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บทคดัย่อ 
การศกึษาครัง้นีมี้เป้าหมายเพ่ือศึกษาผลของสารก าจดัแมลงศตัรูพืชอะบาเม็กตินท่ีส่งผลต่อปลาดุกลูกผสมโดยประเมินผล

กระทบจากการตายสะสม การเปล่ียนแปลงพฤตกิรรม การเปล่ียนแปลงสณัฐานวทิยา และศกึษาการแสดงออกของอะซทิลิโคลีนเอสเทอ
เรสในระดบัความเข้มข้นท่ีไม่ก่อให้เกิดการตายในปลาดกุลกูผสม จากการศกึษาพบว่า อตัราการตายสะสมของปลาดกุลกูผสมจะเพิ่มขึน้
ตามระยะเวลาและความเข้มข้นท่ีได้รับสมัผสั คา่ LC50 (95% confidence) ท่ีเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมงมีคา่เทา่กบั 45.76 (44.61-
47.01), 39.16 (38.00-40.40), 29.44 (28.42-30.46) และ 20.84 (19.61-21.98) ppm และค่า EC50 (95% confidence) ท่ีประเมินได้ท่ี
เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงมีค่าเท่ากับ  4.79 (4.63-4.96), 3.72 (3.60-3.86), 2.77 (2.65-2.88) และ 1.94 (1.80-2.06) ppm 
ตามล าดบั ในการศกึษาครัง้นีเ้ลือกตวัอย่างปลาดกุลูกผสมท่ีได้รับสมัผสักบัอะบาเม็กติน 1 ppm ซึง่เป็นระดบัท่ีไม่ก่อให้เกิดการตายมา
ศกึษาต่อเพ่ือเป็นตวัแทนการได้รับสมัผสัสาร การเปล่ียนแปลงพฤตกิรรมท่ีตรวจสอบได้จะเร่ิมขึน้เม่ือปลาดกุลูกผสมได้รับอะบาเม็กติน
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยอาการท่ีตรวจสอบได้ คือ ว่ายน า้ผิดปกติ เสียการทรงตวัและว่ายน า้เป็นแนวตัง้ฉากกบัผิวน า้ ส่วนสัณฐานวทิยา
จะเร่ิมเปล่ียนแปลงไปเม่ือได้รับสัมผัสสารเป็นเวลา 3 ชั่วโมง คือ มีการขับเมือกมากกว่าปกติ  อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีแยกได้จาก
เนือ้เย่ือสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้มีขนาดน า้หนักโมเลกุล 71 kDa เม่ือท าการศึกษาโดยใช้เทคนิค Western blot  การแสงออกของ             
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เย่ือสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ มีแนวโน้มท่ีจะลดลงตามระยะเวลาท่ีได้รับสมัผัส ดงันัน้จากการศกึษา
ครัง้นีแ้สดงให้เหน็วา่ปลาดกุลกูผสมมีแนวโน้มท่ีจะให้เป็นตวัชีว้ดัการได้รับสมัผสัของอะบาเม็กตนิท่ีปนเปือ้นในน า้ได้ 

  

ค าส าคัญ  :  อะบาเม็กติน ; อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ; ปลาดกุลกูผสม ; สารก าจดัแมลง 
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Abstract 
 The aim of this study was to investigate the effects of abamectin insecticides in hybrid catfish by 
assessing cumulative mortality, alteration of behavior and physiology and acetylcholinesterase expression after 
exposing in sublethal concentration. The results indicated that cumulative mortality increased with an increasing 
in concentration and exposure time. The LC50 (95% confidence) at 24, 48, 72 and 96 h were 45.76 (44.61-47.01), 
39.16 (38.00-40.40, 29.44 (28.42-30.46), and 20.84 (19.61-21.98) ppm. The EC50 (95% confidence) measured at 
24, 48, 72 and 96 h were 4.79 (4.63-4.96), 3.72 (3.60-3.86), 2.77 (2.65-2.88), and 1.94 (1.80-2.06) ppm, 
respectively. Thus, we selected the hybrid catfish being exposed to abamectin in concentration of 1 ppm 
(sublethal concentration) for further study. The detectable change in behavior was initially found after exposing to 
abamectin for 6 h. We found abnormal swimming, losing balance and swimming perpendicular to the water 
surface. The physiological change was found after 3 h of exposure. It was found more mucus excretion. The 
molecular weight of acetylcholinesterase which extracted from tissues of brain, gill and muscle was studied by 
using Western blot technique and found that it was 71 kDa. The expression of acetylcholinesterase in these 
tissues tended to decrease with an increasing in exposure time. Thus, the hybrid catfish can be applied as an 
indicator for abamectin contamination in water.  
 

Keywords :  acetylcholinesterase ; abamectin ; hybrid catfish ; insecticide 
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บทน า   
ประเทศไทยมีประชากรเพิ่มขึน้เร่ือย ๆ อย่างรวดเร็ว สง่ผลให้มีการขยายตวัทางด้านเศรษฐกิจ รวมทัง้ความต้องการ

อาหารเพิ่มมากขึน้ด้วย ดงันัน้จึงได้มีการน าเทคโนโลยีใหม ่ๆ เข้ามาช่วยในการเพิ่มผลผลติด้านอาหารเพื่อให้เพียงพอกบัความ
ต้องการของผู้บริโภค เช่น การน าสารเคมีก าจัดศตัรูพืชเข้ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะปลกูเพื่อเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร 
รวมทัง้การปรับปรุงพนัธุ์พืช โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้สารก าจดัแมลงศตัรูพืชซึง่เป็นสาเหตสุ าคญัที่ก่อให้เกิดปัญหาทางด้าน
สิ่งแวดล้อม เช่น ปัญหาการใช้สารเคมีทางการเกษตรในปริมาณที่มากเกินความจ าเป็นท าให้เกิดการตกค้างของสารเคมี               
ในสิ่งแวดล้อมคือทัง้ใน ดิน อากาศ และแหล่งน า้ ซึ่งสาเหตุการปนเปื้อนของสารดงักล่าวจะสง่ผลโดยตรงต่อสตัว์น า้ เพราะ
แหลง่น า้เป็นแหลง่รองรับของเสยีที่ใหญ่ที่สดุ (Thanomsit et al., 2020a)  
 อะบาเม็กติน (abamectin) หรือที่รู้จกักนัทัว่ไปในช่ือการค้า เอ.จี.บา ไดเมทิน แอ็กโกรติน อบามา และแจคเก็ต เป็นสาร
ก าจดัแมลง (Insecticide) ที่เกิดจากกระบวนการหมกัแบคทีเรียที่อาศยัอยู่ในดินช่ือ (Streptimyces avermitilis) สารท่ีสกดัได้
คือ อะเวอร์เม็กติน บีหนึ่งเอ (avermectin B1a) และ อะเวอร์เม็กติน บีหนึ่งบี (Avermectin B1b) ที่มีคุณสมบตัิทางกายภาพ
และความเป็นพิษคล้ายคลงึกนั (Thanomsit,  Ocharoen & Nanthanawat, 2016) แต่สิง่ที่แสดงถึงประสิทธิภาพในการก าจดั
แมลงก็คือสารอะเวอร์เม็กติน บีหนึง่เอ ต้องมีมากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์ของสารออกฤทธ์ิ ดงันัน้สารก าจดัแมลงศตัรูพืชสว่นใหญ่ที่
ผลิตในรูปสารออกฤทธ์ิ 1.8 เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัต่อปริมาตร; W/V EC) นัน้ต้องมีอะเวอร์เม็กติน บีหนึ่งเอ อยู่มากกว่า 1.44 
เปอร์เซ็นต์ อะบาเม็กตินถกูน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลายเพราะถือเป็นสารก าจดัแมลงประสิทธิภาพสงู อตัราสว่นในการใช้น้อย
ออกฤทธ์ิก าจดัแมลงแบบสมัผสัและก่อให้เกิดการตาย และยงัสามารถดดูซมึเข้าสูใ่บพืชได้จึงสามารถก าจดัแมลง เช่น เพลีย้ไฟ 
หนอนชอนใบและหนอนม้วนใบข้าวได้ดี อะบาเม็กตินมีโอกาสปนเปือ้นลงสูแ่หลง่น า้ได้ มีหลายงานวิจยัที่ชีใ้ห้เห็นถึงผลกระทบ
เชิงลบที่เกิดขึน้จากการได้รับสมัผสัของอะบาเม็กตินในสตัว์น า้โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปลาน า้จืด จากเหตผุลดงักล่าวข้างต้น 
การศึกษาถึงระดบัความเป็นพิษรวมไปถึงการตรวจสอบผลกระทบของอะบาเม็กตินจึงเป็นเร่ืองที่น่าสนใจในสภาวการณ์ใน
ปัจจบุนัซึง่ประชากรมีจ านวนเพิ่มมากขึน้ท าให้มีความต้องการในการบริโภคอาหารเพิ่มขึน้ไปด้วย ดงันัน้เกษตรกรสว่นใหญ่มกั
ใช้สารเคมีก าจดัแมลงเป็นตวัช่วยท าให้ผลผลิตไม่ถกูท าลายเพื่อให้ได้ผลผลิตที่ดีและได้ผลผลิตมากขึน้  คณุสมบตัิอีกประการ
ของอะบาเม็กตินคือละลายน าได้ดีและยดึเกาะกบัอนภุาคของดิน นอกจากนีย้งัสลายตวัเร็วเมื่ออยูใ่นสภาพแวดล้อม มีรายงาน
วา่เมื่อผิวดินกระทบแสงแดด อะบาเม็กตินจะสลายตวัภายใน 8-12 ชัว่โมง หรือภายใน 1 วนั ส าหรับในพืชนัน้อะบาเม็กตินจะ
ลดปริมาณลงเหลือคร่ึงหนึ่งทกุ 4-6 ชัว่โมงจึงนบัเป็นสารที่ปลอดภยัสงูส าหรับผู้ ใช้และสิ่งแวดล้อมในด้านประสิทธิภาพการ
ป้องกันก าจัดแมลงศตัรูพืชนัน้ ทางสตัววิทยา กรมวิชาการเกษตรได้แนะน าให้ใช้อะบาเม็กตินในการป้องกันการก าจดัแมลง
ศตัรูพืชที่มีผลตอ่สตัว์น า้ (Thanomsit,  Ocharoen & Nanthanawat, 2016; Thanomsit & Ocharoen, 2016) 
 การเลีย้งปลาดุกบิ๊กอุยหรือปลาดุกลกูผสมในปัจจุบนัมกัพบปัญหาเก่ียวกับการเกิดโรคและปัญหาการปนเปื้อนของ
สารพิษตา่ง ๆ ยกตวัอย่าง เช่น ยาก าจดัแมลงศตัรูพืชชนิดต่าง ๆ และโลหะหนกั เช่น แคดเมียม และปรอท เป็นต้น ในประเทศ
ไทยสารก าจดัแมลงศตัรูพืช ถูกน ามาใช้เกือบทุกพืน้ที่ที่มีการเพาะปลกูดงันัน้จึงมีความเป็นไปได้ที่จะเ กิดการสะสมของสาร                
ในกลุ่มดังกล่าวไปยังสัตว์น า้ชนิดต่าง ๆ ทัง้กุ้ ง ปู หอย และปลา  (Thanomsit,  Saowakoon, & Nanthanawat, 2016; 
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Thanomsit et al., 2017; Thanomsit et al., 2018) และยิ่งไปกว่านัน้สารก าจดัสตูรูพืชยงัก่อให้เกิดการสะสมและเพิ่มจ านวน
มากขึน้เร่ือย ๆ ไปตามห่วงโซ่อาหาร มนษุย์ซึ่งเป็นผู้บริโภคในล าดบัขัน้สงูที่สดุก็อาจจะได้รับผลกระทบเชิงลบต่อสขุภาพได้               
ในปัจจุบนัสารก าจดัศตัรูพืชมีหลายชนิด อะบาเม็กตินจดัเป็นสารก าจดัแมลงที่นิยมกนัมากเป็นอนัดบัต้น ๆ ของประเทศไทย            
ที่ถูกน ามาใช้ในการเกษตร โดยอะบาเม็กตินจัดเป็นสารก าจัดแมลงในกลุ่ม microbial derived insecticides (Cranshaw, 
2005) อะบาเม็กตินออกฤทธ์ิท่ีระบบประสาทและกล้ามเนือ้ก่อให้เกิดอันตรายต่อปลาน า้จืด โดยสารจะซึมเข้าผิวหนัง                     
ของปลาท าให้ปลามีการเปลีย่นแปลงในเร่ืองพฤติกรรมและสณัฐานวิทยา หากได้รับปริมาณที่สงูท าให้ปลาเกิดการตายในท่ีสดุ                     
(Thanomsit,  Ocharoen & Nanthanawat, 2016; Thanomsit & Ocharoen, 2016; Kushwaha,  Anerao, Rajput,  
Bhagriya  & Roy, 2020) 
 ในปัจจุบนัอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีความส าคญัมากในการตรวจสอบทางพิษวิทยา  เพราะสามารถบอกผลกระทบ              
เชิงลบที่เกิดขึน้ต่อสิ่งมีชีวิตได้โดยตรงโดยเฉพาะอย่างยิ่งการน ามาใช้เป็นต่อชีว้ัดทางชีวภาพในสิ่งมีชีวิตในแหล่งน า้                       
เพื่อประเมินถึงคุณภาพของสิ่งแวดล้อมทางน า้  และใช้เป็นแนวทางในการจัดการคุณภาพน า้ต่ อไปได้ กลไกการออกฤทธ์ิ               
ของสารก าจัดแมลงและสารก าจดัวชัพืชจะส่งผลต่อมนษุย์และสตัว์น า้โดยสารในกลุ่มดงักลา่วจะไปรวมตวักบัเอนไซม์โคลีน
เอสเทอเรส ท าให้เอนไซม์ไมส่ามารถยอ่ยสารอะซิทิลโคลนีซึ่งเป็นตวัสง่กระแสความรู้สกึจากปลายประสาทไปยงักล้ามเนือ้เกิด
การสะสมหรือการคั่งของอะเซทิลโคลีน  ท าให้การส่งต่อความรู้สึกด าเนินตลอดอยู่เวลาเกิดอาการกระตุกของกล้ามเนือ้               
เป็นอมัพาตและตายในที่สดุ (Thanomsit et al., 2020b)  Gruber & Munn (1998) ได้เสนอแนะว่าการแสดงออกของระดับ             
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส สามารถใช้เป็นตวัติดตามทางชีวภาพได้ในพืน้ที่เสี่ยงที่มีการใช้สารเคมีทางการเกษตรมากได้ และ             
อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจดัเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพท่ีจ าเพาะ (Walker, Hopkin, Sibly & Peakall, 2006) 
 Thanomsit et al. (2018) ได้ท าการศกึษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจากหอยขมและหอยเชอร่ีที่ได้จาก
ตลาดสด อ าเภอเมือง จงัหวดัสริุนทร์  ในช่วงฤดฝูนท่ีมีการท านาเพื่อประเมินถึงการได้รับสมัผสักบัยาก าจดัศตัรูพืชซึง่จะใช้เป็น
ข้อมลูเบือ้งต้นในการลดความเสีย่งของผู้บริโภค จากการศกึษาพบวา่หอยขมและหอยเชอร่ีทกุขนาด คือ ขนาดเลก็ ขนาดกลาง 
ขนาดใหญ่ มีการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสสงูกว่าชุดควบคมุทัง้สองครัง้ที่ท าการศกึษาและเมื่อศึกษาถึงลกัษณะ
ภายนอกและภายในทัง้สองขนาดมีลกัษณะที่ปกติ เนือ้เยื่อไมม่ีการเปลีย่นแปลง และสขีองเนือ้หอยมีสเีข้มแบบปกติจากข้อมลู
ดงักล่าวอาจจะบ่งชีไ้ด้ว่าหอยทัง้ชนิดอาจจะมีการรับสมัผสักับสารก าจัดศัตรูพืช ในปริมาณไม่มากเพราะเนือ้เยื่อไม่มีการ
เปลีย่นแปลงมีเพียงการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส   

 จากความส าคัญดังกล่าวข้างต้นในการศึกษาครัง้นีม้ีวัตถุประสงค์คือการศึกษาผลของอะบาเม็กตินในปลาดุก
ลกูผสมที่ระดบัความเข้มข้นระยะเวลาต่าง ๆ กนัโดยเบือ้งต้นจะท าการศึกษาถึงความเป็นพิษของ อะบาเม็กตินโดยประเมิน
จากอตัราการตายสะสม  ศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของปลาดุกลกูผสม พฤติกรรม และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ     
อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสซึง่เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของการได้รับสมัผสัสารก าจดัแมลงศตัรูพืชอะบาเม็กติน 
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วิธีด าเนินการวิจัย   
สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจยัและสตัว์ทดลอง 

สารเคมีทางการเกษตรที่น ามาใช้ในการศึกษาจะเป็นสารเคมีที่อยู่ในรูปแบบทางการค้าและอยู่ในรูปสารละลายคือ 
อะบาเม็กติน  ( 1.8% W/V EC ) สารเคมีชนิดอื่นๆ เป็นชนิดเกรดวิเคราะห์ และสารเคมีที่ใช้ในการศึกษาปริมาณโปรตีนและ
การศกึษาอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจากบริษัท Bio-Rad ประเทศไทย  

ในการศึกษาครัง้นีน้ าปลาดุกลกูผสมที่มีความยาวเฉลี่ย 16.75±1.6 เซนติเมตร และน า้หนกัเฉลี่ย 21.79±3.1 กรัม          
มาปรับสภาพในบ่อคอนกรีตขนาด 100 ลิตร แบ่งออกเป็น 6 บ่อใสป่ลาดกุลกูผสมบ่อละ 10 ตวั (3 ซ า้) เก็บตวัอย่างเป็นเวลา   
0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 
การศึกษาระดบัความเป็นพิษ median lethal concentration (LC50) 

การศึกษาระดบัความเป็นพิษของสารก าจัดแมลงอะบาเม็กติน อ้างอิงและพัฒนาจากการศึกษาของ Cantawon               
et al. (2021) และใช้ข้อมูลอ้างอิงจาก OECD Fish Toxicity Testing Framework (2019) โดยการทดสอบความเป็นพิษ               
ใช้ปลาดุกลูกผสมจ านวน 10 ตัวมาเลีย้งในถังพลาสติกขนาด 200 ลิตร (จ านวน 3 ซ า้) เตรียมความเข้มข้นของสาร                  
อะบาเม็กติน 6 ระดับความเข้มข้น 0 (กลุ่มควบคุม), 10, 20, 30, 40, และ 50  ppm หลงัจากนัน้ตรวจสอบการตายสะสมที่
เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ค านวณเปอร์เซ็นต์อตัราการตายสะสมจากจ านวนตวัอย่างทัง้หมด 3 ซ า้ในแต่ละชุดการ
ทดลอง (Mean±SD) และหาระดบัความเป็นพิษที่ก่อให้เกิดการตายของปลาดุกลกูผสมจ านวน 50% (LC50) ที่เวลา 96 ชัว่โมง 
โดยใช้การวิเคราะห์แบบ โพรบิท (probit analysis) ที่ระดับความเช่ือมัน 95% และใช้โปรแกรม minitab® 17 software 
(entitlement i.d.: 2ec6-9b37-1508-0264-2c55-c33) 
การศึกษาพฤติกรรมของปลาดกุทีไ่ดร้บัสมัผสัสารอะบาเม็กติน 

ท าการศึกษาถึงพฤติกรรมของปลาดุกลูกผสมเมื่อได้รับสัมผัสกับสารปลาดุกลูกผสมโดยท าการประเมินการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงและกิริยาท่าทางซึ่งสิ่งมีชีวิต ระบบหรืออตัลกัษณ์ประดิษฐ์ที่เกิดร่วมกนัระหวา่งสตัว์น า้กบัสิ่งแวดล้อม 
อ้างอิงจาก OECD Fish Toxicity Testing Framework (2019) โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมที่ถูกน ามาใช้ในการ
ประเมินคือ การสญูเสียความสมดุลในการเคลื่อนตวัและพฤติกรรมการว่ายน า้ผิดปกติ เมื่อปลาดุกลกูผสมได้รับสมัผสัสาร    
อะบาเม็กตินที่เวลา 0, 1, 3, 6, 24, 48, 72, และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั  และท าการศึกษาระดบัความเป็นพิษของสารอะบาเม็ก
ตินที่สง่ผลตอ่การเปลีย่นแปลงพฤติกรรม โดยการทดสอบการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมใช้ปลาดกุลกูผสมจ านวน 10 ตวัมาเลีย้ง
ในถังพลาสติกขนาด 200 ลิตร เตรียมความเข้มข้นของสารอะบาเม็กติน 6 ระดบัความเข้มข้น 0 (กลุ่มควบคุม), 1, 2, 3, 4,  
และ 5  ppm หลงัจากนัน้ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงสะสมที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ค านวณเปอร์เซ็นต์อตัราการ
เปลี่ยนแปลงสะสมจากจ านวนตัวอย่างทัง้หมด 3 ซ า้ในแต่ละชุดการทดลอง (Mean±SD)  และหาระดับความเป็นพิษที่
ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของปลาดุกลกูผสมจ านวน 50% (median effective concentration; EC50) ที่เวลา 96 
ชัว่โมง โดยใช้การวิเคราะห์แบบ โพรบิท (probit analysis) ที่ระดบัความเช่ือมนั 95% และใช้โปรแกรม minitab® 17 software 
(entitlement i.d.: 2ec6-9b37-1508-0264-2c55-c33) 
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การศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาภายนอกและภายในของปลาดกุลูกผสม  
 ท าการศึกษาถึงสัณฐานของปลาดุกลูกผสมเมื่อได้รับสัมผัสกับสารปลาดุกลูกผสมโดยท าการประเมินการ

เปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพทัง้ภายนอกและภายใน การศึกษารูปพรรณสณัฐานภายนอกและคุณสมบตัิเฉพาะของ
โครงสร้างของสิ่งมีชีวิต เช่น สี โครงสร้าง ขนาด รูปร่าง และรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของปลา โดยเปรียบเทียบ
กบัชดุควบคมุทกุระดบัความเข้มข้นท่ีศกึษาที่เวลา 0, 1, 3, 6, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 
การสกดัโปรตีนจากอวยัวะของปลาดกุลูกผสมเพือ่ศึกษารูปแบบของโปรตีนและการหาปริมาณโปรตีน (protein 
determination)  

การสกัดโปรตีนจากอวัยวะของปลาดุกลูกผสมเพื่อศึกษารูปแบบของโปรตีนดัดแปลงจาก  Thanomsit et al. 
(2020b) โดยท าการเก็บตวัอย่างจะท าทัง้หมด  3 อวยัวะคือ  สมอง กล้ามเนือ้ และเหงือก ของปลาดกุลกูผสมในกลุม่ที่ได้รับ
สมัผสัสารอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิดการตายที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมงและกลุม่ควบคมุมาใช้ใน
การศึกษา หลงัจากท าการหาปริมาณโปรตีนในตวัอย่างเพื่อน าค่าความเข้มข้นโปรตีนมาค านวณก่อนน าไปใช้การทดสอบ
รูปแบบโปรตีน โดยน าตวัอยา่งที่เก็บไว้มาท าให้ละลายที่อณุหภมูิห้อง จากนัน้เจือจางตวัอย่างด้วยน า้กลัน่ในอตัราสว่น 1:100 
น าตวัอย่างใส่ใน microplate หลมุละ 10 µl จ านวน 2 หลมุ เพื่อเป็น replicate น าสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ความ
เข้มข้น 1.4 mg/ml ของบริษัท Bio-Rad มาเจือจางเช่นเดียวกบัสารตวัอย่างให้มีความเข้มข้น 0.7, 0.35, 0.175 และ 0.0875  
mg/ml เติม dye reagent 200 µl ในทกุหลมุ ทิง้ไว้ที่อุณหภมูิห้องนาน  5 นาที  น า microplate มาอา่นค่าการดดูกลนืแสงด้วย
เคร่ือง microplate reader ที่ความยาวคลื่น  595 nm น าค่าการดูดกลืนแสงที่เคร่ืองอ่านได้มาสร้างกราฟมาตรฐานจากการ
ค านวณค่าการดูดกลืนแสงกับค่าความเข้มข้นต่าง ๆ ของโปรตีนมาตรฐาน BSA โดยให้แกน x คือความเข้มข้นของโปรตีน 
(mg/ml) และแกน y คือค่าการดูดกลืนแสง จากนัน้น าค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างมาแทนค่า y ในสมการ linear 
regression  (y = ax + b) จะทราบค่าความเข้มข้นของโปรตีนในตวัอย่าง ซึ่งน าไปใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีนที่จะใช้
ส าหรับเติมตวัอยา่งลงบน 10% SDS-PAGE 

การศึกษารูปแบบของโปรตีนทีพ่บในปลาดกุลูกผสมทีส่มัผสัอะบาเม็กตินโดยใชเ้ทคนิค โซเดียมโดดีคริลซลัเฟต เจล อิเล็คโตร
โฟรีซีส Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

การศึกษารูปแบบของโปรตีนที่พบในปลาดกุลกูผสมที่สมัผสัอะบาเม็กตินอ้างอิงจาก Thanomsit et al. (2018) คือ 
เตรียมส่วนผสมของสารละลายอะคริลาไมด์ ให้ separating gel มีความเข้มข้น 10% (H20 4.85 ml, 30% acrylamide 
mixture 3.35 ml, 1.5 M Tris (pH 8.8) 1.65 ml, 10%  SDS 100 µl, 10%  APS 50 µl, TEMED 3.5 µl)  เทสารละลาย         
อะคริลาไมด์ลงในช่องวา่งระหวา่งแผน่กระจกของชดุอิเล็คโตรโฟรีซีส ให้เหลอืสว่นของ stacking gel ไว้ประมาณ 1 เซนติเมตร 
เติมน า้กลัน่บนเจลเพื่อป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาโพลเีมอไรเซชัน่ แล้วทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัประมาณ 30 นาที  

หลงัจากนัน้เตรียมส่วนผสม stacking gel 4% (H20 3.05 ml, 30% acrylamide mixture 670 µl, 1.5 M Tris (pH 
6.8) 1.25 ml, 10%SDS 50 µl, 10% APS 60 µl, TEMED 5 µl) วางซี่หวีลงในช่องกระจก เพื่อให้เกิดเป็นช่องเติมตัวอย่าง               
เทสว่นผสมของ stacking gel ลงบน separating gel ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัประมาณ 15 นาที แล้วประกอบเจลลงในชดุอิเล็คโตร
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โฟรีซีส เติมสารละลายอิเล็คโทรดบัฟเฟอร์ ให้ท่วมช่องเติมตัวอย่าง เติมตัวอย่างที่ผสมกับ 2x sample buffer และต้มใน                
น า้เดือด 5 นาทีแล้ว มาใส่ในช่องเติมตวัอย่างแต่ละช่อง ปริมาณ 10 µl (ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 80 µg) ต่ออุปกรณ์จ่ายไฟ          
ตัง้กระแสไฟฟ้าที่ 110 โวลต์ จนกระทั่งสงัเกตว่าสีของ bromophenol blue เคลื่อนที่ถึงส่วนล่างของเจล จึงหยุดกระแสไฟ               
ค่อย ๆ น าเจลออกจากแผ่นกระจกแล้วน ามาย้อมด้วยสี Coomassie Brilliant Blue R 250 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้                  
ล้างสอีอกด้วย destaining solution I และ destaining solution II จนกระทัง่เห็นแถบสขีองโปรตีนชดัเจนแตเ่นือ้เจลคอ่นข้างใส  
การศึกษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสดว้ยเทคนิค Western blot  

การศึกษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วยเทคนิค Western blot  ดัดแปลงจาก Thanomsit et al. 
(2020a) เร่ิมจากท าการย้ายโปรตีนจากแผ่นเจลลงในกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช้ Simi dye-Transblot apparatus                  
แล้วน าไปแช่ ใน 0.5% blotto เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างตัวประท าส่วนเกินออกด้วย PBS จ านวน 3 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที                  
น าไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนมาบ่มในแอนติบอดี  (PAb-AChE จาก Bio-Rad ประเทศไทย code 0200-0042) ที่ระดับการ              
เจือจาง 1 : 200 เป็นเวลา 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ล้างตัวกระท าส่วนเกินออกด้วย 0.5% blotto 
จ านวน  3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที หลงัจากนัน้น าไปบ่มใน goat-anti rabbit -HRP (GAR-HRP จากบริษัท Bio-Rad ประเทศไทย 
code 170-6515) ที่ระดบัการเจือจาง 1: 1000 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง ล้างด้วย 0.5 % blotto จ านวน 3 ครัง้ ๆ ละ 
10 นาที แช่ในสารละลายสบัสเตรท (0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% H2O2 และ 0.05% CoCl2 ใน PBS) เป็นเวลา 
5 นาที สงัเกตแถบโปรตีนสนี า้ตาลด าที่มีขนาด 71 kDa 

การศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสดว้ยเทคนิค dot blot 
เตรียมตวัอย่างให้มีความเข้มข้นของโปรตีนที่สกดัจากสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสั

กบัอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดการตายคือ 1 ppm ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 
0.625, 0.312, 0.156 และ 0.078 µg/µl หยดตัวอย่าง 1.2 µl ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ทิง้ไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
จากนัน้น ามาแช่ใน 5% นมพร่องมนัเนยใน PBS เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วล้างออกด้วย PBS/0.5%Tween 20 ครัง้ละ 5 นาที           
3 ครัง้ จากนัน้บ่มในแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (PAb-AChE ระดบัการเจือจาง 1:200) นาน 12 ชั่วโมง              
ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้ล้างตัวกระท าส่วนเกินออกด้วย PBS/0.5%Tween 20 ครัง้ละ 5 นาที 3 ครัง้                  
น ากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปแช่ใน Secondary antibody ระดับการเจือจาง 1: 1000 (GAR-HRP จากบริษัท Bio-Rad 
ประเทศไทย code 170-6515) ที่ระดบัความเจือจาง 1:1,000 ทิง้ไว้ข้ามคืนท่ีอณุหภมูิ 4 oC แล้วน าไปล้างโปรตีนสว่นเกินออก
ด้วยสารละลาย PBS/0.5%Tween 20 ครัง้ละ 5 นาที 3 ครัง้ เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ และน ากระดาษไนโตรเซลลโูลสมา
ท าให้เกิดสีปฏิกิริยาในสารละลายสบัสเตรท  (0.03% 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), 0.06% H2O2 
และ 0.05% CoCl2 ใน 0.15 M PBS, pH = 7.4).และบนัทกึผลของจดุโปรตีนสนี า้ตาลเทาที่เกิดขึน้บนกระดาษไนโตรเซลลโูลส 
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ผลการวิจัย   
ผลการศึกษาอตัราการตายสะสมและระดบัความเป็นพิษของปลาดกุลูกผสมเมื่อไดร้บัสมัผสัอะบาเม็กติน 
 เมื่อท าการศกึษาถึงอตัราการตายสะสมพบวา่อตัราการตายจะเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาและความเข้มข้นที่ได้รับสมัผสั
โดยอตัราการตายครัง้แรกจะเกิดขึน้เมื่อปลาดกุลกูผสมได้รับสมัผัสกบัอะบาเม็กตินเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่ระดบัความเข้มข้น 
10, 20, 30, 40 และ 50 ppm อตัราการตายคิดเป็น 3.33, 13.33, 26.67, 43.33 และ 53.33% ตามล าดบั เมื่อปลาดกุลกูผสม
รับสมัผสักบัอะบาเม็กตินเป็นเวลา 48 ชัว่โมง อตัราการตายสะสมที่ตรวจสอบได้ทีร่ะดบัความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 
ppm คิดเป็น 16.67, 26.67, 33.33 56.67 และ 63.33% ตามล าดบั  
 ยิ่งไปกว่านัน้เมื่อท าการศึกษาอตัราการตายสะสมของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัอะบาเม็กตินที่เวลา 72 ชัว่โมง
พบวา่อตัราการตายสะสมเพิ่มขึน้ตามระดบัความเข้มข้นดงัที่ท าการศกึษามาก่อนนีค้ือ ระดบัความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 
50 ppm อตัราการตายสะสมคิดเป็น 26.67, 33.33, 50.00, 66.67 และ 76.67% ตามล าดบั และการศกึษาท าการศึกษาอตัรา
การตายสะสมของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัอะบาเม็กตินที่เวลาสงูสดุคือ 96 ชัว่โมง พบว่าอตัราการตายสะสมจะสงูที่สดุ
โดยที่ระดับความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 ppm อัตราการตายคิดเป็น 40.00, 43.33, 60.00, 76.67 และ 86.67% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 1) 

 
ภาพที่ 1  แสดงอตัราการตายสะสมของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กติน (Mean±SD) ที่ระดบัความเข้มข้น 0,  
               10, 20, 30, 40 และ 50 ppm เป็นเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 

 
เมื่อท าการศกึษาอตัราการตายสะสมของปลาดกุลกูผสมเมื่อสมัผสักบัอะบาเม็กตินแล้วท าการวิเคราะห์คา่ LC50 โดย 

การวิเคราะห์โพรบิทและใช้โปรแกรม minitab พบว่าค่า LC50 (95% confidence) ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงมีค่า
เทา่กบั 45.76 (44.61-47.01), 39.16 (38.00-40.40, 29.44 (28.42-30.46) และ 20.84 (19.61-21.98) ppm 
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ผลการศึกษาพฤติกรรมของปลาดกุลูกผสมเมื่อไดร้บัสมัผสักบัอะบาเม็กติน 
การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมที่ตรวจสอบได้จะเร่ิมขึน้เมื่อปลาดุกลกูผสมได้รับอะบาเม็กตินเป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดย

อาการที่ตรวจสอบได้ คือ ว่ายน า้ผิดปกติ เสียการทรงตวัและว่ายน า้เป็นแนวตัง้ฉากกับผิวน า้  ปลาดุกลกูผสมที่ได้รับสมัผสั
กบัอะบาเม็กตินจะถกูน ามาประเมินค่าอตัราการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมสะสมของปลาดกุลกุผสมที่ระยะเวลา 0, 24, 48, 72 
และ 96 ชัว่โมงโดยประเมินผลจากการสญูเสียสมดุลในการเคลื่อนที่และพฤติกรรมการว่ายน า้ ซึ่งจากการศึกษาพบว่า การ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของปลาดกุลกูผสมที่ได้สมัผสักบัอะบาเม็กตินจะเพิ่มขึน้ตามระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับ
สมัผสั เมื่อปลาดุกลกูผสมสมัผสักับสารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5 ppm มีระดบัการ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมคิดเป็น 6.67, 16.67, 30.00, 40.00,  และ 50.00% เมื่อปลาดุกสมัผัสสารอะบาเม็กตินเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง อตัราการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมสะสมคิดเป็น 20.00, 30.00, 40.00, 56.67 และ 63.33% ที่เวลา 48 ชัว่โมง อตัราการ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมสะสมคิดเป็น 30.00, 40.00, 50.00, 66.67 และ 76.67% และท้ายที่สดุที่เวลา 96 ชั่วโมง อัตราการ
เปลีย่นแปลงพฤติกรรมสะสมคิดเป็น 40.00, 50.00, 60.00, 76.67 และ 87.67% (ภาพท่ี 2) 

 
ภาพที่ 2  แสดงอตัราการเปลีย่นแปลงพฤติกรรมสะสมของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กติน (Mean±SD) ที่ระดบั 
                ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ppm เป็นเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 
 

เมื่อท าการศกึษาอตัราการตายสะสมจะท าการศกึษา median effective concentration (EC50) โดยใช้การวิเคราะห์
แบบโพรบิท และ ใช้โปรแกรม minitab ซึ่งจากการศึกษาพบว่าค่า EC50 (95% confidence) ที่ประเมินได้ที่เวลา 24, 48, 72 
และ 96 ชัว่โมงมีคา่เทา่กบั 4.79 (4.63-4.96), 3.72 (3.60-3.86), 2.77 (2.65-2.88) และ 1.94 (1.80-2.06) ppm 
 
ผลการศึกษาสณัฐานวิทยาทีเ่ปลีย่นแปลงไปตามระยะเวลาการทดลองทีต่่างกนั 
 เมื่อท าการศึกษาถึงสณัฐานวิทยาของปลาปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นที่ไม่
ก่อให้เกิดการตายที่ความเข้มข้น 1 ppm พบว่าปลาดุกลูกผสมมีลกัษณะภายนอกที่เปลี่ยนแปลงไปตามระยะเวลาที่ได้รับ
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สมัผสั มีสีจางลง มีรอยแผลตามล าตวั  ขบัเมือกมากกว่าปกติ หางก่ิว หนวดขาดกุด ปลาดกุลกูผสมมีซีดขาว และหนงัปลา
หลดุลอก  ซึง่แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งชดัเจน แสดงดงัตาราง 1  และภาพท่ี 3 
 
ตารางที่ 1  แสดงให้เห็นสณัฐานวิทยาของปลาดกุลกูผสมเมื่อได้รับสมัผสักบัอะบาเมก็ตินระดบัความเข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิด 
                  การตาย (1 ppm) ทีเ่ปลีย่นแปลงไปที่เวลาตา่ง ๆ 

เวลา (ชั่วโมง) สัณฐานวทิยาของปลาดุกลกูผสมที่ได้รับสัมผัสกับอะบาเม็กติน 
0 ปกติ 
1 ปกติ 
3 เร่ิมมีการขบัเมือกออกมา 
6 ขบัเมือกมาก มีแผลตามล าตวัเลก็น้อย 
24 มีแผลตามล าตวั มองเห็นชดัเจน หางก่ิวเลก็น้อย และขบัเมือกออกมาก 
48 มีแผลตามล าตวั มีเมือกปกคลมุล าตวัและบริเวณแผลสเีร่ิมซีดจาง หางก่ิวมากขึน้ 
72 มีแผลตามครีบและล าตวั หนวดขาดกดุ หางก่ิว มีเมือกคลมุทัง้ตวั สซีีดจาง 
96 มีแผลขนาดใหญ่ตามล าตวั ผิวหนงัลอก หนวดขาดกดุ หางก่ิว มีเมือกคลมุทัง้ตวั สซีีดจาง 

 

  
 

                    ภาพที่ 3  แสดงตวัอยา่งลกัษณะภายนอกของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเมก็ตินพบวา่มีลกัษณะ 
                                   ที่เปลีย่นแปลงไป เช่น มีสจีางลง มีรอยแผลตามล าตวั  ขบัเมอืกมากกวา่ปกติ หางก่ิว หนวดขาดกดุ 

 

 เมื่อท าการศกึษาลกัษณะภายในของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสักบัสารอะบาเม็กตินทัง้ 3 อวยัวะ คือ สมอง เหงือก 
และกล้ามเนือ้ พบว่าสมอง มีอาการบวมและมีเลือดออก บริเวณเหงือกพบว่า เหงือกมีซีดจางมากกว่าปกติและบางส่วนของ              
ซี่เหงือกฉีกขาด  และในกล้ามเนือ้พบว่า มีสีซีดและมีเลือดออกเป็นจุด ๆ ทุกอวยัวะที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กตินมีความ
แตกตา่งกบักลุม่ควบคมุ  
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ผลการศึกษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสัอะบาเม็กตินดว้ยเทคนิค Western blot  
เมื่อท าการศกึษารูปแบบของโปรตีนของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กตินโดยมีโปรตีนมาตรฐานเป็นตวั

เปรียบเทียบในเนือ้เยื่อในสมอง กล้ามเนือ้ และเหงือก และน าเทคนิค Western blot  มาใช้ประเมินถึงความจ าเพาะของอะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสที่แยกได้กับแอนติบอดีที่ใช้ทดสอบที่มีความจ าเพาะกบัอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (PAb-AChE ระดบัการเจือ
จาง 1:200) พบวา่แสดงผลบวกบริเวณแถบโปรตีนที่มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุ 71 kDa ในทกุเนือ้เยื่อที่ท าการศกึษา (ภาพที่ 4) 

 
     ภาพที่ 4  การศกึษาความจ าเพาะของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในสมอง กล้ามเนือ้ และเหงือกของปลาดกุลกูผสมที่ได้รับ 
                    สมัผสัอะบาเม็กตินความเข้มข้น 1 ppm ด้วยเทคนคิ Western blot  
 
ผลการศึกษารูปแบบโปรตีนในปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสัสารอะบาเม็กตินในระดบัทีไ่ม่ก่อใหเ้กิดอตัราการตาย 

10% SDS-PAGE ถูกน ามาใช้ในการศึกษาถึงรูปแบบของโปรตีนที่พบในสมอง กล้ามเนือ้ และเหงือก ของปลาดุก
ลูกผสมที่ได้รับสมัผัสกับอะบาเม็กตินที่ระดับความเข้มข้นและเวลาต่าง ๆ โดยรูปแบบของโปรตีนที่พบจะเปลี่ยนไปตาม
ระยะเวลาที่ท าการศกึษา ในสมองที่ระดบัความเข้มข้นท่ีศกึษาที่เวลา 24 ชัว่โมง อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจะสามารถตรวจสอบ
ได้โดยมีขนาด 71 kDa แตเ่มื่อเวลาผา่นไปเป็น 48 ชัว่โมง การแสดงออกจะลดลงและท่ีเวลา 96 ชัว่โมง จะไมพ่บการแสดงออก
ของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส  

กล้ามเนือ้เป็นอีกหนึ่งเนือ้เยื่อที่ถกูน ามาใช้ในการศึกษาโดยจะใช้บริเวณเหนือเส้นข้างล าตวั รูปแบบโปรตีนที่พบจะ
คล้ายคลงึกนักบัในสมอง อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมีขนาดโมเลกลุ 71 kDa เมื่อปลานิลได้รับสมัผสัสารเป็นเวลานานมากขึน้ก็มี
การแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสน้อยลง คือ พบแถบโปรตีนขนาด 71 kDa บางลง แตโ่ปรตีนขนาดโมเลกลุเลก็ในช่วง 
25-37 kDa พบวา่ ยงัคงปรากฏอยูใ่นทกุช่วงเวลาที่ท าการศกึษา   

อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเหงือกมีขนาดโมเลกุล 71 kDa เช่นเดียวกับที่พบในสมองและในกล้ามเนือ้ ในทุกระดบั
ความเข้มข้นและทกุระยะเวลาที่ศึกษาพบว่าอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส มีการแสดงออกอย่างชดัเจน แต่แนวโน้มที่พบคือลดลง
ตามระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั (ภาพ 5) 
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                    ภาพที่ 5  เทคนิค SDS-PAGE ศกึษารูปแบบโปรตีนจากสมอง เหงือก และกล้ามเนือ้ปลาดกุลกูผสม 
                                   ที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเมก็ติน ความเข้มข้น 1 ppm ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 
 
ผลการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใช้เทคนิค dot blot ในปลาดกุลกุผสมทีไ่ดร้บัสมัผสัอะบาเม็กติน 

ในสมองของปลาดกุลกูผสมเมื่อได้รับสมัผสักบัอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดการตายคือ 1 ppm 
พบว่า ในปลาดุกลกูผสมกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงพบว่า การแสดงออก
ของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเมื่อศึกษาด้วยเทคนิค dot blot มีแนวโน้มจะลดลงเมื่อสมัผัสกับสารเป็นระยะเวลานานโดย
ขีดจ ากดัการตรวจสอบคือ 1.25, 2.5, 2.5, 5 และ 10 µg/µl  (ภาพท่ี 6) 
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                 ภาพที่ 6   การตรวจสอบอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสด้วยเทคนิค dot blot ในสมองของปลาดกุลกูผสมชดุควบคมุ  
                                 และในปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเมก็ตินความเข้มข้น 1 ppm ที่เวลา 24, 48, 72 และ  
                                 96 ชัว่โมง 
 

ในกล้ามเนือ้ของปลาดุกลกูผสมเมื่อได้รับสมัผสักับอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นที่ ไม่ก่อให้เกิดการตายคือ 1 
ppm พบว่า ในปลาดุกลูกผสมกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสัมผัสสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงพบว่า การ
แสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเมื่อศึกษาด้วยเทคนิค dot blot มีแนวโน้มจะลดลงเมื่อสมัผสักบัสารเป็นระยะเวลานาน
โดยขีดจ ากดัการตรวจสอบคือ 0.625, 2.5, 2.5, 2.5, และ 2.5 µg/µl (ภาพท่ี 7)  

 

                               
 
                        ภาพที่ 7  การตรวจสอบอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสด้วยเทคนิค dot blot ในกล้ามเนือ้ของปลาดกุลกูผสม 
                                       ชดุควบคมุ และในปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กติน ความเข้มข้น 1 ppm ที่เวลา  
                                       24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง 

 
ในเหงือกของปลาดกุลกูผสมเมื่อได้รับสมัผสักบัอะบาเม็กตินในระดบัความเข้มข้นที่ไม่ก่อให้เกิดการตายคือ 1 ppm 

พบว่า ในปลาดุกลกูผสมกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงพบว่า การแสดงออก
ของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเมื่อศึกษาด้วยเทคนิค dot blot มีแนวโน้มจะลดลงเมื่อสมัผัสกับสารเป็นระยะเวลานานโดย
ขีดจ ากดัการตรวจสอบคือ 2.5, 2.5, 2.5, 5, และ 10 µg/µl (ภาพท่ี 8) 
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                  ภาพที่ 8  การตรวจสอบอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสด้วยเทคนิค dot blot ในเหงือกของปลาดกุลกูผสมชดุควบคมุ  
                                 และในปลาดกุลกูผสมที่ได้รับสมัผสัสารอะบาเมก็ติน ความเข้มข้น 1 ppm ที่เวลา 24, 48, 72   และ  
                                 96 ชัว่โมง 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย  
 ปัจจุบันสารเคมีก าจัดศัตรูพืชมีความส าคัญต่อการเกษตรกรรมของประเทศไทย  มีรายงานว่ามีการน าเข้าจาก
ต่างประเทศและมีการน ามาใช้ในการปราบศัตรูพืชสงูที่สดุ  ซึ่งการใช้สารก าจัดศตัรูพืชดังกล่าวนัน้ก็อาจจะก่อให้เกิดการ
ปนเปือ้นสูส่ิง่แวดล้อมทัง้ในดิน อากาศและน า้ได้ หากเกิดการปนเปือ้นในแหลง่น า้จะกอ่ให้เกิดการสะสมในสิง่มีชีวิตชนิดตา่ง ๆ 
ตามห่วงโซ่อาหาร และยิ่งกว่านัน้การปนเปื้อนของสารก าจัดศัตรูพืชในสิ่งมีชีวิตก็อาจจะก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พฤติกรรมและสรีรวิทยา หรือหากมีการปนเปือ้นในระดบัสงูก็อาจจะก่อให้เกิดการตายของสตัว์น า้ได้ในที่สดุ จากความส าคญั
ดังกล่าวข้างต้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องมีการศึกษาถึงแนวทางการป้องกันและการจัดการปัญหาดังกล่าวเพื่อลดการ
ปนเปือ้นของสารดงักลา่วในสิง่แวดล้อม (Thanomsit et al., 2020a) 
  อะบาเม็กติน เป็นผลกึผงสเีหลอืงออ่น สามารถติดไฟเมื่อได้รับความร้อนหรือเปลวไฟ และระเบิดได้เมื่อมีสาร oxidizer 
อยู่ด้วย เป็นสารที่ไม่ละลายน า้ แต่ละลายได้ดีในสารตัวท าละลาย เช่น acetone, methanol, isopropanol หรือ toluene                   
ในผลิตภัณฑ์ อะบาเม็กตินจึงต้องมีตัวท าละลายอยู่ด้วยเสมอ โดยมีลกัษณะเป็นน า้สีเหลืองน า้ตาลอ่อน หรือน า้ตาลเข้ม                
มีรายงานวา่ผลกระทบของอะบาเม็กตนิท่ีพบในปัจจบุนัคือ เกิดปัญหาการตกค้างของสารเคมีในสิง่แวดล้อมซึง่สาเหตสุว่นใหญ่
เกิดจากการแพร่กระจายของสารเคมีในระหวา่งการฉีดพ่น เนื่องจากสารเคมีสว่นใหญ่จะกระจายจากบริเวณของพืชที่ต้องการ
ฉีดพ่นลงสู่พืน้ดินและบางส่วนระเหยอยู่ในอากาศท าให้มีการสะสมอยู่ในพืน้ดินและน า้ ซึ่ งเป็นที่อยู่อาศัยของสตัว์น า้ และ              
ในท่ีสดุจะสง่ผลให้เกิดการสะสมของสารเคมีในหว่งโซอ่าหารและท าให้สิง่มีชีวิตในระบบหว่งโซอ่าหารทกุระดบัได้รับผลกระทบ 
(Thanomsit,  Ocharoen & Nanthanawat, 2016; Thanomsit & Ocharoen, 2016; Thanomsit et al., 2020a) ซึ่ งอาจจะ
ส่งผลต่อทรัพยากรสัตว์น า้ในอนาคต นอกจากนีย้ังส่งผลต่อคุณภาพของน า้คือท าให้เกิดมีการเปลี่ยนแปลงและ                      
เสือ่มโทรมลงท าให้การใช้ประโยชน์จากน า้นัน้ลดลงหรืออาจใช้ประโยชน์ไมไ่ด้ จากความส าคญัดงักลา่วข้างต้นการศกึษาครัง้นี ้
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มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารก าจัดแมลงศตัรูพืชอะบาเม็กตินในปลาดกุลกูผสมโดยประเมินผลกระทบจากการตาย
สะสม การเปลีย่นแปลงพฤติกรรมการเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยา และศกึษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในปลา
ดกุลกูผสม 

ระดบัความเป็นพิษและการตายสะสมของปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสักบัอะบาเม็กติน 
ในการศกึษาวิจยัครัง้นีพ้บวา่อตัราการตายของปลาดกุลกูผสมจะขึน้อยูก่บัความเข้มข้นและระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั 

กบัอะบาเม็กตินปลาดกุลกูผสมในชดุควบคมุจะไมเ่กิดการตาย การตายจะเกิดขึน้ครัง้แรกเมื่อปลาดกุลกูผสมได้รับสมัผสัสาร
ทกุระดบัความเข้มข้นเมื่อเวลาผ่านไป 24  ชัว่โมง และระดบัการตายที่พบสงูสดุ คือ ที่เวลา 96  ชัว่โมง ส าหรับการศึกษาระดบั
ความเป็นพิษของอะบาเม็กตินที่มีต่ออตัราการสะสมของปลาดกุลกูผสมในครัง้นีแ้ตกต่างกบัการศึกษาในปลาม้าลายที่พบว่า
ความเข้มข้นที่ก่อให้เกิดการตาย คือ 33 µg/L ที่เวลา 48 ชัว่โมง ซึ่งระดบัความเข้มข้นที่แตกต่างกันและส่งผลต่อการตายใน
ปลานีอ้าจจะเนื่องจากชนิดของปลาแตกตา่งกนั ซึง่ Walker et al. (2006) รายงานไว้วา่ชนิดของสตัว์น า้ ขนาดของสตัว์น า้ และ
เส้นทางการได้รับสมัผสัสารส่งผลต่ออัตราการตายของสตัว์น า้ที่แตกต่างกัน   ยิ่งไปกว่านัน้การศึกษาครัง้นีย้งัแตกต่างกับ
การศึกษาของ Novellia, Vieiraa,  Cordeirob, Cappelinib,  Vieirab & Espíndola  (2011) ที่ศึกษาผลของอะบาเม็กติน              
ในสตัว์น า้จืด คือ ไรแดง (Daphnia similis) และปลา Danio rerio จากการศกึษาพบวา่ คา่ EC50 ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง ในไรแดงมี
คา่เทา่กบั 5.1 mg/L สว่นคา่ LC50 ที่เวลา 48 ชัว่โมง ในปลา Danio rerio มีคา่เทา่กบั 33 mg/L 

Tisler & Erizen (2006) ท าการศึกษาถึงความเป็นพิษของอะบาเม็กตินใน Daphnia magna ซึ่งจากการศึกษา 
พบว่าอะบาเม็กตินก่อให้เกิดการตายใน Daphnia magna และอะบาเม็กตินสง่ผลต่อสรีรวิทยาและพฤติกรรมด้วย ค่า EC10, 
EC50 และEC90 ที่เวลา 24 ชัว่โมง มีคา่เทา่กบั 0.11, 0.33 (0.21-0.43) และ 0.97 mg/L  
พฤติกรรมของปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสักบัอะบาเม็กติน 
 ส าหรับพฤติกรรมนัน้ โดยทัว่ไปจะหมายถึง การแสดงและกิริยาท่าทางซึ่งสิ่งมีชีวิต ระบบหรืออตัลกัษณ์ประดิษฐ์               
ที่เกิด ร่วมกนักบัสิ่งแวดล้อม ซึ่งรวมระบบอื่นหรือสิ่งมีชีวิตโดยรวม เช่นเดียวกบัสิ่งแวดล้อมทางกายภาพ  พฤติกรรมเป็นการ
ตอบสนองของระบบหรือสิ่งมีชีวิตต่อสิ่งเร้าหรือการรับเข้าทัง้หลาย ไม่ว่าจะเป็น ภายในหรือภายนอกหลงัจากสิ่งมีชีวิตชนิด              
ตา่ง ๆ ได้รับสมัผสักบัสารเคมีที่เป็นพิษจะก่อให้เกิดผลกระทบตอ่พฤติกรรมตา่ง ๆ  โดยเฉพาะอยา่งยิ่งพฤติกรรมการวา่ยน า้หรือ
การเคลื่อนที่มกัจะน ามาใช้ในการศึกษาถึงการได้รับสมัผสัสารเคมีที่เป็นพิษในปลา และยิ่งไปกวา่นัน้พฤติกรรมจะถกูน ามาใช้
ในการศกึษาร่วมกนักบัการเปลีย่นแปลงทางด้านสรีรวิทยา (Thanomsit,  Ocharoen & Nanthanawat, 2016; Isaac, Joshua 
& Jehu, 2017)  การศึกษาครัง้นีพ้บว่าปลาดุกลุกผสมจะมีพฤติกรรมที่เปลี่ยนไปจากปลาในกลุ่มควบคุมอย่างชัดเจนคือ                
ว่ายน า้หัวตัง้ฉากกับผิวน า้ และเคลื่อนตัวมารวมกลุ่มบริเวณด้านล่างของโหลแก้วหลงัจากที่ได้รับสมัผัสกับอะบาเม็กติน                 
ก่อนทีจ่ะตาย ซึ่งคล้ายคลงึกบัการศึกษาของพฤติกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปของปลาดกุแอฟริกา (Clarias gariepinus) ที่วา่ยน า้ 
ผิดปกติจากผิวน า้ลงพืน้น า้อย่างรวดเร็ว กระโดด (Ladipo, Doherty & Oyebadejo, 2011)  และคล้ายคลงึกบัพฤติกรรมของ
ลกูปลานิล (Oreochromis niloticus) ว่ายน า้ผิดปกติ และเสียการทรงตวัเมื่อได้รับสมัผสักับสารก าจัดแมลง (Akinsorotan, 
Morgan & Izah, 2019) และยิ่งไปกวา่นัน้ในการศกึษาครัง้นีก็้ยงัมีความคล้ายคลงึกบัการศกึษาของ Kushwaha et al. (2020) 
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ที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของปลา Oreochromis mossambicus เมื่อได้รับสมัผัสกับสารอะบาเม็กติน ซึ่งจาก
การศกึษาพบว่า อะบาเม็กตินสง่ผลต่อพฤติกรรมการว่ายน า้และและการเปลีย่นแปลงของ operculum ของปลาชนิดดงักลา่ว
เมื่อได้รับสมัผสักบัสารเป็นเวลา 36 ชัว่โมงที่ระดบัความเข้มข้น 45 และ 55 ppb 

ลกัษณะสณัฐานวิทยาของปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสักบัอะบาเม็กติน 
 สณัฐานวิทยาเป็นการศกึษา โครงสร้างของสตัว์และวิธีวิวฒันาการในการศกึษาครัง้นีไ้ด้น าวิธีการประเมินถึงสณัฐาน
วิทยาที่เปลี่ยนแปลงไปของปลาดุกลูกผสมที่ได้รับสัมผัสกับอะบาเม็กตินมาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบเพื่อให้ทราบถึง
ผลกระทบที่เกิดอยา่งแท้จริงโดยประเมินทัง้ ลกัษณะภายนอกและภายในโดยเมื่อท าการศกึษาพบวา่ลกัษณะภายนอกของปลา
ดุกลูกผสมที่ตรวจสอบได้เมื่อได้รับสมัผัสกับอะบาเม็กตินพบว่าปลาดุกลูกผสมมีลกัษณะภายนอกที่เปลี่ยนแปลงไปตาม
ระยะเวลาที่ได้รับสมัผสั มีสจีางลง มีรอยแผลตามล าตวั  ขบัเมือกมากกวา่ปกติ หางก่ิว หนวดขาดกดุ สปีลาปลาดกุลกูผสมซีด
ขาว และหนงัปลาหลดุลอก และยิ่งไปกว่า นัน้เมื่อท าการศึกษาลกัษณะภายในโดยตรวจสอบ อวยัวะทัง้หมด 3 อวยัวะคือ 
เหงือก กล้ามเนือ้และสมองพบว่าทุกอวัยวะมีการ เปลี่ยนแปลงที่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมทัง้หมด ซึ่งในการศึกษาครัง้
สอดคล้องกับการศึกษาของ Isaac et al. (2017) ที่รายงานว่า เมื่อใน African catfish (Clarias gariepinus) เมื่อสมัผัสกับ       
สารก าจัดศตัรูพืชจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในเร่ืองของการเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยา คือ มีการเปลี่ยนแปลงของสีผิว และมี
เลอืดออกบริเวณผิวหนงั 
การศึกษารูปแบบโปรตีนและการแสดงออกอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของปลาดกุลูกผสมทีไ่ดร้บัสมัผสักบัอะบาเม็กตินโดยใช้
เทคนิค โซเดียมโดดีคริลซลัเฟต เจล อิเล็คโตรโฟรีซีสและ Western blot 

เป็นที่ทราบกันดีว่าอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เปลี่ยนอะซิทิลโคลีน (สารสื่อประสาท)  ไปเป็น
โคลีนและอะซีเตทเมื่อเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสไม่สามารถท าหน้าที่ได้จะท าให้ เกิดการคัง่ของอะซิทิลโคลีน ซึ่งการคัง่
ของสารดงักล่าว นีจ้ะมีผลต่อระบบประสาทสว่นกลางและสว่นปลายท าให้เกิดการกระตกุของกล้ามเนือ้ ด้วยเหตนุีจ้ึงมีการ
ตรวจประเมินการรับสมัผสัสารก าจัดศัตรูพืชด้วยการตรวจวดัการท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเตอเรสโดยตรงการ
ตรวจวดัการท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสนีส้ามารถน ามาใช้เป็นตวัชีว้ดั ทางชีวภาพของการสมัผสั (biomarker 
of exposure) จากการรับสมัผสัสารก าจัดศตัรูพืชได้หากได้รับสมัผสัสารดงักล่าวเป็นเวลานานและมีปริมาณ มากจะพบว่า       
อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสจะถกูท าลายและที่ส าคญัเนือ้เยื่อก็จะเกิดการเปลีย่นแปลงด้วย ในการศกึษาครัง้นีพ้บวา่อะซิทิลโคลีน
เอสเทอเรสในปลาดุกลูกผสมที่แยกได้จากสมอง กล้ามเนือ้และเหงือกมีขนาด 71 kDa เมื่อท าการศึกษาโดยใช้เทคนิค 
Western blot โดยน าแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมาใช้ในการตรวจสอบ และเมื่อท าการศึกษารูปแบบ
โปรตีนโดยใช้เทคนิคเจล อิเล็คโตรโฟรีซีส ในสมองของปลาดุกลกูผสมที่ได้รับสมัผสัอะบาเม็กตินที่เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า       
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจะสามารถตรวจสอบได้โดยมีขนาด 71 kDa แตเ่มื่อเวลาผา่นไปเป็น 48 ชัว่โมงจะมีปริมาณลดลงและ
ที่เวลา 96 ชั่วโมง จะไม่พบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยรูปแบบของโปรตีนที่พบจะเปลี่ยนไปตามระดับ
ระยะเวลาที่ท าการศกึษา สอดคล้องกบัการศึกษาของ Thanomsit et al. (2020b) ที่พบว่าการแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอส
เทอเรสจะลดลงเมื่อปลาดกุลกูผสมได้รับสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืช (ไกลโฟเสท)เป็นระยะเวลานานโดยอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมี
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ขนาด 71 kDa ยิ่งในกว่านัน้ในการศกึษาครัง้นีย้งัสอดคล้องกบัการศึกษาของ Thanomsit et al. (2021) ท่ีพบว่าอะซิทิลโคลีน
เทอเรอสมีขนาด 71 kDa เมื่อท าการศกึษาในปลานิลและปลาหมอ 

งานวิจยัจ านวนมากชีใ้ห้เห็นวา่อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสถกูน ามาประยกุต์ใช้เป็นตวัชีว้ดัคณุภาพทางด้านสิง่แวดล้อม
ทางน า้และการตรวจสอบทางด้านพิษวทิยา  แตก่ารตรวจสอบถึงปริมาณชองอะซทิิลโคลนีเอสเทอเรสโดยตรวจสอบการท างาน
โดยตรงของเอนไซม์  เช่น  วิธีการของ Ellman, Courtney, Andres  & Featherstone (1961) และวิธีของ  Alves Costa et al. 
(2007)  นัน้  มีขีดจ ากัดในเร่ืองของเวลาและการตรวจสอบควรกระท าอย่างรวดเร็ว  เพื่อป้องกันการเสียสภาพของเอนไซม์      
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส และเมื่อท าการศึกษาในภาคสนามการเก็บตัวอย่างและตรวจวิเคราะห์ท าได้ยากมากกว่าใน
ห้องปฏิบตัิการ  การตรวจสอบทางอณุชีววิทยาในห้องปฏิบตัิการก็สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบอะซิทิลโคลีน                
เอสเทอเรสได้เช่นกนั  แต่ก็มีขีดจ ากัดในเร่ืองเคร่ืองมือที่ใช้มีราคาสงูมาก เกิดการปนเปื้อนและมีการเสียสภาพของดีเอ็นเอ               
ในระหว่างการตรวจสอบได้ง่าย  รวมทัง้ผู้วิจยัต้องมีความช านาญสงู การตรวจปริมาณโดยตรงโดยใช้สเปกโตรโฟเตอร์มิเตอร์
หรือการน าเทคนิคทางภมูิคุ้มกนัโดยอาศยัหลกัการท างานของแอนติเจนและแอนติบอดีมาตรวจสอบก็เป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่
ส าคัญเพราะเป็นเทคนิคที่ไม่ซับซ้อน มีความแม่นย าสูง และใช้ค่าใช้จ่ายน้อยที่ส าคัญคือสามารถตรวจสอบตัวอย่างได้                    
ครัง้ละมาก ๆ   ดงันัน้การประยุกต์ใช้เทคนิคทางแอนติบอดีซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะสงูจึงกลายเป็นอีก
ทางเลอืกหนึง่ที่ส าคญั (You et al., 2016; Thanomsit et al., 2017)  

เทคนิค dot blot เป็นเทคนิคทางแอนติบอดีแบบหนึ่ง ส าหรับการตรวจวิเคราะห์นัน้จะใช้หลกัการของแอนติบอดีและ
แอนติเจนที่จ าเพาะตอ่กนัท าปฏิกิริยาบนแผน่เมมเบรน โดยเมื่อเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์มาจบักบัแอนติเจน หรือ
แอนติบอดี ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่สนใจ แล้วน ามาเติมสับสเตรทที่จ าเพาะกับเอนไซม์นัน้ก็จะสามารถตรวจสอบผล                    
เชิงคุณภาพได้ด้วยการสงัเกตจุดสีน า้ตาลเทาบนแผ่นเมมเบรน โดยอาจเปรียบเทียบกับตวัควบคุมผลบวกและลบเพื่อเพิ่ม
ความแม่นย า ซึง่เทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบตัวอย่างจ านวนมากได้ในเวลาอนัรวดเร็ว มีความแม่นย าสงู สามารถวิเคราะห์ได้
ในระดับนาโนกรัม ค่าใช้จ่ายน้อย และขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก จึงมีการน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจสอบทัง้ในเชิงสิ่งแวดล้อม  
การเกษตร หรือทางการแพทย์อยา่งกว้างขวาง ดงันัน้ เทคนิค dot blot จึงถือเป็นทางเลอืกหนึ่งที่มีความน่าสนใจในการน ามา
พฒันาเพื่อตรวจสอบการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของตอ่มไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อม (Peter et al., 2001; Rupprecht et al., 
2010; Bastos et al., 2018) 

การตรวจสอบอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วยเทคนิค dot blot เพื่อประเมินถึงความไวและความจ าเพาะของอะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสกับโพลีโคลนอลแอนติบอดีพบว่าขีดจ ากัดของการตรวจสอบอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสที่สมองในปลาดุก
ลกูผสมชุดคุมควบคุมเปรียบเทียบกบักลุ่มที่ได้รับสมัผสัอะบาเม็กตินเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง มีขีดจ ากดัในการ
ตรวจสอบคือ 1.25, 2.5, 2.5, 5 และ 10 µg/µl  ในกล้ามเนือ้คือที่ 0.625, 2.5, 2.5, 2.5, และ 2.5 µg/µl และท้ายที่สดุในเหงือก
คือประมาณ 2.5, 2.5, 2.5, 5, และ10 µg/µl โดยขีดจ ากัดของการตรวจสอบครัง้นี ้แตกต่างกับการศึกษาของ Nuankaew, 
Ngamsnae, Saowakoon, Nanthanawat, & Thanomsit (2020) ที่พบว่าเมื่อใช้เทคนิค dot blot ประเมินถึงการแสดงออก
ของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในปลานิลที่ได้รับสมัผสักับพาราควอตพบว่าการแสดงออกของของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสใน
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กล้ามเนือ้ของปลานิลที่ได้รับสมัผสัพาราควอตเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุพบวา่ขีดจ ากดัของการแสดงออกที่ตรวจสอบได้คือ 
0.156, 1.25, 2.5, 5 และ 10 µg/µl เมื่อได้ศกึษาในกลุม่ควบคมุเปรียบเทียบกบัปลานิลที่ได้รับสมัผสัพาราควอตเป็นเวลา 24, 
48, 72 และ 96 ชั่วโมงตามล าดบั  ซึ่งสาเหตุที่ขีดจ ากัดในการตรวจสอบต่างกนันีอ้าจจะเนื่องจากชนิดของปลาและสารที่ใช้
ทดสอบตา่งชนิดกนั ซึง่ Walker et al. (2006) ได้เสนอรายงานไว้ และยิ่งไปกวา่นัน้ Thanomsit et al. (2020a) ได้เสนอแนะว่า
หากปลาดกุลกูผสมได้รับสารก าจดัศตัรูพืชเป็นเวลานานมีแนวโน้มจะสง่สง่ผลต่อการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
โดยอาจจะมีการแสดงออกที่ลดลงจากกลุ่มควบคุมทัง้นีอ้าจจะเนื่องมาจากสารก าจัดศตัรูพืชส่วนใหญ่มีความเป็นพิษสูง 
อาจจะไปท าลายเซลล์ตา่ง ๆ สง่ผลให้การแสดงออกของอะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสลดลง 
 
สรุปผลการวิจัย   
 อะบาเม็กตินเป็นสารก าจัดแมลงศตัรูพืชเมื่อปลาดุกลกูผสมได้รับสมัผสัจะก่อให้เกิดผลกระทบทัง้ในเร่ืองการตาย
สะสม การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม การเปลี่ยนแปลงสณัฐานวิทยา และการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในระดบั
ความเข้มข้นท่ีไมก่่อให้เกิดการตายในปลาดกุลกูผสมคือ 1 ppm พบวา่สามารถใช้อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสเป็นตวัชีว้ดัการได้รับ
สมัผสัได้ ซึ่งการเปลีย่นแปลงที่ตรวจสอบได้จะขึน้อยู่กบัระยะเวลาที่ได้รับสมัผัสโดยมีแนวโน้มที่จะลดลงหากมีการสมัผสัเป็น
ระยะเวลานาน อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสที่แยกได้จากเนือ้เยื่อสมอง กล้ามเนือ้ และเหงือกมีขนาดน า้หนกัโมเลกุลเท่ากับ 71 
kDa ดังนัน้ปลาดุกลกูผสมจึงมีแนวโน้มที่จะน ามาใช้เป็นตวัชีว้ดัการได้รับสมัผสัสารอะบาเม็กตินได้ หากมีการปนเปื้ อนใน
แหลง่น า้ได้ 
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