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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์และที่มา : ในปัจจุบันมีการขยายตัวของการส่งออกสินค้าทางด้านการเกษตร ดังนั้นเกษตรกรจึงน า       
เทคโนโลยีต่าง ๆ มาช่วยเพิ่มผลผลิตทางด้านอาหารให้เพียงพอกับความต้องการของผู้บริโภค โดยใช้สารเคมีก าจัด              
วัชพืชเพื่อเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร และการป้องกันก าจัดศัตรูพืช ดังจะเห็นไดจ้ากปริมาณการน าเข้าปุ๋ ยเคมีและสาร      
ป้องกันก าจัดวัชพืชที่เพิ่มขึน้ต่อเนื่อง อย่างไรก็ตาม การใช้สารก าจัดวัชพืชในทุกพืน้ที่ถือว่าเป็นสาเหตุส าคัญที่ท  าใหเ้กิด     
ปัญหาทางดา้นส่ิงแวดล้อม การใช้สารก าจัดวัชพืชที่ปราศจากการควบคุมอย่างถูกวิธีมีความเ ส่ียงต่อการแพร่กระจาย           
ของสารก าจัดวัชพืชสู่ส่ิงแวดลอ้ม นอกจากนีปั้ญหาการใชส้ารเคมีทางการเกษตรที่มากเกินความจ าเป็นยังท าใหเ้กิดการ     
ตกค้างของสารเคมีในดิน อากาศ และแหล่งน ้า โดยการปนเป้ือนของสารดังกล่าวส่งผลกระทบโดยตรงต่อสัตวน์ า้และ              
ท าให้เกิดการสะสมสารพิษในสัตว์น ้า แม้การปนเป้ือนของสารก าจัดศัตรูพืชอาจอยู่ในระดับที่ปลอดภัยต่อการบริโภค             
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ของมนุษย ์แต่ระดับการปนเป้ือนที่พบในแหล่งน า้ธรรมชาติอาจมีผลต่อสัตวน์ า้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากเกิดการปนเป้ือน               
ในสัตว์น ้าที่มนุษย์ใช้บริโภคก็จะส่งผลกระทบโดยตรงต่อสุขภาพของมนุษย ์ดังนั้น งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงคเ์พื่อศึกษา                        
ถึงผลกระทบแบบเฉียบพลันของสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม ซึ่งเป็นสารก าจัดวัชพืชที่ส่งผลต่อสรีรวิทยา                          
กุง้กา้มกราม (Macrbrachium rosenbergii) ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานไวใ้นประเทศไทย โดยท าศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงของ
เซลลเ์นือ้เยื่อ การศึกษารูปแบบโปรตีนร่วมกับการใชเ้ทคนิคเวสเทิรน์บลอท (Western blot) มาตรวจสอบการแสดงออกของ       
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของการไดร้ับสัมผัสสารก าจดัวชัพืช และยิ่งไปกว่านั้นในการศึกษาครัง้นี ้        
ไดท้ าการประเมินถึงการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดและกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสดว้ย เพื่อใหท้ราบถึง
ผลกระทบของการเปล่ียนแปลงทั้งดา้นชีวเคมี การเปล่ียนแปลงในระดับเซลลแ์ละในระดับเนือ้เยื่อในระดับหอ้งปฏิบัติการ        
ซึ่งจะเป็นประโยชนใ์นเรื่องการเฝา้ระวงัการปนเป้ือนของสารดงักล่าวในสตัวน์ า้และส่ิงแวดลอ้มทางน า้ และยิ่งไปกว่านัน้ขอ้มลู
ดงักล่าวจะช่วยลดความเส่ียงของผูบ้รโิภคในเรื่องสขุภาพหากมีการน ากุง้กา้มกรามมาบรโิภค 
วิธีด าเนินการวิจัย : ในการศึกษาครัง้นีไ้ดป้ระเมินถึงความเป็นพิษของกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมจากอัตราการตายสะสม         
การแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) และการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือด เนือ้เยื่อกลา้มเนือ้ และทางเดิน
อาหาร เมื่อไดร้บัสมัผสัสารท่ีระดบัความเขม้ขน้ในระดบัต่าง ๆ  ไดแ้ก่ 0, 250, 300, 350, 400 และ 450 µL/L เป็นระยะเวลา 24, 
48, 72 และ 96 ชั่วโมง ตามล าดบั นอกจากนีย้งัศึกษาถึงรูปแบบโปรตีนร่วมกับการใชเ้ทคนิคเวสเทิรน์บลอท (Western blot) 
มาตรวจสอบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของการไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 
ผลการวิจัย : จากการศกึษาพบว่าอตัราการตายสะสมของกุง้กา้มกรามหลงัจากไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชเพิ่มขึน้ตามระดบั
ความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาที่ได้รบัการสัมผัส อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสที่ตรวจสอบไดใ้นฮีโมลิมฟ์มีน า้หนักโมเลกุล                      
71 กิโลดลัตนั (kDa) โดยการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในฮีโมลิมฟ์จะลดลงเมื่อไดร้บัสมัผสัสารเป็นเวลานานขึน้ 
เมื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลลเ์ม็ดเลือด พบว่า เซลลช์นิด LGH, SGH และ H-type มีขอบเขตเซลล์             
ที่ไม่สม ่าเสมอและไซโทพลาสซึมถูกท าลาย ในการศึกษาการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้พบว่า เกิดการบวมของ
กล้ามเนื ้อ (swelling of muscle) และเกิดอาการกล้ามเนื ้อฝ่อ (degeneration of muscle) ในเนื ้อเยื่อล าไส้ พบว่าจะเกิด
ช่องว่างของล าไสก้วา้งขึน้ (dilation of lumen) และการรวมกนัของไมโครวิลไล (fusion of micro villi) โดยการเปล่ียนแปลงจะ
เพิ่มมากขึน้เมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสัเป็นระยะเวลานาน  
สรุปผลการวิจัย : สารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียมมีความเป็นพิษต่อกุง้กา้มกรามโดยก่อใหเ้กิดอตัราการตายสะสม
ซึ่งเพิ่มจ านวนขึน้ตามระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสั และการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจะลดลง
ตามระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียม ส่งผลใหก้ิจกรรมเอนไซมล์ดลงหลงัจากการไดร้บัสมัผสั
สารก าจัดวัชพืชที่ระดับความเข้มข้นสูงและที่ระยะเวลานานขึน้  จากข้อมูลการศึกษาครั้งนี ้ชีใ้ห้เห็นว่าสารก าจัดวัชพืช                
กลโูฟซิเนต แอมโมเนียมมีผลกระทบต่อกุง้กา้มกรามทัง้ในระดบัชีวเคมี และเนือ้เยื่อ โดยกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอส
เทอเรส การเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือด และเนือ้เยื่อ สามารถน ามาใชเ้ป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการ
ติดตามการปนเป้ือนสารก าจดัวชัพืชในระบบนิเวศได ้ 
ค าส าคัญ  :  กุง้กา้มกราม ; สารก าจดัวชัพืช ; กลโูฟซิเนต แอมโมเนียม ; อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส  
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Abstract 
Background and Objectives :  Nowadays, the Thailand export agricultural product was intensively expanded. 
Therefore, Thailand agricultural sector expels the promotion in chemical using trends in agricultural system.  By 
these economic forces, farmers have encountered large- scale farming production sufficiently for increase 
consumer demands such agrochemicals using such as chemical fertilizers and herbicides is an important factor 
for farmers relying on. Herbicides are widely used not only to increase crop yields but also to control weed growth 
and dissipation that hinders nutrient needs for crop.  So far, high volume of herbicide imports value is an evidence 
reflecting the remains agrochemicals farming system in contribution to the environmental pollution and crisis via 
inappropriate and excessive usage.  Thereby the improper chemicals practice and usage arising from overuse or 
runoff into nearby ecosystems leads to the herbicide accumulation in environments such as soil, water, and even 
the air that causes the long- term contamination.  Aquatic animals Inevitably affects to this risk by exposure to 
herbicide–contaminated environments.  Aquatic animal health is damaged by herbicide effect in either immediate 
toxicity or long- term accumulation in animal tissue.  Although the concentration of herbicides detected in aquatic 
animals remains in safety range for consuming, the long-period exposure of such chemicals bring into health risk, 
especially the human diet made from these aquatic animals.  Glufosinate ammonium is herbicide disrupting cell 
structure and function of plants, but has no effect in aquatic invertebrates. This study aimed to investigate the short-
term toxicological effects of glufosinate ammonium on the giant freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii) ,               
a commercially and ecologically important species in Thailand.  However, limited data about the response to its 
glufosinate ammonium exposure in this species was little studied.  Therefore, the objective of this research is to 
examine the physiological and biochemical effects of this herbicide on M. rosenbergii. The changes in tissues and 
blood cells were observed including characterizing the acetylcholinesterase (AChE) expression using the Western 
blot technique in the nervous system.  This key enzyme acts as a valuable biomarker for neurotoxicity in aquatic 
organisms. Thereby determining the alteration in both cellular and molecular responses, this study provides better 
understanding pathophysiological effect on post- exposure herbicides of aquatic animals in contribution to 
threatening human health risk via the contaminated food consuming. 
Methodology :   Glufosinate ammonium toxicity was assessed in this study for determining its effect on cumulative 
mortality rate in relation to acetylcholinesterase (AChE)  expression as well as the physiological response after 
glufosinate ammonium exposure was investigated by measuring the total hemocytes and histopathological 
alteration in muscular and intestinal tissue. After glufosinate ammonium exposure to healthy giant freshwater prawns 
at effective concentrations from 0 (control), 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L, respectively. For simulating possible 
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duration time and exposure levels in nature this experimented duration time were performed at 24, 48, 72, and 96 
hours.Moreover, the responsive biochemical function in protein expression profile and AChE expression by using 
western blot analysis was determined for neurotoxic damage AChE acting as a biomarker. 
Main Results : The study for glufosinate ammonium toxicity revealed an increased mortality of post-exposure of M. 
rosenbergii in time and concentration dependent manner that evidenced on the increased cumulative 
mortality.Western blot analysis demonstrated the significantly decrease in AChE expression while increased 
exposure time.  AChE was detected at molecular weight of approximately 71 kilodaltons (kDa)  in hemolymph.  The 
awkwardly decreased in AChE expression in glufosinate ammonium- exposed prawns revealed its neuronal 
disruptive effect on neuromuscular function. For histopathological examination, the exposed prawns displayed the 
structural damage of hemocytes in multiple cell types, including large granular hemocytes (LGH) , small granular 
hemocytes (SGH), and hyaline-type cells (H-type). Evidence on irregular cell boundaries, disrupted cell membranes 
and cytoplasmic disintegration suggested the herbicide effect on to the immunity compromises.  For histological 
study, swelling and degeneration of muscular tissue was shown, thereby its direct effect on muscle structure and 
function. Similarly, after exposure pathological changes was shown in prawn intestinal tissues such as lumen dilation 
and fusion of microvilli, thereby reducing nutrient absorption and hindering digestion efficiency.  Therefore, much 
longer exposure time with an effective concentration of glufosinate-ammonium, the growth and health was retarded 
by the persistent changes at vital structure of the exposed prawns. 
Conclusions :  The health burden of giant freshwater prawns (Macrobrachium rosenbergii) is caused by the toxic 
effect of glufosinate ammonium exposure, leading to a high morbidity rate in a concentration- and time exposure-
dependent manner. At a high dose and with increased time of exposure, glufosinate ammonium exerted its effect 
by causing a decline in AChE activity in relation to decreased acetylcholinesterase (AChE) expression. At the 
biochemical and histological levels in glufosinate ammonium–exposed prawns, hemocyte morphological 
abnormalities and tissue structural damage caused by disturbed AChE activity were observed. From these results, 
AChE is determined as a sensitive biomarker for effectively patrolling herbicide contamination in aquatic 
ecosystems. 
Keywords : Macrbrachium rosenbergii ; herbicide ; Glufosiante-ammonium ; acetylcholinesterase 
 
*Corresponding author. E-mail : chutima.tn@rmuti.ac.th 
 

Introduction 
ในปัจจุบันมีการขยายตัวของการส่งออกสินคา้ทางดา้นการเกษตรส่งผลใหร้ะบบเกษตรกรรมของประเทศไทยถูก

ผลกัดนัเขา้สู่ระบบเกษตรกรรมกระแสหรือเกษตรกรรมเคมี ดงันัน้เกษตรกรจึงน าเทคโนโลยีต่าง ๆ มาช่วยเพิ่มผลผลิตทางดา้น
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อาหารใหเ้พียงพอกับความตอ้งการของผูบ้ริโภค โดยใชส้ารเคมีก าจัดวชัพืชเพื่อเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร  และการป้องกัน
ก าจดัศตัรูพืช ดงันัน้จะเห็นไดจ้ากปริมาณการน าเขา้ปุ๋ ยเคมีและสารป้องกันก าจดัวชัพืชที่เพิ่มขึน้ต่อเนื่อง ซึ่งสารเคมีทางการ
เกษตรที่มีการน าเข้ามากที่สุด คือ สารก าจัดวัชพืชจ านวน 90,465 ตัน ได้แก่ กลูโฟซิเนต แอมโมเนียม (Glufosinate-
ammonium), ไกลโฟเซต ไอโซโพรพิลแอมโมเนียม (Glyphosate- isopropylammonium) และ 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม 
(2,4-D dimethylammonium) ตามล าดบั (Pollution Control  Department, 2024) Thanomsit et al. (2020) และ Thanomsit 
et al. (2021) รายงานว่าสารก าจัดแมลงศัตรูพืช เช่น สารก าจัดแมลงในกลุ่มออรแ์กโนฟอสเฟตและสารก าจัดวัชพืชมีฤทธ์ิ
ยับยั้งการท างานของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสในส่ิงมีชีวิต โดยเป็นที่ทราบกันดีว่าอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเป็นเอนไซมท์ี่ท  า
หนา้ที่เปล่ียนอะซีทิลโคลีน (สารส่ือประสาท) ไปเป็นโคลีนและอะซีเตท เมื่อเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเตอเรสไม่สามารถท า
หนา้ที่ได ้     จะท าใหเ้กิดการคั่งของอะซิตลิโคลีนซึ่งการคั่งของสารดงักล่าวนีจ้ะมีผลต่อระบบประสาทส่วนกลางและส่วนปลาย 
ท าใหเ้กิดการกระตกุของกลา้มเนือ้ ดว้ยเหตนุีจ้ึงมีการตรวจประเมินการรบัสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืชดว้ยการตรวจวดัการท างาน
ของเอ็นไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเตอเรสโดยตรง การตรวจวดัการท างานของเอ็นไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเตอเรสนี ้สามารถน ามาใช้
เป็นตัวชีว้ดัทางชีวภาพของการสัมผัส  จากการรบัสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืชได้ ยิ่งไปกว่านัน้ยงัมีรายงานเพิ่มเติมว่าสารก าจดั
วชัพืช กลโูฟซิเนต แอมโมเนียม เป็นสารยบัยัง้กลตูามีนซินเทสที่ไม่สามารถยอ้นกลบัได ้และจะปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนมุลู
อิสระออกซิเจน (ROS) ที่เกิดขึน้ในส่ิงมีชีวิต (Zhang et al., 2023) 

ในปัจจุบนัการปนเป้ือนของสารก าจดัวชัพืชมีมากกว่าในอดีต เนื่องจากมีการใชส้ารเคมีในการก าจดัวชัพืชเพื่อเพิ่ม
ผลผลิตทางการเกษตรใหเ้พียงพอต่อความตอ้งการของผูบ้ริโภค อย่างไรก็ตามในกรณีที่มีการใชส้ารก าจดัวัชพืชเกินความ
จ าเป็นหรือไม่เหมาะสม อาจก่อใหเ้กิดปัญหาทางดา้นส่ิงแวดลอ้มได ้(Thanomsit et al., 2020) ในประเทศไทยสารก าจดัวชัพชื
กลูโฟซิเนต แอมโมเนียม (Glufosinate-ammonium) ถูกน ามาใชอ้ย่างแพร่หลายดว้ยวตัถุประสงคห์ลายอย่าง เช่น ใชก้ าจดั
วัชพืชหลังงอก หรือใช้ก าจัดวัชพืชใบกว้าง (broad-leaf weed) ดว้ยคุณสมบัติละลายน า้ไดด้ีของสารดังกล่าว (solubility 
500,000 mg/L) (Lewis et al., 2016) อาจท าใหเ้กิดการปนเป้ือนสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียมลงสู่แหล่งน า้และท า
ใหเ้กิดการสะสมสารพิษในสตัวน์ า้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากเกิดการปนเป้ือนในสตัวน์ า้ที่มนษุยบ์ริโภคก็จะส่งผลกระทบโดยตรง
ต่อสุขภาพของมนุษยด์ว้ย จากความส าคัญขา้งตน้งานวิจัยนีม้ีเป้าหมายเพื่อศึกษาถึงระดับความเป็นพิษของกลูโฟซิเนต 
แอมโมเนียมในรูปแบบทางการคา้ อัตราการตายสะสมในกุง้กา้มกราม ลักษณะสัณฐานวิทยาเม็ดเลือด การเปล่ียนแปลง
เนือ้เยื่อของกุง้กา้มกราม ปริมาณโปรตีนของกุง้กา้มกราม การแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในกุง้กา้มกราม และ
ทา้ยที่สดุการศึกษารูปแบบของโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ของกุง้กา้มกราม เพื่อบ่งชีก้ารไดร้บัสมัผสั เพื่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภค 
ซึ่งขอ้มลูที่จะไดจ้ะเป็นขอ้มลูเบือ้งตน้ในการวางแผนการจดัการทางส่ิงแวดลอ้มทางน า้และทรพัยากรประมงต่อไป  
 กุง้กา้มกรามเป็นสตัวน์ า้จืด ซึ่งในปัจจุบนักรมประมง เกษตรกร และฟารม์เอกชนสามารถเพาะพนัธุก์ุง้กา้มกรามได ้
จึงท าใหม้ีผูเ้ลีย้งกุง้ชนิดนีก้ันอย่างแพร่หลาย ยิ่งไปกว่านั้นกุง้กา้มกรามมีรสชาติดี เป็นที่ตอ้งการของตลาด ท าใหเ้กษตรกร           
มีรายไดค้่อนขา้งสงูเมื่อเปรียบเทียบกับการเลีย้งสตัวน์ า้จืดชนิดอื่น ๆ ในปี พ.ศ. 2562 กรมประมงไดป้ระมาณการผลผลิตกุง้
กา้มกรามจากการเพาะเลีย้งซึ่งพบว่ามีประมาณ 22,509 ตนั และมลูค่า 5,609 ลา้นบาท เมื่อเทียบกับปี พ.ศ. 2561 ซึ่งพบว่า   
มีปริมาณมูลค่าเพิ่มขึน้ 4.1 และ 5.0% ตามล าดับ เกษตรกรมีการเลีย้งกุง้กา้มกรามเพิ่มขึ ้นและส่วนใหญ่ใชลู้กพันธุ์ที่มีการ
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อนุบาลมาแลว้ 2-3 เดือน ท าใหร้ะยะเวลาเลีย้งนอ้ยลงและอัตรารอดสูงขึน้ โดยแหล่งเลีย้งกุง้กา้มกรามที่ส าคญัอยู่ในพืน้ที่
จงัหวดันครปฐม ราชบรุี ฉะเชิงเทรา กาฬสินธุ ์และสพุรรณบรุี (Pianpol, 2019)   
 กลูโฟซิเนต แอมโมเนียม (Glufosinate-ammonium) เป็นสารก าจัดวชัพืชที่ใชก้ันทั่วโลกรวมทัง้ในประเทศไทยดว้ย 
โดยจะน าไปใชใ้นการควบคุมวชัพืชในแปลงปลูกพืช ดังนั้นจึงท าใหส้ารก าจดัวชัพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมปนเป้ือนอยู่ใน
แหล่งน า้และสะสมในสัตวน์ า้โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปลาน า้จืดชนิดต่าง ๆ ซึ่งหากมีการน ามาบริโภคก็อาจจะส่งผลเสียต่อ
สุขภาพของมนุษย ์ในปัจจุบันผลกระทบจากการไดร้บัสมัผัสสารก าจดัวชัพืชชนิดต่าง ๆ ในสัตวน์ า้ทัง้ในระดบัเซลลแ์ละการ
เปล่ียนแปลงสณัฐานวิทยาสามารถน ามาตรวจสอบไดห้ลายเทคนิค แต่ถึงอย่างไรก็ตามแต่ละเทคนิคก็มีความแตกต่างกนัใน
เรื่องของการเก็บตวัอย่าง ขัน้ตอนการด าเนินงานรวมทัง้ความเชี่ยวชาญของนกัวิจยั ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์
เพื่อศึกษาความเป็นพิษของสารก าจดัวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมในกุง้กา้มกรามซึ่งยงัไม่เคยมีรายงานไวใ้นประเทศไทย 
ท าการศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์นือ้เยื่อ การศึกษารูปแบบโปรตีนร่วมกับการใชเ้ทคนิคทางแอนติบอดีซึ่งไดแ้ก่ 
เทคนิคเวสเทิรน์บลอท (Western blot) มาตรวจสอบการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของ
การไดร้ับสัมผัสสารก าจัดวัชพืช และยิ่งไปกว่านั้นในการศึกษาครัง้นีไ้ดป้ระเมินถึงการเปล่ียนแปลงของเม็ดเลือดซึ่งการ               
ตรวจเลือดเป็นเทคนิคส าคญัในการประเมินสขุภาพทางสรีรวิทยาของปลา การศึกษาทางโลหิตวิทยาสามารถใชเ้พื่อตรวจหา
การเปล่ียนแปลงของลักษณะเฉพาะที่ เกินขีดจ ากัดภาวะสมดุลปกติ  (Barathinivas et al., 2022) และยิ่งไปกว่านั้นมี                    
การตรวจสอบถึงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสดว้ย เพื่อใหท้ราบถึงผลกระทบของการเปล่ียนแปลงทั้งดา้น
ชีวเคมี การเปล่ียนแปลงในระดบัเซลลแ์ละในระดบัเนือ้เยื่อในระดบัหอ้งปฏิบตัิการซึ่งจะเป็นประโยชนใ์นเรื่องการเฝ้าระวงัการ
ปนเป้ือนของสารดงักล่าวในสตัวน์ า้และส่ิงแวดลอ้มทางน า้  
 
Methodology  
สารเคมีทีใ่ชใ้นงานวจิยั 
 สารเคมีที่ใชท้ดสอบคือ กลูโฟซิเนต แอมโมเนียม (Glufosinate-ammonium) ในรูปแบบเชิงการคา้ (glufosinate-
ammonium, 15% W/V SL) สารเคมีทั่วไปที่ใชใ้นการศกึษาเป็นชนิดเกรดวิเคราะหแ์ละสารเคมีที่ใชใ้นการศกึษาอะซิทิลโคลีน
เอสเทอเรสเป็นผลิตภณัฑข์องบรษิัท Bio-Rad 
สตัวท์ดลองและการศกึษาอตัราการตายสะสม 
 ในการศึกษาครั้งนี ้น ากุ้งก้ามกรามขนาดวัยรุ่น ( juvenile) น ้าหนักเฉล่ีย 29.74±2.1 กรัม ความยาว 19.02±1.7  
เซนติเมตร มาปรบัสภาพในถังไฟเบอรข์นาด 200 ลิตร เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้แบ่งตวัอย่างกุง้กา้มกรามออกเป็น 18 บ่อ              
( 6 ระดบัความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 3 ซ า้) ใส่กุง้กา้มกรามบ่อละ 20 ตวั เติมสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียมลงไป
ในบ่อ 5 ระดับความเขม้ขน้ คือ 500, 550, 600, 650 และ 700 µL/L เปรียบเทียบกับชุดควบคุม เก็บตัวอย่างกุง้กา้มกราม
เศึกษาระดับความเป็นพิษที่ก่อใหเ้กิดการตายที่เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมงตามล าดับ (OECD, 2019) หลังจากนั้น
ศึกษาที่ระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายซึ่งพบว่าระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายคือ 0 (กลุ่มควบคุม), 250, 
300, 350, 400 และ 450 µL/L ตามล าดับ หลังจากนั้นศึกษาถึงระดบัความเขม้ขน้ที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายที่เวลา 24, 48, 72 
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และ 96 ชั่วโมง เพื่อน าไปศึกษาถึงการศึกษาการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์นือ้เยื่อ การศึกษารูปแบบโปรตีน การศึกษาการ
แสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยใชเ้ทคนิคเวสเทิรน์บลอท (Western blot) ท าการประเมินถึงการเปล่ียนแปลงของ
เม็ดเลือดและการศกึษากิจกรรมของเอนไซม ์ อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
การศกึษารูปแบบโปรตนี 
 การเก็บตวัอย่างฮีโมลิมฟ์กุง้และการสกดัโปรตนี 
 การเก็บตวัอย่างฮีโมลิมฟ์กุง้กา้มกรามในแต่ละความเขม้ขน้จะใชก้ระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ตวัอย่างฮีโมลิมฟ์         
ที่เก็บจะถูกผสมทันทีดว้ยสารป้องกันการแข็งตัวของฮีโมลิมฟ์ (MAS: 27 mM sodium citrate, 336 Mm sodium chloride, 
115 Mm glucose, 9 mM EDTA, pH 7.0) ในอัตราส่วน 1:1 เพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด น าไปป่ันที่ความเร็ว 4,500                
เป็นเวลา 10 นาที เก็บ supernatant เพื่อใช้ในการศึกษารูปแบบโปรตีนโดยใช้เทคนิค เจล อิเลคโทรโฟริซิส (SPS-PAGE) 
และเวสเทิรน์บลอท 
 การวดัปริมาณโปรตนี 
 น าโปรตีนมาตรฐาน BSA มาเจือจางใหม้ีปรมิาณโปรตีน 0.03125, 0.0625, 0.25, 0.5 และ 1 mg/ml ปรมิาณ 0.5 ml
จากนัน้น าตวัอย่างเลือดที่ตอ้งการวดัปรมิาณโปรตีนมาเจือจางตวัอย่างดว้ยน า้กลั่น 1:10 เท่า น าสารละลาย BSA และตวัอย่าง
โปรตีนที่สกดัไดจ้ากล าไส,้ กลา้มเนือ้ และเลือดของกุง้กา้มกราม ตวัอย่างละ 10 ไมโครลิตร 2 ซ  า้ เติมสารละลาย dye reagent 
เจือจาง ท่ีปรมิาตร 200 µL ทกุหลมุผสมใหเ้ขา้กนัตัง้ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที น าไปวดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 nm บนัทึกค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย BSA ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ น ามาสรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างปรมิาณ BSA 
กับค่าการดูดกลืนแสง และน าค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างมาเปรียบเทียบกับโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน  (ดัดแปลงจาก 
Cantawon et al., 2024) การวิเคราะหส์ถิติในการศกึษาปรมิาณโปรตีนรวมในล าไส ้กลา้มเนือ้ และเลือดจะถูกน ามาวิเคราะห์
สถิติแบบ t-test ใชโ้ปรแกรม SAS® OnDemand for Academics ในการวิเคราะหโ์ดยค่าที่ใชค้ือค่าเฉล่ียของชุดขอ้มลูที่ระดบั
ความเชื่อมั่น 95% 
การวดักิจกรรมเอนไซม์อะซิทลิโคลีนเอสเทอเรส 
 รวบรวมตวัอย่างที่ไดม้าวิเคราะหห์าระดบัการท างานของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลินเอสเทอเรส โดยประยกุตใ์ชต้ามวิธีการ
ของ Ellman et al. (1961) ซึ่งอาศัยหลักในการวัดอัตราการผลิตสารไทโอโคลิน (thiocholine) จากการสลายตัวของอะซิทิล              
ไทโอโคลิน (acetylthiocholine) ซึ่งท าปฏิกิริยายาต่อเนื่องกับสารไดโอไนโตรเบนโซเอน (dithiobisnitrobenzoate) จะได้                   
2-ไนโตร-5-เมอรแ์ค็พโตเบนโซเอท (2-nitro-5-mercaptobenzoate) และเกิดสารสีเหลือง โดยมีการท าปฏิกิริยาในไมโคร                  
ไทเทอเพลท 96 หลมุ (96 well microtiter plate) สารสีเหลืองที่เกิดขึน้จะน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 412 nm 
ดว้ยเครื่องอ่านไมโครเพลท (microplate reader) และน าค่าดูดกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหาระดับการท างานของเอนไซม์                     
อะซิอะทิลโคลินเอสเทอเรสในตวัอย่างที่ตอ้งการศกึษาในล าดบัต่อไป มีหน่วยเป็นไมโครโมลของไทโอโคลินต่อนาทีต่อมิลลิกรมั
โปรตีน ส่วนการวิเคราะหห์าปริมาณโปรตีนที่ละลายอยู่ในสารละลายโดยใช ้Bradford Reagent ตามวิธีการของ Bradford 
(1976) ด าเนินการไมโครไทเทอเพลท 96 หลุม เช่นเดียวกัน และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืนแสง 595 นาโนเมตร 
(Nittayachit et al., 2009) 
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การศกึษารูปแบบของโปรตนีทีพ่บในกุง้กา้มกรามโดยใชเ้ทคนคิ โซเดยีมโดดคีริลซลัเฟต เจล อเิลคโทรโฟรีซิส (Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; SDS-PAGE)  
 เตรียมส่วนผสมของสารละลายอะคริลาไมด์ ให้  separating gel มีความเข้มข้น 10% (H2O 4.85 ml, 30% 
acrylamide mix 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
อะครลิาไมดล์งในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจกของชดุอิเล็กโทรโฟรีซิส ใหเ้หลือส่วนของ stacking gel ไวป้ระมาณ 1 เซนติเมตร 
เติมน า้กลั่นบนเจลเพื่องป้องกันการเกิดปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซชั่น แลว้ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที เมื่อครบเวลา                
เทน า้กลั่นดา้นบนออก แลว้ลา้งดว้ยน า้กลั่นอีก 3-4 ครัง้ ใชก้ระดาษช าระซบัน า้ส่วนเกินออก 
 เตรียมส่วนผสม stacking gel 4% (H2O 3.05 ml, 30% acrylamide mix 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 เทส่วนผสมของ 
stacking gel ลงบน separating gel ทิ ้งไว้ให้เจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที แล้วประกอบเจลลงในชุดอิเลคโทรโฟรีซีส                     
เติมสารละลายอิเล็กโตรบฟัเฟอร ์ใหท้่วมช่องเติมตวัอย่าง ดงึหวีออก เติมตวัอย่างที่ผสมกบั sample buffer และตม้น า้ใหเ้ดือด 
5 นาทีแล้ว มาใส่ในช่องเติมตัวอย่างแต่ละช่อง ปริมาณ 10 µl (ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 40 µg) ต่ออุปกรณ์จ่ายไฟ                                
ตัง้กระแสไฟฟ้าที่ 120 โวลต ์จนกระทั่งสงัเกตว่าสีของ bromophenol blue เคล่ือนที่ถึงส่วนล่างของเจล จึงหยุดกระแสไฟฟ้า
ค่อย ๆ น าเจลออกจากแผ่นกระจกแลว้น ามายอ้มดว้ยสี Coomassie Brilliant Blue R-250 นานขา้มคืน จากนัน้ลา้งสีออกดว้ย 
destaining solution จนกระทั่งเห็นแถบสีของโปรตีนชดัเจนแต่เนือ้เจลค่อนขา้งใส (Khanchanasal et al., 2022) 
การศกึษาการแสดงออกของอะซทิลิโคลีนเอสเทอเรสโดยใชเ้ทคนคิเวสเทริ์นบลอท (Western blot) 
 น าโปรตีนที่สกัดไดจ้ากฮีโมลิมฟ์ของกุง้กา้มกรามแต่ละชุดการทดลองมาแยกใน 10% SDS-PAGE จากนั้นท าการ
ถ่ายโปรตีนจากแผ่นเจลสู่กระดาษไนโตรเซลลโูลส น าไปบ่มใน PAb-AChE (1:50) ขา้มคืน ลา้งดว้ย 0.5% blotto บ่มใน GAM-
HRP 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย 0.5% blotto และบ่มในสารละลาย 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 5 นาที ลา้งดว้ยน า้
หลาย ๆ ครัง้ ตรวจดแูถบโปรตีนที่ใหผ้ลบวกกบัแอนติบอดีโดยปรากฎแถบสีน า้ตาลด า (Thanomsit et al., 2017) 
การศกึษาลกัษณะของสณัฐานวทิยาเม็ดเลือด 

การวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของฮีโมลิมฟ์ ด าเนินการตามขั้นตอนที่ดัดแปลงจาก Deyashi & 
Chakraborty (2022) โดยการสเมียรฮ์ีโมลิมฟ์ลงบนสไลด ์แลว้ปล่อยใหแ้หง้ในอากาศ จากนัน้น าไปตรงึดว้ยเมทานอลเป็นเวลา 
5 นาที และย้อมด้วยสารละลาย Wright-Giemsa ที่เจือจาง 1:2 ในน ้ายาบัฟเฟอรฟ์อสเฟต (pH 7.2) เป็นเวลา 15 นาที 
หลงัจากการยอ้มสไลดจ์ะถกูลา้งดว้ยน า้กลั่นและตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนท์ี่ก าลงัขยาย 100 เท่า 
การศกึษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยือ่กุง้กา้มกราม 
 การศึกษาการเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อกุง้กา้มกรามดัดแปลงจากวิธีการของ Kumla et al. (2025) โดยท าการสุ่มเก็บ
ตวัอย่างกุง้กา้มกรามจากชดุควบคุมและชุดทดลองที่ไดร้บัสมัผสัสารในระดบัที่ไม่ก่อใหเ้กิดการตายหลงัจาก ไดร้บัสารก าจดั
วัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม ตามระยะเวลาช่วงที่ก าหนดที่ 0, 24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่างกลุ่มละ 3 ตวั 
จากนัน้สลบกุง้ดว้ยน า้แข็ง แลว้น าเนือ้เยื่อล าไส ้และกลา้มเนือ้ไปรกัษาสภาพดว้ย 10% phosphate buffer formalin เก็บรกัษา
ตวัอย่าง 4 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ตดัแต่งตวัอย่าง (trim) ใหม้ีขนาดเหมาะสม หลงัจากนัน้น าตวัอย่างไปผ่านขัน้ตอนการ
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ดึงน า้ออกจากตวัอย่างแลว้น าไปฝังดว้ยพาราพลาสต ์จากนั้นน าบล็อค (block) ไปแช่ตูเ้ย็น ท าการตดัแต่งบล็อกตวัอย่างใหม้ี
ขนาดพอดีกับขนาดสไลดแ์ละแผ่นปิดสไลด ์จากนั้นน าไปตัดดว้ยเครื่องไมโครโตมใหม้ีความหนา 5 ไมครอน น าไปลอยใน
น า้อุ่นที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ใชแ้ผ่นสไลดช์อ้นตวัอย่าง แลว้น าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพื่อใหต้วัอย่าง
ยึดติดแผ่นสไลดไ์ดด้ี  หลงัจากนัน้น าสไลดไ์ปลา้งพาราพลาสตอ์อกแลว้ยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน 
การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิต ิ
 น าขอ้มูลที่ไดม้าวิเคราะหห์าค่าอัตราการตายสะสม ค่าปริมาณโปรตีน และค่าปริมาณการแสดงออกของกิจกรรม
เอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส ตามแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหว่างกลุ่มการทดลอง โดยใชว้ิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความ
เชื่อมั่น 95 ดว้ยโปรแกรมการวิเคราะหส์ถิติ SAS® OnDemand for Academics 
 

Results   
ผลการศกึษาอตัราการตายสะสมและการศกึษาความเป็นพษิของสารก าจดัวชัพชืกลูโฟซเินต แอมโมเนยีมในกุง้กา้มกราม 
 เมื่อกุ้งก้ามกรามได้รับสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน คือ 0                     
(ชุดควบคุม), 500, 550, 600, 650 และ 700 µL/L เป็นเวลา 24, 48, 72, และ 96 ชั่วโมงพบว่าอตัราการตายสะสมจะเพิ่มขึน้
ตามระยะเวลาและความเขม้ขน้ที่ไดร้บัสมัผสั กุง้กา้มกรามที่ระดบัความเขม้ขน้ 0 µL/L (ชุดควบคุม) ไม่เกิดการตาย พบอตัรา
การตายเกิดขึน้ครัง้แรกเมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสัมผัสสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเวลาเขา้สู่ 24 ชั่วโมง ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0, 500, 550, 600, 650 และ 700 µL/L โดยมีอตัรา
การตายสะสมเท่ากับ 0.00±0.00, 5.00±0.00, 8.33±2.89, 13.33±2.89, 18.33±2.89, และ 23.33±2.89% ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
มีอตัราการตายสะสมเท่ากับ 0.00±0.00, 8.33±2.89, 15.00±0.00, 20.00±0.00, 26.00±2.89 และ 30.00±0.00% ที่เวลา 72 
ชั่วโมง มีอัตราการตายสะสมเท่ากับ 0.00±0.00, 15.00±0.00, 20.00±0.00, 28.33±2.89, 33.33±2.89 และ 43.33±2.89%               
ที่เวลา 96 ชั่วโมง มีอัตราการตายสะสมเท่ากับ 0.00±0.00, 16.67±2.89, 26.67±2.89, 33.33±2.89, 41.67±2.89% และ 
48.33±2.89%   ตามล าดบั (Figure 1)  
การศึกษาปริมาณโปรตีนและการแสดงออกของกิจกรรมเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในกุง้กา้มกรามเมื่อไดร้บัสมัผสัสาร
ก าจดัวชัพชืกลูโฟซิเนต แอมโมเนยีม 
 เมื่อท าการศกึษาปรมิาณโปรตีนของกุง้กา้มกรามที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียมที่ระดบัความ
เข้มข้น 0, 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L เป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่าแนวโน้มของปริมาณโปรตีนจะ
ลดลงเมื่อไดร้บัสมัผสัสารท่ีระดบัความเขม้ขน้สงูขึน้โดยทกุระดบัความเขม้ขน้ท่ีท าการศึกษาจะแตกต่างจากกลุ่มควบคมุอย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ที่เวลา 24 ชั่วโมง ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0, 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L มีปรมิาณโปรตีน
เท่ากับ 19.10±0.16, 18.82±0.22, 18.01±0.01, 17.88±0.16, 17.75±0.04 และ 17.11±0.13 mg/ml ที่ เวลา 48 ชั่ วโมง มี
ปรมิาณโปรตีนเท่ากบั 19.07±0.08, 18.18±0.08, 18.03±0.04, 17.83±0.08, 17.66±0.06 และ 17.00±0.01 mg/ml ที่เวลา 72 
ชั่วโมง มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 18.98±0.04, 18.10±0.02, 17.96±0.04, 17.45±0.15, 17.11±0.13 และ 16.83±0.08 mg/ml 
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และเมื่อเขา้สู่เวลา 96 ชั่วโมง มีปรมิาณโปรตีนเท่ากบั 18.81±0.12, 17.90±0.16, 17.60±0.08, 17.17±0.22, 16.78±0.01 และ 
16.42±0.11 mg/ml ตามล าดบั (Figure 2A)  

เมื่อท าการศกึษากิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในฮีโมลิมฟ์ของกุง้กา้มกรามเมื่อไดร้บัสมัผสัสารก าจดั
วชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียม ที่ไดร้บัสมัผสัสารเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่ากิจกรรมของเอนไซมข์องอะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรส มีแนวโนม้จะลดลงเมื่อสมัผสักบัสารท่ีระดบัความเขม้ขน้สงูขึน้โดยในกลุ่มควบคมุจะแตกต่างจากกลุ่มที่ไดร้บั
สมัผสัในทกุระดบัความเขม้ขน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อไดร้บัสมัผสัารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 

 
Figure 1  The Cumulative mortality percentage of giant freshwater prawns exposed to concentration of glufosinate 
                ammonium herbicide (0, 500, 550, 600, 650, and 700 µL/L) for 24, 48, 72, and 96 hours) 
             Note:  Superscript letters differ significantly from the control group (p < 0.05) 

 
 0, 250, 300, 350, 400 และ 450 µL/L มีค่าการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ 18.39±0.56, 
18.18±0.23, 17.82±0.24, 17.01±0.02, 16.67±0.15 และ 16.29±0.08 nmols/min/mg protein ที่เวลา 48 ชั่วโมง มีค่าการ
แสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ  18.17±0.08, 17.91±0.11, 17.39±0.23, 16.79±0.32, 16.29±0.39 และ 
15.84±0.08 nmols/min/mg protein ที่เวลา 72 ชั่วโมง มีค่าการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ 18.01±0.01, 
17.56±0.15, 17.02±0.01, 16.29±0.39, 15.50±0.40 และ 15.02±0.01 nmols/min/mg protein เมื่อเขา้สู่ระยะเวลา 96 ชั่วโมง 
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มีค่าการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเท่ากับ 18.00±0.01, 17.16±0.07, 16.73±0.08, 16.04±0.40, 15.05±0.08 
และ 14.82±0.08 nmols/min/mg protein ตามล าดบั (Figure 2B) 
 

 
 

Figure 2  (A) Protein concentration (B) acetylcholinesterase (AChE) activity in giant freshwater prawns exposed to  
                glufosinate ammonium herbicide at concentrations of 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72,  
                and 96 hours 
             Note : Superscript letters indicate significant differences compared to the control group (p < 0.05) 

 
ผลการศกึษารูปแบบโปรตนีทีพ่บในกุง้กา้มกรามโดยใชเ้ทคนคิโซเดยีมโดดคีริลซลัเฟต เจล อเิลคโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 
 การศึกษารูปแบบโปรตีนในกุง้กา้มกรามที่ไดร้ับสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม ที่ระดับความ
เข้มข้น 0, 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L จะใช้เทคนิค 10% SDS-PAGE โดยท าการศึกษารูปแบบโปรตีนที่พบจาก              
ฮีโมลิมฟ์ จากการศึกษาพบว่าเมื่อเขา้สู่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสที่แยกได้                
มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 71 kDa โดยมีแนวโนม้จะลดลงตามระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช (Figure 3) 
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Figure 3  The protein profiles in the hemolymph of giant freshwater prawns exposed to glufosinate ammonium  
                herbicide at 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72, and 96 hours. Using the 10% SDS-PAGE  
                technique 
 
ผลการศกึษารูปแบบของโปรตนีในกุง้กา้มกรามเมือ่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพชืกลูโฟซิเนต แอมโมเนยีม และการศกึษาการ
แสดงออกของอะซิทลิโคลีนเอสเทอเรสโดยใชเ้ทคนคิ Western blot 
 หลงัจากที่ท  าการสกัดโปรตีนและวดัปริมาณโปรตีนในฮีโมลิมฟ์ของกุง้กา้มกราม ตวัอย่างจากการสกัดจะถูกน ามา
ศึกษารูปแบบโปรตีนที่แยกได ้และศึกษาถึงการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสโดยทดสอบดว้ยเทคนิค Western blot 
ซึ่งจากการศึกษาพบอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีขนาด 71 kDa ในฮีโมลิมฟ์ของกุ้งก้ามกราม โดยมีแนวโน้มจะลดลงตาม
ระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช (Figure 4) 
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Figure 4  AChE expression by western blot technique in hemolymph of giant freshwater prawns exposed to  
              glufosinate ammonium herbicide at 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72, and 96 hours 
 
ผลการศกึษาการเปลีย่นแปลงของฮีโมลิมฟ์เมือ่กุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสักบัสารก าจดัวชัพชืกลูโฟซิเนต แอมโมเนยีม 
 ในการศึกษาการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือดของกุ้งก้ามกรามที่ไดร้ับสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต 
แอมโมเนียมในระดับความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม), 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L ใช้การย้อมสี Wright-Giemsa                    
เพื่อแสดงลกัษณะของเซลลเ์ม็ดเลือด ซึ่งพบเซลลเ์ม็ดเลือด 3 ชนิด ไดแ้ก่ Large Granule Hemocytes (LGH), Small Granule 
Hemocytes (SGH) และ Hyalinocytes (H) พบว่าเซลล์เม็ดเลือดของชุดควบคุมยังคงมีรูปร่างสมบูรณ์ ในขณะที่เซลล์                   
เม็ดเลือด Hyalinocytes (H)-type 1 ของกลุ่มที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชในระดบัความเขม้ขน้ที่ 250, 300, 350, 400, และ 
450 µl/L มีการเปล่ียนแปลง ขอบเขตของเซลลท์ี่ไม่สม ่าเสมอ และยิ่งไปกว่านั้นเซลลเ์ม็ดเลือด Large Granule Hemocytes 
(LGH), Small Granule Hemocytes (SGH) และ Hyalinocytes (H)-type 2-4 ของกลุ่มที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช เกิดการ
เปล่ียนแปลงขอบเขตของเซลลท์ี่ไม่สม ่าเสมอ และความเสียหายของไซโทพลาสซึม โดยที่ ลูกศรสีน า้เงิน คือ ไซโทพลาสซึม 
ลกูศรสีเหลือง คือ นิวเคลียส (Figure 5) 
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Figure 5  The example characteristics of hemocytes in giant freshwater prawns exposed to glufosinate ammonium  
                herbicide at concentrations of 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72, and 96 hours  
                compared to the control group 
             Note:  Blue arrows indicate cytoplasm; yellow arrows indicate nucleus. 
 
ผลการศกึษาการเปลีย่นแปลงเนือ้เยือ่เมือ่กุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสักบัสารก าจดัวชัพชืกลูโฟซิเนต แอมโมเนยีม 
 ในการศึกษาการเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อของกุง้กา้มกรามที่ไดร้บัสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม              
ในระดับความเข้มข้น 0, 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L เป็นเวลา 24, 48, 72 และ  96 ชั่ วโมง โดยประเมินการ
เปล่ียนแปลงจากเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้และล าไส้ พบว่าการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อจะขึน้อยู่กับระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสั ซึ่งจาก
การศกึษาพบว่าในเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้การเปล่ียนแปลงจะเกดิขึน้ครัง้แรกเมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสักบัสารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง
โดยการเปล่ียนแปลงที่ตรวจสอบไดค้ือ เมื่อเขา้สู่ระยะเวลา 24 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ท่ีระดับความเขม้ขน้ 250, 300, 350, 
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400, และ 450 µL/L การเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อที่เกิดขึน้คือ เกิดอาการกลา้มเนือ้บวม (swelling of muscle) และอาการ
กลา้มเนือ้ฝ่อ (degeneration of muscle) หลายบรเิวณ (Figure 6) 
 

  
 

Figure 6  Histological alterations in the muscle tissue of giant freshwater prawns (exposed to glufosinate  
               ammonium herbicide at concentrations of 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72, and 96  
               hours compared to the control group 
            Note: SM: swelling of muscle; DM: degeneration of muscle) 
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 เมื่อท าการศกึษาการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อล าไสพ้บว่า เมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต 
แอมโมเนียม เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 300, 350, 400 และ 450 µL/L การเปล่ียนแปลงที่ตรวจสอบได้
คือ เกิดช่องว่างของล าไสก้ว้างขึน้ (dilation of lumen) และเมื่อกุ้งก้ามกรามไดร้ับสัมผัสสารเป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง                     
ที่ระดับความเขม้ขน้ 250, 300, 350, 400, และ 450 µl/L พบว่าเกิดช่องว่างของล าไสก้วา้งขึน้ (dilation of lumen) และการ
รวมกันของไมโครวิลไล (fusion of micro villi) และทา้ยที่สดุเมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสัสารเป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง ที่ระดบั
ความเขม้ขน้ 250, 300, 350, 400, และ 450 µl/L จะเกิดการเปล่ียนแปลงมากที่สดุคือ เกิดช่องว่างของล าไสก้วา้งขึน้ (dilation 
of lumen) และการรวมกนัของไมโครวิลไล (fusion of micro villi) (Figure 7)  
 

Discussion 
 เมื่อกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียม เบือ้งตน้ท าการศึกษาถึงอตัราการตายสะสม
ของกุ้งก้ามกราม ในระดับความเข้มข้น 0, 500, 550, 600, 650 และ 700 µL/L เป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง จาก
การศกึษาพบว่าอตัราการตายสะสมจะเพิ่มขึน้ตามความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาที่กุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสั สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Thanomsit et al. (2025) ที่ท  าการศึกษาถึงผลกระทบของสารก าจัดวัชพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมใน                
กุง้ฝอย โดยทดสอบท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 250, 300, 350, 400 และ 450 µL/L เป็นเวลา 96 ชั่วโมง พบว่า กุง้ฝอยเกิดการตาย
เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาและความเขม้ขน้ท่ีไดร้บัสมัผสัสาร และ Thanomsit et al. (2016) ศึกษาอตัราการตายของกุง้กา้มกราม
ที่ไดร้บัสมัผสักับอะบาเม็กติน กุง้กา้มกรามมีอตัราการตายครัง้แรกที่เวลา 24 ชั่วโมง ในระดบัความเขม้ขน้ 0.0021, 0.0042, 
0.0063 และ 0.0083 µL/L  

อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase: AChE) เป็นเอนไซมท์ี่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการส่งผ่าน
สัญญาณของระบบประสาทส่วนกลางและส่วนปลายของสัตวน์ า้ โดยหนา้ที่หลักของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส คือ การย่อย
สลายสารส่ือประสาทอะซิทิลโคลีน (acetylcholine) ใหก้ลายเป็นกรดอะซิติก และโคลีน ซึ่งช่วยหยุดการส่งกระแสประสาท
อย่างรวดเรว็และแม่นย า ในระบบบประสาทของสตัวน์ า้เอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท าหนา้ที่ในการยตุิสญัญาณประสาท
หลังการกระตุน้อวยัวะรบัความรูส้ึก หากอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสถูกยบัยัง้หรือท างานผิดปกติจะส่งผลใหเ้กิดการสะสมของ            
อะซิทิลโคลีนที่ไซแนปส ์ท าใหเ้กิดอาการเกร็งของกลา้มเนือ้ ซึ่งในกรณีรุนแรงอาจส่งผลถึงการตายของสตัวน์ า้ได ้(Anandhan 
et al., 2012) จากการทดลองครัง้นีพ้บว่ากิจกรรมเอนไซมใ์นกุง้กา้มกรามในทุกระดับความเขม้ขน้ที่ศึกษาจะลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p<0.05) หลังการไดร้บัสัมผัสสารก าจดัวชัพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม                
ที่ระดับความเขม้ขน้สูงและที่ระยะเวลานานขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เช่นเดียวกับ Kumla et al. (2025) ที่พบว่า             
อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้ของกุง้กา้มกรามที่รบัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียมลดต ่าลง
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และสอดคลอ้งกับผลการศึกษาของ  Khanchanasal  et al. (2022) พบว่าเอมไซมอ์ะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสในปลานิลลดลงทัง้ในสมอง เหงือก และกลา้มเนือ้  
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     Figure 7   Histological alteration in the intestinal tissue of giant freshwater prawns exposed to glufosinate  
                     ammonium herbicide at concentrations of 0, 250, 300, 350, 400, and 450 µL/L for 24, 48, 72, and 96  
                     hours compared to the control group 
                 Note:  DL: dilation of lumen; FM: fusion of microvilli 
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เทคนิคที่ใชส้  าหรบัการวิเคราะหอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสตามที่มีรายงานนัน้มีดว้ยกันหลายวิธี เทคนิคทางแอนติบอดี 
เช่น เทคนิค Western blot และ dot blot เป็นตน้ (Thanomsit et al., 2021) งานวิจยัดา้นพิษวิทยาส่ิงแวดลอ้มที่เก่ียวข้องกับ
สตัวน์ า้ไดน้ าเทคนิคทางชีวเคมีมาใชใ้นการตรวจสอบผลกระทบจากสารพิษต่อระดับโปรตีน  และการแสดงออกของเอมไซม์      
ในฮีโมลิมฟ์ของสัตวน์ ้าอย่างแพร่หลาย งานวิจัยนีไ้ดเ้ลือกใช้เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสและเวสเทิรน์บลอท เพื่ อศึกษา
ผลกระทบของสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม ต่อรูปแบบโปรตีนและการแสดงออกของเอนไซม์อะซิทิลโคลีน           
เอสเทอเรส ผลการศึกษาโดยใชเ้ทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบว่า อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีขนาดน า้หนักโมเลกุลเท่ากับ                  
71 kDa เมื่อได้รับสัมผัสในระยะเวลานานขึน้จะมีแนวโน้มที่ลดลง สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Kumla et al. (2025) 
ท าการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้กุง้กา้มกรามที่รบัสัมผัสสารก าจดัวชัพืช 2,4-D              
ไดเมทิลแอมโมเนียมมีน า้หนกัโมเลกุล 71 kDa และ Buakhiao et al. (2022) ไดท้ าการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีน
เอสเทอเรสในหอยเชอรี่ที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัศตัรูพืชคลอรไ์พรฟิอสผสมไซเพอรเ์มทรนิโดยอะซิทิลโคลีนที่พบในเนือ้เยื่อหอย
เชอรี่มีน า้หนกัโมเลกลุ 71 kDa  

ผลการศึกษาการใชเ้ทคนิคเวสเทิรน์บลอทต่อการแสดงออกของเอมไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสพบว่า อะซิทิลโคลีน
เอสเทอเรสมีขนาดน า้หนกัโมเลกุลเท่ากับ 71 kDa เมื่อไดร้บัสมัผสัในระยะเวลานานขึน้จะมีแนวโนม้ที่ลดลง ซึ่งสอดคลอ้งกบั 
Kumla et al. (2025) และ Thanomsit et al. (2021) ท าการศึกษาการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนื ้อเยื่อ
กลา้มเนือ้กุง้กา้มกรามที่รบัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม โดยพบว่า อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อ
กลา้มเนือ้ลดต ่าลงเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ 

เมื่อท าการศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือดของกุง้ก้ามกรามที่ไดร้บัสัมผัสกับสารก าจัดวัชพืชกลูโฟ                  
ซิเนต แอมโมเนียมในระดบัความเขม้ขน้ 0 (ชุดควบคุม), 250, 300, 350, 400, และ 450 µL/L ใชก้ารยอ้มสี Wright-Giemsa                    
เพื่อแสดงลักษณะของเซลลเ์ม็ดเลือด พบว่าเกิดการเปล่ียนแปลงของขอบเขตของเซลลท์ี่ไม่สม ่าเสมอ และความเสียหาย                 
ของไซโทพลาสซมึ เช่นเดียวกับ Kumla et al. (2025) ท าการศกึษาผลกระทบของสารก าจดัวชัพืช 2,4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม
ในกุง้กา้มกราม พบว่ามีการเปล่ียนแปลงของเชลลเ์ม็ดเลือด เกิดการเสื่อมสภาพของเชลลเ์ม็ดเลือด การสลายตวัของนิวเคลียส 
และเกิดความเสียหายของไซโทพลาสซึม และคลา้ยคลึงกับผลการศึกษาของ Maharajan et al. (2017) ศึกษาผลกระทบ               
สารก าจดัศตัรูพืชคลอรไ์พริฟอสและไซเปอรเ์มทริน ในปูน า้จืด พบการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือดที่เส่ือมสภาพ เยื่อหุม้
เซลลข์าด เกิดช่องว่างในไซโทพลาสซมึและนิวเคลียส   

หลงัจากที่ท  าการศกึษาสณัฐานวทิยาและการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชวีภาพท่ีไดร้บั
สมัผสัแลว้ เทคนิคสดุทา้ยที่น ามาใชใ้นการศึกษาถึงผลกระทบของสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียมในกุง้กา้มกรามคือ
การศึกษาการเปล่ียนแปลงเนือ้เยื่อของกุง้กา้มกราม โดยในการศึกษาครัง้นีท้  าการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อ                    
2 ชนิด คือ เนือ้เยื่อกลา้มเนือ้ และเนือ้เยื่อล าไส ้โดยเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้หลังจากกุง้กา้มกรามไดร้บัสัมผัสกับสารก าจดัวชัพืช                
กลโูฟซิเนต แอมโมเนียม พบว่าเกิดการบวมของกลา้มเนือ้ (swelling of muscle) และเกิดอาการกลา้มเนือ้ฝ่อ (degeneration 
of muscle) สอดคล้องกับการศึกษาของ Thanomsit et al. (2025) ที่พบว่าการเปล่ียนแปลงบริเวณที่เนื ้อเยื่อกล้ามเนื ้อ                  
ที่ตรวจสอบไดเ้มื่อกุง้ฝอยไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืช 2, 4-D ไดเมทิลแอมโมเนียม เกิดภาวะการสะสมของเม็ดเลือด และเกิด
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อาการกลา้มเนือ้บวม และคลา้ยคลงึกบัการศกึษาของ Thanomsit et al. (2016) ที่ไดร้ายงานว่าในกลา้มเนือ้ของกุง้กา้มกราม
ที่ไดร้ับสัมผัสกับสารก าจัดแมลงอะบาเม็กติน มีการเปล่ียนแปลงคือเกิดการบวมและมีการสะสมของเม็ดเลือดในเซลล์
กลา้มเนือ้ ส่วนในเนือ้เยื่อล าไสห้ลงัจากกุง้กา้มกรามไดร้บัสมัผสักบัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียม พบว่าเกิดอาการ
ช่องว่างของล าไสก้วา้งขึน้ (dilation of lumen) และการรวมกนัของไมโครวิลไล (fusion of micro villi) 
 

Conclusions 
 สารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมมีความเป็นพิษต่อกุง้กา้มกรามโดยก่อใหเ้กิดอัตราการตายสะสมซึ่งเพิ่ม
จ านวนขึน้ตามระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่ไดร้บัสัมผัส และการแสดงออกของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจะลดลงตาม
ระยะเวลาที่ไดร้บัสมัผสัสารก าจดัวชัพืชกลโูฟซิเนต แอมโมเนียม ส่งผลใหก้ิจกรรมเอนไซมล์ดลงหลงัจากการไดร้บัสมัผสัสาร
ก าจดัวชัพืชที่ระดบัความเขม้ขน้สงูและที่ระยะเวลานานขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสถกูน ามา
ประยุกตใ์ชเ้ป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพของการไดร้บัสารก าจัดวัชพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียม โดยการวิเคราะหท์างชีวเคมีใน            
ฮีโมลิมฟ์ของกุง้กา้มกรามดว้ยเทคนิคเจลอิเลคโทรโฟรีซิสและเวสเทิรน์บลอท มีน า้หนกัโมเลกุลของอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส
เท่ากับ 71 kDa ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือดเกิดการเปล่ียนแปลงของขอบเขตของเซลลท์ี่ไม่สม ่าเสมอ และ
ความเสียหายของไซโทพลาสซึม ผลของเนือ้เยื่อกลา้มเนือ้และเนือ้เยื่อล าไสท้ี่พบการเปล่ียนแปลงที่ตรวจสอบไดใ้นเนือ้เยื่อ
กล้ามเนื ้อคือเกิดการบวมของกล้ามเนื ้อ (swelling of muscle) และเกิดอาการกล้ามเนื ้อฝ่อ (degeneration of muscle)           
ในเนือ้เยื่อล าไสพ้บว่าจะเกิดอาการช่องว่างของล าไสก้วา้งขึน้ (dilation of lumen) และการรวมกันของไมโครวิลไล (fusion of 
micro villi) โดยเฉพาะกลุ่มที่ไดร้ับสัมผัสสารในความเข้มข้นสูงและระยะเวลานาน พบลักษณะเหล่านีไ้ดเ้ด่นชัดมากขึน้                 
ซึ่งแสดงถึงผลกระทบที่รุนแรงต่อโครงสรา้งและการท างานของระบบทางเดินอาหารในกุง้กา้มกราม  

การศึกษาครัง้นีพ้บว่าสารก าจดัวชัพืชกลูโฟซิเนต แอมโมเนียมมีผลกระทบต่อกุง้กา้มกรามทัง้ในระดบัชีวเคมี และ
เนือ้เยื่อ โดยกิจกรรมของเอนไซมอ์ะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส และการเปล่ียนแปลงของเซลลเ์ม็ดเลือด และเนือ้เยื่อ สามารถ
น ามาใชเ้ป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพในการติดตามการปนเป้ือนสารก าจดัวชัพืชในระบบนิเวศได ้
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