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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงคแ์ละที่มา: สารก าจัดวัชพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม (2,4-D-dimethylammonium) เป็นสารก าจัดวัชพืช 
ที่ใช้แพร่หลายในการก าจัดวัชพืชใบกว้าง และพืชประเภทกกในแหล่งน า้ นอกจากนีย้ังใช้ควบคุมการเจริญเติบโตในพืช 
ใบเลีย้งคู่เพื่อเพิ่มผลผลิต ในประเทศไทยสดัส่วนการน าเขา้สารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมมีปรมิาณสงูเป็นอนัดบั
สามของสารเคมีอันตรายทางการเกษตร และพบรายงานการตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มทั้งในดินและน า้ ซึ่งอาจสะสมในสตัวน์ า้ 
และส่งผลต่อระบบนิเวศ การศึกษาครั้งนี ้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นพิษของสารก าจัดวัชพืช 2,4-D-ไดเมทิล 
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แอมโมเนียมต่อปลานิล (Oreochromis niloticus) ซึ่งเป็นปลาน า้จืดที่พบไดใ้นแหล่งน า้ทั่วประเทศ ทัง้ในระดบัความเป็นพิษ
แบบเฉียบพลันและในระดบัที่ไม่ก่อการตาย เพื่อเพิ่มความเขา้ใจเก่ียวกับกลไกการเกิดพิษของ 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม 
ในปลานิล  
วิธีด าเนินการวิจัย: การทดสอบผลของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมท าการศกึษาในปลานิลโตเต็มวยั น า้หนกั 
150-200 กรมั ศึกษาอตัราการตายสะสมที่ 5 ระดบัความเขม้ขน้ คือ 33.60, 42.00, 50.40, 58.80 และ 67.20 มิลลิกรมั/ลิตร 
เปรียบเทียบ กับกลุ่มควบคุมที่ไม่ไดร้บัสมัผสัสาร ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง และประเมินระดบัความเขม้ขน้ที่ก่อการ
ตาย 50% (Lethal concentration 50%; LC50) ด้วยการวิเคราะห์โพรบิท นอกจากนี ้ยังศึกษาผลของสาร 2,4-D-ไดเมทิล 
แอมโมเนียมในระดับที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายเพื่อเป็นแนวทางการประเมินสุขภาพของปลาที่เวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วัน  
ซึ่งประกอบดว้ย ระดบัฮีโมโกลบิน ค่าความเขม้ขน้ของเลือด ค่าเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว และการจ าแนกชนิดของเม็ด
เลือดขาว การศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา การศกึษาภาวะเครียดออกซิเดชนั โดยการวดักิจกรรมของเอนไซมต์า้นอนมุลูอิสระ 
3 ชนิด คือ ซุปเปอรอ์อกไซด ์ดีสมิวเตส (SOD), คะตาเลส (CAT) และกลตูาไธโอน เอส-ทรานสเ์ฟอเรส (GST) และศึกษาการ
เปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ กิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส และรูปแบบของโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ 
Western blot  
ผลการวิจัย: การไดร้บัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมส่งผลใหอ้ตัราการตายสะสมของปลานิลสงูขึน้ตามความ
เขม้ขน้และระยะเวลาที่ไดร้บั โดยความเขม้ขน้ 67.20 มิลลิกรมั/ลิตร พบอตัราการตายสะสมสงูสดุในเวลา 96 ชั่วโมง (รอ้ยละ 
50) ส่วนการไดร้บัพิษในระดบัท่ีไม่ก่อใหเ้กิดการตายส่งผลเสียต่อสขุภาพของปลาทัง้ลกัษณะภายนอก ไดแ้ก่ ลกัษณะสณัฐาน
วิทยาที่พบความเสียหายในอวยัภายนอก เช่น เกล็ดรอบตวัซีด เนือ้เยื่อโคนครีบบวม กร่อน มีจ า้เลือด และแนวโนม้รุนแรงขึน้
ตามเวลาที่รบัสาร การท างานของเอนไซมใ์นภาวะเครียดออกซิเดชนัพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ SOD, CAT, GST เพิ่มขึน้ตาม
ระยะเวลาการสัมผัสสาร ในขณะที่ค่าโลหิตวิทยาคือ ค่าความเขม้ขน้ของเลือด และปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิด Eosinophil 
ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) การเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อพบผลกระทบต่อสุขภาพของปลาทั้งในเหงือก ตับ ล าไส ้
และกระเพาะอาหาร ตัง้แต่วนัที่ 7-14 หลงัไดร้บัสาร เช่น การเพิ่มจ านวนของเซลลเ์ยื่อบุ และการคั่งของเลือด บริเวณซี่เหงือก 
การเกิดช่องว่างในไซโตพลาซมึของเซลลต์บั การเกิดบาดแผลและรอยโรคของไมโครวิลไล และการบวมของไมโครวิลไลในล าไส้
เล็ก ส่วนในกระเพาะอาหารพบการสึกกร่อนของเยื่อบุผิว  เป็นตน้ การศึกษารูปแบบของโปรตีน และการแสดงออกของ 
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสพบว่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ปริมาณโปรตีนในกลา้มเนือ้และการแสดงออก
ของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของปลาที่ไดร้บัสารมีแนวโนม้ลดลงตามระยะเวลาที่สมัผสั 
สรุปผลการวิจัย: การไดร้บัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมส่งผลกระทบโดยตรงต่อสขุภาพของปลานิลในหลาย 
ระบบ ทัง้ความเสียหายต่ออวยัวะภายนอก เนือ้เยื่อภายใน การลดลงของค่าโลหิตวิทยา การเพิ่มขึน้ของเอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบั
ภาวะเครียดออกซิเดชัน และการลดลงของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ซึ่งการศึกษาผลกระทบของสารก าจัดวัชพืช 2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียมที่มีต่อปลานิลจากการวิจัยนี ้สามารถใช้เป็นแนวทางในการประเมินผลกระทบของสารก าจัดวัชพืช  
ต่อส่ิงมีชีวิตในแหล่งน า้ ตลอดจนเป็นแนวทางการจัดการความเส่ียงของการปนเป้ือนสารเคมีในส่ิงแวดลอ้ม โดยควรมีการ  
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วางแผนการใช้สารเคมีอย่างเหมาะสมตลอดจนเฝ้าระวังการปนเป้ือนของสารก าจัดวัชพืชในแหล่งน ้า และผลกระทบ  
ที่อาจเกิดขึน้ต่อสตัวน์ า้อย่างเป็นระบบต่อไป  
ค าส าคัญ: 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม; สารก าจดัวชัพืช; ปลานิล; ระบบนิเวศทางน า้; ตวัชีว้ดัทางชีวภาพ 
 

Abstract 
Background and Objectives: 2,4-D-dimethylammonium is a widely used herbicide for controlling broadleaf weeds 
and sedges in aquatic environments. It is also utilized as a plant growth regulator in dicotyledonous crops to 
enhance crop productivity.  In Thailand, it is one of the most extensively imported herbicides, ranking third among 
agricultural chemicals in terms of import volume. Owing to its widespread application, residues of 2,4-D-
dimethylammonium are frequently detected in the environment, particularly in soil and surface waters. This study 
aimed to evaluate the toxicity of 2,4-D-dimethylammonium in Nile tilapia (Oreochromis niloticus), a freshwater fish 
species widely distributed throughout Thailand. Specifically, the study investigated acute toxicity, cumulative 
mortality, morphological alterations, oxidative stress responses, hematological changes, histopathological lesions 
in major organs, alterations in protein profiles, and acetylcholinesterase (AChE) activity and protein expression, 
which are recognized biomarkers of exposure to 2,4-D-dimethylammonium. The findings provide new insights into 
the toxicological mechanisms underlying 2,4-D-dimethylammonium-induced toxicity in Nile tilapia. 
Methodology: Adult Nile tilapia weighing 150–200 g were used in this study. Acute toxicity was evaluated by 
exposing fish to five concentrations of 2,4-D-dimethylammonium (33.60, 42.00, 50.40, 58.80, and 67.20 mg/L), 
together with an untreated control group. Cumulative mortality was recorded at 24, 48, 72, and 96 h after exposure. 
The median lethal concentration (LC50) was estimated using probit analysis. To investigate sublethal toxicity, fish 
were exposed to a non-lethal concentration of 2,4-D-dimethylammonium for 28 days, and samples were collected 
on days 0, 7, 14, 21, and 28. Hematological parameters, including hemoglobin concentration, hematocrit, 
erythrocyte count, total leukocyte count, and differential leukocyte count, were determined to assess physiological 
and immunological responses. Morphological abnormalities were documented throughout the exposure period. 
Oxidative stress was evaluated by measuring the activities of the antioxidant enzymes: superoxide dismutase 
(SOD), catalase (CAT), and glutathione S-transferase (GST). Histopathological examinations of the gills, liver, 
intestine, and stomach were performed to assess tissue damage. In addition, protein profiles, acetylcholinesterase 
(AChE) activity, and AChE protein expression were analyzed using SDS-PAGE and Western blotting.  
Main Results: The results demonstrated that cumulative mortality increased with increasing herbicide concentration 
and exposure duration. The highest exposure concentration (67.20 mg/L) resulted in 50% cumulative mortality after 
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96 h. Sublethal exposure induced progressive morphological abnormalities, including scale discoloration, fin base 
swelling, fin erosion, and hemorrhagic lesions, all of which became more severe with prolong exposure. Oxidative 
stress analysis revealed significant increases in SOD, CAT, and GST activities with increasing exposure times, 
demonstrating an elevated production of reactive oxygen species and activation of the antioxidant defense system.  
Hematological analysis showed significant reductions (p < 0.05) in hematocrit and eosinophil counts, suggesting 
physiological stress and impaired immune function. Histopathological alterations were evident from days 7–14 after 
exposure. Gill tissues exhibited epithelial hyperplasia and lamellar aneurism, whereas liver tissues showed 
hepatocellular vacuolation and degeneration. Intestinal tissues displayed microvillar lesions, epithelial damage, and 
villus swelling, while stomach tissues exhibited epithelial erosion. Protein profiling and biomarker analyses of muscle 
tissue further revealed progressive decreases in AChE activity, total protein levels, and AChE protein expression 
with prolonged exposure.  
Conclusions: The findings demonstrate that exposure to 2,4-D-dimethylammonium adversely affects multiple 
physiological systems in Nile tilapia, including external morphology, hematological homeostasis, oxidative stress, 
tissue integrity, and cholinergic nervous system function. The observed hematological impairment, oxidative stress, 
histopathological damage, and suppression of AChE activity collectively demonstrate the systemic toxicity of this 
herbicide. This study highlights the ecological risks associated with 2,4-D-dimethylammonium contamination  
in aquatic environments and underscores the need for responsible herbicide management, continuous monitoring 
of water quality, and the development of sustainable strategies to prevent chemical pollution. Collectively, this study 
provides valuable evidence for environmental risk assessment and advances scientific understanding of herbicide-
induced toxicity in freshwater fish. 
Keywords:  2,4-D-dimethylammonium; herbicide; tilapia; aquatic ecosystem; biological indicator 
 
*Corresponding author. E-mail: witchuda.p@dru.ac.th 
 
Introduction  

สารก าจดัวชัพืช (Herbicide) เป็นสารเคมีที่มีการใชท้างการเกษตรมากที่สดุชนิดหนึ่งในประเทศไทย และมีปริมาณ
การน าเขา้สูงขึน้อย่างต่อเนื่องตัง้แต่ปี พ.ศ. 2565 – 2567 จากขอ้มลูการน าเขา้วัตถุอันตรายทางการเกษตรในปี พ.ศ. 2567  
มีการน าเขา้รวมกว่า 100 ลา้นกิโลกรมั คิดเป็นรอ้ยละ 64 ของการน าเขา้วัตถุอันตรายทางการเกษตรในประเทศ ซึ่ง 2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียม (2,4-D-dimethylammonium) เป็นสารก าจดัวชัพืชที่มีการน าเขา้สงูสดุเป็นอนัดบัสามของวตัถุอนัตราย
ทางการเกษตร โดยมีปริมาณน าเขา้ประมาณเจ็ดลา้นกิโลกรมั คิดเป็นมลูค่ามากกว่าพนัลา้นบาทในแต่ละปี แสดงใหเ้ห็นว่า
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ประเทศไทยมีการใชส้ารเหล่านีเ้ป็นจ านวนมาก (Mongkhonwuttikun & Sueppandee,  2021) ซึ่งการใชง้านในปริมาณมาก
อย่างต่อเนื่องของสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ท าใหอ้าจเกิดการตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มไดม้ากเช่นกนั 

สาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม  เป็นสารก าจัดวัชพืชกลุ่มคลอโรฟีนอกซี (Chlorophenoxy compounds) มีสาร     
ออกฤทธ์ิหลักคือ 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซิติกแอซิด (2,4-dichlorophenoxyacetic acid หรือ 2,4-D) เป็นสารก าจัดวัชพืช 
ที่น ามาใชใ้นการก าจดัวชัพืชใบกวา้งในแปลงธัญพืช สนามหญา้ สวนสาธารณะ สนามกอลฟ์ และใชก้ าจดัวชัพืชประเภทกก  
ในแหล่งน า้ นอกจากนีย้งัใชเ้ป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต (Growth regulator) ในพืชใบเลีย้งคู่เพื่อเพิ่มผลผลิต สาร 2,4-D  
ย่อยสลายไดอ้ย่างรวดเร็วในส่ิงแวดลอ้ม ในดินสามารถถกูย่อยสลายไดท้ัง้แบบใชอ้อกซิเจนและไม่ใชอ้อกซิเจน โดยแบคทีเรีย
ในดิ น  เ ช่ น  Flavobacterium peregrinum, Pseudomonas fluorescens, Arthrobacter globiformis, Streptomyces sp.             
ส่วนในน า้จะมีการย่อยสลายโดยเกิดปฎิกิรยิาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) โดยมีแสงเป็นตวัเรง่ปฏิกิรยิา นอกจากนี ้2,4-D ยงัเป็น
สารก าจดัวชัพืชใบกวา้ง ที่มีการใชอ้ย่างแพร่หลายในแปลงธัญพืช เช่น ขา้วสาลี ขา้วบารเ์ลย ์ขา้วโอ๊ต ท าใหม้ีโอกาสตกค้าง 
ในธัญพืชได้ (Boonthawee et al., 2021) อีกทั้งยังพบการปนเป้ือนในแหล่งน ้าธรรมชาติจากการชะล้างลงสู่แหล่งน ้า  
ซึ่งปริมาณการใชอ้ย่างต่อเนื่องและแพร่หลายอาจท าใหเ้กิดการตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม และส่งผลต่อสัตวน์ า้โดยเฉพาะปลา 
ที่อาศยัในน า้นิ่งเส่ียงต่อการไดร้บัสารนีอ้ย่างต่อเนื่อง และอาจส่งผลกระทบต่อมนุษยซ์ึ่งเป็นผูบ้ริโภคล าดบัสดุทา้ยในห่วงโซ่
อาหาร 

การศึกษาผลกระทบของสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมต่อส่ิงมีชีวิตในน า้พบว่าสามารถท าใหเ้กิดความผิดปกติ 
ในเนือ้เยื่อและรบกวนการท างานของกระบวนการต่าง ๆ ในร่างกายของส่ิงมีชีวิต โดยมีรายงานว่าการสมัผสัสารในระดับสูง
อาจท าใหเ้กิดการเสียชีวิตและผลกระทบต่อระบบทางสรีรวิทยาของปลา เช่น การเปล่ียนแปลงพฤติกรรม การท างานของ
เอนไซมแ์ละโครงสรา้งเนือ้เยื่อ (Khanchanasal et al., 2022) นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัรายงานว่าการไดร้บัสมัผสักับสารก าจดั
วัชพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในระดับที่ไม่ก่อให้เกิดการตาย สามารถก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ เช่น  
การเปล่ียนแปลงค่าโลหิตวิทยา การแสดงออกของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase: AChE) ซึ่งถือเป็น
ตวัชีว้ดัทางชีวภาพ (Biomarker) ส าหรบัการรบัสมัผสัสารพิษในปลา และพบว่าการแสดงออกของเอนไซมน์ีจ้ะลดลงเมื่อเวลา
การไดร้บัสัมผัสนานขึน้ (Khanchanasal et al., 2022; Sinha et al., 2022; Wongchan et al., 2025) โดยเมื่อส่ิงมีชีวิตไดร้บั
สารก าจดัศตัรูพืชจะท าใหเ้กิดการยบัยัง้การท างานของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเตอเรส และเกิดการสะสมของอะซิติลโคลีน  
อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจึงถูกน ามาใชเ้ป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพของการไดร้บัสัมผัสสารก าจัดศัตรูพืชในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด 
(Fulton & Key, 2001; Menéndez-Helman et al., 2012)  รวมทั้งในปลานิล ซึ่ ง เป็นสัตว์น ้า เศรษฐกิจที่มีความส าคัญ 
และมกัถกูใชเ้ป็นส่ิงมีชีวิตในการประเมินผลกระทบของสารปนเป้ือนในระบบนิเวศน า้จืด 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลาเศรษฐกิจที่มีบทบาทส าคัญทั้งในระบบการเพาะเลีย้งและระบบนิเวศ  
น า้จืดของประเทศไทยและประเทศอื่น ๆ ในเอเชีย การศึกษาความเป็นพิษของสารก าจัดวัชพืชต่อปลานิลจึงเป็นแนวทาง 
ส าหรบัการศกึษาผลกระทบที่มีต่อส่ิงมีชีวิตไดอ้ย่างแพร่หลายในพืน้ท่ีต่าง ๆ ทัง้ดา้นการจดัการคณุภาพน า้และความปลอดภยั
ของสัตวน์ า้ที่บริโภคโดยมนุษย ์โดยเมื่อปลาไดร้บัสารพิษในปริมาณที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายอาจก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
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ภายในร่างกายหลายดา้น เช่น ลักษณะสัณฐานวิทยา การท างานของเอนไซมใ์นร่างกาย การเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือด  
การเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อ และการตอบสนองของตวัชีว้ดัชีวภาพคืออะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ซึ่งการศึกษาผลกระทบของสาร 
2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ที่มีต่อการท างานของระบบต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิตอาจน ามาเป็นแนวทางเพื่อใชป้ระเมินการปนเป้ือน
สารพิษกลุ่มนีใ้นแหล่งน า้ธรรมชาติได ้อย่างไรก็ตาม การศึกษาผลกระทบของสารก าจัดวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม 
ต่อสัตวน์ า้ในอดีตส่วนใหญ่มุ่งเน้นการศึกษาการตอบสนองของตัวชีว้ัดทางชีวภาพในระดับต่าง ๆ เช่น การเปล่ียนแปลง
กิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส การเปล่ียนแปลงค่าทางโลหิตวิทยา และการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ แมว้่า
การศกึษาเหล่านีจ้ะใหข้อ้มลูส าคญัเก่ียวกบัผลกระทบของสารต่อส่ิงมีชีวิตน า้ แต่ยงัขาดการบรูณาการขอ้มลูระหว่างระดบัการ
ตอบสนองทางสรีรวิทยา ชีวเคมี และพยาธิวิทยา เพื่ ออธิบายกลไกความเป็นพิษอย่างเป็นระบบ นอกจากนี ้ความรุนแรง 
ของผลกระทบยังอาจแตกต่างกันตามชนิด ขนาด อายุ และสภาวะทางสรีรวิทยาของสัตว์น า้ รวมถึงระดับความเข้มข้น  
และระยะเวลาการไดร้บัสมัผสัสาร 

ดงันัน้ การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อประเมินความเป็นพิษของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม 
ต่อปลานิล (Oreochromis niloticus) ภายใตร้ะดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาการไดร้บัสมัผสัที่แตกต่างกนั โดยครอบคลมุการ
ศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัและอตัราการตายสะสมในปลาที่ไดร้บัสารในระดบัที่ก่อใหเ้กิดการตาย และผลการไดร้บัสารใน
ระดับที่ไม่ก่อให้เกิดการตาย โดยศึกษาเปล่ียนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก การตอบสนองของภาวะเครียด 
ออกซิเดชนั การเปล่ียนแปลงค่าทางโลหิตวิทยา การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ รูปแบบการแสดงออกของโปรตีน และกิจกรรม
ของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพของการไดร้บัสัมผัสสาร ผลการศึกษาที่ไดจ้ะช่วยเพิ่มความ
เข้าใจเก่ียวกับกลไกการเกิดพิษของ 2 ,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในปลานิลอย่างครอบคลุม และสามารถน าไปใช้ 
เป็นขอ้มูลพืน้ฐานส าหรบัการประเมินความเส่ียงดา้นส่ิงแวดลอ้ม ตลอดจนการก าหนดแนวทางการใชแ้ละจดัการสารก าจดั
วชัพืชในภาคการเกษตรและการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้อย่างเหมาะสมและยั่งยืน 

 
Methodology  

สารเคมี 
การทดสอบผลของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม (2,4-D-dimethylammonium 84% W/V) ในการวิจยั

ครัง้นีใ้ชส้ารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในรูปแบบที่จ าหน่ายเชิงพาณิชยใ์นประเทศไทย การศึกษาผลของสาร               
2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ในระดับที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตาย คือ ภาวะเครียดออกซิชั่น การท างานของเอนไซม ์การวิเคราะห ์            
ค่าโลหิตวิทยา และการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ ใชส้ารเคมีเกรดงานวิเคราะห ์(Analytical reagent grade) ท่ีมีความบริสทุธ์ิ
มากกว่าร้อยละ 99 และสารเคมีที่ใช้ในการศึกษารูปแบบโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส  
เป็นผลิตภณัฑข์องบรษิัท Bio-Rad Laboratories และ Sigma-Aldrich  
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สตัวท์ดลอง 
- การศกึษาผลของสาร 2,4-D-ไดเมทลิแอมโมเนยีม ในระดบัทีก่่อใหเ้กิดการตาย (Lethal concentrations) 
น าปลานิลโตเต็มวัย น า้หนัก 150-200 กรัม ความยาว 20-25 เซนติเมตร จ านวน 270 ตัว จากฟารม์เพาะเลีย้ง 

ในจังหวัดสุรินทร ์มาพักฟ้ืนและปรับสภาพการทดลองในบ่อซีเมนตข์นาด 1,000 ลิตร เลีย้งในระบบการเลีย้งที่มีการเติม
ออกซิเจนตลอด 24 ชั่วโมง และใหอ้าหารวนัละ 2 ครัง้ ปรบัสภาพปลาในบ่อทดลองเป็นเวลา 7 วนั จากนัน้แยกปลานิลออกเป็น 
6 ชดุการทดลอง คือ ชดุควบคมุที่ไม่ไดร้บัสมัผสัสาร และชดุทดลองที่เติมสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมแต่ละบ่อ
ที่ระดับความเขม้ขน้ต่าง ๆ จ านวน 5 ระดับ (5 ชุดการทดลอง) ซึ่งในแต่ละชุดการทดลองจะใชป้ลานิลจ านวน 15 ตัว และ                
ท าการทดลองจ านวน 3 ซ  า้  

- การศกึษาผลของสาร 2,4-D-ไดเมทลิแอมโมเนยีม ในระดบัทีไ่ม่กอ่ใหเ้กดิการตาย (Sublethal concentrations) 
น าปลานิลโตเต็มวยั น า้หนกัระหว่าง 150-200 กรมั ความยาว 20-25 เซนติเมตร จ านวน 30 ตวั มาพกัฟ้ืนและปรบั

สภาพการทดลองในถังไฟเบอร ์500 ลิตร เป็นเวลา 7 วัน หลังการปรบัสภาพแบ่งปลานิลออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม  
(ก่อนไดร้บัสาร) จ านวน  6 ตวั และกลุ่มทดลอง จ านวน 24 ตวั โดยเป็นชุดการทดลองละ 6 ตวั ซึ่งปลากลุ่มทดลองไดร้บัสาร
2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ในระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตาย คือ 1/10 ของค่า LC50ที่ 96 ชั่วโมง (Ramesh et al., 
2018) ที่เวลาต่าง ๆ คือ เวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั เพื่อการศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยา และเมื่อครบเวลาเก็บตวัอย่างปลา
ชุดการทดลองละ 6 ตัว โดยแบ่งเป็น การเก็บเลือดเพื่อศึกษาค่าโลหิตวิทยา จ านวน 3 ตัว และเก็บเนือ้เยื่อเพื่อศึกษาภาวะ
เครียดออกซิเดชนั การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ การศึกษารูปแบบของโปรตีน และการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
จ านวน 3 ตัว ซึ่งการดูแลสัตว์ทดลองตลอดการวิจัยด าเนินการตามจรรยาบรรณการใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร ์  
โดยคณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อสัตวเ์พื่องานทางวิทยาศาสตรม์หาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอิสาน  
(รหสัโครงการ 03-68-009) 
การศกึษาอตัราการตายสะสม (%) และคา่ LC50 

ศึกษาอตัราการตายสะสมในปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ 5 ระดบัความเขม้ขน้ ตาม Log scale 
คือ 33.60, 42.00, 50.40, 58.80 และ 67.20 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งเตรียมได้จากการเติมสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม                 
(2,4-D-dimethylammonium 84% W/V) ลงในบ่อเลีย้งปริมาณเท่ากับ 40, 50, 60, 70 และ 80 ไมโครลิตร/ลิตร (ตามล าดบั) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสาร เพื่อศึกษาระดับความเป็นพิษที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงตามล าดับ  
โดยบันทึกอตัราการตายสะสมและใชก้ารวิเคราะหโ์พรบิท (Probit analysis) ประเมินระดบัความเขม้ขน้ที่ก่อการตาย `50% 
(Lethal concentration 50%; LC50) โดยใช้ Minitab® 17 software (entitlement i.d.: 2ec6-9637-1508-0264-2c55-c33) 
และใชข้อ้มลูอา้งอิงจากแนวทางการทดสอบสารพิษในปลา (Fish Toxicity Testing Framework) ของ OECD (2019) โดยการ
ระบกุารตายของปลาจะสงัเกตอาการจากปลาที่แผ่นเปิดปิดเหงือกไม่เคลื่อนไหว และไม่มีการตอบสนองเมื่อใชว้สัดสุมัผสั 
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การศกึษาลกัษณะสณัฐานวทิยา  
การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของปลานิลที่ไดร้ับสัมผัสสารก าจัดวัชพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ท าการ

ประเมินการเปล่ียนแปลงลกัษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของปลานิลที่ไดร้บัสารในระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตาย  
คือ 1/10 ของค่า LC50 ที่เวลา 96 ชั่วโมง (Ramesh et al., 2018) เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ (ก่อนไดร้บัสาร) ที่เวลา 0, 7, 14, 
21 และ 28 วัน โดยสังเกตการเปล่ียนแปลงต่าง ๆ ที่เกิดขึน้ ไดแ้ก่ การซีดของผิวหนัง การหลุดของเกล็ด การกร่อนของครีบ  
การเกิดบาดแผล การบวมของเนือ้เยื่อ และการเกิดจ า้เลือด  
การวเิคราะห์ค่าโลหิตวทิยา 
 การวิเคราะหค์่าทางโลหิตวิทยาเพื่อประเมินการตอบสนองต่อความเครียดทางสรีรวิทยาของปลานิล โดยเก็บเลือด
จากปลาที่ไม่ไดร้ับสารหรือก่อนทดลองจ านวน 3 ตัว จากนั้นเก็บตัวอย่างเลือดจากปลาที่ไดร้ับสารก าจัดวัชพืช ในระดับ 
ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตาย (1/10 ของค่า LC50 ที่เวลา 96 ชั่วโมง) ที่เวลา 7, 14, 21 และ 28 วัน หลังไดร้บัสัมผสัสารก าจดัวชัพืช             
2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม การเก็บตัวอย่างเลือดจากปลานิลโดยน ามาสลบโดยใช้น ้ามันกานพลู 120 มิลลิกรัม/ลิตร  
(Simões et al., 2010) เก็บตวัอย่างเลือดจากหลอดเลือดด าบริเวณคอดหางปลาโดยใชก้ระบอกฉีดยาและเข็มพลาสติกชนิด 
ใช้ครัง้เดียวทิง้ (Disposable needles) ขนาด 24Gx 1-1/4 นิว้ (0.55 x 25 มิลลิเมตร) เติมสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด
ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร หลังจากเก็บเลือดแล้วท าการถอดเข็มออก หยดเลือดลงบนแผ่นสไลด์จ านวน 1 หยด ท าการ 
สเมียรเ์ลือดบนแผ่นสไลด์ ส่วนเลือดที่เหลือใส่ลงในหลอดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (1% EDTA) จ านวน 5 หยด  
ผสมเลือดและสารละลาย 1% EDTA ใหเ้ขา้กัน เก็บเลือดที่ไดน้ีเ้พื่อไปวิเคราะหค์่าโลหิตวิทยาต่าง ๆ ซึ่งประกอบดว้ย ระดับ
ฮีโมโกลบิน ค่าความเข้มข้นของเลือด ค่าเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว และการตรวจจ าแนกชนิดของเม็ดเลือดขาว                   
ตามวิธีการของ Thanomsit et al. (2020)  
การศกึษาภาวะเครียดออกซิเดชนั  

การศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress analysis) ในปลานิลที่ไดร้ับสัมผัสสารก าจัดวัชพืช 2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียม โดยวัดกิจกรรมของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ 3 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ซุปเปอรอ์อกไซด์ ดีสมิวเตส 
(Speroxide dismutase; SOD), คะตาเลส (Catalase; CAT) และกลูตาไธโอน เอส-ทรานสเ์ฟอเรส (Glutathione S-transferase; 
GST) โดยการวดักิจกรรมของเอนไซมจ์ากการสกดัเนือ้เยื่อเหงือกของปลาตามวิธีการของ Thanomsit et al. (2025)  
การเปลีย่นแปลงของเนือ้เยือ่  

การศกึษาการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อในปลานิลแบ่งออกเป็นขัน้ตอนการเก็บเนือ้เยื่อ และขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เยื่อ
เพื่อศึกษา ซึ่งขัน้ตอนการเก็บเนือ้เยื่อ ท าไดโ้ดยเก็บตวัอย่างปลานิลกลุ่มละ 3 ตวั จากกลุ่มควบคุมก่อนไดร้บัสาร (0 ชั่วโมง) 
และกลุ่มทดลองที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ในระดบัที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตาย (1/10 ของค่า LC50 
ที่เวลา 96 ชั่วโมง) เป็นเวลา 0, 24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมง โดยท าการสลบปลาดว้ยน า้แข็ง ผ่าปลาเพื่อเก็บตวัอย่างเนือ้เยื่อ
เหงือก ตับ ล าไส ้และกระเพาะอาหารของปลานิลบนถาดน า้แข็ง น าชิน้เนือ้เยื่อมาตัดแบ่งให้มีขนาดเหมาะสมและแช่ใน
สารละลาย 10% Phosphate buffer formalin เพื่อคงสภาพ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  
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ขั้นตอนการเตรียมเนือ้เยื่อ น าเนือ้เยื่อที่เก็บรกัษาใน10 % Phosphate buffer formalin ตัดใหม้ีขนาดประมาณ 3-4 
มิลลิเมตร เพื่อสามารถบรรจุลงในตลับ (Cassette) จากนั้นน าเนื ้อเยื่อไปผ่านกระบวนการดึงน ้าออก (Dehydration)                    
ดว้ยแอลกอฮอล ์น าเนือ้เยื่อที่ผ่านกระบวนการแลว้มาฝังในบล็อกพาราฟินเหลว (Paraffin wax) และน าบล็อกแช่เย็นเพื่อให้
พาราฟินแข็งตวั ใชเ้ครื่องตดัเนือ้เยื่อ (Microtome) ตดับล็อกพาราฟินใหไ้ดแ้ผ่นบางขนาด 4 ไมครอน และน าไปลอยบนน า้อุ่น 
ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ก่อนแปะลงบนแผ่นสไลด ์แลว้น าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพื่อใหต้วัอย่างยึดติด
แผ่นสไลด์ได้ดี จากนั้นน าสไลด์ไปล้างพาราฟินออก (Deparaffinization) และย้อมสีเพื่อให้เห็นโครงสรา้งต่าง ๆ ด้วยสี 
ฮีมาทอกซิลิน (Hematoxylin) และอีโอซิน  (Eosin) 
การศกึษารูปแบบของโปรตนี และการแสดงออกของอะซิทลิโคลีนเอสเทอเรส 

การเก็บตวัอย่างเนือ้เยื่อเพื่อศึกษารูปแบบของโปรตีนและการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ดดัแปลงจาก
วิธีการของ  Khanchanasal et al. (2022) โดยเก็บเนือ้เยื่อส่วนกลา้มเนือ้ของปลานิลมาใส่ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มี PMSF  
0.1 โมลารเ์พื่อรกัษาสภาพ ใช ้Homogenizer สกัดเนือ้เยื่อ แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm เป็นเวลา 60 นาที 
ใชห้ลอดไมโครทิวป์ที่เคลือบดว้ย 10% PMSF เก็บสารส่วนใสดา้นบนเพื่อใชใ้นการศึกษาโปรตีนต่อไป โดยน าไปวดัปริมาณ
โปรตีนตามวิธีการของ Cantawon et al. (2024)  

การศึกษารูปแบบของโปรตีนจากปลานิล ใชเ้ทคนิค SDS-PAGE และ Western blot  โดยน าตวัอย่างที่ทราบปรมิาณ
โปรตีนมาเจือจางใหม้ีความเขม้ขน้ 4-8 ไมโครกรมั/ไมโครลิตร ดว้ย PBS (pH 7.2) ผสมกับสารละลายตัวอย่าง (2x Buffer) 
แลว้น ามาแยกโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้าดว้ยเครื่อง miniPROTEIN® Tetra Cell กระแสไฟฟ้า 110 โวลต ์โดยใช ้Separating 
gel 10% และ Stacking gel 4% น าแผ่นเจลออกจากชุดกระจกเมื่อสงัเกตว่าสีของ Bromophenol blue เคล่ือนที่ถึงส่วนล่าง
ของเจล น าไปยอ้มโปรตีน ดว้ยสี 0.1% Coomassie brilliant blue R-250 และลา้งออกดว้ย Destaining solution  บันทึกผล
แถบโปรตีนที่พบเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบขนาดโมเลกุล (Pre-Stained protein ladder, Cleaver Scientific, 
Thailand) ส่วนเจลที่ศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสใชเ้ทคนิค Western blot โดยน าแผ่นเจลที่ผ่านการแยก
โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และยงัไม่ไดย้อ้มสี ยา้ยโปรตีนจากแผ่นเจลลงกระดาษไนโตรเซลลโูลส ดว้ยเทคนิค Semi-dry 
transfer น าแผ่นเมมเบรนแช่ในนมพร่องมันเนย 5% ใน PBS แลว้น าเมมเบรนออกแช่ในโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ  าเพาะ
ต่ออะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (PAb-AChE) เจือจาง 1:200 เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ลา้งแอนติบอดีส่วนเกินดว้ยสารละลาย 0.5% 
Blotto บ่มในแอนติบอดีตัวที่สองคือ GAR-HRP เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งแอนติบอดีส่วนเกิน และน าออกแช่ในสารละลาย 
ซบัสเตรทคือ 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 เป็นเวลา 3 นาที  ลา้งดว้ยน า้หลาย ๆ ครัง้  ตรวจดูแถบโปรตีนที่ให้
ผลบวกกบัแอนติบอดี ค านวณหาน า้หนกัโมเลกลุโดยเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน  
การวเิคราะห์ทางสถิต ิ 

ผลการทดลองที่เป็นขอ้มลูเชิงปรมิาณ ไดแ้ก่ อตัราการตายสะสม การศกึษาการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือด การศกึษา
การท างานของเอนไซม์ CAT, SOD และ GST  ปริมาณโปรตีนรวมในกล้ามเนื ้อและกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีน 
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เอสเทอเรสใชก้ารวิเคราะหค์วามแปรปรวนแบบ One-Way ANOVA ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มดว้ยวิธี Duncan's Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรม SAS University sedition  
 
Results  
การศกึษาอตัราการตายสะสม (%) และ Lethal concentration  

การศึกษาอตัราการตายสะสมของปลานิลที่ไดร้บัสมัผสักับสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม พบว่าอตัรา
การตายสะสมเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นและระยะเวลาที่ปลาไดร้ับสาร โดยพบอัตราการตายสะสมที่ 24 ชั่วโมง รอ้ยละ 
10.00±0.00 ถึง 36.67±5.77 และพบอัตราการตายสะสมสูงสุดในเวลา 96 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 67.20 มิลลิกรัม/ลิตร  
พบอตัราการตายสะสมเท่ากับรอ้ยละ 50.00±0.00 ในขณะที่ชุดควบคมุที่ไม่ไดร้บัสารไม่พบการตายตลอดระยะเวลาที่ท  าการ
ทดลองคือ 96 ชั่วโมง (Figure 1) โดยค่า LC50 ที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง เท่ากับ 105.54, 91.70, 80.25 และ 78.94 
มิลลิกรมั/ลิตร ตามล าดบั 

 

  
 

Figure 1  Cumulative mortality rate of Nile tilapia exposed to 2,4-D-dimethylammonium at 24, 48, 72, and 96 hours 
 

การศกึษาลกัษณะสณัฐานวทิยา  
การศึกษาการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของปลานิลเมื่อไดร้บัสัมผัสสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม 

ในระดบัท่ีไม่ก่อการตายคือ 7.89 มิลลิกรมั/ลิตร แสดงดงั Figure 2  โดยพบการเปล่ียนแปลงลกัษณะสณัฐานวทิยามากขึน้ตาม
ระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผัส โดยเมื่อไดร้บัสารเป็นเวลา 7 วนั ปลาจะเริ่มมีความผิดปกติเล็กนอ้ยที่บริเวณล าตวัมีสีซีดลง ซึ่งเป็น
อาการเริ่มตน้ของ การตายของเนือ้เยื่อ (Necrosis) และพบอาการครีบกรอ่นเล็กนอ้ย จากนัน้เมื่อเวลา 14 วนั พบความผิดปกติ
เพิ่มขึน้ คือ บริเวณเนือ้เยื่อครีบถูกท าลายมากขึน้ ผิวหนังซีดบางจุด เนือ้เยื่อโคนครีบบวม และมีจ า้เลือดบริเวณครีบทอ้ง 
และครีบอก ส่วนที่เวลา 21 วนัพบว่าเนือ้เยื่อครีบถูกท าลายมากขึน้ในหลายส่วน ทัง้ครีบหลงั ครีบหางและครีบทอ้ง การบวม
ของเนือ้เยื่อเพิ่มขึน้ เกล็ดหลุด และเนือ้เยื่อรอบครีบแสดงการขยายตัวมากขึน้ ส่วนที่เวลา 28 วัน พบการเส่ือมสภาพของ
เนือ้เยื่ออย่างรุนแรง ครีบหางกรอ่น เป่ือย ครีบปลายแหว่ง เกล็ดรอบตวัซีด มีจ า้เลือดบรเิวณล าตวั  
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   Figure 2  Morphology studied in Nile tilapia exposed to 2,4-D-dimethylammonium at 0, 7, 14, 21, and 28 days 
 
การเปลีย่นแปลงของเม็ดเลือด 

การศกึษาการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดในปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ในระดบัท่ีไม่ใหก้่อใหเ้กิด
การตาย (7.89 มิลลิกรมั/ลิตร) พบว่าค่าความเขม้ขน้ของเลือด และปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิด Eosinophil ในปลาที่ไดร้บัสาร
ตั้งแต่ เวลา 14, 21 และ 28 วัน แตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) โดยมีแนวโน้มลดลงเมื่อได้รับ 
สารเป็นเวลานานขึน้ ซึ่งค่าความเขม้ขน้ของเลือดในชุดควบคุมเท่ากับ 31.65±0.64% ในปลาที่ไดร้บัสารตัง้แต่เวลา 14, 21 
และ 28 วัน มีค่า 30.55±0.21%, 29.90±0.28% และ 29.40±0.14% ตามล าดับ และปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิด Eosinophil   
ในชดุควบคมุมีคา่เท่ากบั 3.12±0.01 เซลล/์100 เซลล ์ส่วนในปลาที่ไดร้บัสารตัง้แต่เวลา 14, 21 และ 28 วนั เท่ากบั 3.00±0.02, 
2.88±0.01 และ 2.72±0.07 เซลล/์100 เซลล ์ตามล าดบั ส่วนค่าฮีโมโกลบิน ปรมิาณเม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือดขาวชนิดอื่น ๆ 
ไม่แตกต่างจากชดุควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Table 1) 
การท างานของเอนไซม์ในภาวะเครียดออกซิเดชนั   

การศึกษาการท างานของเอนไซม์ CAT, SOD และ GST  ในปลานิลที่ ได้รับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม  
ความเขม้ขน้ 7.89 มิลลิกรมั/ลิตร ที่เวลา  0, 7, 14, 21 และ 28 วนั พบว่ากิจกรรมของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดเพิ่มขึน้เมื่อไดร้บัสาร 
2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม เป็นเวลานานขึน้ โดยกิจกรรมของเอนไซม ์CAT และ GST ที่ไดร้บัสารเป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 
วนั แตกต่างจากชุดควบคุมก่อนไดร้บัสารอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.58, 0.69, 0.91 และ 
1.19 ยนูิต/มิลลิกรมัโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม ์GST เท่ากบั 0.79, 1.06, 1.37 และ 1.60 ไมโครโมล/นาที/กรมั ตามล าดบั  
ส่วนกิจกรรมของเอนไซม ์SOD พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุในปลาที่ไดร้บั
สารตัง้แต่เวลา 14, 21 และ 28 วนั โดยมีค่าเท่ากบั 0.83, 0.92 และ 1.13 ยนูิต/มิลลิกรมัโปรตีน ตามล าดบั (Figure 3)  
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Table 1  Abnormalities percentage of the blood cells in Nile tilapia exposed to 2,4-D-dimethylammonium at sublethal concentration  
              at 0, 7, 14, 21, and 28 days 

Times 
Hematology Differential (count /100 cells) 

Hbns 
(gm%) 

PCV 
(%) 

Rbcns 

(106/mm) 
Wbcns 

(103/mm) 
Neuns (Seg) Lymphns Mono. ns Eos. ns 

Control 
13.05 
±0.35 

31.65 
±0.64a 

2.61 
±0.04 

47.89 
±0.93 

13.99 
±0.60 

76.95 
±1.03 

13.22 
±0.01 

3.12 
±0.01a 

7 days 
12.80 
±0.42 

31.15 
±0.07ab 

2.60 
±0.04 

47.38 
±0.38 

13.80 
±0.57 

76.67 
±0.79 

13.13 
±0.11 

3.11 
±0.01a 

14 days 
12.55 
±0.64 

30.55 
±0.21bc 

1.58 
±0.04 

47.16 
±0.06 

13.64 
±0.33 

76.35 
±0.45 

13.00 
±0.02 

3.00 
±0.02b 

21 days 
12.40 
±0.42 

29.90 
±0.28cd 

2.57 
±0.05 

46.78 
±0.46 

13.16 
±0.07 

75.79 
±0.32 

12.27 
±1.03 

2.88 
±0.01c 

28 days 
11.70 
±0.28 

29.40 
±0.14d 

2.55 
±0.06 

46.59 
±0.27 

13.00 
±0.02 

74.62 
±0.55 

11.40 
±0.54 

2.72 
±0.07d 

p-value 0.153 0.006 0.699 0.229 0.201 0.092 0.068 <0.001 

Note:  Different letters above bars indicate statistically significant differences between groups at each time point  (p < 0.05) 
                  ns indicates no significant difference among treatments at the 95% confidence level (p ≥ 0.05) 

 
 
 

                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         Figure 3  Oxidative stress analysis of CAT, SOD, and GST activity at 0, 7, 14, 21, and 28 days 
         Note: Different letters above bars indicate statistically significant differences between groups at each time  
                     point (p < 0.05) 
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การเปลีย่นแปลงเนือ้เยือ่  
การเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อของปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ความเขม้ขน้ 7.89 

มิลลิกรมั/ลิตร ตัง้แต่วันที่ 7, 14, 21 และ 28 เปรียบเทียบกับก่อนไดร้บัสาร (0 วัน) พบการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อรุนแรง 
ตามระยะเวลาที่ไดร้บัสาร ซึ่งพบการเปล่ียนแปลงในเนือ้เยื่อเหงือกของปลาตัง้แต่วันที่ 7 ของการทดลอง โดยพบการเพิ่ม
จ านวนของเซลลเ์ยื่อบุ (Hyperplasia) และในวนัที่ 14 เกิดการคั่งของเลือด (Blood congestion) บริเวณซี่เหงือก ส่วนวนัที่ 21 
และ 28 พบการโป่งพองของหลอดเลือด (Lamellar aneurism) การเชื่อมประสานของแผ่นเหงือก (Fusion of lamellae) รวมถึง
การเพิ่มจ านวนของเซลล์เยื่อบุแผ่นเหงือก (Lamellar epithelial hyperplasia) ในเนื ้อเยื่อตับพบการเกิดช่องว่างใน 
ไซโตพลาซึมของเซลลต์บั (Vacuolation) ต่อเนื่องตัง้แต่วนัที่ 7-28 หลงัไดร้บัสาร ส่วนในล าไสพ้บการเปล่ียนแปลงในวนัที่ 14 
โดยเกิดบาดแผลและรอยโรคของไมโครวิลไล (Wound and lesion of microvilli) และการบวมของไมโครวิลไล (Swelling of 
microvilli) ในขณะที่เนือ้เยื่อกระเพาะอาหารพบการตอบสนองตัง้แต่วันที่ 7 หลังไดร้บัสัมผัสสาร โดยเกิดการสึกกร่อนของ 
เยื่อบุผิว (Epithelial erosion) และพัฒนาไปสู่บาดแผลและรอยโรคของเซลลส์รา้งเมือก (Wound and lesion of mucous 
cells) ในวนัท่ี 14 และมีการเชื่อมประสานของเซลลส์รา้งเมือก (Fusion of mucous-secreting cells) ในวนัท่ี 21 (Figure 4) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4   Histological alterations of the gill, liver, intestine, and stomach of Nile tilapia exposed to  
                2,4-D-dimethylammonium for 7, 14, 21, and 28 days. 

Note: LA; Lamellar aneurism, V; vacuolation, FL; Fusion of lamellar, BG; Blood congestion, HP; Hyperplasia, LEH;  
         Lamellar epithelial hyperplasia, WV; Wound and lesion of microvilli, SW; Swelling of microvilli, WM; Wound  
         and lesion of mucous, FM; Fusion of mucous secreting, eEP; Epithelial erosion 
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การตอบสนองของโปรตนีและกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทลิโคลีนเอสเทอเรส 
การศกึษาการตอบสนองของโปรตีนรวมในกลา้มเนือ้ปลาหลงัไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ตัง้แต่วนัท่ี 7, 14, 

21 และ 28 ที่ความเขม้ขน้ 7.89  มิลลิกรมั/ลิตร พบว่าปริมาณโปรตีนรวมและกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
ในปลาที่ได้รับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม มีแนวโน้มลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุมพบความแตกต่าง 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในปลาที่ได้รับสารตั้งแต่วันที่  14 โดยปลาชุดควบคุมก่อนได้รับสารมีโปรตีนรวม 
เท่ากับ 22.17±0.40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ 12.79±0.32 นาโนโมล/
มิลลิกรัม/นาที ส่วนในวันที่ 14 หลังไดร้ับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม พบโปรตีนรวมเท่ากับ 20.90±0.16 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากบั 11.17±0.40 นาโนโมล/มิลลิกรมั/นาที (Figure 5) ซึ่งอะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสที่พบในกลา้มเนือ้ของปลานิลมีขนาดโปรตีนเท่ากบั 71 kDa (Figure 6) 

 
                    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5  Total protein concentration and AChE activity of the Nile tilapia exposed to sublethal concentration of 

2,4-D-dimethylammonium for 0, 7, 14, 21, and 28 days  
Note: Different letters above bars indicate statistically significant differences between groups at each time point  
         (p< 0.05) 
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Figure 6  SDS-PAGE and Western blot analyses. (A) 10% SDS-PAGE analysis of protein extracts (40–80 µg). (B) 
Western blot analysis demonstrating the specificity of the PAb-AChE antibody (1:50 dilution). (C) 10% 
SDS-PAGE analysis of protein extracts from Nile tilapia exposed to a sublethal concentration of 2,4-D 
dimethylammonium for 0, 7, 14, 21, and 28 days. (D) Western blot analysis of AChE protein extracted 
from Nile tilapia exposed to a sublethal concentration of 2,4-D dimethylammonium for 0, 7, 14, 21, and 
28 days. 

 
Discussion  

การตกคา้งของสารเคมีในส่ิงแวดลอ้มจากการเพิ่มปรมิาณการใชส้ารเคมีทางการเกษตรอย่างต่อเนื่อง ส่งผลกระทบ
ต่อระบบนิเวศทางน า้และส่ิงมีชีวิต ซึ่งอาจเกิดการสะสมสารพิษผ่านห่วงโซ่อาหารและน าไปสู่การสะสมสารพิษและก่ออนัตราย
แก่ผู้บริโภคตามล าดับขั้นห่วงโซ่อาหาร ปลานิลเป็นแหล่งโปรตีนส าคัญที่ประชาชนให้ความนิยมบริโภคและพบได้ 
ในแหล่งน า้จืดทั่วทกุภาคในประเทศไทย จึงเหมาะกบัการน ามาใชเ้ป็นส่ิงมีชีวิตที่เป็นตวัชีว้ดัการปนเป้ือนของสารก าจดัศตัรูพืช 
ในส่ิงแวดลอ้มทางน า้ไดด้ี 
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การศึกษาอัตราการตายสะสมของปลานิลที่ไดร้ับสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ความ         
เขม้ขน้ต่าง ๆ กัน เป็นเวลา 24-96 ชั่วโมง พบว่าอตัราการตายสะสมเพิ่มขึน้ตามระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่ไดร้บัสาร  
โดยการศึกษาครัง้นีพ้บอัตราการตายสูงสดุในปลาที่ไดร้บัสารความเขม้ขน้ 67.20 มิลลิกรมั/ลิตร ซึ่งพบอัตราการตายสะสม
เท่ากับรอ้ยละ 50.00 ในเวลา 96 ชั่วโมง ในขณะที่การศึกษาของ Khanchanasal et al. (2022) พบว่าอัตราการตายของ 
ปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ระดบัความเขม้ขน้ 50 ไมโครลิตร/ลิตร เป็นเวลา 96 ชั่วโมง มีอตัราการตาย
สะสมเท่ากับรอ้ยละ 76.67 ซึ่งมีอัตราการตายสูงกว่าการวิจัยในครั้งนี ้ ส่วนในปลาตะเพียนที่ได้รับสาร 2,4-D-ไดเมทิล 
แอมโมเนียม ความเขม้ขน้ 67.20 มิลลิกรมั/ลิตร พบอตัราการตายรอ้ยละ 50.00 ที่เวลา 96 ชั่วโมง ในขณะที่การศกึษาในปลา
ดุก Hybrid catfish ที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมความเขม้ขน้ 420 มิลลิกรมั/ลิตรเป็นเวลา 96 ชั่วโมง มีอัตราการ
ตายรอ้ยละ 60.00 ส่วนปลาที่ไดร้บัสารความเขม้ขน้ 84 มิลลิกรมั/ลิตร พบอัตราการตายรอ้ยละ 20.00 แสดงใหเ้ห็นว่าปลา 
แต่ละชนิดมีความทนต่อการไดร้ับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในระดับแตกต่างกัน (Kumla et al., 2025; Thanomsit                
et al., 2025) ซึ่งผลการศึกษาครัง้นีช้ีใ้ห้เห็นว่าปลานิลมีความทนต่อสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมไดน้้อยกว่าปลาดุก  
จึงสามารถน ามาใชป้ระเมินเบือ้งตน้ถึงผลของการรบัสมัผสัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในสตัวน์ า้ได ้

ผลการหาค่า LC50 ในปลานิลที่ ได้รับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมที่ เวลา 24,  48,  72 และ 96 ชั่ วโมง  
จากการศึกษาครัง้นีม้ีค่าเท่ากับ 105.54, 91.70, 80.25 และ 78.94 มิลลิกรมั/ลิตร ตามล าดับ ในขณะที่การศึกษาค่า LC50  
ของ Khanchanasal et al. (2022) ที่ศกึษาในปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมที่เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 
LC50 มีค่าเท่ากับ 51.25, 45.23, 41.08 และ 37.42 ไมโครลิตร/ลิตร หรือคิดเป็น 43.05, 38.00, 34.51 และ 31.43 มิลลิกรมั/
ลิตร ตามล าดบั ซึ่งความแตกต่างของค่า LC50 ในปลาชนิดเดียวกันอาจเกิดจากรูปแบบของสารที่ใช ้อายุ และชนิดของปลา 
(Khanchanasal et al., 2022) ซึ่งค่า LC50 ในปลาแต่ละชนิดจะมีค่าแตกต่างกัน เช่น การศึกษาผลของสาร 2,4-D-ไดเมทิล 
แอมโมเนียม ในปลาดุก African Catfish (Clarius gariepinus) ที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ค่า LC50 เท่ากบั 360 มิลลิกรมั/ลิตร (Cheikyula et al., 2019) ส่วนในปลาตะเพียนค่า LC50ของ 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ท่ีเวลา 
24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมง เท่ากบั 140.76, 112.72, 81.87, และ 70.56 มิลลิกรมั/ลิตร (Thanomsit et al., 2025)  

การศึกษาการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของปลานิลเมื่อไดร้บัสัมผัสสารก าจัดวัชพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม  
ในระดบัที่ไม่ก่อการตาย (7.89 มิลลิกรมั/ลิตร) พบว่าปลาจะเริ่มมีความผิดปกติเล็กนอ้ย เมื่อไดร้บัสารเป็นเวลา 7 วนั โดยเริ่ม
จากที่ครีบหางสีซีดลงซึ่งเป็นอาการเริ่มตน้ของอาการเนือ้ตายหรือ Necrosis เมื่อระยะเวลาผ่านไปจะพบอาการอื่น ๆ รุนแรงขึน้                
เช่น เนือ้เยื่อครีบถกูท าลาย ผิวหนงัซีด มีจ า้เลือด หางกร่อน เนือ้เยื่อโคนครีบบวม และเสียหายมากขึน้ เช่นเดียวกบัการศกึษา
ของ Khanchanasal et al. (2022) ที่ รายงานว่าลักษณะสัณฐานวิทยาของปลาที่ ได้รับสัมผัสสารก าจัดวัชพืช  2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียม ปรมิาณ 5 ไมโครลิตร/ลิตร จะเปล่ียนแปลงไปหลงัสมัผสัสารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยพบการเกิดบาดแผล
และจ า้เลือด บรเิวณแผ่นปิดเหงือก ซึ่งการเปล่ียนแปลงจะเพิ่มขึน้ตามระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสั   

การศึกษาค่าโลหิตวิทยาและการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดในปลานิลที่ได้รับสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม  
ในระดบัท่ีไม่ใหก้่อใหเ้กิดการตายพบวา่คา่ความเขม้ขน้ของเลือด และปรมิาณเม็ดเลือดขาวชนิด Eosinophil ในปลาที่ไดร้บัสาร
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ตั้งแต่เวลา 14, 21 และ 28 วัน ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่การศึกษาในปลาดุก African Catfish ที่ไดร้ับสาร 2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียม พบการเปล่ียนแปลงในวันที่  21 และ 28 หลังได้รับสัมผัสสาร โดยพบความแตกต่างของปริมาณ 
เม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดง ค่าฮีโมโกลบิน ค่าฮีมาโตครทิ และความเขม้ขน้ของเลือด (Kumla et al., 2025) 

การศกึษาการเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อของปลานิลเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม พบว่าการ
เปล่ียนแปลงของเนื ้อเยื่อขึน้อยู่กับระยะเวลาที่ได้รับสัมผัส โดยในเนื ้อเยื่อเหงือกพบการเพิ่มจ านวนของเซลล์เยื่อบุ 
(Hyperplasia) การเกิดการคั่งของเลือด (Blood congestion) บริเวณซี่เหงือก และพบการโป่งพองของหลอดเลือด (Lamellar 
aneurism) การเชื่อมประสานของแผ่นเหงือก (Fusion of lamellae) และการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์ยื่อบแุผ่นเหงือก (Lamellar 
epithelial hyperplasia) ซึ่งเป็นสญัญาณของการลดลงของพืน้ที่ผิวส าหรบัการแลกเปล่ียนก๊าซของปลา ในขณะที่เนือ้เยื่อตบั
ซึ่งเป็นอวยัวะส าคญัในการก าจดัสารพิษพบการเกิดช่องว่างในไซโตพลาซมึของเซลลต์บั (Vacuolation) อย่างต่อเนื่อง ซึ่งแสดง
ถึงความผิดปกติของการท างานและภาวะเครียดจากพิษของสารเคมี ส่วนในล าไสพ้บเกิดบาดแผลและรอยโรคของไมโครวิลไล 
(Wound and lesion of microvilli) การบวมของไมโครวิลไล (Swelling of microvilli) ซึ่งส่งผลกระทบต่อความสามารถในการ
ย่อยและดูดซึมสารอาหาร ในขณะที่การเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อในกระเพาะอาหารพบการตอบสนองตัง้แต่ระยะตน้ โดยเกิดการ
สึกกร่อนของเยื่อบุผิว (Epithelial erosion) และพัฒนาไปสู่บาดแผลและรอยโรคของมิวคัส (Wound and lesion of mucous 
cells) การเชื่อมของเซลลม์ิวคสั (Fusion of mucous-secreting cells) ซึ่งแสดงถึงความเสียหายต่อการหลั่งเมือกที่มีบทบาท
ส าคญัในการป้องกันผนงักระเพาะอาหาร ซึ่งการเปล่ียนแปลงในเนือ้เยื่อเหล่านี ้ สอดคลอ้งกับการศึกษาในปลานิลและปลา
ชนิดอื่น ๆ เช่น การศกึษาของ Khanchanasal et al. (2022) พบการเปล่ียนแปลงในเนือ้เยื่อเหงือกของปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-
D-ไดเมทิลแอมโมเนียมโดยพบเกิดอาการผิดปกติต่าง ๆ เช่น Hyperplasia, Epithelial lifting, Partial fusion of lamellae, 
Edema and lamellae, Disorganization และ Blood congestion ในเนือ้เยื่อเหงือก ซึ่งเป็นบริเวณที่ไดร้บัสัมผัสสารโดยตรง 
และเป็นบริเวณที่เกิดการแลกเปล่ียนก๊าซเพื่อช่วยในการหายใจของปลานิล  ส่วนการศึกษาในปลาดุก Hybrid catfish  
โดย Kumla et al. (2025) รายงานว่าการศึกษาการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อสมองและเหงือกของปลาดุกพบการเส่ือมของ
เซลลป์ระสาทและการเกิดช่องว่างในสมอง ในขณะท่ีเนือ้เยื่อเหงือกพบการหลอมรวมบางส่วนของแผ่นเหงือก การคั่งของเลือด 
การบวมน า้ และการเพิ่มจ านวนเซลล ์ส่วนการศึกษาในปลาดุก African catfish พบการเปล่ียนแปลงที่เกิดขึน้ในเนือ้เยื่อตบั 
ไดแ้ก่ เนือ้เยื่อตาย การเกิดช่องว่าง การขยายตวัของเซลลต์บั และภาวะเลือดคั่ง ส่วนในเหงือกพบการผิดรูปของ Gill filament  
มีเลือดคั่ง การสึกกร่อนของเซลลเ์ยื่อบุผิว การกร่อนและการหดตวัของแผ่นเหงือก ซึ่งการเปล่ียนแปลงในเนือ้เยื่อที่พบเหล่านี ้
แสดงใหเ้ห็นถึงระดบัความเสียหายที่เพิ่มขึน้ตามความเขม้ขน้ของสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม (Cheikyula et al., 2019) 

การศึกษาการท างานของเอนไซม ์CAT, SOD และ GST  ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระท าหนา้ที่ป้องกนัเซลล์
จากความเสียหายที่เกิดจากภาวะเครียดออกซิเดชัน พบการท างานของเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดเพิ่มขึน้เมื่อไดร้ับสาร 2,4-D- 
ไดเมทิลแอมโมเนียมเป็นเวลานานขึน้ ซึ่งการเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการไดร้บัสารเคมี ชีใ้หเ้ห็นว่าสารเคมีที่ปลาไดร้บัก่อใหเ้กิด
ความเครียดออกซิเดชนัสูงขึน้ตามเวลา ทั้งนีอ้าจเนื่องมาจากการไดร้บัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม กระตุน้ 
ใหเ้กิดการสรา้ง Reactive Oxygen Species (ROS) ภายในเซลล ์ปลาจึงตอบสนองต่อภาวะ Oxidative stress โดย SOD ซึ่ง
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ท าหนา้ที่เปล่ียน Superoxide radicals ใหก้ลายเป็น ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ส่วน CAT ท าหนา้ที่สลายไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์              
ที่เกิดจาก SOD ใหเ้ปล่ียนเป็นน า้และออกซิเจนที่ไม่เป็นอนัตรายต่อเซลล ์ในขณะที่ GST เป็นเอนไซมท์ี่ท  าหนา้ที่ขจดัสารพิษ 
โดยใช ้Glutathione เพื่อจบักับสารแปลกปลอมหรือผลิตภณัฑท์ี่เกิดจากความเครียดออกซิเดชนั ท าใหส้ารพิษละลายน า้ไดด้ี
ขึน้และถูกขับออกจากเซลล ์(Pan et al., 2016) โดยการศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชันในปลาตะเพียนที่ไดร้บัสาร 2,4-D-                  
ไดเมทิลแอมโมเนียมพบการเพิ่มขึน้ของกิจกรรมของเอนไซม ์CAT, SOD และ GST  เช่นเดียวกัน ซึ่งสารตา้นอนุมูลอิสระ 
เป็นตวัชีว้ดัเบือ้งตน้ที่ส  าคญัในส่ิงมีชีวิต เนื่องจากแสดงถึงกลไกความเป็นพิษของสารพิษต่อส่ิงมีชีวิต สามารถใชเ้ป็นตวัชีว้ดั
ทางชีวภาพในการเฝ้าระวงัผลกระทบจากสารพิษในสัตวน์ า้ได ้(Thanomsit et al., 2025) อย่างไรก็ตามผลของภาวะเครียด                
ออกซิเดชันอาจต่างกันไปในปลาแต่ละชนิด เช่น การศึกษาผลกระทบของ 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมต่อปลาดุกแอฟริกัน 
พบว่าระดบัความเขม้ขน้ของสารที่ก่อใหเ้กิดพิษเฉียบพลนัส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัในกิจกรรมของเอนไซม์       
ในตบั โดยเฉพาะอย่างยิ่ง SOD และ CAT ที่ความเขม้ขน้ 1.36-1.60 มิลลิลิตร/ลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้ต ่ากว่าระดบัท่ีท าให้
ปลาตายไม่แสดงการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญั (Hamisu et al., 2024)  

การศกึษาการตอบสนองของปรมิาณโปรตีนในกลา้มเนือ้ปลาหลงัไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ตัง้แต่ 7, 14, 
21 และ 28 วนั พบว่าปริมาณโปรตีนรวมและกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสของปลาที่ไดร้บัสารต ่ากว่าปลาชดุ
ควบคุมที่ไม่ไดร้บัสาร และกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีค่าลดลงตามระยะเวลาที่ไดร้บัสาร  เช่นเดียวกบัการ
แสดงออกของโปรตีนเมื่อตรวจสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ Western blot พบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส
ลดลงตามระยะเวลาที่ไดร้บั เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Khanchanasal et al. (2022) ที่ศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีน
เอสเทอเรสในปลานิลที่ไดร้บัสาร 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมจากเนือ้เยื่อสมอง เหงือก และกลา้มเนือ้ พบว่าแนวโนม้ของ 
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจะลดลงในทุกเนือ้เยื่อที่ท  าการศึกษาเมื่อไดร้บัสมัผัสสารเป็นเวลานานขึน้  ซึ่งมีรายงานว่าการยบัยัง้
กิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อสมองสามารถตรวจพบไดใ้นปลาที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืชกลุ่ม
ออรก์าโนฟอสเฟตที่ระดบัความเขม้ขน้ต ่ากว่าระดบัที่ก่อใหเ้กิดการตาย ชี ้ใหเ้ห็นถึงความไวของระบบประสาทต่อการไดร้บั
สารพิษ และสนับสนุนการใช้เอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพส าหรับการประเมินผลกระทบจาก 
สารก าจัดศัตรูพืชในสัตวน์ า้ตัง้แต่ระยะเริ่มตน้ของการไดร้บัสัมผัสสาร (Fulton & Key, 2001) โดยอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
ที่พบในปลานิลมีน า้หนักโมเลกุล 71 kDa ซึ่งใกลเ้คียงกับสัตวน์ า้ชนิดอื่น ๆ เช่น กุ้งก้ามกราม ปลาตะเพียน และปลาดุก 
(Kumla et al., 2025; Thanomsit et al., 2025 ; Wongchan et al., 2025) ในขณะที่ การศึกษาขนาดของอะซิทิลโคลีน 
เอสเทอเรสจากสมองของปลาหมอเทศ (Tilapia mossambica) ด้วยเทคนิค Non-denaturing PAGE พบโปรตีนที่ เป็น 
ไอโซเมอรซ์ึ่งมีขนาดต่างกนั คือโมโนเมอรข์นาด 59 kDa และเตตระเมอรข์นาด 244 kDa (Aswani & Trabucco, 2019) 

ผลการศึกษาครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่าสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียม ในระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิด
การตายสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อรา่งกายของปลานิลไดอ้ย่างต่อเนื่อง แมร้ะดบัความเขม้ขน้ที่ใชใ้นการศกึษา
จะสูงกว่าระดบัที่พบในแหล่งน า้ธรรมชาติซึ่งมีรายงานในระดับไมโครกรมั/ลิตร (Marchesan et al., 2010) แต่ผลการศึกษา
สามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการอธิบายกลไกการเกิดผลกระทบต่อปลาที่ไดร้ับสัมสารได ้โดยกลไกส าคัญที่เชื่อมโยง
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ผลกระทบทัง้หมดคือภาวะเครียดออกซิเดชันซึ่งน าไปสู่การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อและการลดลงของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีน  
เอสเทอเรสตามระยะเวลา ซึ่งสอดคลอ้งกับลักษณะสัณฐานวิทยาที่พบจากการสังเกตภายนอก คือ เมื่อไดร้บัสารเป็นเวลา            
7 วนั พบการเพิ่มขึน้ของกิจกรรมเอนไซม ์CAT และ GST รว่มกบัการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยา ไดแ้ก่ ล าตวัซีด ครีบกรอ่น 
และการเริ่มตน้ของเนือ้ตาย ขณะที่เนือ้เยื่อเหงือก กระเพาะอาหาร และตบัเริ่มแสดงความเสียหาย สะทอ้นถึงการตอบสนอง
ของระบบตา้นอนุมลูอิสระต่อการเพิ่มขึน้ของอนุมลูอิสระภายในเซลล์ สอดคลอ้งกับรายงานของ Oruç et al. (2004) ที่พบว่า
การไดร้บัสาร 2,4-D ท าใหก้ิจกรรมของ CAT และ GST ในตบัปลานิลเพิ่มขึน้อย่างชดัเจน ซึ่งเป็นการตอบสนองต่อการสรา้ง 
ROS ภายในเซลล์ และถือเป็นกลไกป้องกันขั้นแรกของร่างกาย ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
และการแสดงออกของอะซิติลลีนเอสเทอเรสในรูปแบบโปรตีนยงัไม่พบการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญั แสดงใหเ้ห็นว่าระบบ
ประสาทยงัสามารถรกัษาสมดุลได ้แม้ปลาจะเริ่มเกิดภาวะเครียดออกซิเดชนัแลว้ก็ตาม เมื่อระยะเวลาการไดร้บัสารเพิ่มขึน้ 
เป็น 14 วัน กิจกรรมของเอนไซม ์SOD เพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคญั แสดงถึงการสะสมของ ROS ในระดับที่สูงขึน้ ส่งผลใหเ้กิด 
การคั่งของเลือดในเหงือก ความเสียหายของไมโครวิลไลในล าไส ้และการเปล่ียนแปลงของเซลลส์รา้งเมือกในกระเพาะอาหาร 
พรอ้มทัง้พบการลดลงของค่าฮีมาโตคริต ปริมาณโปรตีนรวมในกลา้มเนือ้ และกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส
อย่างมีนยัส าคญั ต่อมาในวนัที่ 21 ของการทดลอง ความเสียหายของเนือ้เยื่อมีความรุนแรงมากขึน้ โดยพบการโป่งพองของ
หลอดเลือดเหงือก การเชื่อมติดกันของแผ่นเหงือก และการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์ยื่อบุเหงือก ซึ่งเป็นผลจากภาวะเครียด
ออกซิเดชนัเรือ้รงัที่ส่งผลต่อโครงสรา้งและการท างานของเหงือก ท าใหป้ระสิทธิภาพในการแลกเปล่ียนก๊าซลดลงและหลงัไดร้บั
สารเป็นเวลา 28 วัน พบการเส่ือมสภาพของเนือ้เยื่ออย่างรุนแรงทั้งภายนอกและภายใน ไดแ้ก่ ครีบกร่อน เป่ือย เกล็ดหลดุ  
และจ ้าเลือดทั่วล าตัว รวมถึงความเสียหายของเหงือก ตับ ล าไส้ และกระเพาะอาหารอย่างเด่นชัด ในระยะนี ้กิจกรรม 
ของเอนไซม ์CAT, GST และ SOD มีค่าสงูสดุ แสดงว่าระบบตา้นอนมุลูอิสระถกูกระตุน้อย่างตอ่เนื่องแต่ไม่สามารถก าจดั ROS 
ไดเ้พียงพอ ส่งผลใหเ้กิดภาวะเครียดออกซิเดชนัอย่างรุนแรง นอกจากนีก้ารศกึษาดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ Western blot 
ยังพบว่าการแสดงออกของโปรตีนอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ลดลงอย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาการไดร้ับสาร สะท้อนถึง
ผลกระทบต่อระบบประสาทของปลา 

 

Conclusions  
การศกึษาความเป็นพิษของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมต่อปลานิลพบว่าความเขม้ขน้และระยะเวลา

ที่ไดร้บัส่งผลใหอ้ตัราการตายสะสมของปลาสงูขึน้ ขณะที่การไดร้บัพิษในระดบัที่ไม่ก่อใหเ้กิดตายสามารถเกิดความเป็นพิษ
เรือ้รงัต่อปลานิลได ้โดยมีกลไกส าคญัคือการเหน่ียวน าใหเ้กิดภาวะเครียดออกซิเดชนั ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงสณัฐานวิทยา 
เนือ้เยื่อ ระบบเลือด และระบบประสาท ซึ่งความรุนแรงของผลกระทบเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการไดร้บัสาร จึงสามารถใช้ภาวะ
เครียดออกซิเดชนั ค่าโลหิตวิทยา การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ และเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเป็นตวับ่งชีท้างชีวภาพ
ส าหรบัการประเมินความเป็นพิษของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D-ไดเมทิลแอมโมเนียมในระบบนิเวศทางน า้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
ส่วนการประเมินลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก แมจ้ะไม่สามารถระบุชนิดของสารพิษหรือชีเ้ฉพาะกลไกความเป็นพิษได้
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โดยตรง แต่การเปล่ียนแปลงที่ปรากฏ เช่น การซีดของล าตัว การกร่อนของครีบ การหลุดของเกล็ด และการเกิดจ า้เลือด 
สามารถใชเ้ป็นดชันีเบือ้งตน้ส าหรบัการเฝา้ระวงัและประเมินสขุภาพของสตัวน์ า้ในพืน้ท่ีเส่ียงต่อการปนเป้ือนสารเคมีได ้เมื่อใช้
รว่มกบัขอ้มลูภาวะเครียดออกซิเดชนั การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ ค่าโลหิตวิทยา และเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส จะช่วย
เพิ่มความแม่นย าในการวินิจฉยัและติดตามผลกระทบจากสารมลพิษในระบบนิเวศน า้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ 
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