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บทคัดย่อภาษาไทย  

ช่ือเร่ือง ความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมตอ่การ
เปลีย่นแปลงพยาธิสภาพเนือ้เยื่อและกิจกรรมของเอนไซม์อะ
ซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ (Tubifex tubifex Müller, 
1774) 

ผู้วิจยั ปกรณ์ เลก็วงศ์ไพบูลย์ 
ปริญญา การศกึษามหาบณัฑิต 
ปีการศกึษา 2561 
อาจารย์ท่ีปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. นลนิา ประไพรักษ์สทิธ์ิ  

  
Imidacloprid เป็นหนึ่งในยาฆ่าแมลงในกลุ่มนีโอนิโคตินอยค์ท่ีมีการใช้งานอย่าง

แพร่หลายในการท าเกษตรกรรมและพบการปนเปื ้อนในแหล่งน า้  อย่างไรก็ตามไม่เพียง 
ยาฆ่าแมลงเทา่นัน้ท่ีพบในแหลง่น า้บริเวณพืน้ท่ีเกษตรกรรมและโรงงานอุตสาหกรรม  แต่ยงัมีการ
รายงานการปนเปือ้นของโลหะหนกัแคดเมียมอีกด้วย งานวิจัยนีจ้ึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อประเมินความ
เป็นพิษเฉียบพลนัร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี  พยาธิ
สภาพเนือ้เยื่อ และการสะสมของโลหะหนกัในไส้เดือนน า้ (Tubifex tubifex) โดยผลการทดสอบ
ความเป็นพิษพบว่าค่า  LC50 ของ imidacloprid ท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงมีค่าเท่ากับ  1.429 และ 
1.663 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า LC50 ของแคดเมียมท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงมีค่าเทา่กบั 0.34 และ 0.018 
มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนีจ้ากการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมทางชีววิทยา  พบว่าสารผสมของ 
imidacloprid และแคดเมียมท าให้เกิดผลความเป็นพิษแบบเสริมฤทธ์ิกนั โดยมีคา่ดชันีสง่เสริมการ
ท างานเท่ากับ 0.467 และ 0.041 ท่ีเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงตามล าดบั ทัง้นีผ้ลการทดสอบความ
เป็นพิษเฉียบพลนัสอดคล้องกบัการเปลีย่นแปลงกิจกรรมเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสและการ
สะสมของแคดเมียมในไส้เดือนน า้ท่ีมีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้ เม่ือได้รับสารเคมีทัง้สองชนิดนีพ้ร้อมกัน 
ด้านพยาธิสภาพเนือ้เยื่อในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับสารเคมีปรากฏให้เห็นความเสียหายของเซลล์เยื่อบุ
ชัน้ผิว เซลล์ทางเดินอาหาร เซลล์กล้ามเนือ้ และเซลล์ประสาท การเพิ่มจ านวนท่ีผิดปกติของเซลล์
เยื่อบุชัน้ผิวและเซลล์ทางเดินอาหาร การเพิ่มขึน้ของ chloragosome และการแยกชัน้ของส่วน
หอ่หุ้มภายนอกและชัน้กล้ามเนือ้ 

 
ค าส าคญั : ความเข้มข้นถึงฆาตมธัยฐาน, ยาฆา่แมลง, โลหะหนกั, ดชันีทางชีวภาพ 
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Imidacloprid is one of the neonicotinoid insecticides that has been applied 

in many farms and can be detected in many natural resources, such as water. However, 
not only is this insecticide a heavy metal, cadmium was also found in the agricultural 
land in close proximity to industrial areas. This research aimed to investigate the 
combined acute toxic effects of imidacloprid and cadmium in term of biochemical 
changes, pathological changes, and the accumulation of cadmium in Tubifex tubifex, 
the aquatic oligochaete worm. The results showed that the LC50 of imidacloprid at 
twenty-four and forty-eight hours were 1.429 and 1.663 mg L-1, LC50 of cadmium at 
twenty-four and forty-eight hours were 0.34 and 0.018 mg L-1. In addition, the biological 
activity analysis indicated that the combined toxicity of two chemicals was a synergistic 
action and an additive index of 0.467 and 0.041 in twenty-four and forty-eight hours’ test. 
The toxicity test results were in-line with the cadmium accumulation and the changes of 
AChE activity in worm tissue that increased significantly in the binary test. The results of 
the histopathology in the treated worms was observed and identified epidermal cell 
degeneration, gut cell degeneration, hyperplasia of epidermal cells, hyperplasia of gut 
cells, mussel degeneration, nerve degeneration, overexpression of chloragosome, and 
separation between integument and muscle layer. 

 
Keyword : median-lethal concentration, insecticide, heavy metal, biological indicator 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ภมูิหลัง 

Imidacloprid เป็นสารออกฤทธ์ิส าคัญในยาฆ่าแมลงท่ีใช้อย่างแพร่หลายในกลุ่ม          
ยาฆ่าแมลง neonicotinoid (Cang et al., 2017; Tomizawa & Casida, 2005) ซึ่งพัฒนาและ
ออกแบบมาให้ออกฤทธ์ิตอ่ระบบประสาทของแมลงศตัรูพืช แตใ่นปัจจุบนัมีการรายงานผลกระทบ
ของสารชนิดนีต้่อสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่มเป้าหมายอีกด้วย (Cang et al., 2017) จากการศึกษาของ 
Miranda, Raetano, Silva, Daam, and Cerejeira (2011) ได้รายงานว่า imidacloprid ท่ีใช้ฉีด
พ่นหรือเคลือบเมล็ดพืชมีความสามารถในการละลายน า้ท่ีสงูจึงถูกชะล้างลงสูร่ะบบนิเวศได้ง่าย 
สง่ผลให้อัตราส่วนของการปนเปือ้นของ imidacloprid ในดินต่อน า้สูงถึง 1 ต่อ 3 นอกจากนีผ้ล
การศึกษาของ Gorman, Liu, Denholm, Brüggen, and Nauen (2008) ยังพบว่าเกษตรกร มี
แนวโน้มท่ีจะเพิ่มปริมาณ ความถ่ีและความเข้มข้นในการใช้ imidacloprid เน่ืองจากการดือ้ยาของ
แมลงท่ีเพิ่มมากขึน้ สง่ผลให้แนวโน้มการปนเปือ้นของ imidacloprid ในแหลง่น า้เพิ่มสงูขึน้ตามไป
ด้วย ทัง้นี ้imidacloprid เป็นพิษตอ่ระบบประสาทโดยมีฤทธ์ิรบกวนการท างานของเอนไซม์อะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญในการสง่สญัญาณกระแสประสาท ท าให้เกิดการกระตุ้น
เซลล์ประสาทหลังไซแนปส์ (postsynaptic neuron) ต่อเน่ืองอย่างผิดปกติโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
บริเวณสว่นเช่ือมของระบบประสาทและกล้ามเนือ้ น าไปสู่การเป็นอัมพาตและก่อให้เกิดความ
เสียหายของกล้าม เนื อ้ ในสิ่ งมี ชีวิต  (Beauvais, Atchison, Stenback, & Crumpton, 1999; 
Kallander, Fisher, & Lydy, 1997; Rakotondravelo, Anderson, Charlton, & Zhu, 2006)  

ปัจจุบัน imidacloprid ได้ รับความสนใจในการศึกษาเป็นวงกว้างแต่การศึกษา             
ความเป็นพิษของสารพิษท่ีปนเปือ้นในระบบนิเวศ ยงัคงมุ่งเน้นไปท่ีการรายงานผลความเป็นพิษ
ของสารเพียงชนิดเดียวต่อสิ่งมีชีวิต (Daam, Pereira, Silva, Caetano, & Cerejeira, 2013) ทัง้ท่ี          
ในสภาพแวดล้อมจริงการปนเปือ้นของสารพิษในระบบนิเวศไม่ได้เกิดจากสารพิษเพียงชนิดใดชนิด
หนึ่งเท่านัน้ โดยเฉพาะในบริเวณพืน้ท่ีการเกษตรท่ีมีโรงงานอุตสาหกรรมอยู่ใกล้เคียง ดังนัน้       
การประเมินความเป็นพิษต่อระบบนิเวศจึงจ าเป็นท่ีจะต้องปรับเปลี่ยนจากการพิจารณา          
ความเป็นพิษของสารเพียงชนิดเดียวสู่การพิจารณาความเป็นพิษของสารท่ีสามารถพบได้ใน    
ระบบนิเวศพร้อมกันเพื่อสร้างมาตรฐานในการควบคุมการปนเปือ้นของสารพิษท่ีใกล้เคียงกับ          
สภาพความเป็นจริงในธรรมชาติมากท่ีสุด ทัง้นีจ้ากการศึกษาของ Cang et al. (2017) พบว่า
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นอกจากยาฆ่าแมลงแล้วในพืน้ท่ีเกษตรกรรมยังพบการปนเปือ้นของโลหะหนัก เช่น แคดเมียม 
(Cadmium, Cd) ได้อีกด้วย ซึ่งแคดเมียมสามารถร่ัวไหลจากการปล่อยน า้ทิ ง้ของโรงงาน
อุตสาหกรรมหรือการใช้ปุ๋ ยฟอสเฟต โดยประเทศไทยมีการรายงานการปนเปือ้นของแคดเมียม    
ในแหลง่น า้ท่ีระดบัสงูกว่าค่ามาตรฐานของสหประชาชาติก าหนดไว้ถึง 72 เท่า (Satarug, Vesey, 
& Gobe, 2017; Wisa, 2010) เน่ืองจากคุณสมบัติของแคดเมียมท่ีสลายตวัช้า สามารถสะสมใน
น า้ได้ จึงมีโอกาสสงูท่ีแคดเมียมจะก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตท่ีอาศยัในแหล่งน า้ (Hall, 
Scott, & Killen, 1998) มีรายงานวิจยัเก่ียวกบัความเป็นพิษของแคดเมียมไว้วา่ แคดเมียมสามารถ
รบกวนการท างานของเอนไซม์ และกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพในสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัย   
ในระบบนิเวศแหล่งน า้ในระดบัความเข้มข้นท่ีต ่า จากการท่ีแคดเมียมเข้าจับกับหมู่ฟังก์ชั่นของ
กรดอะมิโนซีสเตอีนและเมไทโอนีนของโปรตีนตวัรับต่าง ๆ ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มออร์แกเนลล์ 
ท าให้เกิดการรบกวนการสง่สญัญาณทัง้ภายในเซลล์และการสง่สญัญาณระหวา่งเซลล์ นอกจากนี ้
แคดเมียมยงัสามารถสะสมอยู่ในสิ่งมีชีวิตท าให้เกิดความเป็นพิษจากการสะสมสารพิษในหว่งโซ่
อาหารท่ีสงูขึน้อีกด้วย (Bouché, Habets, Biagianti-Risbourg, & Vernet, 2000; Uwizeyimana, 
Wang, Chen, & Khan, 2017) 

ดังนัน้การศึกษาความเป็นพิษร่วมในระบบนิเวศจึงเป็นประเด็นส าคัญ ไม่เพียงเพื่อ
ประเมินความเป็นพิษท่ีเกิดขึน้จริงในธรรมชาติ แต่สารผสมของ imidacloprid และแคดเมียม    
อาจท างานร่วมกันและสง่ผลให้เกิดการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิ (synergistic effect) จนน าไปสู่
ความเสียหายของระบบนิเวศแหล่งน า้ได้ (Cang et al., 2017) ในงานวิจัยนีผู้้ วิจัยเลือกใช้   
ไส้เดือนน า้ (Tubifex tubifex MÜller, 1774) ซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีสามารถพบได้ทัว่ไปในระบบนิเวศ
แหล่งน า้จืดหรือบ่อบ าบัดน า้เสียท่ีมีตะกอนใต้พืน้น า้ (Milbrink, 1980; Sakset, Gallardo, & 
Ikejima, 2012) โดยไส้เดือนน า้  ท าหน้าท่ีเป็นผู้ ย่อยสลายสารอินทรีย์และยังเป็นแหล่งอาหาร
ส าคัญของสิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในระบบนิเวศแหล่งน า้จืด จากการศึกษาของ Bouché et al. (2000) 
พบว่า ไส้เดือนน า้เป็นสิง่มีชีวิตสดุท้ายท่ีสามารถอยู่รอดในระบบนิเวศแหลง่น า้ท่ีปนเปือ้นสารพิษ 
ดงันัน้หากไส้เดือนน า้ซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีความทนทานต่อการปนเปือ้นสารพิษได้รับผลกระทบ      
จึงอาจเป็นไปได้วา่สิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนในระบบนิเวศย่อมได้รับผลกระทบไปด้วย จากเหตุผลท่ีกลา่ว
ข้างต้นจึงท าให้ไส้เดือนน า้ เป็นตัวแทนท่ี เหมาะสมในการประเมินความเป็นพิษ ร่วมของ 
imidacloprid และแคดเมียมในระบบนิเวศน า้จืด และจากกลไกการออกฤทธ์ิของ imidacloprid 
และแคดเมียม ท่ีสง่ผลต่อการท างานของเอนไซม์และกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพ 
ผู้ วิจัยจึงเลือกท่ีจะประเมินความเป็นพิษ เฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษ ร่วมของ 
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imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อและกิจกรรมของ
เอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ ซึ่งผลท่ีได้จากการวิจัยครัง้นี  ้สามารถใช้เป็น
แนวทางประกอบการประเมินความเสี่ยงของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีปนเปือ้นในระบบ
นิเวศแหลง่น า้จืดตอ่ไป 

 
ความมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพื่อประเมินระดับความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ
imidacloprid และแคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ 

2. เพื่อเปรียบเทียบผลของความเป็นพิษเฉียบพลนัของ imidacloprid และแคดเมียมต่อ
การเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ 

3. เพื่อเปรียบเทียบผลของความเป็นพิษเฉียบพลนัของ imidacloprid และแคดเมียมต่อ
การเปลีย่นแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ 

4. เพื่อวดัระดบัการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้หลงัได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 
48 ชัว่โมง 

 
ความส าคัญของการวิจัย 

งานวิจัยมีเป้าหมายเพื่อประเมินผลกระทบจากความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและ   
ความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมเน่ืองจากงานวิจัยท่ีเก่ียวกับพิษวิทยา 
ในปัจจุบนัยงัคงเน้นไปท่ีการประเมินความเป็นพิษเชิงเด่ียวเทา่นัน้ ดงันัน้ผู้วิจยัจึงได้ท าการทดลอง              
ในห้องปฏิบัติการและรวบรวมงานวิจัยท่ีเก่ียวข้องอ่ืน ๆ เพื่อประเมินระดับความเป็นพิษท่ีท าให้
สตัว์ทดลองตาย (lethal concentration) และความเป็นพิษท่ีไม่ท าให้สตัว์ทดลองตาย (sub-lethal 
concentration) อันเกิดจาก imidacloprid และแคดเมียมท่ีสะสมในน า้ เพื่อใช้ประกอบการวาง
แนวทางในการปอ้งกนัผลกระทบจากการปนเปือ้นของ imidacloprid และแคดเมียมในระบบนิเวศ
แหลง่น า้จืดในประเทศไทย 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบระดบัความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid 
และแคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ 

2. ทราบรูปแบบการเกิดอันตรกริยาจากความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และ
แคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ 
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3. ทราบระดับความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีท าให้ไส้เดือนน า้แสดง 
ความเป็นพิษทางพยาธิสภาพเนือ้เยื่อและกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส 

4. ทราบระดบัการสะสมของแคดเมียมในไส้เดือนน า้ 
5. ก าหนดแนวทางเพื่อเป็นเกณฑ์การควบคุมการปนเปือ้นของ imidacloprid และ

แคดเมียมในแหลง่น า้ 
 

ขอบเขตการวิจัย 
การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid 

(analytic standard, Sigma-aldrich) และแคดเมียม (98% Cd(NO3)2·4H2O, Sigma-aldrich)     
ท่ีมีต่อไส้เดือนน า้ (T. tubifex) ด้วยวิธีชีววิเคราะห์ (biological assay) ในห้องปฏิบัติการเพื่อให้
ทราบถึงระดบัความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีสตัว์ทดลองแต่ละตวัได้รับและมีผล
ท าให้สัตว์ทดลองตายลงร้อยละ 50 จากจ านวนสัตว์ทดลองทัง้หมด ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 
ชัว่โมง (24, 48 hours LC50) โดยตรวจสอบคุณภาพน า้เม่ือเร่ิมต้นและเม่ือสิน้สดุการทดลอง และ
เปรียบเทียบผลจากความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และ
แคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสและ
ระดบัการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้โดยใช้ระดบัความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียม
ในระดบัต ่ากวา่คา่ LC50 ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  

 
สมมติฐานการวิจัย 

1. การปนเปือ้นของ imidacloprid และแคดเมียมพร้อมกันก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ
ไส้เดือนน า้มากกวา่การปนเปือ้นของสารพิษชนิดใดชนิดหนึง่เพียงอยา่งเดียว 

2. ระดบัความเข้มข้นของแคดเมียมท่ีมากขึน้ท าให้เกิดการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้ 
ท่ีมากขึน้ 

3. ระดับ ค วาม เข้ม ข้นขอ ง  imidacloprid และแคด เมี ยม ท่ี ม ากขึ น้ ก่ อ ให้ เกิ ด 
การเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพในเนือ้เยื่อของไส้เดือนน า้มากขึน้ 

4. ระดับความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีแตกต่างกันก่อให้ เกิด              
การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้แตกต่างกันท่ีระดับ
นยัส าคญั 0.05 
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ระยะเวลาในการด าเนินงานวิจัย 
ระยะเวลาท่ีใช้ในการท าวิจยัเร่ิมตัง้แตเ่ดือนมกราคม 2561 – เมษายน 2562 

 
สถานที่ท าการวจิัย 

ห้องปฏิบติัการ 1118 ชัน้ 11 อาคารศนูย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ (อาคาร 19)  
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
ในงานวิจยันีท้ าการศกึษาเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องดงันี ้

1. หลกัการทดสอบความเป็นพิษ 

2. imidacloprid 

3. แคดเมียม 

4. ไส้เดือนน า้ 

 
หลักการทดสอบความเป็นพิษ 

สารพิษ 
สารพิษ หมายถึง สารท่ีเม่ือเข้าสูร่่างกายแล้วสามารถท าให้เกิดอนัตรายตอ่สิ่งมีชีวิต 

เน่ืองจากมีการท าอันตรกริยาทางสรีรเคมี (physio-chemical interaction) กับสว่นประกอบหรือ

ระบบต่าง ๆ ของร่างกายของสิ่งมีชีวิตนัน้ โดยการตอบสนองของร่างกายสิ่งมีชีวิตต่อสารพิษ

สามารถเกิดขึน้ได้ในหลายลกัษณะ สามารถจ าแนกได้ดงันี ้(Maturot & Juthamas, 2009) 

1. จ าแนกตามระยะเวลาท่ีแสดงความเป็นพิษ เช่น ชนิดเฉียบพลนัหรือชนิดแสดง

อาการช้า  

2. จ าแนกตามความรุนแรง เช่น ชนิดไม่รุนแรงหรือชนิดรุนแรง 

3. จ าแนกตามลกัษณะความคงทนของผล เช่น ไม่เสถียรหรือไม่ถาวรและผลแบบ

ถาวร  

4. จ าแนกตามต าแหน่งท่ีเกิดผลความเป็นพิษในร่างกาย เช่น เฉพาะท่ีและเกิด          

ทัว่ร่างกายผา่นกระแสเลอืด 

5. จ าแนกตามกระบวนการท่ีน าไปสู่การเกิดผลท่ีเป้าหมาย เช่น ฤทธ์ิโดยตรงและ

ฤทธ์ิทางอ้อม  

6. จ าแนกตามลกัษณะผลการตอบสนอง เช่น เป็นประโยชน์และไม่พงึประสงค์  
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ความเป็นพิษต่อส่ิงมีชีวิต 
เน่ืองจากการตอบสนองต่อสารพิษขึน้อยู่กับจ านวนตัวรับท่ีมีสารเคมีเข้าไปท า 

อนัตรกริยาโดยสร้างพนัธะระหวา่งสารเคมีกับโปรตีนตวัรับ (receptor) ดงันัน้การตอบสนองจึงเป็น

สดัส่วนของปริมาณ หรือความเข้มข้นของสารเคมีท่ีมีต าแหน่งตัวรับนัน้ ๆ หากได้รับสารเคมี          

ในปริมาณมากยอ่มท าให้เกิดการแสดงความเป็นพิษมากตามไปด้วย ทัง้นีป้ริมาณสารพิษต ่าสดุท่ี   

ท าให้เกิดการแสดงความเป็นพิษเรียกวา่ threshold dose ในกรณีท่ีสิง่มีชีวิตได้รับสารเคมีท่ีต ่ากว่า

ระดบั threshold dose จะไม่มีการแสดงความเป็นพิษจนสามารถวดัหรือสงัเกตได้ 

อย่างไรก็ตามปัจจัยท่ีมีผลต่อระดบั threshold นัน้มีหลายประการ เช่น ปริมาณของ

สารเคมี กระบวนการท่ีร่างกายจัดการต่อสารเคมี ความไวของสารเคมีและโปรตีนตวัรับ รวมทัง้

สภาพร่างกายของสิ่งมีชีวิต ในทางชีววิทยาการแสดงออกเม่ือสัตว์ได้รับสารพิษจะมีระดับ 

threshold dose ท่ีแตกต่างกันตามประเภทของสารเคมีท่ีได้รับและชนิดของสิ่งมีชีวิตโดยการ

ตอบสนองจะมีล าดบัการแสดงความเป็นพิษในแตล่ะล าดบัแตกต่างกนัไปซึง่ความสมัพนัธ์ระหวา่ง

ปริมาณของสารเคมีและการตอบสนองจะแสดงให้เห็นได้ในลกัษณะความสมัพันธ์เชิงเส้นของ

ปริมาณและการตอบสนองดงัภาพประกอบ 1 

 

 
 

ภาพประกอบ 1 ความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารเคมีและการตอบสนอง 

 

ท่ีมา: Maturot, R., & Juthamas, S. (2009). Ecotoxicology (2 ed.). Bangkok:  
Faculty of medicine Mahidol University. 
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ร้อยละการตายของสัตว์ทดลอง 
ในการพิจารณาความเป็นพิษต่อสัตว์ทดลองในระดับท่ีท าให้สัตว์ทดลองตาย       

(lethal dose) โดยทั่วไปมักจะท าการทดลองโดยมีเวลาเป็นตัวก าหนดและมีชุดควบคุมเป็น           

ชุดเปรียบเทียบ ดังนัน้เพื่อเปรียบเทียบร้อยละการตายให้ถูกต้อง หากมีการตายเกิดขึน้ในชุด

ควบคมุจะต้องค านวณร้อยละการตายท่ีถกูต้องของชุดทดลองทัง้หมดตามสมการท่ี 1 

 

ร้อยละการตายท่ีถกูต้อง = 
(A-C)

100-C
×100 - - - (1) 

 
เม่ือ  A แทน ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองในชุดทดลองของแตล่ะความเข้มข้น 
 C แทน ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองในชุดควบคุม 
 
การทดสอบความเป็นพิษของสารพิษต่อสัตว์ทดลอง 

การทดสอบความเป็นพิษในสิ่งมีชีวิตสามารถจ าแนกได้ 2 ประเภทตามระยะเวลาท่ี

ได้รับสารซึง่ผลกระทบตอ่สิง่มีชีวิตคือ พิษเฉียบพลนัและพิษเรือ้รัง (ตาราง 1) 

1. ความเป็นพิษเฉียบพลัน (acute toxicity) เป็นการศึกษาผลกระทบอันไม่พึง

ประสงค์ท่ีเกิดขึน้ภายในระยะเวลาสัน้ 1 – 7 วนัหลงัจากท่ีสิ่งมีชีวิตได้รับสารหนึง่ครัง้ หรือมากกว่า

ซึ่งโดยทั่วไปแล้วการทดสอบความเป็นพิษ เฉียบพลันมักใช้ในการหาค่า median lethal 

concentration 

2. ความเป็นพิษเรือ้รัง (chronic toxicity) เป็นการศึกษาความเป็นพิษโดยสังเกต

สตัว์ทดลองเป็นช่วงเวลานานตลอดช่วงอายุขยัหรือเกินกว่าคร่ึงหนึ่งของอายุขยัของสิ่งมีชีวิตนั น้

โดยการให้สารทดสอบตลอดช่วงระยะเวลาของการสังเกตหรือเฉพาะช่วงเวลาส าคัญมักใช้            

ในการหา effect concentration  

 
ตาราง 1 นิยามการทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัและเรือ้รัง 
 

ประเภทการทดสอบ ระยะเวลา 
เฉียบพลนั ระยะเวลาสัน้อยู่ในช่วง 2 – 3 วัน จนถึงประมาณ 2 สัปดาห์

โดยทัว่ไปมกัไม่มีการให้อาหารและให้สารพิษเพียงครัง้เดียว 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

 

ประเภทการทดสอบ ระยะเวลา 
เรือ้รัง ระยะเวลาในการทดลองนาน ในสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กมักศึกษาทัง้   

วงชีวิต ในสิง่มีชีวิตขนาดใหญ่มกัศกึษา 1 ใน 3 ของวงชีวิต สว่นใน
สตัว์เลีย้งลกูด้วยนมมกัศกึษาเป็นเวลา 1 – 2 ปี 

 
ท่ีมา: Rand, G. M. (1995). Fundamentals of aquatic toxicology: effects, 

environmental fate and risk assessment: CRC press. 
 
ในการเปรียบเทียบระดับของสารพิษท่ีก่อให้เกิดผลความเป็นพิษต่อสัตว์ทดลอง        

แบบเฉียบพลนัมกัใช้การตายเป็นเกณฑ์ โดยท าการทดสอบสตัว์ทดลองกบัสารพิษท่ีมีความเข้มข้น 
3 – 5 ระดับ และวัดอัตราการตายของสตัว์ทดลองท่ีอยู่ในช่วงร้อยละ 10 – 90 แล้วน าค่าท่ีได้       
มาสร้างกราฟโดยให้แกน x เป็นความเข้มข้นของสารละลายท่ีอยู่ในรูปค่า log ความเข้มข้น และ
แกน y เป็นเป็นร้อยละการตาย จากนัน้ท าการค านวณร้อยละการตายท่ี 50 และแปลงค่า antilog 
เพื่อค านวณความเข้มข้นท่ีท าให้สตัว์ทดลองตายลงร้อยละ 50 ทัง้นีเ้น่ืองจากผลท่ีได้จากการ
ประเมินความเป็นพิษต่อสตัว์ทดลองจะต้องมีการน าเสนอในรูปแบบท่ีเข้าใจได้ง่ายละสะดวกต่อ            
การน าไปใช้  และสามารถเป รียบเทียบข้อมูลจากการศึกษาอ่ืนในลักษณะเชิงป ริมาณ 
(quantitative indices) โดยท าการเปรียบเทียบระดับความเป็นพิษของสารพิษต่อสตัว์ทดลอง       
ท่ีอาศัยในน า้นิยมใช้ค่า Median lethal concentration (LC50) ซึ่งหมายถึง ปริมาณของสารพิษ     
ท่ีละลายในน า้ และท าให้สัตว์ทดลองตายเป็นจ านวนคร่ึงหนึ่งจากสัตว์ทดลองทัง้หมด หาก         
คา่ LC50 มีค่าตวัเลขท่ีสงูแสดงว่าสารเคมีมีอนัตรายน้อย เน่ืองจากจะต้องได้รับในปริมาณมากจึง
จะท าให้สตัว์ทดลองตายไปคร่ึงหนึง่ ในทางกลบักันหากคา่ตวัเลขต ่าจะแสดงความเป็นพิษท่ีรุนแรง
เพราะการได้รับสารเพียงเล็กน้อยก็จะท าให้สตัว์ทดลองตายไปคร่ึงหนึ่ง อย่างไรก็ตามการหา       
ค่า LC50 จากการเขียนกราฟแบบปกติอาจท าให้เกิดความคลาดเคลื่อนเน่ืองจากอัตราการตาย     
ไม่อยู่บนเส้นตรงท่ีลากต่อกันเลยทีเดียว ท าให้เกิดความแปรปรวนจากการลากเส้นของผู้ทดลอง   
แตล่ะคน ท าให้มีการพฒันาหลกัการค านวณสมการถดถอยอยา่งงา่ย (simple linear regression) 
ร่วมกบัการวิเคราะห์โพรบิท (probit analysis) เพื่อใช้ในการหาคา่ LC50 ให้ถกูต้องมากยิ่งขึน้ 
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ในการวิเคราะห์โพรบิทข้อมลูท่ีจะน ามาใช้ในการวิเคราะห์จะต้องมีลกัษณะตามข้อตกลง
เบือ้งต้นนั่นคือ มีการกระจายของข้อมูลเป็นปกติ (normal probability curve) และค่าตัวแปร
ตอบสนอง (response variable) จะเป็นแบบไบนาร่ี (binary) คือมีค่าเป็น 1 หรือ 0 ซึ่ง Bliss 
(1934) ได้ท าการเทียบค่าร้อยละการตายของสัตว์ทดลองและค่าช่วงห่างของส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานในกราฟการกระจายแบบปกติและเรียกค่านีว้่าค่าโพรบิท (ภาพประกอบ 2) จากนัน้ 
Finney and Tattersfield (1952) ได้สร้างตารางเปรียบเทียบค่าร้อยละการตายเป็นเลขโพรบิท
เพื่อให้งา่ยตอ่การค านวณมากยิ่งขึน้  

 

 
 

ภาพประกอบ 2 การเทียบคา่ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองและคา่ช่วงหา่งของ 

สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานในกราฟการกระจายแบบปกติ 
 

ท่ีมา: Bliss, C. I. (1934). The method of probits. Science, 79(2053), 409-410. 
 

เม่ือท าการเทียบข้อมลูร้อยละการตายของสตัว์ทดลองกับค่าโพรบิทแล้วจะพบวา่ร้อยละ
การตายท่ี 50 จะมีค่าตรงกับค่าโพรบิทเท่ากับ 5 และหากเขียนกราฟค่าโพรบิทกับความเข้มข้น    
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ในรูปของค่า log และท าการสร้างสมการถดถอยเพื่อหาค่าโพรบิทท่ี 5 จะสามารถค านวณค่า 
ความเข้มข้นเพื่อหาคา่ Median lethal concentration (LC50) ได้ 

 
การประเมินความเป็นพิษร่วม 

ในธรรมชาติสารพิษมีการออกฤทธ์ิให้เกิดความเป็นพิษท่ีแตกต่างกัน (ภาพประกอบ 

3) ทัง้นีข้ึน้อยู่กับสิ่งมีชีวิต ลักษณะทางกายภาพและกลไกการออกฤทธ์ิของสาร โดยสารผสม

เหล่านัน้อาจเกิดอันตรกริยาระหว่างกันหรือไม่เกิดอันตรกริยาระหว่างกันก็ได้ ทัง้นีก้ารแสดง    

อนัตรกริยาสามารถแบง่ได้ 3 รูปแบบดงันี ้

1. ความเป็นพิษแบบหกัล้าง (antagonistic effect) หมายถึง ฤทธ์ิของสารผสมตัง้แต ่

2 ชนิดแสดงความเป็นพิษน้อยกวา่ผลรวมความเป็นพิษของสารแตล่ะชนิดเม่ือให้เป็นสารเด่ียว 

2. ความเป็นพิษแบบเพ่ิมฤทธ์ิ (additive effect) หมายถึง ฤทธ์ิของสารผสมตัง้แต่ 2 

ชนิดแสดงความเป็นพิษเทา่กบัผลรวมความเป็นพิษของสารแตล่ะชนิดเม่ือให้เป็นสารเด่ียว 

3. ความเป็นพิษแบบเสริมฤทธ์ิ (synergistic effect) หมายถึง ฤทธ์ิของสารผสม

ตัง้แต่ 2 ชนิดแสดงความเป็นพิษมากกว่าผลรวมความเป็นพิษของสารแต่ละชนิดเม่ือให้เป็น      

สารเด่ียว 

 

 

 
ภาพประกอบ 3 ลกัษณะการแสดงความเป็นพิษร่วมของสาร 2 ชนิด 

 

ท่ีมา:  Uwizeyimana, H., Wang, M., Chen, W., & Khan, K. (2017). The eco-toxic 
effects of pesticide and heavy metal mixtures towards earthworms in soil. Environmental 
toxicology and pharmacology, 55, 20-29.  
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การประเมินความเป็นพิษร่วมของยาฆ่าแมลงและโลหะหนักสามารถท าได้โดยใช้วิธี
วิเคราะห์ความเป็นพิษร่วมของสารเคมี Marking’s additive index method ของ Marking (1977) 
โดยท าการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยา (biological activity) ตามสมการท่ี 2   

 
m m

i i

A B
S= +

A B
 - - - (2) 

 
เม่ือ S แทน กิจกรรมทางชีววิทยา (biological activity) ของสารเคมี A และ B 
 Am แทน คา่ LC50 ของสาร A เม่ือมีสาร B ผสม 

 Ai แทน คา่ LC50 ของสารเคมี A 

 Bm แทน คา่ LC50 ของสาร B เม่ือมีสาร A ผสม 
 Bi แทน คา่ LC50 ของสารเคมี B 
 
ทัง้นีเ้พื่อให้การแปลค่าการประเมินความเป็นพิษร่วมของสารเคมี 2 ชนิดสอดคล้องกับ  

เส้นจ านวนและง่ายต่อการแปลผล Marking (1977) จึงได้ท าการสร้างสมการเพื่อปรับแก้ค่า
กิจกรรมทางชีววิทยาด้วยดชันีการสง่เสริมการท างาน (additive index, AI) ตามสมการท่ี 3.1 หรือ
สมการท่ี 3.2 

 
AI= (

1

S
) -1; S<1 - - - (3.1) หรือ 

 
 AI=1-S; S>1 - - - (3.2) 

 
จากสมการท่ี 2, 3.1 และ 3.2 จะสามารถเขียนเส้นจ านวนแสดงความเป็นพิษร่วมจาก     

คา่กิจกรรมทางชีววิทยาและดชันีการสง่เสริมการท างานได้ดงัภาพประกอบ 4 และ 5 ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 4 ผลรวมของความเป็นพิษของสารเคมีจากคา่กิจกรรมทางชีววิทยา  

 
ท่ีมา: Landis, W., Sofield, R., Yu, M.-H., & Landis, W. G. (2003). Introduction to 

environmental toxicology: impacts of chemicals upon ecological systems: Crc Press.  
 

 
ภาพประกอบ 5 ผลรวมของความเป็นพิษของสารเคมีจากคา่ดชันีการสง่เสริมการท างาน 

 

ท่ีมา: Landis, W., Sofield, R., Yu, M.-H., & Landis, W. G. (2003). Introduction to 
environmental toxicology: impacts of chemicals upon ecological systems: Crc Press. 

 
อย่างไรก็ตามเม่ือเกิดความเป็นพิษแบบเสริมฤทธ์ิหรือเพ่ิมฤทธ์ิจะสง่ผลให้สิ่งมีชีวิต    

ท่ีได้รับสารผสมนัน้แสดงความเป็นพิษได้หลายรูปแบบ เช่น การตาย การเปลีย่นแปลงกิจกรรมของ

เอนไซม์ หรือพยาธิสภาพ ซึ่งลกัษณะท่ีแสดงถึงความเป็นพิษเหลา่นีส้ามารถน ามาใช้เป็นดชันีชีว้ดั         

ความเป็นพิษของสารเคมีได้ ในปัจจุบันมีการศึกษาความเป็นพิษร่วมของยาฆ่าแมลงและ        

โลหะหนกัเป็นวงกว้าง และพบวา่ความเป็นพิษร่วมของสารสองชนิดนี ้มีแนวโน้มเป็นการออกฤทธ์ิ
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แบบเสริมฤทธ์ิ และส่งผลให้เกิดความเป็นพิษมากกว่าการได้รับโลหะหนักหรือยาฆ่าแมลง      

อยา่งเดียว โดย Uwizeyimana et al. (2017) ได้ท าการรวบรวมงานวิจัยท่ีศกึษาเก่ียวกบัความเป็น

พิษของยาฆ่าแมลง ยาปราบศัตรูพืช และโลหะหนัก พบว่าสารพิษทัง้ 3 ประเภทท่ีกลา่วข้างต้น

สามารถก่อให้เกิดความเป็นพิษร่วม และแสดงความเป็นพิษแบบสง่เสริมกนั ในสิ่งมีชีวิตท่ีอาศยัใน

ระบบนิเวศท่ีมีการปนเปือ้นได้ แม้ว่าในปัจจุบันจะมีรายงานความเป็นพิษร่วมของสารพิษทัง้     

สามประเภทมากขึ น้แต่ยังคงต้องการข้อมูลจากงานวิจัย อ่ืน ๆ เพิ่ ม เติม  ทั ง้ในแง่ของ  

ความหลากหลายของสารพิษท่ีใช้ทดสอบ และความหลากหลายของสิง่มีชีวิตท่ีใช้ทดสอบ จากการ

รวบรวมงานวิจัยพบว่าความเป็นพิษร่วมท่ีอาจแสดงออกในสิ่งมีชีวิตนัน้สามารถเกิดได้หลาย

ประการ เช่น การท าลาย DNA การรบกวนการท างานของเอนไซม์ การลดความสามารถใน        

การรอดชีวิตและเจริญเติบโต รวมไปถึงพฤติกรรมต่าง ๆ เช่น การหาอาหารและการรวมกลุ่ม  

ดงันัน้จะเห็นว่าความเป็นพิษร่วมแบบสง่เสริมกันของสารพิษต่างประเภทกันควรได้รับการศึกษา  

ให้มากขึน้เพื่อสร้างมาตรการในการควบคุมและตรวจสอบการใช้งานสารเคมีในการท า

เกษตรกรรมให้เหมาะสม 

 
ดัชนีชีว้ัดทางชีวภาพ 

ดชันีชีว้ดัทางชีวภาพ (biomarkers) หมายถึงตวัวดัท่ีสามารถบอกได้ถึงอันตรกริยา   

ท่ีเกิดขึน้ระหว่างสิ่งมีชีวิตกับสารในสิ่งแวดล้อม โดยดัชนีนีจ้ะเก่ียวข้องกับการสัมผัสสารและ           

การแสดงผลความเป็นพิษสามารถแบง่ออกเป็น 3 ลกัษณะ Maturot and Juthamas (2009) คือ 

1. ดชันีชีวภาพสมัผสั หมายถึง การวดัการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดจากสารพิษหรือสารท่ี

เกิดขึน้จากกระบวนการทางชีวภาพท่ีเป็นผลมาจากการได้รับสารพิษในร่างกายของสิง่มีชีวิต โดย

จะต้องสามารถวัดจากส่วนต่าง ๆ ภายในสิ่งมีชีวิต ดัชนีนีจ้ะใช้อธิบายความสมัพันธ์ระหว่าง

ปริมาณสารพิษภายนอกกบัปริมาณสารพิษท่ีสามารถเข้าสูร่่างกายสิง่มีชีวิตได้ 

2. ดัชนีชีวภาพการเกิดผล หมายถึง การวัดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี สรีรวิทยา 

หรือพฤติกรรมของสิ่งมีชีวิตท่ีสามารถตรวจวัดได้ และสามารถแสดงความเช่ือมโยงถึงความ      

เป็นพิษของสารพิษกับการชักน าให้เกิดโรคหรือความผิดปกติ โดยดัชนีนีจ้ะแสดงให้เห็นถึง

ความสมัพนัธ์ของการได้รับสารพิษตอ่การเกิดความผิดปกติ 



  15 

3. ดัชนีชีวภาพความไวต่อการตอบสนอง หมายถึง การประเมินความว่องไวต่อ      

การตอบสนองของสิ่งมีชีวิต โดยดชันีนีม้ักถกูใช้ในแปลผลและสรุปผลได้ท่ีการศกึษาการแสดงออก

ถึงความเป็นพิษท่ีมีการตอบสนองแตกต่างกันในสิ่งมีชีวิต อันเป็นผลมาจากปัจจัยบางประการท่ี    

ท าให้เกิดความรุนแรงแตกตา่งกนั 

ทัง้นีด้ัชนีทัง้ 3 ลกัษณะนีมี้ส่วนเก่ียวข้องกับกระบวนการทางชีวภาพท่ีเกิดขึน้ใน

สิง่มีชีวิตตัง้แตก่ารรับสารพิษเข้าสูร่่างกายไปจนถึงการแสดงออกของความผิดปกติดงัท่ีแสดงตาม

ภาพประกอบ 6 ซึง่สามารถแบง่ออกเป็น 2 ช่วงคือ พิษจลนศาสตร์ หมายถึงกระบวนการท่ีสารพิษ

ท่ีเข้าสู่ร่างกายซึ่งจะต้องผ่านขัน้ตอนต่าง ๆ ได้แก่ การดูดซึมสารพิษ การกระจายสารพิษและ     

การก าจัดสารพิษ และพิษพลศาสตร์ หมายถึงกระบวนการท่ีก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้าน

ชีวเคมี และสรีรวิทยาของสิง่มีชีวิตซึง่ก่อให้เกิดการแสดงความเป็นพิษหรือพยาธิสภาพ 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 แผนภมิูพิษวิทยา 
 

ท่ี ม า : Maturot, R. , & Juthamas, S.  (2 00 9 ). Ecotoxicology (2  ed.). Bangkok: 
Faculty of medicine Mahidol University. 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อทดสอบความเป็นพิษ 

สารเคมีท่ีเป็นสารพิษมักเป็นสารท่ีผลติขึน้ด้วยกรรมวิธีทางเคมี ดงันัน้ในการทดลอง

เก่ียวกับสารเคมีเหลา่นีจ้ าเป็นจะต้องศึกษาคุณสมบติัของสารให้ดี เพื่อท่ีจะเตรียมอุปกรณ์และ

ศึกษาวิธีการใช้สารให้ถูกต้อง ในการทดสอบความเป็นพิษต่อสัตว์ทดลองนัน้สามารถท าได้            

3 รูปแบบคือ การฉีดเข้าสตัว์ทดลอง การผสมในอาหาร และการท าเป็นสารละลายเพื่อให้สตัว์ได้
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สัมผัสจากภายนอกซึ่งวิ ธีการท าเป็นสารละลายเป็นวิธี ท่ีได้รับความนิยมในการทดสอบ            

ความเป็นพิษต่อสตัว์น า้มากท่ีสุด ดังนัน้ก่อนการทดลองจึงจ าเป็นท่ีจะต้องเตรียมสารละลาย

มาตรฐานเพื่อผสมลงในน า้เลีย้งสตัว์ทดลองในระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ โดยการเตรียมสารละลาย

มาตรฐานนิยมใช้น า้กลัน่เป็นตัวท าละลาย แต่ถ้าสารนัน้ไม่ละลายในน า้จะต้องใช้ตัวท าละลาย

ชนิดอ่ืน ทัง้นีจ้ะต้องค านงึถึงความเป็นพิษของตวัท าละลายเหลา่นัน้ด้วย โดยจะต้องพิจารณาเลอืก

ตวัท าละลายท่ีมีความเป็นพิษต ่าและท าการทดลองโดยมีการจดัชุดควบคุมทัง้กลุม่ควบคมุแบบลบ 

(negative control) และกลุม่ควบคุมแบบบวก (positive control) เพื่อเปรียบเทียบความเป็นพิษ

ของตวัท าละลาย  

 
การเลือกใช้สัตว์ทดลอง 

สตัว์ทดลองท่ีเลือกใช้หากไม่ใช้สตัว์ทดลองท่ีเลีย้งในห้องปฏิบติัการมาก่อน หลงัจาก     

การคดัเลือกหรือขนย้าย ควรพกัสตัว์ทดลองก่อนเร่ิมท าการทดลองอย่างน้อย 1 สปัดาห์เพื่อให้

สตัว์ทดลองปรับตวัเข้าสูส่ภาพแวดล้อม และลดความเครียดท่ีอาจจะเกิดขึน้ระหว่างการขนย้าย 

ทัง้นีใ้นการทดลองทกุครัง้จะต้องจดัชุดควบคุม (control group) เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบผลของ     

ความเป็นพิษจากสารเคมีท่ีใช้ทดสอบ โดยจะต้องจัดสภาพแวดล้อมให้เหมือนกับชุดทดลอง          

นอกจากนีจ้ะต้องตรวจสอบคุณภาพน า้เม่ือเร่ิมต้นและสิน้สดุการทดลองทุกครัง้ เน่ืองจากสาร   

บางชนิดเม่ือละลายน า้อาจจับตัวกันเป็นสารแขวนลอยท่ีอยู่ในน า้ซึ่งจะท าให้การประเมิน        

ความเป็นพิษท่ีเกิดขึน้ไม่ถูกต้อง อย่างไรก็ตามการใช้สัตว์ทดลองยังจ าเป็นจะต้องค านึงถึง

จรรยาบรรณการใช้สตัว์ทดลอง (Retnam et al., 2016) ซึง่มีข้อก าหนดดงันี ้

1. ผู้ใช้สตัว์ต้องตระหนกัถึงคุณค่าของชีวิตสตัว์ ต้องใช้สตัว์เฉพาะกรณีท่ีได้พิจารณา

อย่างถ่ีถ้วนแล้วว่าเป็นประโยชน์และจ าเป็นสงูสดุต่อการพฒันาคุณภาพชีวิตของมนุษย์และสตัว์

และความก้าวหน้าทางวิชาการ 

2. ผู้ใช้สตัว์ต้องตระหนกัถึงความแม่นย าของผลงานโดยใช้สตัว์จ านวนน้อยท่ีสดุ ทัง้นี ้

ผู้ ใช้สัตว์จะต้องค านึงถึงคุณสมบัติทางพันธุกรรมของสัตว์ท่ีจะน ามาใช้ ให้สอดคล้องกับ

วตัถปุระสงค์และเปา้หมายของการใช้สตัว์ เพื่อให้ได้รับผลงานท่ีถกูต้องแม่นย ามากท่ีสดุ 



  17 

3. การใช้สัตว์ป่าต้องไม่ขัดต่อกฎหมายและนโยบายการอนุรักษ์สตัว์ป่า การน า    

สตัว์ป่ามาใช้ ควรกระท าเฉพาะกรณีท่ีมีความจ าเป็นต่อการศึกษาวิจัย โดยไม่สามารถใช้สตัว์

ประเภทอ่ืนทดแทนได้ 

4. ผู้ ใช้สตัว์ต้องตระหนกัว่าสตัว์เป็นสิ่งมีชีวิตเช่นเดียวกับมนุษย์โดยต้องตระหนกัว่า

สตัว์มีความรู้สึกเจ็บปวดและมีความรู้สกึตอบสนองต่อสภาพแวดล้อม ต้องปฏิบัติต่อสตัว์ด้วย

ความระมัดระวังทุกขัน้ตอน นับตัง้แต่การขนส่ง การใช้วัสดุอุปกรณ์ในการเลีย้ง การจัดการ

สภาพแวดล้อมของสถานท่ีเลีย้ง เทคนิคในการเลีย้ง 

5. ผู้ ใช้สตัว์ต้องบันทึกข้อมูลไว้เป็นหลกัฐานอย่างครบถ้วน ต้องปฏิบัติต่อสตัว์ตรง

ตามวิธีการท่ีเสนอไว้ในโครงการ และต้องบนัทกึไว้เป็นหลกัฐานอยา่งละเอียด  

 

หลักการในการเตรียมเนือ้เย่ือเพื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
ขัน้ตอนในการเตรียมเนือ้เยื่อสตัว์เพื่อศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงสามารถ   

ท าได้ดงันี ้

1. การรักษาสภาพ (fixation) เป็นขัน้ตอนการตดัชิน้เนือ้เยื่อของตวัอย่างสตัว์ทดลอง

ให้มีขนาดเลก็ และแช่ในสารละลายรักษาสภาพเพื่อคงสภาพเนือ้เยื่อไม่ให้เกิดการเนา่เป่ือย  

2. การดึงน า้ออก (dehydration) เป็นขัน้ตอนในการลดความเข้มข้นของน า้ภายใน

เซลล์โดยการไลล่ะดบัความเข้มข้นของเอทิลแอลกอฮอล์ให้สงูขึน้ 

3. การท าให้ใส (clearing) เป็นขัน้ตอนในการแทนท่ีเอ ทิลแอลกอฮอล์ด้วย

สารละลายอินทรีย์ เช่น ไซลีน ซึง่นอกจากจะท าให้เนือ้เยื่อใสขึน้แล้ว ไซลนียงัเป็นตวัท าละลายสาร 

ท่ีจะน าชิน้เนือ้เยื่อไปฝังอีกด้วย 

4. การฝังตัวอย่าง (embedding) เป็นขัน้ตอนการฝังชิน้ตัวอย่างลงในไขหรือสารท่ี

สามารถแข็งตวัได้ เช่น พาราฟิน 

5. การตดัตวัอย่าง (sectioning) เป็นการตดัแท่งตวัอย่างท่ีฝังลงในไขเรียบร้อยแล้ว

โดยการตดัชิน้ตวัอย่างของเนือ้เยื่อสตัว์นิยมตดัให้มีความหนาอยู่ในช่วง 8 - 10 ไมโครเมตร ทัง้นี ้

ขึน้อยูก่บัชนิดเนือ้เยื่อและอวยัวะท่ีศกึษา 

6. การย้อม (staining) เป็นขัน้ตอนในการย้อมสเีนือ้เยื่อเพื่อให้เกิดความแตกตา่งของ

โครงสร้างให้ชดัเจนยิ่งขึน้ โดยทัว่ไปแล้วสย้ีอมเนือ้เยื่อเป็นสท่ีีมีองค์ประกอบเป็นเบส (basic dye) 
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เช่น สีฮีมาทอกไซลีน (hematoxylin) และสีท่ีมีองค์ประกอบเป็นกรด (acid dye) เช่น สีอีโอซิน 

(eosin) ดังนัน้โครงสร้างแต่ละส่วนของเซลล์จะติดสีท่ีแตกต่างกัน เช่น นิวเคลียสย้อมติดสีท่ีมี

องค์ประกอบเป็นเบส เรียกโครงสร้างเนือ้เยื่อเหลา่นีว้า่ basophilic structure สว่นโครงสร้างของ

เซลล์ท่ีมีอนุมูลเป็นเบสอยู่ในส่วนประกอบ เช่น โปรตีนและไซโตพลาสซึมจะย้อมติดสีท่ี มี

องค์ประกอบเป็นกรดและเรียกโครงสร้างเหลา่นีว้า่ acidophilic structure  

 
หลักการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 

การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสใช้วิธีการของ Ellman, 

Courtney, Andres Jr, and Featherstone (1961) ซึ่ ง ได้ออกแบบการทดลอ ง photometric 

technique เพื่อติดตามการท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อตา่ง ๆ โดยอาศยั

หลกัการ คือ เม่ือเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสยอ่ยสาร acetylthiocholine จะได้สารผลติภณัฑ์

เป็น thiocholine เม่ือน าไปท าปฏิกิริยากบัสารให้ส ีdithiobisnitrobenzoate (DTNB) จะได้ 5-thio-

2-nitrobenzoic acid ซึง่เป็นผลติภณัฑ์ท่ีมีสเีหลอืง ดงัภาพประกอบ 7 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 ปฏิกิริยาการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส 
 

ท่ีมา: Pohanka, M. (2015). Biosensors containing acetylcholinesterase and  
butyrylcholinesterase as recognition tools for detection of various compounds. Chemical 
Papers, 69(1), 4-16. 
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การวัดป ริมาณ ของสารผลิตภัณ ฑ์สี เหลือ งท่ี เกิดขึ น้สามารถท าได้ โดยใช้                   

เคร่ือง spectrophotometer ก าหนดความยาวคลื่นท่ี 412 นาโนเมตร จากนัน้น ามาค านวณ

กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ ประโยชน์ของการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์  

อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ถูกน ามาใช้เฝา้ระวงัและตรวจสอบความผิดปกติของประชาชนหรือ

เกษตรกรท่ีสัมผัสกับโลหะหนัก เน่ืองจากมีรายงานการศึกษาของ Bainy, de Medeiros, Di 

Mascio, and de Almeida (2006) พบวา่โลหะหนกับางชนิด เช่น แคดเมียมและตะกัว่ สามารถท า

ให้เกิดการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในหอยแมลงภู่โดยคาดว่า  โลหะ

หนกัเหลา่นีจ้ะมีผลต่อโปรตีนตัวรับอะซิทิลโคลีน (acetylcholine receptor) และอาจจะสง่ผลต่อ

การสงัเคราะห์เอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสซึง่เป็นผลกระทบทางอ้อมตอ่กิจกรรมของเอนไซม์

ชนิดนี  ้นอกจากนี  ้(Beauvais et al., 1999; Kallander et al., 1997; Rakotondravelo et al., 

2006) ได้รายงานว่า การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) เป็น   

หนึ่งในดชันีชีว้ดัทางชีวภาพท่ีสามารถใช้การทดสอบความเป็นพิษของ imidacloprid ต่อสิง่มีชีวิต

ได้โดยกล่าวว่า AChE เป็นเอนไซม์ส าคัญท่ีท าให้ระบบประสาทท างานได้อย่างเป็นปกติ และ         

ท าหน้าท่ีในการท าลาย acetylcholine (ACh) ซึ่งเป็นสารสื่อประสาทท่ีกระตุ้ นการส่งกระแส

ประสาทท่ี post-synaptic neuron ดงันัน้หากปราศจาก AChE จะสง่ผลให้ ACh ท่ีมีปริมาณมาก

ไปกระตุ้น post-synaptic neuron อยา่งต่อเน่ือง และสง่ผลตอ่กล้ามเนือ้โครงร่างท าให้ไม่สามารถ

ควบคุมการเคลือ่นไหวได้ ในกรณีท่ีสิง่มีชีวิตท่ีได้รับ imidacloprid เข้าสูร่่างกายเม่ือ imidacloprid 

เข้าจับกับโปรตีนตวัรับอะซิทิลโคลีนจึงท าให้ ACh คงค้างอยู่ในร่องประสาทสง่ผลให้กิจกรรมของ

เอนไซม์ acetylcholinesterase สงูขึน้ ดงันัน้การตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม์นีจ้ึงเช่ือมโยงกบัผล           

ความเป็นพิษของ imidacloprid ตอ่ระบประสาทของสิง่มีชีวิตได้ 

 
Imidacloprid  

คุณสมบัติทางเคมีของ imidacloprid 
Imidacloprid เป็นสารออกฤทธ์ิส าคัญในยาฆ่าแมลงในกลุ่ม neonicotinoid และ   

ใช้งานอยา่งแพร่หลายมากท่ีสดุในกลุม่ยาฆา่แมลงชนิดเดียวกนั เพื่อควบคุมแมลงศตัรูพืชในพืน้ท่ี

เก ษ ต รก ร รม  (Cang et al. , 2017; Matsumura et al. , 2008; Tomizawa & Casida, 2005) 

ถึงแม้ว่ายาฆ่าแมลงกลุ่มนีอ้อกแบบมาให้ออกฤทธ์ิต่อแมลงศัตรูพืชโดยตรง แต่ยังคงมีรายงาน

ผลกระทบของยาฆา่แมลงกลุม่นีต้อ่สิง่มีชีวิตนอกกลุม่เปา้หมายอีกด้วย (Cang et al., 2017)  
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ภาพประกอบ 8 โครงสร้างทางเคมีของ imidacloprid 
 

ท่ีมา: Anderson, J., Dubetz, C., & Palace, V. (2015). Neonicotinoids in the  
Canadian aquatic environment: a literature review on current use products with a focus 
on fate, exposure, and biological effects.  Science of the Total Environment, 505, 409-
422. 

 
ตาราง 2 คณุสมบติัทางเคมีของ imidacloprid 

 

คุณสมบัติทางเคม ี  
ช่ือ IUPAC N-{1-[(6-Chloro-3-pyridyl) methyl]-4,5-

dihydroimidazol-2-yl} nitramide 

ลกัษณะของผลกึ ผลกึไม่มีส ี

กลิน่ มีกลิน่เลก็น้อย 

สตูรเคมี C9H10ClN5O2 

น า้หนกัโมเลกุล 255.7 g mol-1 

ความสามารถในการละลายน า้ 514 mg L-1 ท่ี 20 ºC pH 7 

คา่สมัประสทิธ์ิการกระจายตวั (log Kow) 0.57 ท่ี 21 ºC 

คา่สมัประสทิธ์ิการดดูซบัในดิน (Koc) 262 
คา่คร่ึงชีวิตในน า้ไม่มีแสง มากกวา่ 30 วนั ท่ี 25 ºC pH 7 
คา่คร่ึงชีวิตในน า้มีแสง น้อยกวา่ 2 ชัว่โมง ท่ี 24 ºC pH 7 
คา่คร่ึงชีวิตในดิน ประมาณ 38 วนั 

ท่ีมา: Tomlin, C. D. (2009). The pesticide manual: A world compendium.  
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The pesticide manual: A World compendium. (Ed. 15).  
การใช้งาน imidacloprid 

ทัง้นีใ้นประเทศไทยและกลุม่ประเทศในเอเชียมีรายงานการดือ้ยาของแมลงศัตรูพืช

ต่อ imidacloprid (Matsumura et al., 2008) ซึ่งส่งผลให้เกษตรกรโดยเฉพาะชาวนาจ าเป็นต้อง

เพิ่มปริมาณและความถ่ีในการใช้ imidacloprid เพื่อก าจัดแมลงศัตรูพืช และอาจส่งผลให้พบ

ตกค้างของ imidacloprid ในระบบนิเวศมากยิ่งขึน้อีกด้วย (Gorman et al., 2008)  

 

ตาราง 3 การน าเข้า imidacloprid ของประเทศไทย 
 

ปี ปริมาณน าเข้า (kg) ปริมาณสารส าคัญ (kg) มูลค่าการน าเข้า 
2560 502,787.00 305,139.80 อนัดบั 5 
2559 499,072.00 288,444.05 อนัดบั 1 
2558 377,677.00 225,765.95 อนัดบั 5 
2557 422,185.00 250,782.80 อนัดบั 3 
2556 130,359.00 68,046.59 n/a 
2555 189,847.00 83,165.50 อนัดบั 6 

 
ท่ีมา:  Department of Agricultural Regulatory Office. (2010). The report of  

hazardous substances import.   Retrieved from http://www.doa.go.th/ard/index.php? 
option=com_content&view=article&id=22:stat2535&catid=29:stat&Itemid=104 
 

การปนเป้ือนและความเป็นพิษของ imidacloprid ในส่ิงแวดล้อม 
Imidacloprid ออกแบบมาให้ออกฤทธ์ิผ่านการสมัผัสหรือการกินของแมลง โดย

พบวา่ พืชสามารถดดูซึมและเก็บสะสม imidacloprid ไว้จากการฉีดพ่นหรือการเคลือบเมล็ดก่อน           

การเพาะปลกู ดงันัน้จึงมีความเป็นได้สงูท่ี imidacloprid จะสะสมและถ่ายทอดไปยงัห่วงโซอ่าหาร

ท่ีสูงขึน้ ทัง้นีค้วามเป็นพิษของ imidacloprid เกิดขึน้ในรูปแบบของ transmission toxicity โดย

ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อการสง่สญัญาณประสาท จากการท่ี imidacloprid เข้าจับกับโปรตีน

ตัวรับนิโคตินิกอะซิทิลโคลีน (nicotinic acetylcholine receptor) ของเซลล์ในระบบประสาท
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สว่นกลางเม่ือ imidacloprid จับกบั nicotinic acetylcholine receptor จะสง่ผลให้ระบบประสาท

ถูกกระตุ้นอย่างต่อเน่ือง เน่ืองจากการเข้าจับเกิดขึน้อย่างถาวร ( irreversible binding) และไม่มี

เอนไซม์ในระบบประสาทสามารถท าลาย imidacloprid ได้ เป็นผลให้แมลงแสดงอาการชกัเกร็งใน

ช่วงแรกจากนัน้จะเข้าสูภ่าวะเป็นอัมพาตและตาย นอกจากนีย้งัมีรายงานของ Nicodemo et al. 

(2014) ท่ีได้รายงานไว้ว่า imidacloprid มีความเป็นพิษต่อระบบประสาทโดยลดความสามารถ   

ในการสงัเคราะห์ ATP จากไมโตคอนเดรียของเซลล์ประสาท ดังนัน้เซลล์ประสาทจึงไม่สามารถ

สร้างสารสื่อประสาทมาตอบสนองการกระตุ้นท่ีต่อเน่ือง และสง่ผลให้แมลงแสดงอาการเป็นพิษ

ดงัท่ีกลา่วมาข้างต้น 

จากการศึกษางานวิจัยเก่ียวกับ imidacloprid สารก าจัดแมลงชนิดนีม้ักถูกฉีดพ่น

หรือเคลือบเมล็ดพืชท่ีปลกูบนพืน้ดิน แต่ความสามารถในการละลายน า้ท่ีสงู ท าให้ imidacloprid 

ถูกชะล้างลงสูร่ะบบนิเวศน า้จืดได้ง่าย รวมทัง้การปลอ่ยน า้ทิง้หลงัจากการท าเกษตรกรรมท าให้

อัตราส่วนของการปนเปือ้นในธรรมชาติของ imidacloprid ในดินต่อน า้อาจสูงถึง 1 ต่อ 3 ได้ 

(Miranda et al., 2011) และมีรายงานว่า ความเข้มข้นของการปนเปือ้น imidacloprid ในพืน้ท่ี

เกษตรกรรมของสหรัฐอเมริกาคงท่ีตลอด 1 ปี แม้จะหยุดการใช้งาน imidacloprid แล้วก็ตาม 

(Watts, 2012) เน่ืองจาก imidacloprid สามารถละลายน า้ได้ดีจึงมีโอกาสท่ีสารเคมีชนิดนีจ้ะไหล

ลงสูร่ะบบนิเวศแหลง่น า้ใกล้พืน้ท่ีเกษตรกรรมจึงท าให้มีการศึกษาเก่ียวกับความสามารถในการ

สะสมของ imidacloprid ในตะกอนใต้พืน้น า้พบว่าค่าคร่ึงชีวิตของ imidacloprid ในดินอยู่ ท่ี  

30 – 162 วัน และในน า้เหนือตะกอนดินทรายอยู่ท่ี 4.7 วัน Croucher, Jewess, and Roberts 

(2007) ได้ท าการศึกษาเก่ียวกับการปนเปือ้นของ imidacloprid ในแหล่งน า้ธรรมชาติพบว่า 

imidacloprid ท่ีพบในน า้เป็นสารพิษท่ียอ่ยสลายทางชีวภาพได้ยาก และมักจะตกค้างอยูใ่นระบบ

นิเวศแหลง่น า้  

อย่างไรก็ตามในประเทศไทยยังไม่มีการรายงานหรือการศึกษาการตกค้างของ 

imidacloprid ในแหล่งน า้ แต่ทัง้นีเ้ม่ือศึกษาข้อมูลการใช้งาน imidacloprid ของรัฐแคลิฟอร์เนีย 

ประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีมีการใช้งานและปริมาณน าเข้าใกล้เคียงกับประเทศไทย ดังท่ีแสดงใน

ตาราง 4 พบว่าในรัฐแคลิฟอ ร์เนียพบการปนเปื ้อนของ imidacloprid ในแหล่งน า้  และ 

การปนเปือ้นเหลา่นัน้เพิ่มมากขึน้ เม่ือมีการน าเข้า imidacloprid ท่ีมากขึน้ และยงัพบว่าจ านวน
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แหล่งน า้ท่ีมีการปนเปือ้น imidacloprid ท่ีสูงกว่ามาตรฐานของส านักงานปกป้องสิ่งแวดล้อม

สหรัฐอเมริกาก าหนดไว้ก็เพิ่มมากขึน้ตามไปด้วย 

ตาราง 4 รายงานการน าเข้าและจ านวนแหล่งน า้ ท่ี มีการตกค้างของ imidacloprid ในรัฐ

แคลฟิอร์เนีย 
 

ปี ปริมาณน าเข้า 
(kg) 

จ านวนแหล่งที่พบการ
ตกค้าง 

จ านวนแหล่งที่มีการปนเป้ือน 
สูงกว่าค่ามาตรฐาน 

2008-2010 570,316.10 20 จาก 22 (90.9%) 1  
2011 681,508.47 

238,416.19 
9 จาก 41 (22.5%) 1  

2013 57 จาก 95 (59.3%) 10  
2014 232,361.31 132 จาก 164 (80.5%) 16  
2015 358,847.81 92 จาก 112 (82.1%)  17  
2016 1,686,298.84 68 จาก 88 (77.3%) 24 

 
ท่ีมา: Department of pesticide regulation, C. (2018). Study Reports.   Retrieved 

from http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/ehapreps.htm?filter=surfwater 
 

ทัง้นีจ้ากการรวบรวมงานวิจัยพบว่า imidacloprid ในธรรมชาติจะเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสและสลายตัวอย่างรวดเร็วเม่ือสัมผัสกับแสง ซึ่ง  Anderson, Dubetz, and Palace 

(2015) ศึกษาการออกฤทธ์ิของ imidacloprid ในระบบนิเวศแหล่งน า้จืดของประเทศแคนาดา

พบวา่ในแหลง่น า้จืดของแคนาดามีการปนเปือ้น imidacloprid อยูป่ระมาณ 0.23 มิลลกิรัมตอ่น า้

หนึง่ลติร ซึง่มากพอท่ีจะก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่แมลงน า้และลกูปลาขนาดเลก็  

ทัง้นีเ้ม่ือ imidacloprid เกิดการแตกตวัสารเมแทบอไลต์ท่ีเกิดขึน้บางชนิดยังมีฤทธ์ิ

ตอ่ระบบประสาทของผึง้อีกด้วย(Desneux, Decourtye, & Delpuech, 2007) ท าให้ปัจจุบนัความ

เป็นพิษของ imidacloprid ต่อสิ่งมีชีวิตในแหลง่น า้ได้รับความสนใจและมีการศึกษาเป็นวงกว้าง

โดย Y. Wang et al. (2012) ได้ท าการศึกษาผลกระทบของยาฆ่าแมลงในกลุ่ม neonicotinoid 5 

ช นิดต่อ ไส้ เดื อน ดิน  (Eisenia fetida) ซึ่ งพบ ว่ายาฆ่ าแมลง imidacloprid, acetamiprid, 

nitenpyram, clothianidin และ thiacloprid มีค่า LC50 เท่ากับ 3.05, 2.69, 4.34, 0.93 และ 2.68 
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mg kg-1 ตามล าดับ เม่ือตรวจนับความดกของไข่ (fecundity) และการท างานของเอนไซม์ 

cellulase พบว่ามีค่าลดลงอย่างมีนยัส าคัญ อีกทัง้เม่ือตรวจสอบพยาธิสภาพเนือ้เยื่อพบพยาธิ

สภาพท่ีเนือ้เยื่อชัน้ผิวหนงั (epidermis) และเนือ้เยื่อของล าไส้ส่วนกลาง (midgut) ซึ่งสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Desneux et al. (2007) ท่ีได้ท าการศึกษาผลกระทบของ imidacloprid ต่อ 

Lumbriculus variegatus ท่ีเป็นสิ่งมีชีวิตในกลุ่ม Oligochaete พบว่าผลของการปนเปือ้นของ 

imidacloprid ท าให้ L. variegatus มีการบริโภคอาหารและการขบัถ่ายน้อยลงอันเกิดมาจากการ

ท างานท่ีผิดปกติของสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ทัง้นีย้งัพบว่า imidacloprid สามารถส่งผลต่อระบบ

ประสาท การพัฒนาของตัวอ่อน การลอกคราบ ภูมิคุ้มกัน การเคลื่อนไหว และพฤติกรรมอ่ืนท่ี

จ าเป็นต่อ   การด ารงชีวิตของ L. variegatus อีกด้วย ส าหรับงานวิจัยเก่ียวกับความเป็นพิษของ 

imidacloprid ตอ่ไส้เดือนน า้มีเพียงผลการศกึษาของ Gerhardt (2009) ท่ีได้รายงานคา่ LC50 ท่ี 24 

ชัว่โมงไว้ท่ี 0.3 มิลลิกรัมตอ่ลติรโดยรายงานคา่ EC50 ของไส้เดือนน า้เม่ือใช้พฤติกรรมการเคลื่อนท่ี

เป็นเกณฑ์พบว่ามีค่าอยู่ท่ี 0.09 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนีผู้้ วิจัยยงัได้ตัง้ข้อสงัเกตว่าระดบัของ              

ความเป็นพิษจะขึน้อยูก่ับความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีได้รับสารพิษ โดยไส้เดือนน า้จะแสดงออก

ถึงความผิดปกติของพฤติกรรมการเคลื่อนท่ี แม้จะได้รับสารพิษในปริมาณน้อย และจะแสดง

พฤติกรรมตอบสนองตอ่สารพิษไวกวา่การตาย 

 
ตาราง 5 รายงานการศกึษาความเป็นพิษของ imidacloprid ตอ่สิง่มีชีวิตในกลุม่ Oligochaetes 
 

ส่ิงมีชีวิต การประเมินความเป็นพษิ (LC50 ) ผู้วิจัย 
Tubifex tubifex 0.3 mg L-1 ท่ี 24 ชัว่โมง Gerhardt (2009) 
Eisenia fetida 3.15 mg L-1 ท่ี 7 วนั Y. Wang et al. (2012) 
Lumbricus terrestris 
Aporrectodea nocturna 

10.7 mg L-1 ท่ี 14 วนั 
3.74 mg L-1 ท่ี 14 วนั 

Capowiez et al. (2010) 

Dendrobaena octaedra 5.7 mg L-1 ท่ี 35 วนั Kreutzweiser et al. 
(2008) 
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แคดเมียม 
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมี 

แคดเมียมเป็นโลหะท่ีมีคุณสมบัติเบา อ่อน ดัดงอได้ง่าย เป็นธาตุท่ีไม่ละลายน า้       

แต่ละลายได้ในกรด เช่น กรดไนตริกหรือกรดไฮโดรคลอริก ด้วยเหตุนีท้ าให้แคดเมียมก่อให้เกิด

อนัตรายต่อมนุษย์ผา่นทางการรับประทานได้สงู ทัง้นีส้ารประกอบของแคดเมียมมีหลายชนิด เช่น 

แคดเมียมซัลเฟต (CdSO4), แคดเมียมคลอไรด์ (CdCl2) และแคดเมียมไนเตรต (Cd(NO3)2)        

ซึง่สารประกอบเหลา่นีส้ามารถละลายในน า้ได้ดี 

 

ตาราง 6 คณุสมบติัทางเคมีของแคดเมียม 

 

 

ท่ีมา:  National Center for Biotechnology Information. (2018). PubChem  
Compound Database. CID=23973.  Retrieved from https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 
/compound/23973 
 

การใช้งานแคดเมียม 
แคดเมียมเป็นโลหะท่ีใช้ผสมกับโลหะอ่ืน เพื่อความเหนียวและความทนทานต่อ            

การสึกกร่อน โดยอาจใช้ผสมกับทองแดงเพื่อผลิตเส้นลวดโทรศพัท์ ใช้ในการชุบโลหะโดยมักใช้

คุณสมัติทางเคม ี  
ช่ือ แคดเมียม 
สญัลกัษณ์ Cd 
เลขอะตอม 48 
หมู่, คาบ, บลอ็ก 12, 5, d 
อนกุรมเคมี โลหะทรานซิชนั 
การจดัเรียงอิเลก็ตรอน [Kr] 4d10 5s2 
อิเลก็ตรอนตอ่ระดบัพลงังาน 2, 8, 18, 18, 2 
ลกัษณะกายภาพ โลหะสเีงิน 
มวลอะตอม 112.411 u ± 0.008 u 
สถานะท่ีอุณหภมิูและความดนัมาตรฐาน ของแข็ง 
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แคดเมียมชุบทองแดง หรืออะลมิูเนียมเพื่อผลิตอุปกรณ์ไฟฟ้า สารประกอบของแคดเมียมยงัเป็น   

สารให้สีในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อินาเมล เซรามิค ยาง เส้นใย หรือหมึกพิมพ์ นอกจากนี ้

แคดเมียมยงัใช้ในการผลิตและอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ อีกเช่น การผลิตแบตเตอร่ี การผลิตสารก าจัด   

เชือ้รา การผลติหลอดไฟฟลอูอเรสเซ็นต์ หรือใช้ในอุตสาหกรรมภาพถ่าย 

 
การปนเป้ือนของแคดเมียมในส่ิงแวดล้อม 

แคดเมียมเป็นโลหะหนักท่ีสามารถพบได้ทัง้ในน า้ ดิน และอากาศโดยการสะสม            

ของแคดเมียมท่ีก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตมากท่ีสุดคือ การสะสมของแคดเมียมในน า้ 

เน่ืองจากความสามารถในการละลายน า้ท่ีสงูของสารประกอบแคดเมียม ท าให้เกิดผลกระทบต่อ

สิง่มีชีวิตท่ีอาศยัอยูใ่นแหลง่น า้ ยิ่งไปกวา่นัน้การท่ีแหลง่น า้มีการปนเปือ้นแคดเมียมท าให้มีโอกาส

สงูท่ีสิง่มีชีวิตเหลา่นัน้จะสะสมแคดเมียม และถ่ายทอดตอ่ไปยงัหว่งโซอ่าหารท่ีสงูขึน้ ซึง่ไม่เพียงแต่

ในสตัว์เท่านัน้ การสะสมแคดเมียมยังสามารถพบได้ในพืชอีกด้วย โดยปริมาณการสะสมของ

แคดเมียมในต้นพืชจะขึน้อยู่กับค่าความเป็นกรดด่างของดิน ยิ่งมีความเป็นกรดมากขึน้พืชจะ      

ดูดซมึและสะสมแคดเมียมมากยิ่งขึน้ ทัง้นีก้ารปนเปือ้นของแคดเมียมออกสูส่ิ่งแวดล้อมสามารถ

เกิดได้จากหลายทางดงันี ้

1. อุตสาหกรรมตะกั่วและสังกะสี ได้แก่ การท าเหมือง การหลอมและถลุงซึ่ง

อุตสาหกรรมเหลา่นีจ้ะปลอ่ยไอฝุ่ น น า้เสยี และกากตะกอนท่ีมีแคดเมียมออกมา 

2. โรงงานอุตสาหกรรมแคดเมียม ซึ่งของเสียจากโรงงานประเภทนีจ้ะมีแคดเมียม

ประมาณ 100 – 500 ppm และมีโลหะหนกัอ่ืน ๆ รวมทัง้ไซยาไนด์ผสมออกมาด้วย 

3. การเผาของเสีย เม่ือเผาวตัถุท่ีมีแคดเมียมเป็นสารประกอบอยู่ จะท าให้เกิดควัน 

(fume) ท่ีมีแคดเมียมผสมอยู ่เช่น แคดเมียมออกไซด์ (CdO) 

4. ปุ๋ ยฟอสเฟต โดยในปุ๋ ยฟอสเฟตจะมีแคดเมียมผสมอยู ่เน่ืองจากหินฟอสเฟตท่ีเป็น

วตัถดิุบในการผลติปุ๋ ยชนิดนีมี้แคดเมียมผสมอยู่ประมาณ 2 – 170 ppm มีรายงานการศึกษาของ 

Roberts (2014) พบว่าการใช้ปุ๋ ยฟอสเฟตสามารถเพิ่มการสะสมของแคดเมียมในดินได้ เน่ืองจาก

แคดเมียมฟอสเฟตจะละลายน า้ได้น้อยท าให้สว่นท่ีไม่ละลายน า้ถูกสะสมไว้ในดิน ทัง้นีห้ากมีการ

ใช้ปุ๋ ยแอมโมเนียร่วมด้วยจะสง่ผลให้แคดเมียมละลายน า้ได้มากขึน้ เน่ืองจากแคดเมียมจะรวมตวั

กบัแอมโมเนียเป็นไอออนท่ีละลายน า้ได้คือ [Cd(NH3)2]+2 และ [Cd(NH3)4]+2  
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นอกจากนีก้ารท่ีแคดเมียมเป็นโลหะหนักท่ีมีความเป็นพิษสูงในแหล่งน า้ กรมควบคุม
มลพิษ กระทรวงทรัพยากรและสิง่แวดล้อม จึงได้มีการประกาศก าหนดคา่มาตรฐานของแคดเมียม
ในแหลง่น า้ไว้ดงันี ้
ตาราง 7 เกณฑ์มาตรฐานปริมาณของแคดเมียมในน า้ของประเทศไทย 
 

มาตรฐาน ชนิดของมาตรฐาน ปริมาณของแคดเมียม  
มาตรฐานคณุภาพน า้ทิง้ น า้ทิ ง้จากโรงงานอุตสาหกรรมและ

นิคมอุตสาหกรรม 
0.03 mg L-1 

 น า้ทิง้ลงบอ่น า้บาดาล 0.1 mg L-1 
 น า้ระบายลงทางน า้ชลประทาน 0.03 mg L-1 
มาตรฐานคณุภาพน า้ผิวดิน แหลง่น า้ท่ีได้รับน า้ทิง้จากกิจกรรมบาง

ประเภท และสามารถใช้เป็นประโยชน์  
0.005a mg L-1 
0.05b mg L-1 

มาตรฐานคณุภาพน า้ใต้ดิน  ไม่เกิน 0.003 mg L-1 
a ในกรณีท่ีน า้ท่ีมีความกระด้างในรูป CaCO3 ไม่เกินกวา่ 100 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
bในกรณีท่ีน า้ท่ีมีความกระด้างในรูป CaCO3 เกินกวา่ 100 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

ท่ี ม า : Maturot, R. , & Juthamas, S.  (2 00 9 ). Ecotoxicology (2  ed.). Bangkok: 
Faculty of medicine Mahidol University. 

 
จากการรวบรวมงานวิจัย และรายงานการปนเปือ้นของแคดเมียมในแหล่งน า้ของ

ประเทศไทยพบว่ามีปริมาณแคดเมียมปนเปือ้นสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานท่ีกรมควบคุมมลพิษ 
กระทรวงทรัพยากรและสิ่งแวดล้อมก าหนดไว้ในทุกพืน้ท่ีส ารวจ  (ตาราง 8) ไม่เพียงแต่พบ          
การปนเปือ้นในน า้เท่านัน้ แต่การปนเปือ้นแคดเมียมยังพบในสตัว์น า้จืดประเทศไทยอีกด้วย 
(ตาราง 9) 
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ตาราง 8 รายงานการปนเปือ้นของแคดเมียมในประเทศไทย 

 
ชนิดตวัอย่าง ปริมาณแคดเมียม พืน้ที่เก็บตวัอย่าง ผู้วิจัย 

ดินตะกอนท้องน า้ 9.7509.090 mg kg-1 ล าธารใกล้เหมืองแร่ 
อ าเภอแม่ตาว  
จงัหวดัตาก  

Pimchada, Ampol, 
and TaengOn (2013) 

0.0570.047 mg kg-1 
(ฤดนู า้แล้ง) 

แม่น า้ทา่จีน  Jintanan, Wit, Kasem, 
and Naruechid (2013) 

0.1820.123 mg kg-1 
(ฤดนู า้หลาก) 

น า้ 0.0034 µg L-1 น า้บาดาล 
จงัหวดันคราชสมีา  

Juthathip (2557) 

 0.2700.046 µg L-1 
(ฤดแูล้ง) 

บริเวณนาข้าว  
จงัหวดัสพุรรณบุรี  
  

Yuttachai, Bundit, and 
Supapich (2546) 

 
1.0210.213 mg L-1 

(ฤดแูล้ง) 
ปากแม่น า้ทา่ตะเภา 
จงัหวดัชุมพร  

Thita (2014) 

0.6650.229 mg L-1 
(ฤดฝูน) 

    
ตาราง 9 รายงานการปนเปือ้นของแคดเมียมในสตัว์น า้จืดของประเทศไทย 

 

ส่ิงมีชีวิต ปริมาณแคดเมียม 
พืน้ที่เก็บ
ตัวอย่าง 

ผู้วิจัย 

Chitala sp. 0.0400.029 mg kg-1 เข่ือนล าปาว 
จงัหวดักาฬสนิธ์ุ 
 

Kochaphan and 
Sirinan (2013) Phalacronotus sp. 0.0450.029 mg kg-1 

Oxyeleotris marmorata 0.0230.005 mg kg-1 
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ตาราง 9 (ตอ่) 

ส่ิงมีชีวิต ปริมาณแคดเมียม พืน้ที่เก็บ
ตัวอย่าง 

ผู้วิจัย 

Trichogaster pectoralis 0.059a mg kg-1 จงัหวดัสกลนคร Naiyana, Somsak, 
Sugunya, and 
Sukrichaya (2013)  

Macrobrachium 
rosenbergii 

0.1450.167 mg kg-1 เข่ือนล าปาว 
จงัหวดักาฬสนิธ์ุ 
 

Kochaphan and 
Sirinan (2013) 

aปริมาณแคดเมียมตกค้างสงูกวา่คา่ท่ีกระทรวงสาธารณสขุก าหนดไว้ (Ministry of Public Health, 
1986) 
 

ความเป็นพิษของแคดเมียม 
แคดเมียมเป็นสารท่ีก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์โดยสามารถยบัยัง้กระบวนการ

ตา่ง ๆ ภายในเซลล์ได้ โดยกลไกการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์จากแคดเมียมนัน้ เกิดจากการท่ี

แคดเมียมเข้าจับกับหมู่ sulfhydryl (-SH) ในเอนไซม์และโปรตีนได้ดี รวมทัง้การท่ีแคดเมียม

สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของ metalloenzyme และเอนไซม์ท่ีมี

สงักะสีเป็น prostatic group โดยแคดเมียมจะเข้าไปแทนท่ีสงักะสี (Zn2+) และมีประสิทธิภาพ     

ในการเข้าจับกับลิแกนด์ของสารอินทรีย์ในสิ่งมีชีวิตได้ดีกว่า  (Viarengo & Nott, 1993) เม่ือ

แคดเมียมเข้าจับกับหมู่ sulfhydryl แล้วจะท าให้โปรตีนหรือเอนไซม์ชนิดนัน้ ๆ เสียสภาพและ       

ไม่สามารถท างานได้เป็นสาเหตุของความเป็นพิษท่ีแสดงออกมาในรูปแบบต่าง ๆ ทัง้พยาธิสภาพ

และการเปลีย่นแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ตา่ง ๆ  

 

 

 

 

 

ตาราง 10 เอนไซม์ตา่ง ๆ ท่ีมีสงักะสเีป็นองค์ประกอบ 
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เอนไซม์หรือโปรตีน ปฏิกิริยาหรือหน้าที่  
Carbonic anhydrase ช่วยรักษาสมดลุความเป็นกรดดา่งจากการสะสมของแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ในเลอืดและเนือ้เยื่อตา่ง ๆ  
(CO2 + OH- ---> HCO3) 

Superoxide dismutase เร่งปฏิกิริยาท่ีท าลายอนมุลูซุปเปอร์ออกไซด์ (O2-) เพื่อปอ้งกนั
ไม่ให้เซลล์เกิดออกซิเดชนั (2O2- + 2H+ ---> H2O2 + O2) 

Aldolase เร่งปฏิกิริยาเปลีย่น fructose 1,6 bisphosphate เป็น 
glyceraldehyde-3-phosphate และ dihydroxyacetone 
phosphate ในกระบวนการ glycolysis 

DNA polymerase เร่งปฏิกิริยาการตอ่สาย DNA ในกระบวนการ DNA replication 
RNA polymerase เร่งปฏิกิริยาการตอ่สาย RNA ในกระบวนการ transcription 
Transcarboxylase เร่งปฏิกิริยาย้ายหมู่คาร์บอกซิล 
Carboxypeptidase A เร่งปฏิกิริยาการสลายพนัธะเพปไทด์จากด้านปลายสดุท่ีมีหมู่    

คาร์บอกซิล (C-terminal) ของกรดอะมิโน 
Pyruvate carboxylase เร่งปฏิกิริยาดงึเอาหมู่คาร์บอกซิลออกจากกรดคีโทให้เป็นแอลดี

ไฮด์และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  
Alcohol dehydrogenase เร่งปฏิกิริยาการย้ายไฮโดรเจนอะตอมไปยงัตวัรับ เช่น NAD+ หรือ 

NADP 
Estrogen receptor โปรตีนตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจน 

 

ท่ีมา: Kendrick, M. J. (1992). Metals in biological systems: Ellis horwood ltd. 
 

แคดเมียมเป็นโลหะท่ีไม่จ าเป็น (non-essential metal) ในสตัว์โดยมีการศกึษาพบว่า

แคดเมียมเป็นสารก่อมะเร็ง และก่อให้เกิดการเจริญท่ีผิดปกติของเอ็มบริโอ ความเป็นพิษของ

แคดเมียมนัน้มีผลต่อสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิตทัง้ในระยะสัน้และระยะยาว ในระยะยาวแคดเมียม

ก่อให้เกิดความผิดปกติในการเจริญเติบโต การสืบพันธ์ุ ภูมิคุ้มกัน ฮอร์โมนและพฤติกรรมของ

สิง่มีชีวิตในน า้ (Shuhaimi-Othman, Nadzifah, Umirah, & Ahmad, 2012)  
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นอกจากนีค้วามผิดปกติของสิ่งมี ชีวิตในน า้ยังสามารถตรวจสอบได้จากการ

เปลีย่นแปลงพยาธิสภาพตา่ง ๆ เช่น เหงือก ตบั และไตของปลา รวมทัง้เหงือกของสตัว์ไม่มีกระดูก

สนัหลงัในน า้อีกด้วย ส าหรับความเป็นพิษของแคดเมียมต่อการส่งสญัญาณประสาทคาดว่า

เกิดขึน้จากการท่ีแคดเมียมเข้าจับกับโปรตีนตวัรับอะซิทิลโคลีน ท าให้โปรตีนตวัรับไม่สามารถรับ

สญัญาณจากสารสือ่ประสาทอะซิทิลโคลนีได้ โดยต าแหน่งท่ีคาดว่าแคดเมียมจะเข้าจบักบัโปรตีน

ตวัรับอะซิทิลโคลนีได้คือต าแหนง่ของ Cys-loop ท่ีบริเวณ extracellular domain  

 
ตาราง 11 รายงานการศกึษาความเป็นพิษของแคดเมียมตอ่สิง่มีชีวิตในกลุม่ Oligochaetes 

 

ส่ิงมีชีวิต การประเมินความเป็นพษิ  
LC50 (95% CI) 

ผู้วิจัย 

T. tubifex 4.9 mg L-1 ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง Gerhardt (2009) 
T. tubifex 0.03 mg L-1 ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง Bouché et al. (2000) 
Branchiura sowerbyi 15.89 mg L-1 (10.78–20.82) 

ท่ีเวลา96 ชัว่โมง 
Dhara, Mukherjee, and 
Saha (2015) 

Nais elinguis 158 µg L-1 (97-278) ท่ี 24 ชัว่โมง 
94 µg L-1 (56-153) ท่ี 48 ชัว่โมง 

Shuhaimi-Othman et al. 
(2012) 

 
จากการศกึษางานวิจัยท่ีเก่ียวกับความเป็นพิษของแคดเมียม Bouché et al. (2000) 

ได้รายงานค่า LC50 ของแคดเมียมต่อไส้เดือนน า้ ท่ี  96 ชั่วโมงไว้ท่ี  0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร              

ส่วน Gerhardt (2009) ได้รายงานค่า LC50 ของแคดเมียมต่อไส้เดือนน า้ท่ี 24 ชั่วโมงไว้ท่ี 4.9 

มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนีผู้้ วิจัยยังได้ท าการศึกษาการเปลี่ยนพฤติกรรมของไส้เดือนน า้จาก     

ความเป็นพิษของแคดเมียมและพบว่าค่า EC50 ของไส้เดือนน า้เม่ือใช้พฤติกรรมด้านการเคลื่อนท่ี

เป็นเกณฑ์มีคา่อยูท่ี่ 1.1 มิลลกิรัมตอ่ลติร นอกจากนีแ้คดเมียมยงัมีความเป็นพิษตอ่ไส้เดือนน า้โดย

กระตุ้ น ให้ เกิดการสลัดส่วนท้ายล าตัว  (autotomy) ยับยั ง้การส ร้างกล้าม เนื อ้  (muscle 

regeneration) และพบการสะสมแคดเมียมในร่างกายของไส้เดือนน า้ (Bouché et al., 2000) ซึ่ง

สนับสนุนผลการวิจัยของ  Back (1990) ท่ี ได้รายงานไว้ว่าแคดเมียมเป็นโลหะหนัก ท่ี มี

ความสามารถในการแทรกซึมเข้าสู่เนือ้เยื่อชัน้ผิวหนังของไส้เดือนน า้ได้มากท่ีสุด ทัง้นีผู้้ วิจัยยัง
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คาดการณ์ว่าการสะสมของแคดเมียมในไส้เดือนน า้อาจสง่ผลกระทบให้เกิดการสะสมสารพิษใน

สิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในห่วงโซ่อาหารท่ีสูงขึน้ด้วย (Bouché et al., 2000) จากรายงานการศึกษาของ 

Liang et al. (2011) พบว่าความเป็นพิษของโลหะหนักมีส่งผลต่อความสามารถในการ

เจริญเติบโตและการสืบพันธ์ุของไส้เดือนดิน ท าให้ DNA เสียหาย เกิดพยาธิสภาพเนือ้เยื่อ และ

ก่อให้เกิดความผิดปกติของการแบ่งเซลล์การท างานของเอนไซม์ และพบว่าแคดเมียมเป็นโลหะ

หนักท่ีก่อความเป็นพิษรุนแรงต่อไส้เดือนดินมากท่ีสุดท าให้เกิดการลดจ านวนของประชากร

ไส้เดือนดินในแหลง่ท่ีมีการปนเปือ้นอยา่งรวดเร็ว 

 
การวิเคราะห์ปริมาณโลหะหนัก 

เทคนิคในการวิเคราะห์ปริมาณธาตุต่าง ๆ โดยใช้เคร่ือง Inductively Coupled 

Plasma Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES) เป็นเคร่ืองมือท่ีสามารถวิเคราะห์ปริมาณ

ธาตุโลหะได้พร้อมกันหลายชนิดในครัง้เดียวกัน ซึ่งเน่ืองจากเทคนิคนีส้ามารถน าไปใช้วิเคราะห์

ธาตุต่าง ๆ ได้ทัง้โลหะและอโลหะอย่างรวดเร็ว สามารถวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีปริมาณธาตุความ

เข้มข้นสงูไปจนถึงระดบัความเข้มข้นต ่า (trace elements) ได้อยา่งดีและแทบทุกชนิดของตวัอยา่ง

ท าให้เทคนิคนีไ้ด้รับความนิยมในการวิเคราะห์ตวัอยา่งจากสิ่งมีชีวิตทัง้สว่นท่ีเป็นตวัอย่างเนือ้เยื่อ

และตวัอยา่งของเหลวจากร่างกาย 

1. ลกัษณะเฉพาะของเคร่ือง ICP 

1.1 ให้อุณหภมิูสงูถึงประมาณ 10,000 เคลวิน 

1.2 สารตวัอยา่งท่ีจะน ามาวิเคราะห์สามารถอยู่ในพลาสมาได้นานพอ โดยทัว่ไป

จะอยู่ได้นานถึง 2 – 3 มิลลิวินาทีท าให้สารตัวอย่างสามารถแตกตัวเป็นอะตอมได้อย่าง  มี

ประสทิธิภาพ 

1.3 Matrix และ interelement effects มีน้อยโดยเฉพาะเม่ืออยู่ในบรรยายกาศ

ของแก๊สเฉ่ือยท าให้อะตอมอิสระที่เกิดขึน้ในพลาสมามี life time ท่ียาวขึน้ 

1.4 ในกรณีท่ีใช้แก๊สอาร์กอนพบว่าให้ความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสงู และใส่

สารท่ีไอออนไนส์ได้ง่ายก็จะไม่มีผลต่อจ านวนอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้ ดงันัน้การแทรกสอดท่ีเกิดจาก

การไอออนไนเซชนัจะมีผลกระทบน้อย 
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1.5 Molecular species มีโอกาสเกิดน้อยหรือไม่เกิดเลยเพราะอุณหภูมิท่ีสูง    

ท าให้ลดการเกิดฟลอูอเรสเซนซ์และ self-absorption 

1.6 แก๊สท่ีใช้เป็นแก๊สเฉ่ือยจึงไม่มีการระเบิดเกิดขึน้ 

1.7 ไม่ต้องใช้ขัว้ไฟฟา้ 

2. หลกัการท างานของเคร่ือง ICP 

การท างานของเคร่ือง ICP เร่ิมต้นจากการปลอ่ยแก๊สอาร์กอนเข้าไปในคบ (torch) ซึ่ง

ประกอบด้วยหลอดท่ีท าด้วยควอตซ์ ท่ีปลายคบจะเป็นท่อกลวงท่ีมีทองแดงพันรอบอยู่เรียกว่า 

load coil โดย coil นี จ้ ะต่อ เข้ากับ เค ร่ืองส่งความ ถ่ีวิทยุ  (radio frequency generator, RF 

generator) เม่ือส่งความถ่ีวิทยุเข้าสู่ load coil จะท าให้เกิดการสั่นสะเทือนโดยส่วนมากจะใช้

ความถ่ีท่ี 27 หรือ 40 เมกะเฮิร์ตซ์ เม่ือมีการสัน่สะเทือนจะท าให้เกิดสนามแม่เหล็กขึน้รอบปลาย

คบชกัน าให้เกิดกระแสเอ็ดดีไ้หลผา่นตวัน าและท าให้ตวัน าเกิดความร้อนขึน้ จากนัน้เม่ือปลอ่ยแก๊ส

อาร์กอนเข้าไปในหลอดควอตซ์แล้วจะใช้แท่งเทสลาในการท าให้เกิดการปลอ่ยประจุไฟฟ้าเพื่อ    

ท าให้แก๊สอาร์กอนเกิดไอออนไนส์ได้อิเล็กตรอนขึน้ สนามแม่เหล็กจะช่วยเร่งให้อิเล็กตรอนท่ี     

แตกตวัจากอาร์กอนให้เคลือ่นท่ีเร็วขึน้ อิเลก็ตรอนมีพลงังานเพิ่มมากขึน้ เรียกกระบวนการนีว้า่เกิด 

inductive coupling อิเล็กตรอนท่ีมีพลงังานสงู จะเกิดการชนกับอะตอมของแก๊สอาร์กอนอะตอม

อ่ืนต่อ ๆ ไปและเกิดเป็นปฏิกริยาลูกโซ่จนกลายเป็นพลาสมา จึงเรียกว่า inductive coupled 

plasma หรือ ICP ทัง้นีก้ารปลอ่ยประจุจากพลาสมานีจ้ะให้ความร้อนท่ีอุณหภมิูประมาณ 1,000 – 

10,000 เคลวิน และมีความเสถียรดีเม่ือใช้ก าลงัไฟฟ้า 1 – 2 กิโลวตัต์ โดยองค์ประกอบส าคญัของ

เคร่ือง ICP-AES ประกอบด้วย 

2.1 Plasma generation systems ประกอบด้วยสว่นยอ่ย คือ สว่นท่ีเป็น power 

supplies, Radio frequency generator 

2.2 Gas control systems เป็ นส่วน ท่ี จ ะ  supply gases ให้ กับ  ICP torch, 

nebulizer, optic purse และ O2 gas ในกรณีใช้สารอินทรีย์เป็นตวัท าละลาย 

2.3 Sample introduction system เป็นสว่นท่ีจะน าสารละลายตวัอยา่งท่ีเป็นเนือ้

เดียวกนัสง่เข้าไปในพลาสมาซึง่ประกอบด้วย peristaltic pump, spray chamber หรือ nebulizer  

2.4 Optical system ประกอบด้วย monochromator หรือ polychromator ซึ่ง

เป็น grating หรือ echelle grating window slits, mirrors และ detector 
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2.5 Data acquisition and communications เป็นส่วนของ electronics ท่ี ใช้

เปลี่ยนค่าของกระแสท่ีได้จาก detector และสง่ข้อมูลท่ีรวบรวมเข้า data processing ของเคร่ือง

คอมพิวเตอร์และหนว่ยนีย้งัเป็นสว่นท่ีใช้ควบคมุการท างานของเคร่ืองด้วย 

3. หลกัการของเทคนิค Atomic emission spectroscopy (AES) 

เทคนิค AES อาศยัหลกัการ คือ อะตอมของธาตุแต่ละธาตุประกอบด้วยนิวเคลียส

เป็นศูนย์กลางโดยมีอิเล็กตรอนอยู่โดยรอบ หากมีการให้พลงังานถ่ายเทเข้าสูอ่ะตอมจ านวนมาก  

เช่น การให้พลงังานความร้อน หรือคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าพลงังานสูง พลงังานเหลา่นีจ้ะกระตุ้นให้

อิเล็กตรอนในอะตอมเปลี่ยนสภาพจากท่ีเคยอยู่ในสภาวะพืน้ (ground state) เข้าสู่ช่วงระดับ

พลงังานสงู (excited state) กระบวนการนีเ้รียกวา่ atomic absorption อย่างไรก็ตามอิเล็กตรอน

ไม่สามารถอยูใ่นระดบัสภาวะพลงังานสงูได้นาน ดงันัน้อิเลก็ตรอนจะคายพลงังานออกมาเพื่อกลบั

เข้าสูส่ภาวะพืน้หรือกลบัเข้าสูส่ภาวะพลงังานกระตุ้นระดบัต ่ากว่า พลงังานท่ีคายออกมาจะเป็น

รังสีคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงสเปกตรัมต่าง ๆ โดยธาตุท่ีถูกกระตุ้นแต่ละชนิดจะปลอ่ยสเปกตรัม     

ท่ีมีความยาวคลื่นเฉพาะของแต่ละธาตุออกมา รังสีคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงสเปกตรัมต่าง ๆ       

จะถูกสะท้อนด้วยกระจกและปริซึมเพื่อแยกความยาวคลื่นท่ีแตกต่างกัน ก่อนไปกระทบยัง 

detector และประมวลผลความเข้มของรังสคีลืน่แม่เหลก็ไฟฟา้เป็นปริมาณของธาตท่ีุต้องการ 
 

 
 

ภาพประกอบ 9 หลกัการท างานของเคร่ือง inductively coupled plasma spectroscopy 
 

ท่ี ม า :  Charles, B. , & Fredeen, K.  J.  (1997 ). Concepts, instrumentation and 
techniques in inductively coupled plasma optical emission spectrometry.  Perkin Elmer 
Corporation. 
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ตาราง 12 สภาวะเหมาะสมส าหรับการตรวจวดัปริมาณแคดเมียมด้วยเคร่ือง inductively 

coupled plasma spectroscopy 

 

Conditions  
Torch view Axial 
RF Power 1200 Watt 
Plasma gas flow rate 18 L min-1 

Auxiliary gas flow rate 0 L min-1 

Nebulizer gas pressurea 30 psi 
Peristaltic pump flow rate 1.5 mL min-1 

Detector integration time 10 seconds 
Number of integrations per solution 3 
Wavelengths 228.802 nm 
a Concentric glass 2 mL min-1 nebulizer connected to cyclonic double pass spray chamber 

 
ท่ีมา: John, C. (2010). Inductively coupled plasmaatomic Emission 

 spectrometric Determination of cadmium and Lead extracted from ceramic Foodware.   
Retrieved from https://www.fda.gov/downloads/Food/FoodScienceResearch/Laboratory 
Methods/UCM479979.pdf 
 
ไส้เดือนน า้ 

ลักษณะทั่วไปของไส้เดือนน า้ 
ไส้เดือนน า้ (T. tubifex) เป็นสิ่งมีชีวิตไม่มีกระดูกสนัหลงัในกลุ่มหนอนปล้องชนิด

หนึง่อยูใ่นวงศ์ Naididae สกลุ Tubifex สามารถพบได้ทัว่ไปตามระบบนิเวศแหลง่น า้จืด ทัง้บริเวณ

ตะกอนใต้พืน้น า้และเกาะอยู่ตามพืชน า้ (Crottini, Marotta, Barbuto, Casiraghi, & Ferraguti, 

2008; Milbrink, 1980) ในประเทศไทยมีรายงานการพบไส้เดือนน า้กระจายอยูท่ัว่ทุกภูมิภาคของ

ประเทศ (Sakset et al., 2012) ไส้เดือนน า้มีลกัษณะสณัฐานวิทยาท่ีส าคญัคือ ตวัเต็มวยัมีขนาด

ประมาณ 1 นิว้ เส้นผ่านศูนย์กลางล าตวัประมาณ 1 มิลลิเมตร (Dixon, 1915; Timm, 1996) มีสี

ส้มถึงแดงอ่อนจากสีของ erythrocruorin ซึ่งเป็นรงควตัถุท่ีช่วยในการล าเลียงออกซิเจนในระบบ
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หมุนเวียนเลือด นอกจากนีไ้ส้เดือนน า้มีชัน้ผิวหนัง (epidermis) ท่ีใสสามารถมองเห็นอวัยวะ

ภายใน ทางเดินอาหารและหลอดเลือดได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ล าตัวของไส้เดือนน า้ไม่มี        

พาราโพเดียม (parapodium) แต่มีซีตี ้(setae) โดยท่ีซีตีมี้ลกัษณะยาวออกมาจากล าตัวและท่ี

ปลายแยกออกเป็นเป็นสองแฉก ท่ีโคนซีตีมี้ถุงซีตี ้(setae sac) ท่ีสร้างซีตีอ้อกมาเป็นกลุม่ 4 กลุม่

อยู่ท่ีด้านข้างของท้อง 2 – 4 กลุ่ม อาจมีท่ีด้านข้างของหลงัอีก 2 กลุ่ม ไส้เดือนน า้ไม่มีส่วนของ

เหงือกท่ีชัดเจนดังนัน้จึงอาศัยการแพร่ของแก๊สและสารเคมีผ่านทางผิวหนัง โดยบริเวณท่ีมี         

การแลกเปลี่ยนแก๊สและสารเคมีมากท่ีสุดคือบริเวณของส่วนหางท่ีมีชัน้เนือ้เยื่อบางกว่าสว่นหัว 

ทัง้นีไ้ส้เดือนน า้มกัจะสะบดัสว่นหางอยู่ตลอดเวลาเพื่อช่วยในการแลกเปลี่ยนแก๊สและสารเคมีอ่ืน 

ให้มีประสทิธิภาพมากขึน้  

 

 
 

ภาพประกอบ 10 ไส้เดือนน า้ (T. tubifex) 

 
การจัดอนุกรมวิธานของไส้เดือนน า้ 

ช่ือไทย  ไส้เดือนน า้ 

ช่ือสามญั Tubifex worms, sludge worm, sewage worm 

อนกุรมวิธาน 

   Phylum Annelida 
    Class Clitellata 
     Order Oligochaeta 
      Family Tubificidae 
       Genus Tubifex 
        Species Tubifex tubifex (MÜller, 1774) 
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วงชีวิตและการสืบพันธ์ุของไส้เดือนน า้ 
วงชีวิตของไส้เดือนน า้สามารถแบ่งได้เป็น 4 ระยะคือ ระยะโคคูน (cocoon)           

ระยะตวัอ่อน ระยะวยัเจริญพันธ์ุและระยะหลงัวยัเจริญพนัธ์ุ  (Bonomi & Di Cola, 1980) โดยไข ่  

ท่ีได้รับการปฏิสนธิจะเจริญในโคคูนท่ีปล่อยออกมาจากไคลแทลลัม (clitellum) ในหนึ่งโคคูน

อาจจะมีไข่ตัง้แต่ 3 – 5 ฟอง ตวัอ่อนท่ีออกจากไข่จะพฒันาเป็นวยัเจริญพนัธ์ุท่ีมีการพัฒนาของ

ไคลแทลลมัและอวยัวะสบืพนัธ์ุท่ีสมบูรณ์ และจะสบืพนัธ์ุแบบอาศยัเพียงหนึง่ครัง้ตอ่ปี ทัง้นีจ้ านวน

ครัง้และความถ่ีในการวางไข่อาจจะแตกตา่งกันไปในแต่ละสภาพแวดล้อม (Adreani & Bonomi, 

1978) โดยพบว่าในระยะสุดท้ายของวงชีวิตเม่ือไส้เดือนน า้ไม่มีการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ         

การเพิ่มจ านวนของไส้เดือนน า้จะเกิดจากการขาดออกเป็นท่อน (fragmentation) ซึ่งแต่ละท่อน

สามารถเกิดการงอกใหม่ (regeneration) ได้ จากความสามารถนีเ้ป็นสาเหตุส าคัญท่ีท าให้    

ไส้เดือนน า้มีความทนทานสูง เน่ืองจากเม่ือไส้เดือนน า้ได้รับสารพิษหรือเกิดการระคายเคือง

ไส้เดือนน า้จะสลดัสว่นหาง ซึง่เป็นบริเวณท่ีมีโอกาสได้รับสารพิษมากท่ีสดุทิง้ออกไป  

 

สรีรวิทยาของไส้เดือนน า้ 
ไส้เดือนน า้เป็นสิ่งมีชีวิตในกลุ่มหนอนปล้องมีระบบทางเดินอาหารสมบูรณ์โดย

ด้านหน้ามีช่องปากท่ีอยู่ในส่วนหน้าสดุของล าตัวเรียกว่า prostomium และมีรูทวารอยู่ท่ีปล้อง

ทางด้านปลายสดุของล าตวั (pygidium) โดยทางเดินอาหารสามารถแบง่ได้ออกเป็นสว่นๆ คือสว่น

ของปากท่ีเช่ือมต่อกับส่วนของคอหอยในปล้องท่ี 2 – 3 ซึ่งส่วนของคอหอยมีลกัษณะเป็นชัน้

กล้ามเนือ้หนาเปิดออกสูห่ลอดอาหารในปล้องท่ี 4 - 5 บริเวณหลอดอาหารจะมีตอ่ม pharyngeal 

glands ท่ีท าหน้าท่ีหลัง่น า้ย่อย ระบบหมุนเวียนเลือดของไส้เดือนน า้เป็นระบบปิด ประกอบด้วย

หลอดเลือดส าคัญ 2 หลอดเลือดขนานไปกับล าตัวของไส้เดือนน า้และแตกแขนงออกเป็นหลอด

เลือดฝอยในแต่ละปล้อง การบีบตวัของหลอดเลอืดจะเกิดจากการการเคลื่อนไหวของไส้เดือนน า้

และแรงท่ีเกิดจากการบีบตัวของหวัใจเทียมท่ีบริเวณส่วนหวั  (Dixon, 1915) ระบบประสาทของ

ไส้เดือนน า้มีส่วนของปมประสาทท่ีมีลกัษณะคล้ายสมองอยู่ใกล้กับบริเวณของ prostomium 

สามารถแบ่งออกได้หลายพู แต่ละพูประกอบด้วยเซลล์ประสาทและเส้นใยประสาทจ านวนมาก 

โดยปมประสาทแรกของไส้เดือนน า้ตัง้อยูใ่ต้สว่นของคอหอย (sub-pharyngeal ganglion) และมี

แขนงทอดยาวไปตลอดล าตวัตัง้แตป่ล้องท่ีสองจนถึงปล้องสดุท้ายของล าตวั (Dixon, 1915)  
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หน้าที่เชิงระบบนิเวศของไส้เดือนน า้ 
ไส้เดือนน า้จัดเป็นสตัว์พืน้ท้องน า้ (benthic fauna) เน่ืองจากอาศยัและคืบคลานหา

อาหารตามผิวหน้าดินในแหล่งน า้จืด มีหน้าท่ีเป็นผู้ ย่อยสลายในระบบนิเวศโดยย่อยสลาย            

เศษอินทรีย์และจุลินทรีย์เป็นอาหาร มีความส าคัญในการเกิดการหมุนเวียนของกระแสน า้        

พร้อมกบัเพิ่มการไหลเวียนของออกซิเจนในพืน้ดินใต้แหลง่น า้และยงัเป็นแหลง่อาหารท่ีส าคญัของ

สิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในระบบนิเวศน า้จืดโดยเฉพาะปลา (Welsch, 1952) ไส้เดือนน า้เป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมี

ความทนทานท่ีสูง สามารถอาศัยในน า้จืดได้ทุกสภาพทัง้บริเวณน า้ตืน้และทะเลสาบลึก       

ไส้เดือนน า้ท่ีพบในแหลง่น า้จืดมกัมีขนาดเลก็ บางชนิดฝังตวัอยูใ่นโคลนตม บางชนิดอาศยัเกาะอยู่

ตามล าต้นหรือรากพืชท่ีแช่อยู่ในน า้ นอกจากนีไ้ส้เดือนน า้ยงัเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นตวัแทนท่ีดีในการ

ประเมินความเป็นพิษของแหลง่น า้เน่ืองจากความสามารถในการทนทานความเป็นพิษท่ีสงู พบได้

ทั่วไปในแหล่งน า้จืด และสามารถเพาะเลีย้งได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ  (Bettinetti, Giarei, & 

Provini, 2003; Chapman, 2001; Fargašová, 1997; Özdemir, Şen, & Duran, 2006; 

Pasteris, Vecchi, Reynoldson, & Bonomi, 2003; Reynoldson, 1994)  

จากการรวบรวมและศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้องทัง้หมดท าให้สามารถ

ก าหนดแนวทางการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษ ร่วมของ 

imidacloprid และแคดเมียมท่ีมีต่อไส้เดือนน า้ด้วยวิธีชีววิเคราะห์ในห้องปฏิบติัการเพื่อให้ทราบถึง

ค่า LC50 ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง และท าการเปรียบเทียบ และบรรยายผลจากความเป็น

พิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมตอ่การเปลีย่นแปลง

ทางพยาธิสภาพเปรียบเทียบ การเปลีย่นแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส และ

ระดบัการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้โดยใช้ระดบัความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียม

ในระดบัต ่ากว่า  ค่า LC50 ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงเพื่อใช้เป็นแนวทางประกอบการประเมิน

ความเสีย่งของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีปนเปือ้นในระบบนิเวศแหลง่น า้จืดตอ่ไป 



 
 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวจัิย 

 
วัสดุ อุปกรณ์ สารเคมี และเคร่ืองมือ 

วัสดุ อุปกรณ์ 
วสัด ุอุปกรณ์        ยี่ห้อ 
ขวดแก้ว 3 มิลลลิติร      ตัง้ซุนฮวด 
บีกเกอร์ (beaker) 20 – 500 มิลลลิิตร   Pyrex 
จานเพาะเชือ้ (Petri dish) 25 x 25 เซนติเมตร  Pyrex 
หลอดทดลอง 12 x 75 เซนติเมตร    Pyrex 
พูก่นั เบอร์ 6        Masterart 
กระจกสไลด์ 26 x 76 มิลลเิมตร    Citolus  
แผน่ปิดสไลด์ 22 x 22 มิลลเิมตร     Menzel-glaser 
คิวเวต (cuvette)        VWR 
ไมโครปิเปต (micropipette) 10 – 1,000 มิลลลิติร  Gilson 

เคร่ืองมือ 
เคร่ืองมือ         ยี่ห้อ   รุ่น 
กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบธรรมดา   Leica   DM750  
กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ   Leica   MZ6 
เคร่ืองชัง่ดิจิตอล (analytical balances)   Satorius  ED224S 
เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge)    Benchmark  LC-8  
เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงยวูี (UV-spectrophotometer) Shimadzu  UV-1800 
เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง (pH meter)   Extech instrument PH100 
เคร่ืองวดัออกซิเจนท่ีละลายน า้ (oxygen meter)  AMTAST  AMT08 
เคร่ือง ICP-AES       Thermo Fisher scientific iCAP6500 
ตู้อบลมร้อน (hot oven)     Memmert  VO200 
เคร่ืองให้ความร้อน (hot plate)    Nuova   SP18420 
เคร่ืองฮอโมจีไนเซอร์ (homogenizer)   Mastech  MA-30DL 
เคร่ืองตดัชิน้เนือ้ (microtome)    Leica   RM2135 
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สารเคมี  
สารเคมี         ยี่ห้อ 
Imidacloprid (analytical standard)   Sigma-aldrich 
Bouin’s fixative       Bio-optica 
Xylene         RCI labscan 
Paraplast        Surgipath 
Hematoxylin        Sigma-aldrich 
Eosin         Sigma-aldrich 
Ethyl alcohol        Merck 
Nitric acid        Merck 
HCl         Merck 
Permount        Sigma-aldrich 
5, 5’ dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)  Sigma-aldrich 
Acetlythiocholine iodide     Sigma-aldrich 
Cd(NO3)2.4H2O (98%)     Sigma-aldrich 
NaOH         Sigma-aldrich 
NaCl         Sigma-aldrich 
KCl         Sigma-aldrich 
KH2PO4         Univar 
Na2HPO4         Univar 
  
วิธีการทดลอง 

การเตรียมสัตว์ทดลอง 
ไส้เดือนน า้  (Tubifex tubifex MÜller, 1774) ท่ี ได้จากฟาร์มเอกชนแห่งหนึ่งใน

กรุงเทพฯ ท าการระบุยืนยนัชนิดโดยยึดตามคู่มือการระบุชนิดหนอนปล้องในน า้ของ Brinkhurst 

(1971) เพาะเลีย้งในน า้ประปาปราศจากคลอรีนโดยเปลี่ยนน า้ทุก 24 ชั่วโมง และให้อาหารปลา

บดละเอียดละลายน า้สปัดาห์ละ 1 ครัง้ นบัจ านวนไส้เดือนน า้เตรียมใสภ่าชนะทดลองอยา่งเบามือ 
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การศึกษาความเป็นพิษ 
ทดสอบเพื่อหาช่วงความเข้มข้นสงูสดุท่ีไม่ท าให้สตัว์ทดลองตายและความเข้มข้น   

ต ่า ท่ีสุดท่ีท าให้สัตว์ทดลองตายทัง้หมดเพื่อใช้ก าหนดช่วงความเข้มข้น จากนัน้ทดสอบ            

ความเป็นพิษเชิงเด่ียวของ imidacloprid และแคดเมียมต่อไส้เดือนน า้โดยเตรียมสารละลายให้มี

ความเข้มข้น 5 ระดับจากสารละลายเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ละความเข้มข้นใช้     

ไส้เดือนน า้ 30 ตัว ในน า้ 20 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ า้และตรวจสอบคุณภาพน า้โดยวัด

อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน า้เม่ือเร่ิมต้นและสิน้สดุการทดลอง 

บนัทกึการตายของไส้เดือนน า้ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง ใช้เกณฑ์พิจารณาการตายของไส้เดือนน า้โดย

ใช้การแตะท่ีสว่นหวัของไส้เดือนน า้ หากไม่มีการตอบสนองภายใน 10 วินาทีถือวา่สตัว์ทดลองไม่มี

ชีวิตแล้ว (American Public Health Association, American Water Works Association, Water 

Pollution Control Federation, & Water Environment Federation, 1915) ในการทดสอบความ

เป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อไส้เดือนน า้ ท าการผสม imidacloprid และ

แคดเมียมในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยเลือกใช้สารท่ีมีความเป็นพิษสูงท่ีสุดเป็นสารก าหนดความ

เข้มข้นและท าการทดลองเหมือนกบัการทดสอบความเป็นพิษเชิงเด่ียว 

 
การวิเคราะห์ความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียม 

วิเคราะห์ความเป็นพิษร่วมของสารพิษโดยใช้วิธี Marking’s additive index method 

(Marking, 1977) โดยท าการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยา (biological activity) ตามสมการท่ี 2 

และดชันีการสง่เสริมการท างาน (additive index, AI) โดยพิจารณาจากค่ากิจกรรมทางชีววิทยา 

หากค่ากิจกรรมทางชีววิทยามีค่าน้อยกว่า 1 ค านวณตามสมการท่ี 3.1 และหากค่ากิจกรรม      

ทางชีววิทยามีคา่มากกวา่หรือเทา่กบั 1 ค านวณตามสมการท่ี 3.2 

 

S=
Am

Ai
+

Bm

Bi
- - - (2) 

 

AI= (
1

S
) -1; S<1 - - - (3.1) หรือ 

 
AI=1-S; S<1 - - - (3.2) 
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 เม่ือ  S แทน กิจกรรมทางชีววิทยา (biological activity) ของสารเคมี A และ B 

   Am แทน คา่ LC50 ของสาร A เม่ือมีสาร B ผสม 
   Ai แทน คา่ LC50 ของสารเคมี A 
   Bm แทน คา่ LC50 ของสาร B เม่ือมีสาร A ผสม    
   Bi แทน คา่ LC50 ของสารเคมี B 

   AI  แทน ค่าดัชนีการส่งเสริมการท างาน ซึ่งแปลผลค่าดัชนีการส่งเสริม          
การท างานตามเกณฑ์ของ Wang et al. (2018) ดงันี ้
 คา่ AI ≤ -0.2   หมายถึง ผลการออกฤทธ์ิแบบยบัยัง้ (antagonistic effect) 
 คา่ -0.2 < AI < 0.25  หมายถึง ผลการออกฤทธ์ิแบบเพ่ิมฤทธ์ิ (additive effect) 
 คา่ AI ≥ 0.25   หมายถึง ผลการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิ (synergistic effect) 
 

การศึกษาระดับการสะสมของแคดเมียม 
1. การเตรียมตวัอยา่ง 

เตรียมหลอดพลาสติกโพลีโพรพิวลีนท่ีผ่านการแช่กรดไนตริกความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์ อย่างน้อย 24 ชั่วโมง ล้างด้วยน า้กลัน่และน า้ปราศจากไอออนในการเก็บตวัอย่างน า้    

ท่ีใช้ในการทดลองเม่ือเร่ิมต้นและสิน้สดุการทดลอง 100 มิลลิลิตร โดยท าการเก็บรักษาตวัอย่าง

ด้วยการเติมกรดไนตริกเข้มข้นจนมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4        

องศาเซลเซียส จากนัน้เก็บตวัอย่างไส้เดือนน า้ท่ีต้องการวิเคราะห์ปริมาณโลหะหนัก น าไปอบท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนแห้ง ชั่งน า้หนักให้ได้ 1 กรัม น าตัวอย่างใส่ขวดรูปชมพู่เติมกรด 

ไนตริกเข้มข้น 20 มิลลิลิตร ร เก็บตัวอย่างใส่หลอดพลาสติกโพลีโพรพิวลีนท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  

2. การตรวจสอบโลหะหนกั 

ท าการวิเคราะห์หาปริมาณแคดเมียมในน า้และไส้เดือนน า้ด้วยเคร่ือง  Inductively 

coupled plasma atomic emission spectroscopy, ICP-AES ( Thermo Fisher scientific, 

iCAP6500) 
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การศึกษาการเปล่ียนแปลงพยาธิสภาพเนือ้เย่ือ  
แช่ไส้เดือนน า้ในระดับความเข้มข้นของ imidacloprid แคดเมียม และสารผสม 

imidacloprid และแคดเมียมท่ีระดบัความเข้มข้น 0.2 และ 0.8 เท่าของคา่ LC50 เป็นเวลา 24 และ 

48 ชั่วโมงเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพเนือ้เยื่อของไส้เดือนน า้ (Humason, 1962)       

ในระดบัท่ีต ่ากวา่คา่ LC50 

  1. ขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เยื่อ 
ท าการเก็บรักษาเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้โดยแช่ในสารละลายคงสภาพเนือ้เยื่อ 

(Bouin’s fixative) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาล้างน า้ประปาหลายๆ ครัง้ ท าการตัดแบ่ง   

สว่นของไส้เดือนน า้ออกเป็น 3 ส่วนได้แก่ สว่นหัวตัง้แต่ปลายด้านหน้า (anterior) จนถึงบริเวณ

ท้ายสดุของไคลเทลลมั ส่วนล าตัวตัง้แต่ส่วนท้ายของไคลเทลลมัลงไปประมาณ 12 ปล้อง และ   

ส่วนหาง จากนัน้แช่ในแอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ 30 นาที เปลี่ยนมาแช่ใน

แอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 1 ชั่วโมงหลาย ๆ ครัง้จนกระทั่งไม่มีสีเหลืองของ 

Bouin’s fixative จากนัน้น ามาผ่านกระบวนการดึงน า้ออกในแอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้นต ่าไป    

หาความเข้มข้นสงูโดยแช่ในแอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์และ 100 เปอร์เซ็นต์ 2 ครัง้ 

ครัง้ละ 30 นาที เตรียมเนือ้เยื่อเพื่อเข้าสู่กระบวนการแทรกพาราพลาสต์โดยแช่เนือ้เยื่อใน

สารละลาย 1:1 ไซลีนผสมแอลกอฮอล์สมับูรณ์ 15 นาที จากนัน้แช่ในไซลนี 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที 

แช่ชิน้เนือ้ในสารละลาย 1:1 พาราพลาสต์ผสมไซลีน 30 นาที ย้ายชิน้เนือ้ลงแช่ในพาราพลาสต์ 2 

ครัง้ จากนัน้ท าการฝังเนือ้เยื่อในพาราพลาสต์และตดัเนือ้เยื่อด้วยเคร่ืองตดัเนือ้เยื่อให้มีความหนา

ประมาณ 10 ไมโครเมตร น าเนือ้เยื่อติดลงบนสไลด์ท่ีเคลือบด้วยเจลาตินท่ีทิง้ไว้จนแห้ง แล้วน าไป

วางบนแผ่นความร้อน 24 ชั่วโมง แล้วจึงน าสไลด์ไปย้อมสีด้วยสีฮีมาทอกไซลีนและสีอีโอซิน 

(Hematoxylin & Eosin) 

2. ขัน้ตอนการย้อมสฮีีมาทอกไซลนี-อีโอซิน 

น าสไลด์ท่ีติดแผน่เนือ้เยื่อแล้ว แช่ในไซลีน 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที จากนัน้เปลีย่น     

มาแช่ 1:1 ไซลีนผสมแอลกอฮอล์สัมบูรณ์ 5 นาที แช่แอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 95, 90, 70 

เปอร์เซ็นต์ ขัน้ละ 5 นาที เปลี่ยนมาแช่ในน า้ประปา 3 นาที น า้กลัน่ 5 นาที ย้อมสีด้วยสีฮีมาทอก  

ไซลนี 5 นาที ล้างด้วยน า้ประปาท่ีไหลผา่นตลอดเวลา 3 นาที จุ่มลงในสารละลาย 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

HCl 1 ครัง้ ล้างด้วยน า้ประปาท่ีไหลผ่านตลอดเวลา 3 นาที จากนัน้จุ่มลงในสารละลาย 1 
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เปอร์เซ็นต์ NaOH และน า้กลัน่อย่างละ 1 ครัง้ แช่แอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 70, 80, 90, 95 

เปอร์เซ็นต์ขัน้ละ 10 นาที ย้อมสีด้วยสีอีโอซิน 2 นาที จุ่มลงในแอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มข้น 95 

เปอร์เซ็นต์ 2 นาทีแล้วเปลี่ยนมาแช่ในแอลกอฮอล์สมับูรณ์ 10 นาที แช่ในสารละลาย 1:1 ไซลีน

ผสมแอลกอฮอล์สมับูรณ์ 10 นาที แช่ในไซลีนอีก 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที ปิดสไลด์ด้วยกระจกปิด

สไลด์โดยใช้เปอร์เมาท์แล้วน าไปศกึษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตอ่ไป 

 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส 
เลีย้งไส้เดือนน า้ในระดับความเข้มข้นของ imidacloprid แคดเมียม และสารผสม 

imidacloprid และแคดเมียมท่ีระดบัความเข้มข้น 0.2 และ 0.8 เท่าของคา่ LC50 เป็นเวลา 24 และ 

48 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในเนือ้เยื่อสิ่งมีชีวิตโดย

ดดัแปลงจากวิธีของ Ellman et al. (1961) และ Van Erp, Booth, Gooneratne, and O'Halloran 

(2002) 

1. ขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เยื่อ 

เตรียมเนือ้เยื่อ 30 มิลลิกรัมเติมลงในหลอดทดลองท่ีมีโพแทสเซียมฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ (pH 7.5) 1.5 มิลลิลิตร ป่ันให้ละเอียดโดยใช้โฮโมจีไนส์เซอร์เป็นเวลา 2 นาทีแล้วจึงป่ัน

เหวี่ยงสารละลายให้ตกตะกอนท่ี 5000g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้

เก็บสารละลายสว่นใส (supernatant) ไว้ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียสตลอดเวลาก่อนการใช้งาน 

2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในเนือ้เยื่อของไส้เดือนน า้อ้างอิงตามวิธีของ Bradford 

(1976) โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานโดยเจือจาง Bovine serum albumin 5 ความเข้มข้น

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรเติมลงในหลอดทดลองท่ีมีรีเอเจนต์แบรดฟอร์ด 5 มิลลิลิตร จากนัน้เตรียม    

รีเอเจนต์แบลงค์โดยใช้น า้กลั่นแทนสารละลายมาตรฐาน ผสมให้เข้ากันทิง้ไว้ให้เกิดปฏิกิริยา

สมบูรณ์เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติมสารละลายมาตรฐานลงในคิวเวตและน าไปวดัคา่การดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ

เข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน จากนัน้วัดปริมาณโปรตีนจากตัวอย่างเนือ้เยื่อโดยเตรียม

สารละลายตวัอย่างจากขัน้ตอนการเตรียมเนือ้เยื่อปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เตรียมรีเอเจนต์แบลงค์

โดยใช้น า้กลั่นแทนสารละลายตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันโดยเคร่ืองผสมสารละลาย ตัง้ทิง้ไว้ให้
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เกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ 5 นาที เติมสารละลายตวัอยา่งลงในคิวเวตและน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง   

ท่ีความยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร หาความเข้มข้นของโปรตีนในสารละลายตวัอยา่งเทียบจากกราฟ

มาตรฐาน 

3. การวดักิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรส 

เติมสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอ ร์ (pH 7.5) ป ริมาตร 1700 

ไมโครลิตร สารละลายท่ีได้จากขัน้ตอนการเตรียมเนือ้ เยื่อ  150 ไมโครลิตรและ  DTNB 50 

ไมโครลิตรลงในคิวเวต น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 412 นาโนเมตรและตัง้ค่า     

ให้เป็นศูนย์ จากนัน้น าคิวเวตออกจากเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ เติม acetlythiocholine iodine 

ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในคิวเวต แล้วน าไปวดัค่าดูดกลนืแสงโดย

วดัซ า้ทุก ๆ 15 วินาทีเป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาค านวณความเข้มข้น

ของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีถูกใช้ไปในปฏิกริยา (C) และกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิล

โคลนีเอสเทอเรสจากสมการท่ี 4 และ 5 ตามล าดบั 

 

412ΔA
C=

εb
 - - - (4) 

 

( )
activity

2 1

C
AChE =

T -T ×P
 - - - (5) 

 
 เม่ือ  C    หมายถึง ความเข้มข้นของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสท่ีถกูใช้ไปใน 
     ปฏิกิริยามีหนว่ยเป็นโมลตอ่ลติร 

   412ΔA  หมายถึง ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 412 นาโนเมตรท่ีเวลา T2 – 
T1 เม่ือ T2 และ T1 เลือกจากช่วงเวลาท่ีค่าดูดกลืนแสงเพิ่มขึน้คงท่ีมี
หนว่ยเป็นนาที 

   ε       หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงต่อโมลของสาร (extinction 
coefficient) มีคา่ 1.36x104 ตอ่โมล.เซนติเมตร 

   b       หมายถึง ความยาวของแสงท่ีผ่านสารละลาย (path length) มี
หนว่ยเป็นเซนติเมตร 
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activityAChE    หมายถึง กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมีหนว่ย 

     เป็นไมโครโมลตอ่นาที.มิลลกิรัมโปรตีน 
   2 1T -T  หมายถึง ผลต่างของเวลาเม่ือ  T2 และ  T1 เลือกจากช่วงเวลา ท่ี             

คา่ดดูกลนืแสงเพิ่มขึน้คงท่ีมีหนว่ยเป็นนาที 
   P   หมายถึง ปริมาณโปรตีนจากตวัอยา่งเนือ้เยื่อในหนว่ยมิลลกิรัม 
 

การวิเคราะห์ข้อมูล 
1. วิเคราะห์ความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีท าให้สตัว์ทดลองตาย 

50 เปอร์เซ็นต์เม่ือเวลาผ่านไป 24 และ 48 ชั่วโมง (24, 48 hours-LC50) และช่วงความเช่ือมั่น 95 

เปอร์เซ็นต์โดยใช้การวิเคราะห์โพรบิท (Probit analysis) 

2. ทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (one-

way ANOVA) ของกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสและเปรียบเทียบความแตกต่าง

ระหวา่งคา่เฉลีย่รายคูโ่ดยใช้วิธี Bonferroni t 

 



 
 

บทที่ 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
งานวิจัยนีมี้จุดประสงค์เพื่อประเมินความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษ

ร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพเนือ้เยื่อและกิจกรรม
ของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ (Tubifex tubifex MÜller, 1774) โดยผู้วิจัยได้
วางแผนการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลองดงัตอ่ไปนี ้

1. การประเมินระดับความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ 
imidacloprid และแคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ 

2. การป ระ เมิ นความ เป็ นพิษ เฉียบพลันของ  imidacloprid และแคด เมี ยมต่อ 
การเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพของไส้เดือนน า้ 

3. การป ระ เมิ นความ เป็ นพิษ เฉียบพลันของ  imidacloprid และแคด เมี ยมต่อ 
การเปลีย่นแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ 

4. การประเมินระดับการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้หลงัได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 24 
และ 48 ชัว่โมง 
 
การประเมินระดับความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเดี่ยวและความเป็นพิษร่วม 

ผลการวิเคราะห์คุณภาพน า้ 
การตรวจวดัคณุภาพน า้ในการทดลองท่ีเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่ เม่ือเร่ิมต้นการทดลอง

อุณหภูมิของน า้มีค่าเท่ากับ 23.2±1.2 องศาเซลเซียส เม่ือสิน้สดุการทดลองมีค่าเท่ากับ 23.5±0.3 

องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่งเม่ือเร่ิมต้นการทดลองเท่ากับ 8.3±0.1 เม่ือสิน้สดุการทดลอง

เทา่กบั 8.1±0.2 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน า้เม่ือเร่ิมต้นการทดลองเทา่กับ 5.5±0.4 มิลลิกรัมต่อ

ลติร เม่ือสิน้สดุการทดลองเทา่กบั 5.2±0.9 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

การตรวจวดัคณุภาพน า้ในการทดลองท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่ เม่ือเร่ิมต้นการทดลอง

อุณหภูมิของน า้มีค่าเท่ากับ 23.6±1.5 องศาเซลเซียส เม่ือสิน้สดุการทดลองมีค่าเท่ากับ 23.7±1.2 

องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่งเม่ือเร่ิมต้นการทดลองเท่ากับ 8.3±0.1 เม่ือสิน้สดุการทดลอง

เทา่กบั 8.3±0.2 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน า้เม่ือเร่ิมต้นการทดลองเทา่กับ 5.5±0.4 มิลลิกรัมต่อ

ลติร เม่ือสิน้สดุการทดลองเทา่กบั 4.3±0.6 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
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ตาราง 13 ผลการวิเคราะห์คา่เฉลีย่คณุภาพน า้เม่ือเร่ิมต้นและสิน้สดุการทดลอง 

 

พารามิเตอร์ในการตรวจวดัคณุภาพน า้ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

เร่ิมต้น สิน้สดุ เร่ิมต้น สิน้สดุ 
อุณหภมิูน า้ (˚C) 23.2±1.2 23.5±0.3 23.6±1.5 23.7±1.2 
ความเป็นกรดดา่ง 8.3±0.1 8.1±0.2 8.3±0.1 8.3±0.2 
ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน า้ (mg L-1) 5.5±0.4 5.2±0.9 5.5±0.4 4.3±0.6 

 
ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเดี่ยว 

ความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของ imidacloprid 

ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวของ imidacloprid ท่ีเวลา 24 

ชัว่โมงพบวา่ค่า LC50 มีคา่อยู่ท่ี 1.429 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ช่วงความเช่ือมั่นร้อยละ 95 เทา่กบั 0.606 

– 3.049 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของ imidacloprid ท่ีเวลา 48 ชั่วโมง 

ค่า LC50 มีค่าอยู่ท่ี 1.663 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงความเช่ือมั่นร้อยละ 95 เท่ากับ 0.946 – 2.965 

มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีร้อยละการตายของสตัว์ทดลองแสดงดงัตารางท่ี 14 และผลการวิเคราะห์ 

โพรบิทแสดงดงัตารางที่ 15 

 
ตาราง 14 ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองท่ีได้รับ imidacloprid เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

เวลา ความเข้มข้น 
(mg L-1) 

จ านวนการตาย (n=30) ร้อยละการตายของ
สตัว์ทดลอง การทดลอง 1 การทดลอง 2 การทดลอง 3 

24 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.05 8 14 10 35.56±10.18 
 0.25 14 10 10 37.78±7.70 
 1.25 16 18 10 48.89±13.88 
 6.25 15 13 19 52.22±10.18 
 31.25 20 17 18 61.11±5.09 
 156.25 26 24 27 85.56±5.09 
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ตาราง 14 (ตอ่) 
 

เวลา ความเข้มข้น 
(mg L-1) 

จ านวนการตาย (n=30) ร้อยละการตายของ
สตัว์ทดลอง การทดลอง 1 การทดลอง 2 การทดลอง 3 

48 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.05 10 13 8 34.44±8.39 
 0.25 10 11 15 40.00±8.82 
 1.25 17 13 10 44.44±11.71 
 6.25 19 11 22 57.78±18.95 
 31.25 21 22 21 71.11±1.92 

 156.25 21 24 27 80.00±10.00 

 

ตาราง 15 ผลการวิเคราะห์โพรบิทจากการตายของสตัว์ทดลองท่ีได้รับ imidacloprid เป็นเวลา 24 

และ 48 ชัว่โมง 

 

การวิเคราะห์โพรบิท (Probit analysis)   
เวลา 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 
คา่ LC50 1.429 mg L-1 1.663 mg L-1 
ช่วงความเช่ือมัน่ท่ีร้อยละ 95 0.606 – 3.049 mg L-1 0.946 – 2.965 mg L-1 
สมการถดถอย (regression equation) Y = -0.05+0.33X Y = -0.11+0.45X 
คา่สมัประสทิธ์ิแสดงการตดัสนิใจ (r2) 0.949 0.936 

 

ความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของแคดเมียม 

ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของแคดเมียมท่ีเวลา 24 ชั่วโมง

พบว่าค่า LC50 มีค่าอยู่ท่ี 1.484 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงความเช่ือมั่นร้อยละ 95 เท่ากับ 1.346 – 

1.615 มิลลิกรัมต่อลติร ความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของแคดเมียมท่ีเวลา 48 ชัว่โมงค่า LC50 

มีคา่อยูท่ี่ 0.593 มิลลกิรัมต่อลิตร ช่วงความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เท่ากบั 0.334 – 0.689 มิลลกิรัมต่อ
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ลติร โดยมีร้อยละการตายของสตัว์ทดลองแสดงดงัตารางท่ี 16 และผลการวิเคราะห์โพรบิทแสดง

ดงัตารางที่ 17 

 

ตาราง 16 ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองท่ีได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

เวลา ความเข้มข้น 
(mg L-1) 

จ านวนการตาย (n=30) ร้อยละการตายของ
สตัว์ทดลอง การทดลอง 1 การทดลอง 2 การทดลอง 3 

24 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.5 0 0 1 1.11±0.17 
 1 5 2 7 15.56±0.75 
 1.5 10 12 6 31.11±0.92 
 2 15 14 21 55.56±1.14 
 2.5 30 30 22 91.11±1.39 
 3 30 28 29 96.67±0.30 

48 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.10 0 2 2 4.44±0.35 
 0.25 2 4 2 8.89±0.35 
 0.50 20 20 24 71.11±0.69 
 0.75 23 26 21 77.78±0.75 
 1.00 29 27 30 95.56±0.46 

 1.25 30 30 30 100.00 
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ตาราง 17 ผลการวิเคราะห์โพรบิทจากการตายของสตัว์ทดลองท่ีได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 

48 ชัว่โมง 

 

การวิเคราะห์โพรบิท   
เวลา 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 
คา่ LC50 1.484 mg L-1 0.593 mg L-1 
ช่วงความเช่ือมัน่ท่ีร้อยละ 95 1.346 – 1.615 mg L-1 0.334 – 0.689 mg L-1 
สมการถดถอย (regression equation) Y = -0.8+5.37X Y = 1.35+3.39X 
คา่สมัประสทิธ์ิแสดงการตดัสนิใจ (r2) 0.994 0.930 

 
ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันร่วม 

ผลการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีเวลา 

24 ชั่วโมงพบว่าค่า LC50 มีค่าอยู่ท่ี 0.34 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงความเช่ือมั่นร้อยละ 95 เท่ากับ 

0.244 – 0.440 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือท าการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยาพบว่ามีค่าอยู่ท่ี 0.467 

และดชันีสง่เสริมการท างานมีค่าเทา่กับ 1.141 ซึ่งแสดงถึงความสมัพนัธ์ของสารเคมีสองชนิดเป็น

ผลการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิ 

ความเป็นพิษเฉียบพลนัร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีเวลา 48 ชั่วโมง ค่า 

LC50 เทา่กับ 0.018 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ช่วงความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เท่ากบั 0.012 – 0.023 มิลลกิรัม

ต่อลิตร เม่ือท าการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยาพบว่ามีค่าอยู่ท่ี 0.041 และดัชนีส่งเสริมการ

ท างานมีคา่เทา่กบั 23.285 ซึง่แสดงถึงความสมัพนัธ์ของสารเคมีสองชนิดเป็นผลการออกฤทธ์ิแบบ

เสริมฤทธ์ิ โดยมีร้อยละการตายของสตัว์ทดลองแสดงดงัตารางท่ี 18 และผลการวิเคราะห์โพรบิท

และการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยาแสดงดงัตารางที่ 19 
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ตาราง 18 ร้อยละการตายของสตัว์ทดลองท่ีได้รับ imidacloprid และแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 

48 ชัว่โมง 

 

เวลา ความเข้มข้น 
(mg L-1) 

จ านวนการตาย (n=30) ร้อยละการตายของ
สตัว์ทดลอง การทดลอง 1 การทดลอง 2 การทดลอง 3 

24 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.1 6 10 10 28.89±0.69 
 0.5 15 17 19 56.67±0.60 
 1 22 18 18 64.44±0.69 
 1.5 25 22 20 74.44±0.75 
 2 29 24 28 90.00±0.79 

48 ชุดควบคมุ 0 0 0 0 
 0.01 16 7 12 38.89±1.35 
 0.03 18 17 19 60.00±0.30 
 0.05 21 20 18 65.56±0.46 
 0.7 27 25 20 80.00±1.08 
 0.09 27 24 24 83.33±0.52 

 

ตาราง 19 ผลการวิเคราะห์โพรบิทและการวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยาจากการตายของ

สตัว์ทดลองท่ีได้รับ imidacloprid และแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

การวิเคราะห์โพรบิท    
เวลา 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 
คา่ LC50 0.34 mg L-1 0.018 mg L-1 
ช่วงความเช่ือมัน่ท่ีร้อยละ 95 0.244 – 0.440 mg L-1 0.012 – 0.023 mg L-1 
สมการถดถอย (regression equation) Y = 0.59+1.23X Y = 2.25+1.29X 
คา่สมัประสทิธ์ิแสดงการตดัสนิใจ (r2) 0.899 0.956 
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ตาราง 19 (ตอ่) 

 

การวิเคราะห์กิจกรรมทางชีววิทยา   
กิจกรรมทางชีววิทยา 0.467 0.041 
ดชันีสง่เสริมการท างาน 1.141 (0.053 - 3.329) 23.285 (11.106 - 45.728) 
ความสมัพนัธ์ของสารเคมี การออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิ การออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิ 

 
การเปล่ียนแปลงพยาธิสภาพเนือ้เย่ือในไส้เดือนน า้ 

ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้ เยื่ อไส้เดือนน า้ ท่ีได้ รับ 
imidacloprid แคดเมียม และสารผสม imidacloprid กับแคดเมียมโดยการย้อมสีฮีมาทอกไซลิน
และอีโอซินภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงท่ีก าลงัขยาย 400 เทา่พบการเปลีย่นแปลงทางพยาธิ
สภาพเนือ้เยื่อแสดงดงัตาราง 21 

 
ตาราง 20 การเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ท่ีได้รับ imidacloprid 

แคดเมียม และสารผสม imidacloprid กบัแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

เวลา สารเคมี ความเข้มข้น พยาธิสภาพ 
24 imidacloprid 0.2LC50 gut cell degeneration 
   nerve degeneration 
  0.8 LC50 gut cell degeneration 
   hyperplasia of epidermal cells 
   hyperplasia of gut cells 
   irregular surface of epidermis 
   nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
48  0.2LC50 epidermal cell degeneration 
   gut cell degeneration 
   hyperplasia of gut cells 
   irregular surface of epidermis 
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ตาราง 20 (ตอ่) 

 

เวลา สารเคมี ความ
เข้มข้น 

พยาธิสภาพ 

48 imidacloprid 0.2LC50 nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
  0.8 LC50 epidermal cell degeneration 
   gut cell degeneration 
   irregular surface of epidermis 
   overexpression of chloragosome 
24 แคดเมียม 0.2LC50 hyperplasia of gut cells 
   nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
  0.8LC50 hyperplasia of gut cells 
   nerve degeneration 
48  0.2LC50 gut cell degeneration 
   hyperplasia of epidermal cells 
   hyperplasia of gut cells 
   nerve degeneration 
   separation between integument and muscle layer 
  0.8LC50 gut cell degeneration 
   nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
   separation between integument and muscle layer 
24 สารผสม 

imidacloprid  
กบัแคดเมียม 

0.2LC50 epidermal cell degeneration 
  gut cell degeneration 
  irregular surface of epidermis 
   nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
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ตาราง 20 (ตอ่) 
 

เวลา สารเคมี ความ
เข้มข้น 

พยาธิสภาพ 

24 สารผสม 
imidacloprid  
กบัแคดเมียม 

0.2LC50 separation between integument and muscle layer 
 0.8LC50 epidermal cell degeneration 
  gut cell degeneration 
   mussle degeneration 
   overexpression of chloragosome 
48  0.2LC50 epidermal cell degeneration 
  gut cell degeneration 
   nerve degeneration 
   overexpression of chloragosome 
  0.8LC50 gut cell degeneration 
   overexpression of chloragosome 
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ภาพประกอบ 11 ลกัษณะพยาธิสภาพเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ท่ีได้รับสารพิษ 
 imidacloprid และแคดเมียม  

(1) เนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ชุดควบคุม (2 - 4) เนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ชุดทดลอง พยาธิสภาพท่ีปรากฏได้แก่ 
epidermal cell degeneration (Ed), gut cell degeneration (Gd), hyperplasia of epidermal 
cell ( He) , mussel degeneration ( Md) , nerve degeneration ( Nd) , overexpression of 
chloragosome (Ch) และ separation between integument and muscle layer (Mt) 
 
การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์อะซทิิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ 

ผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม์อะซิ ทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้ เดือนน า้ ท่ี ได้ รับ 
imidacloprid แคดเมียม และสารผสมระหว่าง imidacloprid กับแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมงในระดับความเข้มข้นท่ี 0.2 และ 0.8 เท่าของค่า LC50 พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ 
imidacloprid และแคดเมียมมากขึน้ กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมากขึน้ตามไป
ด้วย นอกจากนีย้งัพบวา่ท่ีระดบัความเข้มข้นของสารเคมีเทา่กบั 0.8 เท่าของคา่ LC50 กิจกรรมของ
เอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้เพิ่มมากขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี 0.05 
(p<0.05) ในทกุชุดการทดลอง 
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ตาราง 21 กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับ  imidacloprid 
แคดเมียม และ สารผสม imidacloprid กบัแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
 

สารเคมี เวลา ชุดควบคมุ 0.2 LC50 0.8 LC50 
imidacloprid 24 hr. 135.94a±17.61 234.67bc±11.77 259.51c±18.36  

48 hr. 131.30a±26.45 162.80ab±6.38 249.87b±16.83 
แคดเมียม 24 hr. 111.79a±1.52 206.54ab±2.81 227.41b±2.27  

48 hr. 140.69a±5.55 232.60ab±4.78 245.97b±8.11 
สารผสม 
imidacloprid  
กบัแคดเมียม 

24 hr. 206.31a±7.83 211.22ab±4.00 226.40b±8.11 

48 hr. 200.31a±4.03 282.74b±6.52 454.65c±10.69 

a,b,c คา่เฉลีย่ในคอลมัน์เดียวกันท่ีอกัษรเหมือนกัน ไม่แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี 0.05  

 
a,b,c คา่เฉล่ียในกราฟแท่งชดุเดียวกนัท่ีอกัษรเหมือนกนั ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ 0.05 

 

ภาพประกอบ 12 กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลลนีเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับ 

imidacloprid แคดเมียม และ สารผสม imidacloprid กบัแคดเมียมเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
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การประเมินระดับการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้ 
ผลการตรวจวัดปริมาณโลหะหนักแคดเมียมท่ีตกค้างในเนือ้เยื่อของไส้เดือนน า้ท่ี

ได้รับ imidacloprid แคดเมียม และสารผสมระหว่าง imidacloprid กับแคดเมียมเป็นเวลา 24 

และ 48 ชั่วโมงในระดับความเข้มข้นท่ี 0.2 และ 0.8 เท่าของค่า LC50 โดยใช้เคร่ือง Inductively 

coupled plasma atomic emission spectroscopy, ICP-AES ( Thermo Fisher scientific, 

iCAP6500)  พบว่า ไส้เดือนน า้ท่ีได้รับสารผสมมีอัตราการสะสมแคดเมียมในเนือ้เยื่อมากกว่า

ไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียมเพียงอย่างเดียวอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี 0.05 (p<0.05) และเม่ือ

ระยะเวลาท่ีได้รับสารเคมีเพิ่มมากขึน้ อัตราการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้ก็มากขึน้อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติท่ี 0.05 (p<0.05) ทัง้นีค้่าความเท่ียง (%RSD, n=3) ในทุกความเข้มข้นและ

ช่วงเวลาท่ีทดสอบมีค่าน้อยกว่า 5 กราฟมาตรฐานมีช่วงท่ีเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่าง 0.05 – 5 µgL-1 

และคา่สมัประสทิธ์ิแสดงการตดัสนิใน (r2) ของกราฟมาตรฐานมีคา่เทา่กบั 0.9996  

 
ตาราง 22 ร้อยละการตกค้างของแคดเมียมในเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียมและสารผสม 

imidacloprid กบัแคดเมียมท่ีความเข้มข้นและเวลาแตกตา่งกนั 

 

สารเคมี ความเข้มข้นท่ีทดสอบ 
(µg L-1) 

ปริมาณการตกค้าง  
(µg L-1) 

ร้อยละการตกค้างเทียบกบั
ความเข้มข้นท่ีทดสอบ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

ชุดควบคมุ - - 0 0 0 0 
แคดเมียม 296.5 118.6 35±0.28 50±0.55 11.88±0.09 42.25±0.47 
 1187.2 474.4 472±1.54 381±0.67 39.72±0.13 80.27±0.15 
สารผสม 
imidacloprid  
กบัแคดเมียม 

68.0 3.6 21±0.16 * 31.38±0.24 * 

272.0 14.4 198±0.49 14±0.07 72.67±0.18 96.64±0.48 

* ปริมาณแคดเมียมท่ีสะสมในเนือ้เยื่อของไส้เดือนน า้มีคา่น้อยกวา่ขีดต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 
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* คา่เฉล่ียแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ 0.05 

ภาพประกอบ 13 ร้อยละการตกค้างของแคดเมียมในเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียมและ 

สารผสม imidacloprid กบัแคดเมียมท่ีความเข้มข้นและเวลาแตกตา่งกัน



 
 

บทที่ 5 
สรุปผลการวจัิย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

ในการวิจัยเร่ืองความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลง
พยาธิสภาพเนือ้เยื่อและกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ (Tubifex 
tubifex MÜller, 1774) ผู้วิจัยได้ท าการประเมินความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษ
ร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อและ
กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ ในระดับห้องปฏิบัติการหลงัจากได้
ผลการวิจยัสามารถสรุปผลการด าเนินงานวิจยัโดยแบง่หวัข้อได้ดงันี ้

1. สรุปผลการวิจยั 
2. อภิปรายผลการวิจยั 
3. ข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

1. ความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และ
แคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ 

ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของ imidacloprid พบว่าท่ี 24 ชั่วโมง 
imidacloprid มีคา่ LC50 อยูท่ี่ 1.429 (0.606 – 3.049) มิลลกิรัมตอ่ลติร ท่ี 48 ชัว่โมงมีคา่ LC50 อยู่
ท่ี 1.663 (0.946 – 2.965) มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของแคดเมียมท่ี 24 
ชั่วโมงมีค่า LC50 อยู่ท่ี  1.484 (1.346 – 1.615) มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ี  48 ชั่วโมงมีค่า LC50 อยู่ ท่ี 
0.593 (0.334-0.689) มิลลกิรัมตอ่ลติร  

ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมพบว่าท่ี 24 
ชั่วโมง สารผสม imidacloprid กับแคดเมียมมีค่า LC50 อยู่ท่ี 0.34 (0.244 – 0.440) มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ท่ีเวลา 48 ชั่วโมงมีค่า LC50 อยู่ท่ี 0.018 (0.012 – 0.023) มิลลิกรัมต่อลิตร ค่ากิจกรรมทาง
ชีววิทยาเท่ากับ 0.041 ดชันีสง่เสริมการท างานมีคา่เทา่กบั 23.285 ซึ่งแปลผลได้ว่า ความสมัพนัธ์
ของสารเคมีสองชนิดเป็นผลการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิกนั 
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2. ความเป็นพิษเฉียบพลนัของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธิสภาพของไส้เดือนน า้ 

ผลการตรวจสอบพยาธิสภาพเนื อ้ เยื่อของไส้เดือนน า้ ท่ีได้ รับ  imidacloprid และ
แคดเมียมพบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ เนื อ้ เยื่ อ ชั น้ ผิ ว  ได้ แก่  epidermal cell 
degeneration, hyperplasia of epidermal cells, irregular surface of epidermis แ ล ะ 
separation between integument and muscle layer พยาธิสภาพเนือ้เยื่อทางเดินอาหาร ได้แก่ 
gut cell degeneration, hyperplasia of gut cells และ overexpression of chloragosome และ
พยาธิสภาพเนือ้เยื่อประสาท ได้แก่ nerve degeneration  

3. ความเป็นพิษเฉียบพลันของ imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลง
กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในไส้เดือนน า้ 

ผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid 
และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีระดับต ่าว่าค่า LC50 
พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมมากขึน้ กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิล
โคลีนเอสเทอเรสมากขึน้ตามไปด้วย โดยท่ีระดบัความเข้มข้นเท่ากับ 0.8 เท่าของค่า LC50 กิจกรรม
ของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีค่ามากกว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี 0.05  
ในทกุชุดการทดลอง 

4. การประเมินระดับการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้หลงัได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 24 
และ 48 ชัว่โมง 

ผลการทดสอบระดบัการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียม และสารผสม
ระหว่างแคดเมียมกับ imidacloprid พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีได้รับแคดมียม
มากขึน้พบการตกค้างของแคดเมียมมากขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี 0.05 และไส้เดือนน า้ 
ท่ีได้รับสารผสมระหวา่งแคดเมียมกบั imidacloprid มีปริมาณแคดเมียมตกค้างในเนือ้เยื่อมากกว่า
ไส้เดือนน า้ในชุดควบคุมและไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียมเพียงอย่างเดียวอย่าง มีนัยส าคัญ 
ทางสถิติท่ี 0.05 
 
อภปิรายผลการวิจัย 
 งานวิจัยนีเ้ป็นการประเมินความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ 

imidacloprid และแคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยาและชีวเคมีของไส้เดือนน า้  

(T. tubifex) โดยผลการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของ imidacloprid พบว่ามีค่า 
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median lethal concentration (LC50) อยู่ท่ี 1.429 (0.606 – 3.049) มิลลิกรัมต่อลิตรท่ีเวลา 24 

ชั่วโมงและ 1.663 (0.946 – 2.965) มิลลิกรัมต่อลิตรท่ีเวลา 48 ชั่วโมง ผลการทดสอบความเป็น

พิษเฉียบพลนัเชิงเด่ียวของแคดเมียมพบว่ามีค่า LC50 อยู่ท่ี 10.34 (0.244 – 0.440) มิลลิกรัมต่อ

ลิตรท่ีเวลา 24 ชั่วโมงและ 0.018 (0.012 – 0.023) มิลลิกรัมต่อลิตรท่ีเวลา 48 ชั่วโมง ทัง้นีใ้น

การศึกษางานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับความเป็นพิษเชิงเด่ียวของ imidacloprid และแคดเมียมต่อ

ไส้เดือนน า้จากงานวิจัยต่าง ๆ พบว่า  Gerhardt (2009) รายงานค่า LC50 ท่ี  24 ชั่วโมงของ 

imidacloprid ต่อไส้เดือนน า้ไว้ท่ี 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร และรายงานค่า LC50 ท่ี 24 ชั่วโมงของ

แคดเมียมต่อไส้เดือนน า้ไว้ท่ี 4.9 มิลลิกรัมตอ่ลิตร งานวิจัยของ Bouché et al. (2000) รายงานค่า 

LC50 ท่ี 96 ชัว่โมงของแคดเมียมตอ่ไส้เดือนน า้ไว้ท่ี 0.03 มิลลกิรัมตอ่ลติร ทัง้นีจ้ากการเปรียบเทียบ

ข้อมูลท่ีมีการรายงานเก่ียวกับการทดสอบความเป็นพิษในสิ่งมีชีวิตจะพบความแตกต่างของผล

การทดลองในแตล่ะงานวิจัย อนัเกิดจากปัจจยัจากสตัว์ทดลอง เช่น แหลง่ท่ีมา และความแข็งแรง

ของสตัว์ท่ีใช้ทดลอง (Maestre, Martinez-Madrid, & Rodriguez, 2009) ซึ่งปัจจัยเหล่านีข้ึน้อยู่

กับสภาพแวดล้อมท่ีสิ่งมีชีวิตอาศยัอยู่ซึ่งแตกต่างกันในแต่ละภูมิประเทศ ทัง้นีส้ิ่งมีชีวิตทุกชนิดมี

ความสามารถในการปรับตวัให้เหมาะสมตอ่สภาพแวดล้อมท่ีอาศยัโดยการเปลีย่นแปลงพฤติกรรม

หรือสรีระวิทยาบางประการเพื่อให้สามารถด ารงชีวิตอยู่ในสิง่แวดล้อมนัน้ได้เป็นปกติ (Gerhardt, 

2009) ดงันัน้จึงเป็นไปได้ท่ีการทดสอบความเป็นพิษของสารชนิดเดียวกันอาจจะให้ผลการทดลอง

ท่ีแตกตา่งกนัจากปัจจยัท่ีกลา่วไปข้างต้น และการทดสอบความเป็นพิษของสารพิษแตล่ะชนิดควร

ท าการทดลองในสภาพแวดล้อมท่ีใกล้เคียงกบัสภาพแวดล้อมท่ีเกิดการปนเปือ้นจริงในแต่ละพืน้ท่ี

เพื่อให้ได้ผลการทดลองท่ีถูกต้องมากท่ีสุด (Lobo, Méndez-Fernández, Martínez-Madrid, 

Daam, & Espíndola, 2016) ในการทดสอบความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid กับแคดเมียมต่อ

ไส้เดือนน า้พบวา่ท่ีเวลา 24 ชั่วโมงมีค่า LC50 อยู่ท่ี 0.34 (0.244 – 0.440) มิลลิกรัมตอ่ลิตร ท่ีเวลา 

48 ชั่วโมงมีค่า LC50 อยู่ท่ี 0.018 (0.012 – 0.023) มิลลิกรัมต่อลิตร จากนัน้ท าการประเมินค่า

กิจกรรมทางชีววิทยาโดยวิธีการของ Marking (1977) พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.041 ค านวณดัชนี

สง่เสริมการท างานมีค่าเท่ากับ 23.285 ซึ่งแปลผลตามเกณฑ์ของ Y. Wang et al. (2018) ได้ว่า

ความสมัพนัธ์ของสารเคมีสองชนิดเป็นผลการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิกนั จากการศึกษากลไกการ

ออกฤทธ์ิของ imidacloprid ท าให้ทราบว่า imidacloprid สามารถในการจับกับ  nicotinic 

acetylcholine receptor (nAChRs) ในระบบประสาทของสิง่มีชีวิต อันท าให้เกิดความเป็นพิษต่อ
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สิ่ ง มี ชี วิ ต ท่ี ไ ด้ รั บ ส า ร ช นิ ด นี ้เ ข้ า ไป  (Beauvais et al. , 1999; Kallander et al. , 1997; 

Rakotondravelo et al., 2006) ซึง่กลไกนีมี้ความคล้ายคลงึกบัความสามารถของแคดเมียมในการ

จับกับเอนไซม์หรือโปรตีนตัวรับในร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้โดย  Bouché et al. (2000) และ 

Uwizeyimana et al. (2017) คาดว่าแคดเมียมสามารถเข้าจับกับ nAChRs ได้ในต าแหน่งของ 

Cys-loop ท่ีบริเวณ extracellular domain ดงันัน้จึงเห็นได้วา่ สารเคมีทัง้สองชนิดนีมี้เป้าหมายใน

การท าให้เกิดความเป็นพิษท่ีต าแหน่งเดียวกันของสิ่งมีชีวิต อันเป็นสาเหตุท่ีท าให้ผลการประเมิน

ความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid กบัแคดเมียมแสดงความสมัพนัธ์ของสารเคมีสองชนิดเป็นผล

การออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิกัน แม้ว่างานวิจัยครัง้นีจ้ะเป็นงานวิจัยแรกท่ีท าการศึกษาความเป็น

พิษร่วมของ imidacloprid และแคดเมียมต่อไส้เดือนน า้แต่จากการศึกษางานวิจัยความเป็นพิษ

ร่วมของ imidacloprid กบัสารก าจดัแมลงชนิดอ่ืน ๆ พบวา่ imidacloprid มีแนวโน้มท่ีจะสง่เสริม

ให้เกิดความเป็นพิษร่วมในลกัษณะของความเป็นพิษแบบเสริมฤทธ์ิซึ่ง Cang et al. (2017) ได้

ท าการศึกษาความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และสารก าจัดแมลงอีก 3 ชนิดในไส้เดือนดิน 

(Eisenia fetida) พบ ว่าสารผสม ระหว่า ง  imidacloprid-phoxim-lambda-cyhalothrin และ 

imidacloprid-phoxim-chlorpyrifos-lambda-cyhalothrin แสดงความสัมพันธ์แบบเสริมฤทธ์ิ 

ด้านการตรวจสอบพยาธิสภาพท่ีเกิดขึน้ในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับ imidacloprid และแคดเมียมแสดงให้

เห็นถึงการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพเนือ้เยื่อในบริเวณทางเดินอาหารและบริเวณเนือ้เยื่อชัน้ผิว

อย่างชัดเจน โดยบริเวณเนือ้เยื่อชัน้ผิวปรากฏลักษณะของ epidermal cell degeneration, 

hyperplasia of epidermal cells และ irregular surface of epidermis สว่นพยาธิสภาพท่ีปรากฏ

ในบ ริ เวณ ท า ง เดิ น อ าหา รไ ด้ แ ก่  gut cell degeneration, hyperplasia of gut cells แล ะ 

overexpression of chloragosome ซึ่งพยาธิสภาพเหล่านีป้รากฏชัดเจนแม้ในความเข้มข้นท่ีต ่า

ท่ีสุดของการทดลอง ทัง้นีจ้ากการศึกษาของ K. Wang et al. (2015) ได้รายงานว่าไส้เดือนดิน 

(Eisenia fetida) ท่ีได้รับ imidacloprid ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมเป็นเวลา 14 วัน 

ปรากฏลักษณะของพยาธิสภาพเนือ้ เยื่อชัน้ ผิวได้แก่  irregular surface of epidermis และ 

epidermal cell degeneration พยาธิสภาพสว่นทางเดินอาหารได้แก่ gut cell degeneration และ

จากการศึกษางานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับความเป็นพิษของโลหะหนกัต่อไส้เดือนน า้จากรายงานของ 

Thompson, Brown, Chapman, and Brinkhurst ( 1982)  แ ล ะ  Chapman and Brinkhurst 

(1984) ท่ีท าการศกึษาความเป็นพิษของแคดเมียมตอ่ T. tubifex พบวา่ความเข้มข้นของแคดเมียม
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ในระดับท่ีไม่ท าให้ถึงตายมีผลท าให้เกิดพยาธิสภาพในบริเวณผนงัล าตวัและทางเดินอาหารของ

ไส้เดือนน า้ ได้แก่ การฉีกออกของผนงัล าตวั (rupturing of the body wall) และการสลายของเยื่อ

บุทางเดินอาหาร (degeneration of the digestive epithelium) นอกจากนีย้งัมีรายงานความเป็น

พิษของโลหะหนักต่อสิ่งมีชีวิตในกลุ่มไส้เดือน (annelid) ท่ีอาศยัในบริเวณท่ีมีการปนเปือ้นของ

โลหะหนักจากโรงงานอุตสาหกรรม (Morgan & Morgan, 1990) พบว่า แคดเมียม ทองแดง 

สงักะสี ตะกั่ว และแคลเซียม มีความเป็นพิษต่อเนือ้เยื่อของไส้เดือนดิน (Lumbricus rubellus) 

โดยเฉพาะเนือ้เยื่อส่วนของทางเดินอาหารซึ่งปรากฏลกัษณะของ gut cell degeneration และ 

hyperplasia of gut cells เช่นเดียวกับการทดลองในครัง้นี  ้ดังนัน้จะเห็นได้ว่าการปนเปือ้นของ 

imidacloprid และแคดเมียมมีความเป็นพิษในระดบัเซลล์ต่อสิ่งมีชีวิต โดยจากการรายงานของ 

(Martínez et al., 2019) ท่ีได้ศึกษาความเป็นพิษระดบัเซลล์ของ imidacloprid ต่อแมลงปีกแข็ง 

(Podisus nigrispinus) พบว่า imidacloprid เป็นสารเคมีท่ีส่งผลให้เกิดการเพิ่มขึน้ของโปรตีน 

caspase-3 ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีท าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ในทางเดินอาหารของ

แมลงชนิดนีห้ลงัจากได้รับ imidacloprid ท่ีความเข้มข้น 6.27 มิลลกิรัมต่อลติรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ด้านความเป็นพิษของแคดเมียมต่อเซลล์พบวา่ แคดเมียมเป็นโลหะหนกัท่ีท าให้เกิดการเพิ่มขึน้ของ

สารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ โดยยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ในระบบก าจดัสารอนมุูลอิสระ เช่น 

superoxide dismutase, catalase และ glutathione รวมทั ง้ยับยั ง้การท างานของโป รตีน 

metallothionin ท่ีท าหน้าท่ีส าคญัในการก าจดัโลหะหนกัภายในเซลล์ ซึ่งกระบวนการเหลา่นีท้ าให้

เกิดความเครียดจากสารอนุมูลอิสระท่ีเพิ่มมากขึน้และกระตุ้ นให้เกิดการตายของเซลล์แบบ 

apoptosis เช่นเดียวกบั imidacloprid (Henkler, Brinkmann, & Luch, 2010) นอกจากการสลาย

ของเนือ้เยื่อชัน้ผิวและเนือ้เยื่อทางเดินอาหารแล้ว ลกัษณะทางพยาธิสภาพอีกประการท่ีปรากฏให้

อยา่งชดัเจนในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับสารพิษคือ การเพิ่มขึน้ของ chloragocyte ซึง่เป็นเซลล์ท่ีท าหน้าท่ี

ในกระบวนการก าจดัสารพิษโดยเฉพาะอย่างยิ่งสารพิษจากโลหะหนกั (Klerks & Bartholomew, 

1991) ซึ่งจากการรายงานของ Cancio, Ap Gwynn, Ireland, and Cajaraville (1995) ได้อธิบาย

ถึงความส าคญัของ chloragocyte ไว้วา่ เซลล์ชนิดนีจ้ะท าหน้าท่ีเก็บสะสมและควบคุมโลหะหนกั

ให้อยู่ในรูปของแกรนูลก่อนท่ีจะขับออกจากร่างกายของสิ่งมี ชีวิต ดังนัน้การเพิ่มขึน้ของ 

chloragocyte จึงเป็นดชันีท่ีชีใ้ห้เห็นวา่ไส้เดือนน า้ได้รับสารพิษเข้าสูร่่างกายมากขึน้ นอกจากนีเ้ม่ือ

ท าการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันเชิงเด่ียวและความเป็นพิษร่วมของ imidacloprid และ
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แคดเมียมต่อการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีระดับ 0.2 และ 0.8 เท่า

ของค่า LC50 พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ imidacloprid และแคดเมียมมากขึน้ กิจกรรมของ

เอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมากขึน้โดยท่ีระดับความเข้มข้นเท่ากับ 0.8 เท่าของค่า LC50 

กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสมีค่ามากกว่าชุดควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี 

0.05 ในทุกชุดการทดลอง ดงันัน้การเพิ่มขึน้ของกิจกรรมของเอนไซม์นัน้มีความสอดคล้องกับกลไก

การออกฤทธ์ิของ imidacloprid และแคดเมียมท่ีสง่ผลต่อโปรตีนตวัรับ nAChRs โดย imidacloprid 

จะเข้าจับกับ nAChRs บริเวณจ าเพาะของสารสื่อประสาทอะซิทิลโคลีน (Beauvais et al., 1999; 

Kallander et al. , 1997; Rakotondravelo et al. , 2006)  ส่ ว น แ ค ด เมี ย ม จ ะ เ ข้ า จั บ กั บ 

extracellular domain ของ nAChRs (Uwizeyimana et al., 2017) ท าให้โปรตีนตัวรับเกิดการ

เปลีย่นแปลงรูปร่างไปซึ่งทัง้สองกลไกนีจ้ะสง่ผลให้สารสื่อประสาทอะซิทิลโคลีนไม่สามารถจับกับ 

nAChRs ได้ สง่ผลให้เกิดการคงค้างของสารสื่อประสาทอะซิทิลโคลีนในร่องประสานประสาทและ

มีผลต่อการเพิ่มขึน้ของกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสเน่ืองจากเอนไซม์ชนิดนีท้ า

หน้าท่ีในการก าจดัสารสือ่ประสาทอะซิทิลโคลนีท่ีคงค้างในร่องประสานประสาท ทัง้นีค้วามเป็นพิษ

ของ imidacloprid และแคดเมียมต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสจากการวิจัยนี ้

ยงัสอดคล้องกับงานวิจัยของ Bainy et al. (2006) ท่ีท าการศึกษาความเป็นพิษของแคดเมียมต่อ

หอยแมลงภู่ (Perna perna) พบว่าท่ีหอยแมลงภู่ ท่ีได้รับแคดเมียมเป็นเวลา 72 ชั่วโมงมีค่า

กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสมากกวา่ชุดควบคมุอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี 0.05 

นอกจากนี ้Boily, Sarrasin, DeBlois, Aras, and Chagnon (2013) ได้รายงานผลการทดสอบผล

ของ imidacloprid ต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสทัง้รูปแบบการทดลองใน

ห้องปฏิบติัการและการทดสอบในพืน้ท่ีจริงพบว่า imidacloprid มีผลท าให้กิจกรรมของเอนไซม์อะ

ซิทิลโคลีนเอสเทอเรสในผึง้(Apis mellifera) เพิ่มมากขึน้ แต่อย่างไรก็ตามผลของ imidacloprid 

ตอ่กิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอสเทอเรสในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดนัน้มีความแตกตา่งกนัโดย 

Malev, Klobučar, Fabbretti, and Trebše (2012) ท าการศึกษ าในแมลงน า้  (Gammarus 

fossarum) และ Capowiez, Rault, Mazzia, and Belzunces (2003) ท าการศกึษาในไส้เดือนดิน 

(Aporrectodea nocturna) พบวา่ imidacloprid ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะซิทิลโคลนีเอส

เทอเรสในสิ่งมีชีวิตทัง้สองชนิดนี ้แต่การศึกษาในตัวอ่อนของริน้น า้จืด  (Chironomus riparius) 

พบว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ imidacloprid มากขึน้กิจกรรมของเอนไซม์ชนิดนีจ้ะลดลง  
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ดังนัน้ผู้ วิจัยหลานท่านจึงตัง้ข้อสังเกตว่าผลของ imidacloprid ต่อสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดนัน้เป็น

ลักษณะท่ีจ า เพาะของสิ่ งมี ชีวิต  (species-specific feature) (Azevedo-Pereira, Lemos, & 

Soares, 2011; Boily et al. , 2013; Capowiez et al. , 2003; Malev et al. , 2012; Radwan & 

Mohamed, 2013) ด้านการทดสอบระดบัการสะสมแคดเมียมในไส้เดือนน า้ท่ีได้รับแคดเมียม และ

สารผสมระหว่างแคดเมียมกับ imidacloprid ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเพิ่มขึน้ของความ

เข้มข้นและระยะเวลาท่ีได้รับแคดเมียม ท าให้เกิดการตกค้างของแคดเมียมในเนือ้เยื่อไส้เดือนน า้

มากขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ท่ี 0.05 นอกจากนีก้ารปนเปื ้อนของ imidacloprid ร่วมกับ

แคดเมียมยังสง่ผลให้เกิดการสะสมแคดเมียมมากขึน้อีกด้วย ซึ่งผลการทดลองครัง้นีส้อดคล้องกับ

งานวิจัยของ Back (1990) ท่ีได้ศึกษาการตกค้างของโลหะหนักในไส้เดือนน า้และรายงานผลไว้ว่า 

เม่ือเพิ่มความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีได้รับแคดเมียมมากขึน้จะท าให้เกิดการตกค้างของแคดเมียม

มากขึน้ และแคดเมียมยงัเป็นโลหะหนกัท่ีสามารถแทรกซึมผ่านเนือ้เยื่อชัน้ผิวหนงัของไส้เดือนน า้ (T. 

tubifex) ได้ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับตะกั่วและสังกะสี นอกจากนีง้านวิจัยของ Yanhua Wang, Chen 

Chen, Yongzhong Qian, Xueping Zhao, and Qiang Wang (2015) ได้รายงานผลความสัมพันธ์

ของสารผสมแบบเพ่ิมฤทธ์ิและเสริมฤทธ์ิระหว่าง imidacloprid แคดเมียม และ Atrazine ต่อ

ไส้เดือนดิน (E. fetida) อีกด้วย 

การศกึษาผลกระทบของ imidacloprid และแคดเมียมในไส้เดือนน า้ในงานวิจยันีแ้สดงให้

เห็นถึงความเป็นพิษท่ีมากขึน้ต่อสิ่งมีชีวิตเม่ือได้รับสารผสมทัง้สองชนิดนี ้พร้อมกัน ทัง้ในระดับ

ความเป็นพิษท่ีท าให้สตัว์ทดลองตาย (lethal effect) และความเป็นพิษท่ีไม่ท าให้สตัว์ทดลองตาย 

(sub-lethal effect) อันได้แก่ ผลต่อพยาธิสภาพเนือ้เยื่อ ผลต่อการท างานของเอนไซม์ และผลต่อ

การสะสมโลหะหนัก ดังนัน้ผลท่ีได้จากการทดลองนีจ้ึงสามารถใช้ยืนยันถึงความส าคัญของ 

การประเมินความเป็นพิษร่วมของสารเคมีท่ีสามารถพบได้ในแหลง่น า้ธรรมชาติ และเป็นแนวทาง

ในการวิจยัความเป็นพิษร่วมของสารเคมีชนิดอ่ืน ๆ ตอ่สิง่มีชีวิตในระบบนิเวศตอ่ไป 
 

ข้อเสนอแนะ 
1. ในการศกึษาครัง้นีผู้้ วิจยัท าการทดลองในระดบัห้องปฏิบติัการเท่านัน้ ควรน าผลการ

ทดลองครัง้นีไ้ปท าการทดลองในระดบัพืน้ท่ีการเกษตรจ าลองตอ่ไป 
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2. ควรท าการศึกษาความเป็นพิษร่วมของสารเคมีชนิดตา่ง ๆ ท่ีพบการปนเปือ้นในระบบ
นิเวศจริงเพื่อประเมินความสมัพนัธ์ระหว่างสารเคมีแต่ละชนิดท่ีอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษร่วม
แบบเสริมฤทธ์ิหรือเพ่ิมฤทธ์ิ 

3. ควรท าการศึกษาความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ เพื่อศึกษาผลกระทบท่ีอาจจะ
เกิดขึน้จากระดบัการกินอาหารท่ีแตกตา่งกนัของสิง่มีชีวิตแตล่ะชนิด 
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