวจสอบถึงสณัฐานวทิยาที่เปลีย่นแปลงไปด้วย โดยตรวจสอบในปลานิล 2 กลุม่ คือ กลุม่ปลานิลที่
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ได้รับสัมผัสกับสาร 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม แล้วไม่ท าให้ก่อให้เกิดการตาย (sub-lethal concentration) คือ 5 µl/L 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งพบว่าปลานิลที่ได้รับสมัผัสกับสาร 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม ลกัษณะสณัฐานวิทยาจะ
เปลีย่นแปลงไปเมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลกัษณะสณัฐานวิทยาที่เปลีย่นแปลงไป คือ มีแผลและจ า้เลอืด 
บริเวณแผ่นปิดเหงือก การเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยาจะเพิ่มมากขึน้ตามระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั โดย
เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารนานที่สดุ คือเป็นเวลา 96 ชัว่โมง การเปลีย่นแปลงทางสณัฐานวิทยาที่ตรวจสอบได้ คือ มีแผลและ
จ า้เลอืดบริเวณแผน่ปิดเหงือกและครีบอก (ภาพท่ี 2) 

 
ภาพที่ 2  การเปลีย่นแปลงสณัฐานวิทยาของปลานิลเมื่อได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพชื 2, 4-D ไดเมทลิแอมโมเนียมความเข้มข้น  

 5 µl/L เปรียบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ (Control) 
 
การศึกษาปริมาณโปรตีนรวมทีพ่บในเนือ้เยือ่ของปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทธิลแอมโมเนียม 
 เมื่อท าการศึกษาปริมาณโปรตีนรวมในเนือ้เยื่อสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ของปลานิลได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช   
2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมพบว่า แนวโน้มของปริมาณโปรตีนจะลดลงเมื่อปลานิลได้รับสารนานขึน้ โดยในทุกเนือ้เยื่อที่
ท าการศึกษาพบวา่ เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 96 ชัว่โมงปริมาณโปรตีนที่ตรวจสอบได้จะแตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ
และกลุม่ที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมนั 95%  

ในเนือ้เยื่อสมองปริมาณโปรตีนรวมที่ตรวจสอบได้ในกลุม่ควบคมุและกลุม่ที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 
96 ชัว่โมง มีคา่เทา่กบั 23.14±1.38, 22.62±0.7, 21.61±0.7, 20.66±0.67 และ 17.07±0.68 mg/ml 
 ปริมาณโปรตีนรวมในเนือ้เยื่อเหงือกที่ตรวจสอบได้ในกลุ่มควบคมุและกลุ่มที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 
และ 96 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 28.65±0.65, 28.12±0.15, 27.15±0.09, 26.93±0.08 และ 23.63±0.53 mg/ml และในเนือ้เยื่อ
กล้ามเนือ้ปริมาณโปรตีนรวมในเนือ้เยื่อเหงือกที่ตรวจสอบได้ในกลุ่มควบคมุและกลุ่มที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 
และ 96 ชัว่โมง มีคา่เทา่กบั 24.16±0.09, 24.00±0.00, 23.89±0.12, 22.86±0.17 และ 19.34±0.61 mg/ml 
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ภาพที่ 3  ปริมาณโปรตีนรวมในเนือ้เยื่อสมอง เหงือก และกล้าเนือ้ของปลานิลเมื่อได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิล 

 แอมโมเนียมในระดบัความเข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิดการตาย (5 µl/L) เป็นเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 
หมายเหตุ : อกัษรภาษาองักฤษทีต่า่งกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรียบเทยีบกบักลุม่ 

     ควบคมุ (p<0.05)  
 

ผลการศึกษารูปแบบของโปรตีนในปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมและการศึกษา 
การแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใช้เทคนิค Western blot 
        หลงัจากที่ท าการสกดัโปรตีนและวดัปริมาณโปรตีนในเนือ้เยื่อต่าง ๆ คือ สมอง เหงือก และกล้ามเนือ้แล้ว ตวัอย่างจาก
การสกัดจะถูกน ามาศึกษารูปแบบโปรตีนที่แยกได้และศึกษาถึงการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยทดสอบ                 
ด้วยเทคนิค Western blot   ซึง่จากการศกึษาพบอะซทิิลโคลนีเอสเทอเรสมีขนาด 71 kDa  ในเนือ้เยื่อทัง้สามอวยัวะ  (ภาพท่ี 4) 
เทคนิคโซเดียมโดดีคริลซลัเฟต เจล อิเลคโตรโฟรีซีส Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) ถกูน ามาใช้ในการศกึษารูปแบบของโปรตีนในเนือ้เยื่อสมอง  เนือ้เยื่อเหงือก  และเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้ (ภาพท่ี 5) ของปลา
นิลเมื่อได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในระดบัความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดการตาย (5 µl/L) ซึ่งจาก
การศกึษาพบวา่แนวโน้มของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจะลดลงในทกุเนือ้เยื่อที่ท าการศกึษาเมื่อได้รับสมัผสัสารเป็นเวลานานขึน้ 
โดยอะซิทิลโคลนีโคลนีเอสเทอเรสมีน า้หนกัโมเลกลุ 71 kDa  ภาพท่ี 5 แสดงให้เห็นรูปแบบโปรตีนที่พบในเนือ้เยื่อชนิดตา่ง ๆ 
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ภาพที่ 4  การศกึษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสทีแ่ยกได้จากสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ของปลานิลโดยใช้ 

 เทคนิค Western blot (PAb-AChE 1:200) ปริมาณโปรตีน 8 µg/µl 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5   ผลการศกึษารูปแบบของโปรตีนโดยใช้เทคนคิ 10% SDS-PAGE ในสมอง เหงือกและกล้ามเนือ้ของปลานิลที่ได้รับ

สมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนยีมในระดบัความเข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิดการตาย (5 µl/L) เป็น
เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง ปริมาณโปรตีน 8 µg/µl 
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ผลการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโม
เนียม โดยใช้เทคนิค dot blot 
 ในสมองของปลานิลเมื่อได้รับสมัผัสกับสารก าจัดวัชพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในระดับความเข้มข้นที่ไม่
ก่อให้เกิดการตายคือ 5 ul/L พบวา่ ในปลานิลกลุม่ควบคมุและกลุม่ที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมงพบวา่ 
การแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเมื่อศึกษาด้วยเทคนิค dot blot มีแนวโน้มจะลดลงเมื่อสมัผัสกับสารเป็นระยะ
เวลานานโดยขีดจ ากดัการตรวจสอบคือ 0.078, 0.078, 0.156, 0.156 และ 0.312 µg/µl (ภาพท่ี 6) 

 
 

ภาพที่ 6 ผลการตรวจสอบอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ของปลานิลเมื่อได้รับสมัผสั 2,4-D                
ไดเมทิลแอมโมเนียมในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตาย ความเข้มข้น 5 µl/L 

 
ผลการศึกษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยือ่เมื่อปลานิลไดร้บัสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมในระดบัทีไ่ม่
ก่อใหเ้กิดการตาย 
 ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อของปลานิลที่ได้รับสมัผัสกับสารก าจัดวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโนเนียม               
ในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตายคือความเข้มข้น 5 µl/L โดยประเมินการเปลีย่นแปลงจากเนือ้เยื่อเหงือกและกล้ามเนือ้พบวา่การ
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เปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อจะขึน้อยู่กับระยะเวลาที่ได้รับสมัผัสซึ่งจากการศึกษาพบว่าในเนือ้เยื่อเหงือกการเปลี่ยนแปลงจะ
เกิดขึน้เมื่อปลานิลได้รับสมัผสักบัสารเป็นเวลา 24 ชัว่โมงโดยการเปลีย่นแปลงที่ตรวจสอบได้คือ การเกิด epithelial lifting และ 
partial fusion of lamellae เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารนานขึน้คือเป็นเวลา 48 ชัว่โมง การเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อที่ตรวจสอบ
ได้คือ epithelial lifting, partial fusion of lamellae และเกิด edema และ lamellae disorganization และเมื่อปลานิลได้รับ
สมัผสัสารเป็นเวลา 72 ชัว่โมงการเปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อเหงือกที่ตรวจสอบได้คือ partial fusion of lamellae และ edema 
and lamellae disorganization และที่ระยะเวลานานสงูสดุที่ท าการศกึษาคือ 96 ชัว่โมงการเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อปลานิลที่
ตรวจสอบได้คือ hyperplasia และ blood congestion ในหลายบริเวณ (ภาพท่ี 7) 
 เมื่อท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้พบว่า เมื่อปลานิลได้รับสมัผสักับสารก าจัดวชัพืช 2,4-D                
ไดเมทิลแอมโมเนียม เมื่อเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง การเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อที่เกิดขึน้คือ เกิด dilation of muscle fibers และ
เมื่อปลานิลได้รับสมัผัสสารนานขึน้คือเป็นเวลา 48 ชั่วโมง การเปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อที่ตรวจสอบได้คือ จะเกิดอาการ 
dilation of muscle fibers หลายบริเวณ และยิ่งไปกวา่นัน้เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 72 ชัว่โมงพบวา่นอกเหนือจาก
การเกิดอาการ dilation of muscle fibers แล้วในเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้ยังตรวจพบอาการ  spiting of muscle fibers ด้วย และ
ท้ายที่สดุเมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารเป็นเวลานานที่สุดจะเกิดการเปลี่ยนแปลงมากที่สดุ คือ เกิด  dilation of muscle fibers, 
spiting of muscle fibers และเกิด blood congestion (ภาพท่ี 7) 
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ภาพที่ 7 การศกึษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยื่อของเหงือกและกล้ามเนือ้ปลานิลเมื่อปลานิลได้รับสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D                 

ไดเมทิลแอมโนเนียมในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตาย (5 µl/L) เป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96  ชัว่โมงเปรียบเทียบกบัชดุ
ควบคมุโดยที่ EL: epithelial lifting, PF: partial fusion of lamellae ELD: edema  และ lamellae disorganization 
HP: hyperplasia, BG: blood congestion,  DL: dilation of muscle fibers, SM:  spiting of muscle fibers,  BG: 
blood congestion 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย   

สารก าจัดวัชพืช  2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เป็นสารก าจัดวัชพืชในกลุ่ม chlorophenoxyacetic 
acid ประโยชน์หลกัคือใช้ส าหรับก าจดัวชัพืชใบกว้าง (broad-leaf weed) ส าหรับธญัพืช สนามหญ้า สวนสาธารณะ และสนาม
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กอล์ฟ นอกจากนี ้ยงัใช้เป็นสารควบคมุการเจริญเติบโต (growth regulator) ในพืชใบเลีย้งคู่เพื่อให้ได้ผลผลิตเพิ่มขึน้ ในทาง
การค้านอกจาก  2, 4-D ในรูปของ acid ท่ีใช้เป็นสารออกฤทธ์ิแล้วยงัมีอนพุนัธ์ท่ีเป็นเกลือ (salt) และเอสเตอร์ (ester) จ านวน
หลายสาร  สารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ที่ปนเปือ้นในสิง่แวดล้อมถกูยอ่ยสลายได้อยา่งรวดเร็ว ในอากาศท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบั
อนมุลูอิสระไฮดรอกซิล ในน า้เกิดปฏิกิริยาการแตกสลายด้วยน า้ได้โดยมแีสงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ในดินถกูยอ่ยสลายโดยชีวภาพ  
(Pollution Control Department, 2010) 

Ackers et al. (2000) รายงานวา่ นกัวิจยัในมหาวทิยาลยัแมรีแลนด์ ได้ศกึษาถึงผลกระทบของสาร 2, 4-D ในปลา ซึง่
โครงสร้างของสารในกลุม่นีจ้ะไปมีผลตอ่ฮอร์โมนและระบบการสบืพนัธุ์โดยตรวจพบการเปลีย่นแปลงในปลาเมื่อปลาสมัผสักบั
สารดังกล่าวที่ระดับความเข้มข้น 10 ppb และยิ่งไปกว่านัน้ Sarikaya & Yilmaz (2003) รายงานเพิ่มเติมว่าหากปลา 
(Cyprinus carpio) ได้รับสมัผสักับสาร 2, 4-D จะก่อให้เกิดความเป็นพิษในปลาสงูมาก และในปลา Clarias batrachus หาก
รับสมัผสักบัสาร 2, 4-D จะก่อให้เกิดการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรมและการเปลีย่นแปลงเนือ้เยื่อ (Ateeq et al., 2006) 

Castro Marcato et al. (2006) เสนอแนะวา่การใช้สารก าจดัวชัพืชชนิดตา่งๆ ในการท าการเกษตรเป็นสาเหตสุ าคญั
ที่ท าให้เกิดผลกระทบต่อสขุภาพ เนื่องจากสารก าจดัวชัพืชมีความคงตวัและสามารถสะสมในสิ่งมีชีวิตไปตามสายใยอาหาร             
ซึ่งสายใยอาหารจะเป็นเส้นทางหลกัที่ท าให้มนุษย์ได้รับสมัผสัสารดงักล่าว เนื่องจากมนษุย์บริโภคปลาและหอยที่ได้รับการ
ปนเปือ้นและยิ่งไปกว่านัน้ยงัมีรายงานอีกว่าสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D สง่ผลต่ออตัราการเมทาบอลิซึมในสตัว์น า้และก่อให้เกิด
การตายของเซลล์ในสตัว์น า้ชนิดต่างๆ ที่พบในสายใยอาหารด้วย จากความส าคัญดังกล่าวข้างต้นการศึกษาครัง้นีจ้ึงมี
เป้าหมายเพื่อจะศึกษาความเป็นพิษของของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมในปลานิลและการตรวจสอบการ
แสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (ตวัชีว้ดัทางชีวภาพ) เพื่อบง่ชีก้ารรับสมัผสัในระดบัความเข้มข้นท่ีไม่ก่อให้เกิดการตาย
พร้อมทัง้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม การเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยา และการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อของปลานิลที่ได้รับ
สมัผสัสารดงักลา่วในระดบัห้องปฏิบตัิการเพื่อเป็นข้อมลูเบือ้งต้นส าหรับการตรวจสอบการปนเปือ้นของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D                
ไดเมทิลแอมโมเนียมในสิง่แวดล้อมทางน า้ตอ่ไป  

เมื่อปลานิลได้รับสมัผสักบัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียม เบือ้งต้นจะท าการศึกษาถึงอตัราการตายสะสมของ               
ปลานิล ในระดบัความเข้มข้น 0, 30, 35, 40, 45 และ 50 µl/L เป็นเวลา 0-96 ชั่วโมง ซึ่งจากการศึกษาพบว่าอตัราการตาย
สะสมจะเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของสารและระยะเวลาที่ปลานิลได้รับสมัผสั โดยอตัราการตายสะสมจะเกิดขึน้เมื่อเวลา 96 
ชั่วโมง คล้ายคลึงกับการศึกษาของ Babieri (2009) ที่ท าการศึกษาถึงผลของสาร 2, 4-D ในปลา Geophagus brasiliensis 
โดยทดสอบที่ระดบัความเข้มข้น 1,5,10,20,40 และ 80 mg/L เป็นเวลา 96 ชัว่โมง พบว่า ปลาเกิดการตาย และยิ่งไปกว่านัน้
สารดงักลา่วสง่ผลต่อการหายใจและปลาขบัแอมโมเนีย (ของเสีย) ออกมามากกว่าปกติ โดยในปลาที่ได้รับสมัผสักบัสารเป็น
เวลา 96 ชัว่โมง ที่ระดบัความเข้มข้นสงูสดุ คือ 80 mg/L จะก่อให้เกิดการตาย 100% และอตัราการหายใจจะสงูกวา่กลุม่อื่น ๆ 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

หลังจากที่ท าการศึกษาอัตราการตายสะสมของปลานิลที่ ได้ รับสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืช  2,4-D ไดเมทิล                             
แอมโนเนียมแล้ว ค่าอตัราการตายสะสมจะถกูน าไปประเมินถึงคา่ความเป็นพิษของสารโดยการวิเคราะห์โพรบิท ซึ่งค่า LC10, 
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LC50 และ LC90 ในการศกึษาครัง้นีจ้ะแตกต่างกบัการศกึษาก่อนหน้านี ้เช่น การศกึษาของ Sarikaya & Selvi (2005) ทีร่ายงาน
ว่าค่า LC50 ที่พบในปลานิล(Oreochromis niloticus) ตัวเต็มวัย คือ 86.90 mg/L และแตกต่างจากการศึกษาของ Castro 
Marcato et al. (2017) ทีร่ายงานคา่ LC50 ในปลาชนิดตา่ง ๆ คือปลา fathead minnows (Pimephales promelas), ปลา blue 
gills (Lepomis macrochirus) และปลา rainbow trout (Salmo gairdneri) วา่เมื่อปลาได้รับสมัผสักบัสาร 2, 4-D วา่ คา่ LC50 

ที่ตรวจพบอยูใ่นช่วง 250-600 mg/L และยิ่งไปกวา่นัน้ยงัแตกตา่งกบัการศกึษาของ Barbieri (2008) ที่รายงานวา่ความเป็นพษิ 
(LC50) ของ 2,4-D  (2,4-di Chlorophenoxyacetic acid) ในปลา Gophagus brasiliensis ซึง่พบวา่ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 
ชั่วโมง มีค่า LC50 เท่ากับ 45.95, 32.49, 28.28 และ 15.16 mg/L ซึ่งสาเหตุที่การศึกษาค่า LC50 ของปลานิลได้รับสมัผสักับ
วชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมแตกต่างจากการศึกษาอื่น ๆ ที่มีรายงานก่อนหน้านีอ้าจจะเนื่องมาจากรูปแบบของสารท่ีใช้
ในการศกึษาและ ชนิดของปลา 
 เมื่อท าการศึกษาถึงความเป็นพิษที่ก่อให้เกิดการตายแล้ว ในการศึกษาครัง้นีจ้ะศึกษาถึงผลกระทบของสารก าจดั
วชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตายในปลานิลด้วย โดยระดบัความเข้มข้นของสารที่ใช้ทดสอบคือ 
5 µl/L ซึง่จาการศกึษาพบวา่สารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมสง่ผลตอ่พฤติกรรมและสณัฐานวิทยาของปลานิลโดย
การเปลี่ยนแปลงทัง้พฤติกรรมและสัณฐานวิทยาแตกต่างจากกลุ่มควบคุมโดยขึน้อยู่กับระยะเวลาที่ได้รับสัมผัส  การ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึน้คือ การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมที่ตรวจสอบได้คือ ปลานิลจะลอยตวับนผิวน า้และฮุบอากาศบ่อยครัง้ มี
การขบัของเสียปริมาณมาก และแผ่นปิดเหงือกจะเปิดและปิดเร็วมากกว่าปลาปกติ ส่วนการเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยาที่
ตรวจสอบได้คือ เกิดแผลและจ า้เลือดบริเวณแผ่นปิดเหงือกและครีบ ซึ่งสอดคล้อง Cattaneo et al. (2008) ที่รายงานเร่ืองผล
ของสาร 2, 4-D ในปลา Rhamdia quelen จากประเมินการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม ซึ่งพบว่าปลาจะว่ายน า้ผิดปกติ และ
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Thanomsit et al. (2016a) ศกึษาถึงผลกระทบของสารก าจดัวชัพืช (ไกลโฟเสท) ในปลากะพงขาว
ผลการศกึษาพบวา่สารก าจดัวชัพืช (ไกลโฟเสท) สง่ผลตอ่การเปลีย่นแปลงลกัษณะพฤตกิรรมและสณัฐานวิทยา โดยพฤติกรรม
ของปลากะพงขาวที่เปลีย่นแปลงคือวา่ยน า้แบบควงสวา่นและเสยีการทรงตวั สว่นลกัษณะสณัฐานวิทยาที่เปลีย่นแปลงไปจาก
กลุม่ที่ตรวจสอบได้ คือ ล าตวัมีสซีีดจาง เหงือกสซีีดจาง ท้องบวมและมีอาการตกเลอืดตามสว่นตา่ง ๆ ของร่างกาย 

เป็นที่ทราบกนัดีว่าสารก าจดัศตัรูพืชมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์โคลีนเอสเทอเรสในสิ่งมีชีวิตและมีรายงาน
สารก าจดัวชัพืช เช่น ไกลโฟเสทและพาราควอตก็สง่ผลตอ่การแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสเช่นเดียวกนั (Modezto & 
Martnez, 2010; Braz-Mota et al., 2016) ด้วยเหตุนี้จึงมีการตรวจประเมินการรับสัมผัสสารก าจัดศัตรูพืชด้วยการตรวจวัดการ
ท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจึงเป็นสิ่งส าคญั เทคนิคที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสตามที่มี
รายงานนัน้มีด้วยกันหลายวิธี เทคนิคทางแอนติบอดี เช่น เทคนิค dot blot และ Western blot เป็นต้น (Thanomsit et al., 
2020c; Thanomsit et al., 2021) 

เทคนิค dot blot เป็นเทคนิคทางแอนติบอดีแบบหนึ่ง การตรวจวิเคราะห์ใช้หลกัการของแอนติบอดีและแอนติเจน                  
ที่จ าเพาะต่อกนัท าปฏิกิริยาบนแผ่นเมมเบรน เมื่อเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์มาจบักบัแอนติเจน หรือแอนติบอดี                  
ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่สนใจ ซึ่งเทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบตวัอย่างจ านวนมากได้ในเวลาอันรวดเร็ว มีความแม่นย าสงู 
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สามารถวิเคราะห์ได้ในระดบันาโนกรัม ค่าใช้จ่ายน้อย และขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก จึงมีการน าไปประยกุต์ใช้กบัการตรวจสอบทัง้ใน
เชิงสิ่งแวดล้อม การเกษตร หรือทางการแพทย์อย่างกว้างขวาง ดังนัน้  เทคนิค dot blot จึงถือเป็นทางเลือกหนึ่งที่มีความ
น่าสนใจในการน ามาพัฒนาเพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในสิ่งแวดล้อม  รวมทัง้การ
ตรวจสอบการปนเปือ้นของสารก าจดัวชัพืชในสตัว์น า้ได้ (Peter et al., 2001; Rupprecht et al., 2010; Bastos et al., 2018; 
Thanomsit et al., 2020c) ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้ท าการแยกอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใช้เทคนิค เจล อิเลคโตรโฟรีซีส (10% 
SDS-PAGE) และศึกษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ของปลานิลที่ได้รับ
สมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทธิลแอมโนเนียมในระดบัท่ีไมก่่อให้เกิดการตาย พบวา่อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสที่แยกได้
มีขนาดน า้หนกัโมเลกุลเท่ากบั 71 kDa ซึ่งสอดคล้องกบัการศึกษาก่อนหน้านีท้ี่ Thanomsit et al. (2018) และ Thanomsit et 
al. (2020c) รายงานไว้ในปลาดกุลกูผสม ปลาช่อนและปลาหมอ และยิ่งไปกว่านัน้ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้ท าการศึกษาถึงการ
แสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อสมอง เนือ้เยื่อเหงือก และเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้ของปลานิลซึ่งพบว่าเทคนิค
ดงักลา่วน ามาใช้ในการตรวจสอบได้และการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมีแนวโน้มที่จะลดลงหากปลานิลสมัผสัสาร
เป็นเวลานาน สอดคล้องกบัการศึกษาของ Nuankaew et al. (2020) รายงานวา่เทคนิค dot blot สามารถน ามาประยกุต์ใช้ใน
การตรวจสอบการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในปลานิลที่ได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช (พาราควอต)ได้ โดยขีดจ ากดั
ของการตรวจสอบจะลดลงหากปลานิลสมัผสัสารเป็นเวลานานเมื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ และการศึกษาการแสดงออก
ของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในปลานิลเมื่อสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทธิลแอมโนเนียมยงัสอดคล้องกบัการศกึษา
ของ Atamaniuk et al. (2013) ที่ท าการประเมินถึงการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในปลาทองที่ได้รับสมัผสักบัสาร 
2, 4-D โดยจากการศกึษาพบวา่ อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อเหงือกจะลดต ่าลงกวา่กลุม่ควบคมุ 
 หลงัจากที่ท าการศึกษาเร่ืองของการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม สณัฐานวิทยาและการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอส
เทอเรสซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพที่ได้รับสมัผสัแล้ว เทคนิคสดุท้ายที่น ามาใช้ในการศึกษาถึงผลกระทบของสารก าจดัวชัพืช 
2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมในปลานิลคือการศึกษาการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อของปลานิลโดยในการศึกษาครัง้นีท้ าการ
ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อ 2 ชนิดคือเนือ้เยื่อเหงือก และเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้ โดยเนือ้เยื่อเหงือกนัน้เป็นบริเวณที่ได้รับ
สมัผัสสารโดยตรงและเป็นบริเวณที่เกิดการแลกเปลี่ยนก๊าซเพื่อช่วยในการหายใจของปลานิลด้วย จากการศึกษาพบการ
เปลีย่นแปลงส าคญัที่เกิดขึน้ในเนือ้เยื่อเหงือกคือ เกิด hyperplasia, epithelial lifting, partial fusion of lamellae, edema and 
lamellae disorganization และ blood congestion  สอดคล้องกบัการศึกษาของ Vigario & Saboia-Morais (2014)  ที่พบว่า
การเปลีย่นแปลงบริเวณเนือ้เยื่อเหงือกที่ตรวจสอบได้ เมื่อ ปลา Poecilia vivipara ได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืชคือ  คือ เกิดการ
เปลีย่นแปลงบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ที่ท าหน้าที่แลกเปลีย่นก๊าซและเกิดการรวมตวักนัของซี่เหงือก และคล้ายคลงึกบัการศกึษาของ 
Thanomsit et al. (2016a) ที่ได้รายงานว่าในเหงือกปลากะพงที่ได้รับสมัผัสกับสารก าจัดวัชพืช (ไกลโฟเสท) จะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อเหงือก 3 ระยะ คือ ระยะที่ 1 คือ การบวม การรวมตวักนัและการเปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อบริเวณที่เหงือก
และเกิดการยกตวัของเนือ้เยื่ออิพิทีเลยีม สว่นการเปลีย่นแปลงในระยะที่ 2 คือ การสง่ของเลือด และระยะที่ 3 คือ เกิดการโป่ง
พอง และมีการตายของซี่เหงือกและยงัสอดคล้องกบัการศึกษาของ Samamta et al. (2018) รายงานผลการศึกษาความเป็น
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พิษของสารก าจดัวชัพืช (Almix) จ านวน (66.67 mg/L) ในปลา Heteropneustes fossilis ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสารก าจดั
วชัพืชดงักลา่วสง่ผลต่อการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อเหงือกคือ เกิด atrophy ใน secondary lamella เกิด hyperthropy ในบริเวณ
เนือ้เยื่ออิพิทิเลยีม และ เกิด fusion of lamellae สว่นในเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้หลงัจากปลานิลได้รับสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D 
ไดเมทิลแอมโนเนียม พบวา่จะเกิดอาการ dilation of muscle fiber, spiting of muscle และ blood congestion  
 
สรุปผลการวิจัย   
 สารก าจัดวัชพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมมีความเป็นพิษต่อปลานิลโดยก่อให้เกิดอัตราการตายสะสมซึ่งเพิ่ม
จ านวนขึน้ตามระดับความเข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับสัมผัส ในระดับที่ไม่ก่อให้เกิดการตายสารก าจัดวัชพืช 2,4-D                   
ไดเมทิลแอมโนเนียมส่งผลต่อพฤติกรรมและสณัฐานวิทยาของปลานิลโดยการเปลี่ยนแปลงที่ตรวจสอบได้คือ ปลานิลจะ
ลอยตวับนผิวน า้และฮุบอากาศบ่อยครัง้ มีการขบัของเสียปริมาณมาก และแผ่นปิดเหงือกเปิดและปิดเร็วมากกว่าปลาปกติ          
เกิดแผลและจ า้เลือดบริเวณแผ่นปิดเหงือกและครีบ อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสถกูน ามาประยกุต์ใช้เป็นชีว้ดัทางชีวภาพของการ
ได้รับสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมของปลานิล ซึง่น า้หนกัโมลเลกลุของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในเนือ้เยือ่
สมอง เนือ้เยื่อเหงือก และเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้พบวา่มีน า้หนกัโมเลกุลขนาด 71 kDa การแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส
จะลดลงตามระยะเวลาที่ได้รับสัมผัส สารก าจัดวัชพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโนเนียมส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อ                      
ทัง้ในเนือ้เยื่อเหงือกและเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้โดยการเปลี่ยนแปลงจะเพิ่มมากขึน้เมื่อปลานิลได้รับสมัผัสสารเป็นระยะเวลานาน 
การเปลี่ยนแปลงที่ตรวจสอบได้ในเนือ้เยื่อเหงือกคือ  เกิด hyperplasia, epithelial lifting, partial fusion of lamellae, edema 
and lamellae disorganization และ blood congestion ส่วนในเนือ้เยื่อกล้ามเนือ้พบว่าจะเกิดอาการ dilation of muscle 
fiber, spiting of muscle และ blood congestion จากข้อมูลในการศึกษาครัง้นีจ้ึงมีแนวโน้มที่จะประยุกต์ใช้ปลานิลตวัชีว้ดั 
(bioindicator) การปนเปื้อนของสารก าจัดวัชพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ปนเปื้อนในแหล่งน า้ได้ และสามารถ
ประยกุต์ใช้อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพในการรับสมัผสัของสารดงักลา่วได้ 
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