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บทคัดย่อ 
การพฒันาเทคนิคดอทบลอท (Dot blot) เพื่อตรวจสอบไวเทลโลเจนิน ในปลากะพงขาวเพื่อใช้เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพ

ของการรับสมัผัสสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อ  (Endocrine disrupting chemicals; EDCs) ในสิ่งแวดล้อม  พบว่า
เทคนิคดอทบลอทโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะตอ่ไวเทลโลเจนินของปลากะพงขาว (MAb sea bass VTG F3-23) 
ตรวจวดัระดบัไวเทลโลเจนินได้ในระดบั 7.8 นาโนกรัม ซึง่เป็นระดบัท่ีสามารถน าไปใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติ
ได้ การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของ MAb sea bass VTG F3-23 กบัปลาเก๋าปะการัง และปลานิล ด้วยเทคนิคดอทบลอท พบวา่ 
MAb sea bass VTG F3-23 สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในพลาสมาปลาทัง้สองชนิดที่ได้รับฮอร์โมน 17β- 
เอสตราไดออล โดยไมท่ าปฏิกิริยากบัพลาสมาจากปลากลุม่ควบคมุ  เมื่อน ามาตรวจสอบไวเทลโลเจนินในตวัอยา่งปลา 6 ชนิด 
(ปลานิล ปลาหมอเทศ ปลาช่อน ปลากระดี่ ปลาหมอ และปลาตะเพียน) จากแหลง่น า้ธรรมชาติในพืน้ที่อตุสาหกรรม ชุมชน 
และเกษตรกรรม พบผลบวกของปฏิกิริยาในพลาสมาปลาเพศผู้จากแหลง่อตุสาหกรรมและเกษตรกรรม (33.33% และ 11.11% 
ตามล าดบั)  แสดงถึงมีการปนเปือ้นของสารรบกวนการท างานของตอ่มไร้ทอ่ในแหลง่น า้ ดงันัน้เทคนิคดอทบลอทท่ีพฒันาขึน้นี ้
สามารถน าไปตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติ เพื่อเป็นแนวทางบ่งบอกถึงการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของ
ตอ่มไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อมทางน า้ได้   
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Abstract 
 Development of a dot blot technique for detection of vitellogenin in sea bass (Lates calcarifer) for using as 
a biomarker of endocrine disrupting chemicals (EDCs) exposure to the environment. Dot blot technique by using a 
specific monoclonal antibody to vitellogenin of sea bass (MAb-sea bass VTG F3-23) can be measured vitellogenin 
levels at 7.8 ng. It can be used to monitor vitellogenin in natural fish. Cross-reactivity testing of MAb-sea bass VTG 
F3-23 has shown the reactivity to vitellogenin from Coral grouper and Nile tilapia that were induced by injection with 
17β-estradiol without cross-reactivity to control fish. The assessment of vitellogenin in 6 fish species (nile tilapia, 
three spotted tilapia, striped snake-head, moonbeam gourami, climbing perch, and silver barbs) from industrial, 
residential and agriculture area reveals that, the highest induction of VTG in male fishes were found from the 
industrial and agriculture area respectively (33.33% and 11.11%). These data suggest that EDCs were present in 
aquatic environment and vitellogenin detection using dot blot technique could be validated for a biomarker of EDCs 
in aquatic environment.   
 

Keywords :  vitellogenin, sea bass, biomarker, dot blot, endocrine disrupting chemicals 

 
บทน า  

การปนเปื้อนสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อ (Endocrine disrupting chemicals : EDCs)  ในแหล่งน า้   
ถือเป็นปัญหาสิง่แวดล้อมที่หลายประเทศให้ความสนใจ ในการตรวจสอบปริมาณของสารปนเปือ้นและศกึษาถึงผลกระทบของ
สารที่มีต่อสิ่งมีชีวิตในแหล่งน า้ (An et al., 2007; Duong et al., 2010; Yamamoto et al., 2017)  เนื่องจากการสัมผัสสาร
รบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อจะมีผลต่อการท างานของฮอร์โมนต่าง ๆ ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต โดยสารเหล่านีส้ามารถ
เลียนแบบการท างานของฮอร์โมนเอสโตรเจนในร่างกาย สารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อพบได้ในสารเคมีต่าง ๆ  
ที่ใช้ในชีวิตประจ าวัน เช่น สารซักฟอก สีทาบ้าน สีย้อมผ้า สารปราบศัตรูพืช รวมทัง้พบปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์พลาสติก 
เคร่ืองส าอาง และอุปกรณ์อิเลคทรอนิกส์ต่าง ๆ (Combalbert & Hernandez-Raquet, 2010) และหากสารเหล่านีล้งสู่
สิ่งแวดล้อมผ่านทางน า้ทิง้จากบ้านเรือน ระบบบ าบดัน า้เสีย อตุสาหกรรม หรือแหลง่น า้ผิวดินจากพืน้ที่เกษตรกรรม จะท าให้
เกิดการปนเปือ้นในสิง่แวดล้อมทางน า้ เป็นผลให้สตัว์น า้ได้รับผลกระทบจากสารเหลา่นีโ้ดยตรง (Nanthanawat, 2015) 

เมื่อสตัว์น า้ได้รับสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อจะส่งผลกระทบต่อการท างานของฮอร์โมนและระบบอื่น ๆ  
ที่เก่ียวข้อง เช่น การสืบพันธุ์  พฤติกรรม ภูมิคุ้ มกัน การเจริญเติบโต และพัฒนาการ (Lomax et al., 1998; Combalbert & 
Hernandez-Raquet, 2010) นอกจากนีก้ารสัมผัสสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในสัตว์เพศผู้ หรือสัตว์วัยอ่อน  
ยังท าให้เกิดการสังเคราะห์ไวเทลโลเจนิน (Vitellogenin) ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบเฉพาะในสัตว์มีกระดูกสันหลังเพศเมีย 
ที่ออกลกูเป็นไข่ โดยจะพฒันาไปเป็นโยล์คโปรตีนซึ่งเป็นอาหารส าหรับตวัอ่อนต่อไป ผลกระทบจากการที่สตัว์เพศผู้หรือสตัว์  
วยัออ่นสร้างไวเทลโลเจนิน อาจท าให้เกิดการเปลีย่นเพศของสตัว์น า้ สง่ผลให้อตัราสว่นประชากรเพศเมียตอ่เพศผู้ เปลีย่นแปลง 
และอาจมีผลกระทบต่อการควบคุมวงจรสืบพนัธุ์ของสตัว์น า้ เช่น หากปลาเพศเมียได้รับสารในช่วงปลายของวงจรสืบพนัธุ์  
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จะมีผลในการยบัยัง้การตกไขแ่ละวางไข ่ซึง่กระทบตอ่ประสทิธิภาพในการสบืพนัธุ์ รวมทัง้อาจมีผลตอ่จ านวนประชากรสตัว์น า้
ในอนาคตได้ (Nanthanawat, 2015; Yamamoto et al., 2017) 

การศึกษาผลกระทบของสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในแหลง่น า้  จึงได้น าไวเทลโลเจนินที่พบในสตัว์เพศผู้
หรือสัตว์วัยอ่อน มาใช้เป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพ ซึ่งเทคนิคทางแอนติบอดีสามารถตรวจสอบไวเทลโลเจนินได้ทัง้ในเชิง                
ปริมาณและเชิงคณุภาพ (Nanthanawat, 2015) อย่างไรก็ตามการตรวจสอบในสิ่งแวดล้อมซึง่มีตวัอยา่งที่ต้องตรวจวิเคราะห์
จ านวนมาก จ าเป็นต้องพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่มีความสะดวก ขัน้ตอนไม่ซบัซ้อน ค่าใช้จ่ายน้อย และมีความแมน่ย าสงู 
เพื่อให้ได้ผลการตรวจสอบที่ถกูต้องและเป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการตรวจสอบการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ทอ่ 
ในแหลง่น า้ 

เทคนิคดอทบลอทเป็นเทคนิคทางแอนติบอดีแบบหนึ่ง การตรวจวิเคราะห์ใช้หลกัการของแอนติบอดีและแอนติเจน  
ที่จ าเพาะต่อกนัท าปฏิกิริยาบนแผ่นเมมเบรน เมื่อเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์มาจับกบัแอนติเจน หรือแอนติบอดี 
ที่ จ า เพาะต่อแอนติ เจนที่สนใจ แล้วน ามาเติมสับสเตรทที่ จ า เพาะกับเอนไซม์นัน้ ก็จะสามารถตรวจสอบผล 
เชิงคุณภาพได้ด้วยการสงัเกตจุดสีน า้ตาลเทาบนเมมเบรน โดยอาจเปรียบเทียบกบัตวัควบคมุผลบวกและลบเพื่อเพิ่มความ
แม่นย า ซึ่งเทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบตวัอย่างจ านวนมากได้ในเวลาอนัรวดเร็ว มีความแม่นย าสงู สามารถวิเคราะห์ได้ใน
ระดับนาโนกรัม ค่าใช้จ่ายน้อย และขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก จึงมีการน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจสอบทัง้ในเชิงสิ่งแวดล้อม 
การเกษตร หรือทางการแพทย์อย่างกว้างขวาง (Peter et al., 2001; Rupprecht et al., 2010; Bastos et al., 2018) ดังนัน้
เทคนิคดอทบลอทจึงถือเป็นทางเลือกหนึ่งที่มีความน่าสนใจในการน ามาพฒันาเพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนสารรบกวนการ
ท างานของตอ่มไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อม 

การศกึษาครัง้นีจ้ึงได้พฒันาเทคนิคทางแอนติบอดีแบบดอทบลอทเพื่อตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาวและ
ปลาชนิดอื่น ๆ  ในสิ่งแวดล้อม ส าหรับตรวจสอบการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในแหลง่น า้ เพื่อเป็นการเฝ้า
ระวงัผลกระทบที่อาจมีตอ่ความสมดลุและยัง่ยืนของระบบนิเวศแหลง่น า้ตอ่ไป  
 
วิธีด าเนินการวิจัย  

การพัฒนาเทคนิคดอทบลอท 
น าไวเทลโลเจนินบริสทุธ์ิที่ได้จากงานวิจยัของ Ritphoe et al. (2015) มาเจือจางด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์

ซาไลน์ (0.15 M phosphate buffer saline pH 7.4; PBS) ใ ห้มีความเข้มข้นต่าง ๆ กัน จ านวน 9 ระดับความเข้มข้น  
คื อ 1, 0. 5, 0. 25, 0. 125, 0. 0625, 0. 0312, 0. 0156,  0. 0078, แ ล ะ  0. 0039 ไ ม โ ค ร ก รั ม ต่ อ ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  ห ย ด 
ไวเทลโลเจนินบริสทุธ์ิลงบนไนโตรเซลลโูลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane) โดยหยดความเข้มข้นละ 2 จดุ เพื่อเป็นการ
ท าซ า้ (replicate) หยดพลาสมาปลากะพงขาววยัออ่นที่ไม่ได้รับฮอร์โมนส าหรับเป็นตวัควบคมุผลลบ (negative control) และ 
พลาสมาปลากะพงขาวที่ได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจน (17β-estradiol; 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น า้หนกัปลา) ปริมาณโปรตีน 30 
ไมโครกรัม ส าหรับเป็นตวัควบคมุบวก (positive control) จากนัน้แช่แผ่นเมมเบรนในสารละลายนมพร่องมนัเนย 5% ใน PBS 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลาย 0.1% tween-20 ใน PBS เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ น าแผ่น 
เมมเบรนออกแช่ในสารละลายแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว  (MAb-sea bass VTG F3-23) ที่ได้
จากงานวิจัยของ Nanthanawat et al. (2016) ที่การเจือจางของแอนติบอดีระดับต่าง ๆ คือ 1:100, 1:1,000, 1:5,000, 
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1:10,000 และ 1:50,000 เป็นเวลาข้ามคืน เมื่อครบเวลาน าแผ่นเมมเบรนออกล้างด้วยสารละลาย 0.1% tween-20 ใน PBS 
เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ จากนัน้น าไนโตรเซลลโูลสเมมเบรนไปแช่ในแอนติบอดีตวัที่สองซึง่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (GAM 
IgG-HRP, 1:3,000) ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลาย 0.1% tween 20 ใน PBS เป็นเวลา  
5 นาที จ านวน 3 ครัง้ จึงน าเมมเบรนมาท าให้เกิดสขีองปฏิกิริยาในสารละลายสบัสเตรท (ไดอะมิโนเบนซิดีน 0.03%, ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ 0.03%, โคบอลต์คลอไรด์ 0.05% ใน PBS) และบันทึกผลการท าปฏิกิริยาของแอนติบอดีกับไวเทลโลเจนิน 
บริสทุธ์ิท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถสงัเกตผลของปฏิกิริยาสนี า้ตาลเทาได้ชดัเจน 

 
 การทดสอบปฏกิิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดต่ีอไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอื่น  
 ทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb-sea bass VTG F3-23) ตอ่ไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอืน่คอื 
ปลาเก๋าปะการัง (Epinephelus corallicola) และปลานิล (Oreochromis niloticus) เปรียบเทียบกบัพลาสมาจากปลากะพง
ขาวด้วยเทคนิคดอทบลอท และเลือกอตัราการเจือจางแอนติบอดีที่เหมาะสมตามวิธีการข้างต้น โดยใช้พลาสมาจากปลาเก๋า
ปะการัง ปลานิลและปลากะพงขาว ชนิดละ 10 ตัว จากปลาที่ถูกชักน าให้สร้างไวเทลโลเจนินด้วยการฉีดฮอร์โมน 
เอสโตรเจน (17β-estradiol; 2 มิลลกิรัมตอ่น า้หนกัตวั 1 กิโลกรัม) จากงานวิจยัของ Prasatkaew et al. (2016)  
 
 การตรวจสอบสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในแหล่งน า้โดยใช้ไวเทลโลเจนินเป็นตัวชีว้ัดทาง
ชีวภาพ 

เก็บตวัอย่างปลาจากแหล่งน า้ธรรมชาติในจังหวดัชลบุรี จากพืน้ที่ที่ตัง้อยู่ในแหล่งที่มีโอกาสได้รับสารรบกวนการ
ท างานของตอ่มไร้ทอ่ ได้แก่ พืน้ท่ีอตุสาหกรรม จากแหลง่น า้บริเวณตอนลา่งของนิคมอตุสาหกรรมเครือสหพฒัน์ อ าเภอศรีราชา 
พืน้ที่เกษตรกรรม จากแหล่งเกษตรกรรม ซึ่งมีการท านา ปลกูผลไม้ และเลีย้งสตัว์ในอ าเภอพนสันิคม และพืน้ที่ชุมชน จาก
บริเวณโรงบ าบัดน า้เสียชุมชนขององค์การบริหารส่วนจังหวัดชลบุรี อ า เภอเมือง มาตรวจสอบการสร้างไวเทลโลเจนิน               
ด้วยเทคนิคดอทบลอท โดยเปรียบเทียบกบัแหลง่อ้างอิงคือ ปลาที่เก็บตวัอย่างจากบริเวณอ่างเก็บน า้บางพระ อ าเภอศรีราชา 
โดยเก็บปลาจ านวน 20 ตวั จากแต่ละพืน้ที่ เก็บเลือดปลาจากบริเวณคอดหางด้วยเข็มฉีดยาขนาด 22G ที่เคลือบด้วยสาร
ป้องกนัการแข็งตวัของเลือด (EDTA) จากนัน้น าเลือดปลาที่ได้มาป่ันเหวี่ยงที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 5,000 รอบ
ต่อนาที เก็บพลาสมาหรือสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่เคลือบด้วยฟีนิลเมทิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ 
(PMSF) น าเก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส หรือน าไปตรวจสอบไวเทลโลเจนินด้วยเทคนิคดอทบลอททนัที 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  

การพัฒนาเทคนิคดอทบลอท 
 การพฒันาเทคนิคดอทบลอทเพื่อใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาว พบวา่สามารถตรวจสอบไวเทลโลเจนิน 

บริสทุธ์ิได้ตัง้แต่ความเข้มข้น 0.0078 ไมโครกรัม (7.8 นาโนกรัม) ขึน้ไป โดยใช้แอนติบอดีเจือจาง 1:10 หรือ  ถ้าใช้แอนติบอดี
เจือจาง 1:1,000 สามารถตรวจสอบได้ตัง้แต่ระดบัไวเทลโลเจนิน 0.0625 ไมโครกรัม (60.25 นาโนกรัม) ดงัภาพที่ 1 ซึ่งระดบั 
ไวเทลโลเจนินที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคดอทบลอทครัง้นี ้สามารถน าไปใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินจากปลาที่พบในสิง่แวดล้อม
เพื่อเป็นตวัชีว้ดัการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในสิ่งแวดล้อมได้ เนื่องจากระดบัไวเทลโลเจนินที่พบในปลา
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ธรรมชาติทัว่ไปมีปริมาณอยูร่ะหวา่ง น้อยกวา่ 0.01 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ถึง มากกวา่ 50 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร (Scott et al., 
2007) และผลการศึกษาปริมาณไวเทลโลเจนินในปลาเทร้าท์ (Salmo trutta) จากแหลง่น า้ธรรมชาติ พบว่ามีค่าระหว่าง 50               
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง มากกว่า 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (Bjerregaard et al., 2008;  Morthorst et al., 2017) 
เช่นเดียวกบัการส ารวจในปลา Geophagus brasiliensis จากแหลง่น า้ธรรมชาติในเมือง Parana ประเทศบราซิล    พบระดบั
ไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้มีปริมาณ ระหว่าง 95 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง 38 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนในปลาเพศเมีย
เทา่กบั 1.3 ถึง 161.6 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร (Yamamoto et al., 2017) ชีใ้ห้เห็นวา่ขีดจ ากดัของวธีิการตรวจที่พฒันาขึน้สามารถ
น าไปใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินเพื่อใช้เป็นตวัชีว้ดัการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของตอ่มไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อมได้ 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

ภาพที่ 1  การตรวจสอบไวเทลโลเจนินบริสทุธ์ิด้วยเทคนิคดอทบลอท โดยใช้ MAb-sea bass VTG F3-23 ที่การ 
เจือจางระดบัตา่ง ๆ ตัง้แต ่1:50 ถึง 1:5,000; ช่อง C  คือ negative control (-) และ positive control (+) 
1-9 คือ ไวเทลโลเจนินบริสทุธ์ิความเข้มข้นตัง้แต ่1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156, 0.0078   
และ  0.0039 ไมโครกรัม ตามล าดบั;           หมายถึง ชว่งของระดบัไวเทลโลเจนินที่สามารถตรวจสอบได้ 

 
การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอื่น 
การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลาเก๋าปะการัง ปลานิล และปลากะพงขาวพบว่าแอนติบอดีสามารถ 

ท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในพลาสมาของทัง้ปลาเก๋าปะการัง ปลานิล และปลากะพงขาวที่ได้รับฮอร์โมน 17β-
estradiol (ภาพที่ 2 ช่อง 3-10) โดยแอนติบอดีไม่ท าปฏิกิริยากบัปลาในกลุม่ควบคมุที่ได้รับตวัท าละลายฮอร์โมน (ไดเมทิลซลั 
ฟอกไซด์; DMSO  ใน PBS (ภาพที่ 2 ช่อง 1, 2) ซึ่งการที่แอนติบอดีสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกบัปลาชนิดอื่นได้นี ้ จึงมีความ
เป็นไปได้ที่จะน าไปใช้ตรวจสอบกับปลาชนิดอื่น ๆ ในแหล่งน า้ธรรมชาติต่อไปได้ เช่นเดียวกับการตรวจสอบไวเทลโลเจนิน           
ในปลาจากแหล่งน า้ธรรมชาติ ของ Yamamoto et al. (2017) ด้วยเทคนิคทางแอนติบอดีแบบอิไลซ่า (ELISA)  และ                          
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เวสเทิร์นบลอท (Western blot) โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินของปลา G. brasiliensis ตรวจสอบ 
ไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอื่น เช่น Astyanax bifasciatus และ Chrenicicla iguassuensis ได้ เนื่องจากความสามารถในการ
ท าปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดี อย่างไรก็ตามการตอบสนองต่อฮอร์โมน 17β- เอสตราไดออล ในปลาแต่ละชนิดมีความ
แตกต่างกนั โดย Prasatkaew et al. (2016) พบว่าหลงัจากได้รับฮอร์โมน 17β- เอสตราไดออล ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
น า้หนกัปลา 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 3 วนั ปริมาณโปรตีนรวมในพลาสมาของปลากะพงขาว ปลาเก๋าและปลานิล มีค่าเท่ากบั 
45.61 ± 8.34,  37.16 ± 2.59, และ 29.01 ± 2.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ในขณะที่กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับฮอร์โมน           
มีปริมาณโปรตีน 27.50 ± 6.26, 34.62 ± 1.32 และ 24.48 ± 2.41 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แสดงให้เห็นว่าฮอร์โมน
เอสโตรเจนซึ่งมีผลโดยตรงต่อการสร้างไวเทลโลเจนิน ท าให้ปริมาณโปรตีนในพลาสมาของปลาแต่ละชนิดเพิ่มขึน้ต่างกัน               
ซึ่งปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึน้มาจากผลของฮอร์โมน 17β- เอสตราไดออลนัน่เอง   เช่นเดียวกบัการทดลองของ Garnayak et al. 
(2013) พบว่าปลา Asian catfish (Clarias batrachus) ที่ได้รับฮอร์โมน 17β- เอสตราไดออล มีปริมาณโปรตีนในพลาสมา       
เป็น 42.06 ± 1.12 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกบัปลากลุ่มควบคมุที่มีปริมาณโปรตีนเท่ากบั 15.80 ± 0.73 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งการตอบสนองต่อฮอร์โมนที่แตกต่างกันนี  ้อาจท าให้ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคดอทบลอทซึ่งเป็นเทคนิคเชิง
คณุภาพ แสดงผลของปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีกบัปริมาณไวเทลโลเจนินท่ีเกิดสนี า้ตาลเทาได้แตกตา่งกนั และหากปริมาณ
ไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลาที่ตรวจสอบมีปริมาณต ่ากว่าระดบัขีดจ ากัดของการวิเคราะห์เมื่อเทียบกบัไวเทลโลเจนิน    
บริสทุธ์ิจากปลากะพงขาว (7.8 นาโนกรัม) ซึง่จบัจ าเพาะกบัแอนติบอดีที่ผลติขึน้โดยตรง ก็อาจตรวจไมพ่บผลของปฏิกิริยาได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2   การตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่ไวเทลโลเจนินในปลาเก๋าปะการัง ปลานิล 

และปลากะพงขาวด้วยเทคนคิดอทบลอท โดยใช้ MAb-sea bass VTG F3-23; ช่อง C  คือ negative 
control (-) และ positive control (+), ช่อง 1-2 คือ พลาสมาปลากลุม่ควบคมุ และช่อง 3-10  

  คือ พลาสมาปลาที่ได้รับฮอร์โมนตวัที่ 1-8 ตามล าดบั; * หมายถงึ การพบผลบวกของปฏิกิริยา 
 

 

 

 

    ปลากะพงขาว 

    C    1   2    3   4    5   6    7    8    9   10 

    ปลานิล 

ปลาเกา๋ปะการัง  
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การตรวจสอบสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในแหล่งน า้โดยใช้ไวเทลโลเจนินเป็นตวัชีว้ดั 
ทางชวีภาพ  

ผลการตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติซึ่งพบปลานิล (Oreochromis niloticus) ขนาด 206.75 ± 24.78 
กรัม ปลาหมอเทศ (O. mossambicus)  ขนาด 63.5 ± 16.87 กรัม ปลาช่อน (Channa striata) ขนาด 506.75 ± 21.33 กรัม 
ปลากระดี่ (Trichogaster microlepis) ขนาด 42.77 ± 4.40 กรัม ปลาหมอ (Anabas testudineus) ขนาด 63.00 ± 13.37 กรัม 
และปลาตะเพียน (Barbonymus gonionotus) ขนาด 55.77 ± 11.15 กรัม จากพืน้ที่อุตสาหกรรม ชุมชน และเกษตรกรรม             
ซึ่งเป็นแหล่งที่มาของสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในสิ่งแวดล้อม เปรียบเทียบกบัแหล่งอ้างอิงคือบริเวณอ่างเก็บน า้
บางพระด้วยเทคนิคดอทบลอท (ภาพที่ 3 และตารางที่ 1) พบว่าปลาในพืน้ที่อตุสาหกรรม มีการสร้างไวเทลโลเจนินมากที่สดุ
คิดเป็น 50.0% โดยพบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้  33.3% จากจ านวนปลาเพศผู้ทัง้หมด (2 ใน 6 ตวั) รองมาคือพืน้ที่
เกษตรกรรม พบ 40.0% เป็นปลาเพศผู้  11.1% (1 ใน 9 ตวั) ส่วนในพืน้ที่ชุมชน และแหล่งอ้างอิงพบการสร้างไวเทลโลเจนิน            
ในปลาธรรมชาติ 10.0% และ 35.0% ตามล าดบั (ตารางที่ 1) โดยในแหลง่อ้างอิงยงัพบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้  
14.29% (1 ใน 7 ตวั) ผลการส ารวจแสดงให้เห็นวา่มีการปนเปือ้นของสารรบกวนการท างานของตอ่มไร้ทอ่ในแหลง่น า้ธรรมชาต ิ
โดยแหลง่อตุสาหกรรมและเกษตรกรรมมีแนวโน้มเป็นท่ีมาของการปนเปือ้นสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อม 
พบว่าทัง้แหลง่ชมุชน การค้า และพืน้ที่อตุสาหกรรม ที่ตัง้อยู่ในเมืองใหญ่เป็นพืน้ท่ีที่มีการปนเปือ้นสารรบกวนการท างาน ของ
ต่อมไร้ท่อ (Jackson & Sutton, 2008)  สอดคล้องกับการส ารวจไวเทลโลเจนินในปลาคาร์พ (Carassius carassius) เพศผู้  
จากแหล่งน า้ธรรมชาติที่อยู่ในบริเวณตอนบนและตอนล่างของโรงบ าบดัน า้เสีย Gaobeidian ซึ่งเป็นโรงบ าบดัน า้เสียขนาด
ใหญ่ที่รับน า้จากอตุสาหกรรมและแหลง่ชมุชนในเมืองปักก่ิง ประเทศจีน พบวา่ปริมาณไวเทลโลเจนินที่พบในปลาที่อยูต่อนลา่ง
ของโรงบ าบดัน า้เสยีซึง่ได้รับน า้ทิง้จากกระบวนการบ าบดัน า้เสยีพบไวเทลโลเจนินสงูสดุ 88.63 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ในขณะที่
ปลาที่อยู่ตอนบนของแม่น า้ก่อนบริเวณพืน้ที่โรงบ าบดัน า้เสีย ตรวจไม่พบไวเทลโลเจนิน (An et al., 2007) แสดงให้เห็นว่า                 
น า้ทิง้จากระบบบ าบดัน า้เสยีเป็นแหลง่ที่มาของสารรบกวนการท างานของระบบตอ่มไร้ทอ่ในสิง่แวดล้อม โดยมีผลชกัน าให้เกิด
การสงัเคราะห์ไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้ได้   
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ภาพที่ 3   การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติด้วยเทคนิคดอทบลอท ในพืน้ท่ีอตุสาหกรรม (A)  ชมุชน (B) 

เกษตรกรรม (C) และพืน้ท่ีอ้างองิ (D);  ช่อง C-a)  คือ negative control (-) และ C-b) positive control (+)  
  ช่อง 1-9  แถว a) คือ พลาสมาปลาตวัที ่1-9; ช่อง 1-9  แถว  b) คือ พลาสมาปลาตวัที ่10-18 และ ช่อง 1-2;  
แถว C) คือ พลาสมาปลาตวัที ่19 และ 20; ช่อง 3-9 : แถว  c) ไมม่ีตวัอยา่ง; * หมายถึง การพบผลบวกของปฏิกิริยา 

 
 
                   ตารางที่ 1  สรุปผลการตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติด้วยเทคนิคดอทบลอท* 

       พืน้ท่ี 
เพศ  

% การพบไวเทลโลเจนิน ผู้ เมีย 

อตุสาหกรรม 
N = 20 

N = 6 N = 14 
รวม  50.00% 
M = 33.33%  
F = 57.14%   

ชมุชน 
N = 20 

N = 8 N = 12 
รวม 10.00% 
M = 0%  
F = 16.67%   

เกษตรกรรม 
N = 20 

N = 9 N = 11 
รวม 40.00% 
M = 11.11%  
F = 63.64%   

แหลง่
ควบคมุ 
N = 20 

N = 7 N = 13 
รวม 35.00% 
M = 14.29%  
F = 46.15%   

                    * จากการตรวจสอบจ านวน 3 ครัง้ 
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สรุปผลการวิจัย  
การพฒันาเทคนิคดอทบลอทเพื่อใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาว พบว่า ระดบัไวเทลโลเจนินต ่าที่สดุ     

ที่สามารถตรวจสอบได้คือ  7.8 นาโนกรัม ซึ่งโดยทัว่ไปปริมาณไวเทลโลเจนินที่พบในธรรมชาติจะอยู่ในระดบันาโนกรัมถึง
ไมโครกรัม จึงสามารถน าไปใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาธรรมชาติ เพื่อใช้เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของสารรบกวนการ
ท างานของตอ่มไร้ทอ่ในสิ่งแวดล้อมได้ อย่างไรก็ตามการตรวจสอบด้วยเทคนิคดอทบลอทซึง่เป็นเทคนิคเชิงคณุภาพอาจให้ผล
เป็นลบหากไวเทลโลเจนินในตวัอยา่งมีปริมาณต ่ากวา่ขีดจ ากดัของวิธีการตรวจสอบ ซึง่ปลาแตล่ะชนิดอาจมีการตอบสนองต่อ
สารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อตา่งกนั สง่ผลต่อระดบัการสร้างไวเทลโลเจนินที่แตกต่างกนั ผลการส ารวจไวเทลโลเจนิน
ในปลาธรรมชาติจากแหล่งอุตสาหกรรม ชุมชน และเกษตรกรรม พบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้ จากแหล่ง
อตุสาหกรรมและเกษตรกรรม แสดงให้เห็นวา่มีการปนเปือ้นของสารรบกวนการท างานของตอ่มไร้ท่อในสิ่งแวดล้อม ซึ่งอาจมี
ที่มาจากการใช้สารเคมีชนิดตา่ง ๆ ในภาคอตุสาหกรรมและเกษตรกรรม  
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