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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศุภสิณ ีผุดผ่อง : การประเมินความเป็นพิษและการขจัดโลหะหนักด้วยโพรโทซัวที่มีขนเซลล์
คัดแยกจากน้้าทิ้งอุตสาหกรรมและโรงบ้าบัดน้้าเสีย  (TOXICITY ASSESSMENT AND 
REMOVAL OF HEAVY METALS BY CILIATED PROTOZOA ISOLATED FROM 
INDUSTRIAL EFFLUENTS AND WASTEWATER TREATMENT PLANTS) อ .ที่ ป รึ กษ า
วิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.ชิดชัย จันทร์ตั้งสี{, 87 หน้า. 

ซิลิเอตเป็นยูแคริโอตเซลล์เดียวที่มีอัตราการสืบพันธุ์สูงและไม่มีผนังเซลล์ ท้าให้สามารถ
ตอบสนองต่อความเป็นพิษของสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมได้อย่างรวดเร็ว  สิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้จึงสามารถ
ใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพของคุณภาพน้้าได้ นอกจากนี้ซิลิเอตยังมีศักยภาพในการก้าจัดโลหะหนัก
ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ โดยการดูดซับและน้าโลหะหนักเข้าไปเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์  
การศึกษาครั้งนี้ท้าการทดสอบความเป็นพิษของสารละลายโลหะหนักทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และ
แคดเมียม ต่อซิลิเอตน้้าจืดที่คัดแยกได้ทั้งหมด 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Bresslauides sp., Paramecium 
multimicronucleatum, Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY) แ ล ะ 
Tetrahymena pyriformis ในห้องปฏิบัติการ จากค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง 
(LC50) โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีโพรบิท พบว่า โลหะหนักที่มีความเป็นพิษต่อซิลิเอตสูงสุด  คือ 
แคดเมียม รองลงมาคือ ทองแดง ตะกั่ว และสังกะสี ตามล้าดับ เมื่อพิจารณาถึงความไวของซิลิเอตต่อ
ความเป็นพิษของโลหะหนัก พบว่า Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อความเป็นพิษของ
ทองแดงมากที่สุด (LC50 = 0.32 mg/l) ในขณะที่ Telotrochidium sp. (RY) มีความไวต่อความเป็น
พิษของตะกั่ว (0.50 mg/l) และสังกะสี (1.25 mg/l) มากที่สุด และ Bresslauides sp. มีความไวต่อ
ความเป็นพิษของแคดเมียม (0.09 mg/l) มากที่สุด ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อท้าการทดสอบศักยภาพของ 
ซิลิเอตในการก้าจัดโลหะหนัก พบว่า ซิลิเอตที่ใช้ศึกษาสามารถก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหาร
เพาะเลี้ยงได้ โดย T. pyriformis สามารถก้าจัดทองแดงได้ 30.04%, P. multimicronucleatum 
ก้าจัดตะกั่วได ้31.17% และ Telotrochidium sp. (RY) ก้าจัดได้ทั้งสังกะสี (53.89%) และแคดเมียม 
(41.88%) แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่จะน้าซิลิเอตเหล่านี้ไปใช้ในการก้าจัดโลหะหนักที่พบ
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมเพ่ือการบ้าบัดทางชีวภาพในอนาคตต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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SUPASINEE PHUDPONG: TOXICITY ASSESSMENT AND REMOVAL OF HEAVY METALS 
BY CILIATED PROTOZOA ISOLATED FROM INDUSTRIAL EFFLUENTS AND 
WASTEWATER TREATMENT PLANTS. ADVISOR: DR.CHITCHAI CHANTANGSI {, 87 pp. 

Ciliates are unicellular eukaryotes with high reproduction rate and no cell wall; 
thus, making them respond quickly to toxicity of chemical contaminants in environments. 
This particular group of microbes can then be used as biological indicators of water qualities. 
In addition, ciliates possess a capability of removing heavy metals through biological 
processes of cellular biosorption and bioaccumulation. This study examined the toxicity of 
soluble compounds of four heavy metals – copper, lead, zinc, and cadmium – to five isolates 
of freshwater ciliates, namely Bresslauides sp., Paramecium multimicronucleatum, 
Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY), and Tetrahymena pyriformis under 
laboratory conditions. Based on the median lethal concentration (LC50) using Probit analysis, 
the result indicated that cadmium was the most toxic to all tested ciliates, followed by 
copper, lead, and zinc, respectively. Considering the ciliates’ sensibilities to the treated 
metals, Telotrochidium sp. (BKK) showed the highest sensitivity to copper (LC50 = 0.32 mg/l) 
while Telotrochidium sp. (RY) demonstrated the greatest susceptibilities to lead (0.50 mg/l) 
and zinc (1.25 mg/l) and Bresslauides sp. exhibited such responsiveness to cadmium (0.09 
mg/l). Furthermore, this study revealed the ability of the examined ciliates to uptake the 
heavy metals from the culture media. The experimented ciliates that showed the highest 
capabilities of removing the metals were T. pyriformis for copper (30.04%), P. 
multimicronucleatum for lead (31.17%), and Telotrochidium sp. (RY) for both zinc (53.89%) 
and cadmium (41.88%), suggesting the feasibility of utilizing these isolated ciliates in 
removing metals found contaminated in environments for future bioremediation purposes. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

กิจกรรมต่าง ๆ ของมนุษย์ทั้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรม เช่น การทิ้งน้้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม หรือการปล่อยสารเคมีที่ใช้ในการเกษตรลงสู่แหล่งน้้าธรรมชาติ ได้ก่อให้เกิดผลกระทบ
ต่อสิ่งแวดล้อม และท้าให้เกิดปัญหามลพิษท้ังทางน้้า ทางอากาศ หรือมลพิษจากขยะของเสียเหลือทิ้ง 
ปัญหาเหล่านี้ได้สร้างผลกระทบทั้งกับมนุษย์เองและสิ่งมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ อันเป็นผลมาจาก
สารพิษต่าง ๆ ที่ปนเปื้อนลงสู่สิ่งแวดล้อม ท้าให้ระบบนิเวศเสื่อมโทรมเกินกว่าที่สิ่งมีชีวิตจะอาศัยอยู่
ได้ อีกทั้งยังเป็นการท้าลายห่วงโซ่อาหารและมีอันตรายกับร่างกายหากน้าน้้านั้นไปใช้เพ่ือการอุปโภค
บริโภค โลหะหนักเป็นหนึ่งในมลพิษที่พบปนเปื้อนมากในแหล่งน้้าและมีความเป็นพิษสูงต่อสิ่งมีชีวิต 
ตัวอย่างปัญหามลพิษทางน้้าครั้งส้าคัญเกิดขึ้นเมื่อมีการปนเปื้อนของโลหะหนักในแหล่งน้้าเมื่อปี พ.ศ. 
2493 ในเขตโทยามา ลุ่มน้้าจินซู ประเทศญี่ปุ่น เนื่องมาจากการท้าเหมืองแร่ ก่อให้เกิดการปนเปื้อน
แคดเมียมในระบบชลประทานและนาข้าวที่เพาะปลูกเพ่ือการบริโภคในบริเวณดังกล่าว เป็นสาเหตุ
ของการเกิดโรคอิไต อิไต (itai-itai) จากการสะสมของแคดเมียมในกระดูก ท้าให้กระดูกผุและมีอาการ
ปวดอย่างรุนแรง (Kasuya et al., 1992) เพ่ือแก้ไขปัญหาการปนเปื้อนของโลหะหนักในแหล่งน้้าได้มี
การพัฒนาวิธีการทางกายภาพเพ่ือก้าจัดโลหะหนักออกจากน้้าเสียขึ้น ตัวอย่างเช่น การตกตะกอน 
(precipitation) การแลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange) และการดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ (activated 
carbon) (Dean, Bosqui, and Lanouette, 1972) แต่วิธีเหล่านี้มีข้อจ้ากัดในเรื่องของเงินทุนและ
ค่าใช้จ่ายจากการท้างานของระบบที่สูงจึงถูกใช้แค่เฉพาะในอุตสาหกรรมที่มีขนาดใหญ่ นอกจากนี้ยังมี
ปัญหาที่เกิดจากตัวระบบบ้าบัดเอง เช่น ตะกอนปริมาณมากที่เกิดจากกระบวนการตกตะกอน 
(Kumar, 2006) ด้ ว ย เ หตุ นี้ จึ ง มี ผู้ ส น ใ จน้ า เ อ า สิ่ ง มี ชี วิ ต ม า ใ ช้ ใ น ก า รบ้ า บั ดท า งชี ว ภ าพ 
(bioremediation) เพ่ือก้าจัดโลหะหนักที่ปนเปื้อนอยู่ในแหล่งน้้า เนื่องจากมีต้นทุนที่ต่้ากว่าวิธีทาง
กายภาพ โดยท้าการศึกษาในสิ่งมีชีวิตจ้าพวกจุลชีพ เช่น รา แบคทีเรีย และโพรโทซัว  (Gadd, 1990; 
Rehman et al., 2005; Yan and Viraraghavan, 2003)  

ซิลิเอตเป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวในกลุ่มโพรโทซัว มีโครงสร้างที่มีลักษณะคล้ายขน เรียกว่า  
ซีเลีย (cilia) ใช้ในการเคลื่อนที่และกินอาหาร สิ่งมีชีวิตกลุ่มนี้มีความหลากหลายของสายพันธุ์สูงและ
พบได้ทั่วไปทั้งในน้้าจืด น้้าเค็ม และในดิน เนื่องจากซิลิเอตเป็นองค์ประกอบที่ส้าคัญของกลุ่มสิ่งมีชีวิต
ที่อาศัยอยู่ในแหล่งน้้า อีกทั้งยังสามารถตอบสนองต่อการปนเปื้อนของมลพิษในสิ่งแวดล้อมได้อย่าง
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รวดเร็ว เพราะมีอัตราการสืบพันธุ์สูงและมีความจ้าเพาะต่อสภาพที่อยู่อาศัย ท้าให้สามารถติดตาม
ผลได้ในระยะเวลาไม่นาน (Madoni, 2005) จึงมีผู้นิยมศึกษาการใช้ซิลิเอตเป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ 
(biological indicator) ของคุณภาพน้้า (Madoni, 1993; Madoni, 2005) อีกทั้งยังพบว่าซิลิเอต
สามารถก้าจัดโลหะหนักในรูปของสารละลายที่ผสมในอาหารเพาะเลี้ยงได้ โดยซิลิเอตจะน้าโลหะหนัก
เก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ (Rehman et al., 2005; Rehman, Shakoori, and Shakoori, 2006) 
อย่างไรก็ตามการศึกษาในปัจจุบันเกี่ยวกับการน้าโพรโทซัวไปใช้ยังมีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบกับ
การศึกษาในราและแบคทีเรีย และด้วยศักยภาพของซิลิเอตที่กล่าวมาข้างต้น ท้าให้ซิลิเอตเป็นอีกหนึ่ง
ตัวเลือกที่สามารถน้าไปใช้ในการทดสอบความเป็นพิษของโลหะหนักและกระบวนการบ้าบัดโลหะ
หนักทางชีวภาพได้ ผู้ด้าเนินโครงการจึงเล็งเห็นความส้าคัญของการศึกษาศักยภาพของโพรโทซัวกลุ่ม
ซิลิเอตซึ่งพบได้ทั่วไปตามแหล่งน้้าธรรมชาติและน้้าเสีย โดยหวังว่าซิลิเอตจะเป็นอีกหนึ่งตัวเลือกที่ดี
เพ่ือน้าไปใช้ในการประเมินความเป็นพิษและกระบวนการบ้าบัดโลหะหนักทางชีวภาพต่อไป 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. คัดแยกซิลิเอตที่มีความทนต่อความเป็นพิษของโลหะทองแดง (copper: Cu) ตะกั่ว 
(lead: Pb) สังกะสี (zinc: Zn) และแคดเมียม (cadmium: Cd) 

2. ทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง ตะกั่ว  สังกะสี และแคดเมียม ที่เติมใน
อาหารเพาะเลี้ยงต่อเซลล์ซิลิเอต 

3. ทดสอบความสามารถของซิลิเอตในการก้าจัดโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และ
แคดเมียม ออกจากอาหารเพาะเลี้ยง 

ขอบเขตการศึกษา 

เก็บตัวอย่างน้้าจากโรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยา กรุงเทพมหานคร บ่อเก็บน้้าหลังการ
บ้าบัดของโรงงานยางพารา จังหวัดระยอง และบ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วจากบริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด 
(มหาชน) จังหวัดระยอง และคัดแยกซิลิเอตจ้านวน 5 สายพันธุ์ (isolate) เพ่ือการทดสอบความเป็น
พิษของโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่เติมในอาหารเพาะเลี้ยงต่อเซลล์ซิลิเอต และ
ทดสอบความสามารถของซิลิเอตในการก้าจัดโลหะข้างต้นออกจากอาหารเพาะเลี้ยง 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบความเป็นพิษของโลหะหนักต่อเซลล์ซิลิเอตและความสามารถของเซลล์ซิลิเอตในการ
ก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยง และน้าศักยภาพดังกล่าวไปใช้ในกระบวนการบ้าบัดโลหะ
หนักทางชีวภาพ 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

ก. ค้าศัพท์หลักที่ปรากฏทั้งในเล่มวิทยานิพนธ์และในหนังสือของราชบัณฑิตยสถาน 
อ้างอิงตามหนังสือศัพท์วิทยาศาสตร์ อังกฤษ-ไทย ไทย-อังกฤษ ฉบับราชบัณฑิตยสถาน 

(2546) 
1. โพรโทซัว (protozoa) หรือสัตว์เซลล์เดียว 
2. ซีเลีย (cilia) 

ข. ค้าศัพท์เฉพาะที่ปรากฏในเล่มวิทยานิพนธ์ 
โดยเป็นค้าศัพท์ที่ไม่ปรากฏข้อมูลในหนังสือศัพท์วิทยาศาสตร์ อังกฤษ-ไทย ไทย-อังกฤษ 

ฉบับราชบัณฑิตยสถาน (2546) และมีการให้ความหมายเบื้องต้นโดยผู้วิจัย 
1. ซิลิเอต (ciliate) คือ สิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวที่มีซีเลีย 
2. ดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ (biological indicator) คือ สิ่งมีชีวิตที่สามารถบ่งชี้สภาวะของ

สิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ได้ เนื่องมาจากความสามารถในการตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของ
สิ่งแวดล้อมท่ีอาศัยอยู่ 

3. การบ้าบัดทางชีวภาพ (bioremediation) คือ การบ้าบัด ฟ้ืนฟูคุณภาพของ
สิ่งแวดล้อมโดยใช้สิ่งมีชีวิต



 

 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ซิลิเอต 

ซิลิเอตเป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวในกลุ่มโพรโทซัว มีขนาดเล็กและไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตา
เปล่า ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้ พบในแหล่งที่อยู่อาศัยที่ชื้นแฉะ ในทะเล ดิน และน้้าจืด ซิลิเอตบางชนิด
สามารถแปรสภาพเป็นซีสต์ (cyst) เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม ซิลิเอตทุกชนิดมีโครงสร้างที่มี
ลักษณะคล้ายขน เรียกว่า ซีเลีย (cilia) ยื่นออกจากเซลล์ ซึ่งอาจมีความยาวสม่้าเสมอหรือมีความยาว
ต่างกันแล้วแต่ต้าแหน่งของซีเลีย ซีเลียท้าหน้าที่เป็นอวัยวะรับสัมผัส รวมถึงใช้ในการเคลื่อนที่และการ
กินอาหาร ซิลิเอตมีนิวเคลียสสองแบบ คือ แมโครนิวเคลียส (macronucleus) ท้าหน้าที่ควบคุมการ
ด้ารงชีวิต และไมโครนิวเคลียส (micronucleus) ท้าหน้าที่ควบคุมกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการ
สืบพันธุ์ การสืบพันธุ์ของซิลิเอตพบได้ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ โดยการสืบพันธุ์แบบอาศัย
เพศที่พบเป็นแบบคอนจูเกชัน (conjugation) แต่โดยส่วนใหญ่ซิลิเอตมักใช้การสืบพันธุ์แบบไม่อาศัย
เพศ เช่น การแบ่งตัวจากหนึ่งเป็นสอง (binary fission) ซึ่งพบในซิลิเอตที่มีการเคลื่อนที่อย่างอิสระ 
หรือการแตกหน่อ (budding) ที่พบในซิลิเอตกลุ่มที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ ตัวอย่างของซิลิเอตที่พบได้
ทั่วไป ได้แก่ พารามีเซียม (ภาพที่ 1) (Lynn, 2008)  

 
ภาพที่ 1 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 
แสดงซิลิเอตในสกุลพารามีเซียม จ้านวน 3 เซลล์ ซึ่งมีซีเลียปกคลุมทั่วทั้งเซลล์ แถบเทียบขนาด 50 
µm 
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โลหะหนัก 

โลหะหนัก หมายถึง โลหะที่มีความหนาแน่นเกินกว่า 5 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร เมื่อเข้าสู่
ร่างกายของสิ่งมีชีวิตและสะสมในระดับหนึ่ง จะท้าให้เกิดความเป็นพิษและส่งผลต่อกลไกในระดับ
เซลล์ โดยอาจท้าให้เซลล์ตายหรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและการท้างานของเซลล์ สร้างความเสียหาย
ต่อโครโมโซมก่อให้เกิดความผิดปกติทางพันธุกรรม อีกทั้งยังก่อให้เกิดมะเร็งได้ (ขนิษฐ พานชูวงศ์, 
2550) โดยโลหะหนักที่พบบ่อย คือ ตะกั่ว สารหนู แคดเมียม สังกะสี ทองแดง ปรอท โครเมียม และ
แมงกานีส นอกจากผลกระทบต่อมนุษย์แล้ว โลหะหนักยังมีพิษต่อสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กและจุลินทรีย์ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในน้้าเสียที่เกิดการปนเปื้อนของโลหะหนักจากโรงงานอุตสาหกรรม (Nriagu and 
Pacyna, 1988) เนื่องจากโลหะหนักไม่สามารถสลายไปได้เองตามกระบวนการทางธรรมชาติ 
บางส่วนจึงตกตะกอนและสะสมอยู่ในดินหรือในน้้า ส่งต่อไปยังสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่มีช่วงชีวิตยาว และ
สุดท้ายจะสะสมอยู่ในห่วงโซ่อาหาร (Hickey, Vanderwielen, and Switzenbaum, 1989; Kong 
et al., 1995)  

โลหะหนักที่พบปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมมากที่สุดชนิดหนึ่ง คือ ตะกั่ว เนื่องจากเป็นโลหะที่ใช้
ในอุตสาหกรรมหลากหลายประเภท เช่น การท้าเหมืองตะกั่ว โรงงานผลิตแบตเตอรี่ โรงงานผลิต
ชิ้นส่วนอิเล็กทรอนิกส์และคอมพิวเตอร์ พิษของตะกั่วท้าให้เกิดการยับยั้งการสร้างฮีโมโกลบิน 
(hemoglobin) ก่อให้เกิดโรคโลหิตจาง (anemia) อีกทั้งยังส่งผลต่อการท้างานของตับ หลอดเลือด
หัวใจ ภาวะเจริญพันธุ์ และท้าให้พัฒนาการทางสมองของเด็กแย่ลง มีอาการหงุดหงิดง่าย กระวน
กระวาย หากมีอาการรุนแรงอาจชัก หมดสติ และเสียชีวิตได้  (Duruibe, Ogwuegbu, and 
Egwurugwu, 2007) ในประเทศไทยส้านักระบาดวิทยารายงานการได้รับพิษจากสารตะกั่วเพ่ิมมาก
ขึ้นโดยเฉพาะในกลุ่มเด็กอายุต่้ากว่า 15 ปี ผ่านการสัมผัสจากสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ หรือการได้รับ
จากการท้างานของบิดามารดาที่รับงานมาท้าท่ีบ้าน เช่น งานเซรามิค การทาสี เป็นต้น 

นอกจากตะกั่วแล้วสังกะสียังเป็นโลหะหนักอีกชนิดหนึ่งที่ท้าให้ผู้ป่วยแสดงอาการใกล้เคียงกับ
อาการที่ เกิดจากพิษของตะกั่ว โดยปกติแล้วสังกะสีเป็นแร่ธาตุที่จ้าเป็นต่อร่างกายโดยเป็น
องค์ประกอบของเอนไซม์ที่กระตุ้นการท้างานของเอนไซม์อีกกว่า 100 ชนิด ช่วยในกระบวนการ
ส่งผ่านกระแสประสาท (neurotransmission) รวมไปถึงการมีส่วนช่วยในด้านพัฒนาการของเด็ก 
โดยทั่วไปพบได้ในอาหาร เช่น ผัก ผลไม้ นม และเนื้อแดง แต่อยู่ในปริมาณที่ไม่เป็นอันตราย อย่างไรก็
ตามร่างกายของมนุษย์ยังมีความต้องการสังกะสีอยู่ในระดับต่้า ดังนั้นหากได้รับสังกะสีมากเกิน
ปริมาณที่ร่างกายต้องการจะท้าให้เป็นพิษได้ ก่อให้เกิดอาการอ่อนเพลีย วิงเวียนศีรษะ ท้องร่วง 
ภูมิคุ้มกันในร่างกายท้างานลดลงและโลหิตจาง (Fosmire, 1990) นอกจากอาการที่กล่าวมาแล้ว 
การศึกษาในหนูทดลองยังพบว่าสังกะสีส่งผลให้เกิดภาวะความดันโลหิตสูง ท้าให้หัวใจท้างานมากขึ้น
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จนเกิดอาการหัวใจโตและท้าให้หนูเจริญเติบโตช้า (Yanagisawa et al., 2004) การใช้ภาชนะเคลือบ
สังกะสีใส่อาหาร เป็นแหล่งที่มาของสังกะสีที่ก่อให้เกิดพิษโดยมักมาจากการน้าภาชนะประเภทนี้ไปใส่
อาหารที่เป็นกรด หรือการใช้สังกะสีในอุตสาหกรรมอาหารกระป๋องท้าให้สังกะสีละลายออกมาปนกับ
อาหาร 

โลหะหนักอีกชนิดที่มีความเป็นพิษสูงแม้ว่าจะได้รับในปริมาณน้อยก็ตาม คือ แคดเมียม ซึ่ง
เป็นโลหะที่ร่างกายไม่ต้องการในการด้ารงชีวิต แต่เป็นผลพลอยได้ (by product) จากการท้าเหมือง
สังกะสี แคดเมียมถูกใช้ในอุตสาหกรรมยาสูบและบุหรี่ อุตสาหกรรมพลาสติกและยาง การผลิต
แบตเตอรี่และเครื่องใช้ไฟฟ้า ศูนย์ข้อมูลพิษวิทยาของประเทศไทยระบุว่า แคดเมียมในปริมาณ
มากกว่า 300 มิลลิกรัมส่งผลถึงแก่ชีวิต และหากได้รับแคดเมียมในปริมาณตั้งแต่ 10 มิลลิกรัมขึ้นไป 
จะก่อให้เกิดอาการพิษอย่างชัดเจน ซึ่งอาจพบได้ตั้งแต่อาการปวดกระดูกสันหลัง แขน ขา หากสะสม
ในร่างกายในปริมาณมากจะก่อให้เกิดมะเร็งและไตท้างานผิดปกติ เป็นสาเหตุของโรคความดันโลหิต
สูง และท้าให้เกิดอาการไตวายได้ โดยส่วนใหญ่โรคท่ีเกิดจากแคดเมียมมักเป็นโรคเรื้อรังที่เกิดจากการ
ได้รับแคดเมียมติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน โดยสามารถแบ่งได้เป็นสองกลุ่มใหญ่  ๆ คือ โรคปอด
เรื้อรังท่ีเกิดจากการอักเสบของหลอดลมและโรคไตอักเสบ (Duruibe et al., 2007)  

โลหะหนักบางชนิด เช่น ทองแดง มีความจ้าเป็นต่อร่างกาย โดยเป็นองค์ส่วนประกอบที่
ส้าคัญในกระดูกและกล้ามเนื้อ เป็นส่วนประกอบของเอนไซม์หลายตัวในร่างกาย ทองแดงพบได้ใน
สมอง หัวใจ ตับและไต โดยทั่วไปร่างกายของผู้ใหญ่ต้องการทองแดงประมาณ 2-3 มิลลิกรัมต่อวัน 
ทองแดงจัดอยู่ในกลุ่มของแร่ธาตุที่มีความจ้าเป็นต่อร่างกายแต่ในปริมาณน้อย ดังนั้นหากได้รับ
ทองแดงในปริมาณมากเกินไปจะก่อให้เกิดอันตรายได้เช่นเดียวกัน  (Duruibe et al., 2007) ศูนย์
ข้อมูลพิษวิทยาของประเทศไทยได้ระบุถึงอาการที่เกิดจากพิษของทองแดงไว้ว่า ในคนที่ได้รับทองแดง
มากเกินไปจะมีอาการอักเสบในช่องท้องและกล้ามเนื้อ ท้องเสีย หัวใจท้างานผิดปกติ ระบบภูมิคุ้มกัน
ของร่างกายถูกกดไว้ และเมื่อได้รับพิษติดต่อกันเวลานานจะท้าให้เกิดกลุ่มอาการ Wilson' diseases 
คือ ร่างกายสั่นเทาอยู่ตลอดเวลา กล้ามเนื้อแข็งเกร็ง และควบคุมการพูดล้าบาก ทองแดงมีการ
แพร่กระจายลงสู่สิ่งแวดล้อมเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากถูกใช้ในอุตสาหกรรม เช่น การผลิตลวด สายไฟ ท่อ
น้้า รวมถึงใช้เป็นสารก้าจัดศัตรูพืชและสัตว์รบกวนทางเกษตร 

การศึกษาพิษและการก าจัดโลหะหนักโดยใช้สิ่งมีชีวิตในประเทศไทย 

โลหะหนักไม่เพียงส่งผลต่อมนุษย์ แต่ยังสร้างผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ เช่น 
พิษของแคดเมียม ทองแดง และสังกะสี ส่งผลต่อการสืบพันธุ์ของไรน้้าแดง (Moina macrocopa) 
ท้าให้จ้านวนลูกและจ้านวนครั้งในการสืบพันธุ์น้อยลง (โชคชัย ยะชูศรี, 2535) จากการศึกษาสภาพ
พิษของแคดเมียม ทองแดง สังกะสี ตะกั่ว และปรอท ที่มีต่อหอยกินได้ 8 ชนิด ในพ้ืนที่ชุ่มน้้าบึงโจด 
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จังหวัดขอนแก่น โดยล้าไย ณีรัตนพันธุ์ (2552) พบว่าโลหะหนักเข้าไปท้าลายเซลล์ไตของหอยขม 
(Filopaludina martensi)  และยั งมีผลต่อเอนไซม์  esterase ซึ่ ง เป็นตัว เร่ ง ในกระบวนการ 
ไฮโดรไลซีส โดยท้าให้เอนไซม์ชนิดนี้ท้างานได้ลดลง นอกจากนี้ อาภาศรี ชัยกูล (2528) ยังได้ศึกษาผล
ของโลหะหนักต่อเอมบริโอไก่ พบว่า นิกเกิล แมงกานีส และสังกะสี ท้าให้โครโมโซมเกิดความผิดปกติ 
และส่งผลต่ออัตราการแบ่งเซลล์ โดยนิกเกิลและสังกะสีท้าให้อัตราการแบ่งเซลล์ลดลง ในขณะที่
แมงกานีสส่งผลให้อัตราการแบ่งเซลล์เพิ่มข้ึน 

จากผลกระทบเหล่านี้ จึงน้าไปสู่การศึกษาเพ่ือหาวิธีแก้ไขการปนเปื้อนของโลหะหนักที่เป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม การฟ้ืนฟูทางชีวภาพ (bioremediation) เป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ดีทางหนึ่ง 
เนื่องจากเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ ค่าใช้จ่ายต่้า และไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดยการน้าเอา
สิ่งมีชีวิตมาใช้ในการก้าจัดโลหะหนัก ตัวอย่างเช่น แบคทีเรีย Sphingomonas paucimobilis ซึ่งทน
ต่อพิษของแคดเมียมได้สูงถึง 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และสามารถดูดซับโลหะชนิดนี้ได้ถึง 84% โดย
การดูดซับส่วนใหญ่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาเพียง 50 นาที (จันทนา ตั้งอารมณ์สุข, 
2544) เชื้อราผลิตเห็ดนางรมสีเทา Pleurotus ostreatus สามารถดูดซับทองแดงได้ 15.33-25.53% 
และดูดซับโครเมียมได้ 23.40-31.00% (พจนีย์ โลมรัตน์ และคณะ, 2549) นอกจากนี้ยังมีสาหร่ายไส้
ไก่ (Ulva intestinali) ที่สามารถดูดซับตะกั่ว สังกะสี สารหนู แคดเมียม และปรอทได้ (กมลพรรณ 
ไชยทอง, 2552) ทินพันธุ์ เนตรแพ (2552) ได้ทดลองเลี้ยงหอยทราย Corbicular sp. ในตู้ที่มี
สารละลายทองแดง (0-4 mg/l) และตะกั่ว (0-10 mg/l) ตั้งแต่ 0 ถึง 168 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้น
ของสารละลายโลหะลดลง ในขณะที่ความเข้มข้นของโลหะในเนื้อหอยทรายมีเพ่ิมมากขึ้น โดยพบ
ตะกั่วสะสมอยู่มากกว่าทองแดง โดยพิษของโลหะทั้งสองชนิด ท้าให้หอยทรายเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ป้องกันอนุมูลอิสระในเหงือกเพ่ิมมากขึ้นต่างจากการทดลองชุดควบคุม  ศิริรัตน์ เดชมนต์ 
(2555) คัดแยกเชื้อรา Aspergillus terreus เพ่ือทดสอบการดูดซับตะกั่วในน้้าทิ้งจากการฟอกย้อมสี
สังเคราะห์เคมีที่เวลาต่าง ๆ ตั้งแต่ 0-168 ชั่วโมง พบว่า A. terreus สามารถดูดซับตะกั่วได้สูงสุด 
95.94% ที่เวลา 168 ชั่วโมง 

ซิลิเอตกับการใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ 

ซิลิเอตเป็นองค์ประกอบที่ส้าคัญของกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในแหล่งน้้า  ซึ่งสามารถพบได้
ทั่วไปทั้งในน้้าจืด น้้าเค็ม และในดิน มีความหลากหลายของสายพันธุ์สูง แต่มีความสามารถในการ
ด้ารงชีวิตอยู่ในลักษณะที่อยู่อาศัยที่มีความจ้าเพาะเจาะจง กล่าวอีกนัยหนึ่งก็คือ ในสภาวะแวดล้อมที่
แตกต่างกันเราจะพบกลุ่มหรือชนิดของซิลิเอตที่แตกต่างกัน นอกจากนี้ซิลิเอตยังสามารถตอบสนอง
ต่อการปนเปื้อนของมลพิษในสิ่งแวดล้อมได้อย่างรวดเร็ว เพราะมีอัตราการสืบพันธุ์สูงและมี
ความจ้าเพาะต่อสภาพที่อยู่อาศัย ท้าให้สามารถติดตามผลได้ในระยะเวลาไม่นาน (Madoni, 2005) 
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ด้วยคุณสมบัติเช่นนี้เองซิลิเอตจึงสามารถน้ามาใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพถึงสภาพและสภาวะของ
สิ่งแวดล้อมได้ (Madoni, 1993; Madoni, 2005) 
 Madoni (1993) ศึกษาซิลิเอตที่เก็บจากตะกอนดินในแม่น้้าปาร์มา 7 บริเวณ ในปี 1989 
และเปรียบเทียบกับข้อมูลที่รวบรวมไว้ในปี 1978 จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางกายภาพและทางเคมี
ของพ้ืนที่ศึกษาพบว่า มีการเปลี่ยนแปลงชนิดของซิลิเอตอย่างเด่นชัดใน 2 ช่วงเวลาดังกล่าว โดย 
ซิลิเอตที่พบได้ทั่วไปบางชนิดได้สูญหายไปอันเนื่องมาจากมีการเพ่ิมขึ้นของสารอินทรีย์ในแหล่งน้้าบริ
เวณนั้น แสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมมีผลกระทบต่อซิลิเอต นอกจากนี้ยังมี
งานวิจัยพบว่าโพรโทซัวหลายชนิดสามารถใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพของสภาวะในระบบของโรง
บ้าบัดน้้าเสีย ตัวอย่างเช่น Vorticella campanula มีความสัมพันธ์กับปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรีย์
ต้องการใช้ในการย่อยสลายอินทรีย์ (biological oxygen demand: BOD) ในน้้าเสียที่ต่้าลง ในขณะ
ที่ Chilodonella uncinata สามารถบ่งบอกถึงคุณภาพที่ดีของน้้าทิ้งได้ การเพิ่มขึ้นของ Arcella sp. 
ยังสอดคล้องการเพ่ิมขึ้นของปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ในน้้า
เสีย Carchesium sp. และ Opercularia microdiscus สามารถบ่งบอกถึงสภาวะการขาดออกซิเจน
ที่ละลายอยู่ในน้้าของบ่อเติมอากาศ (aeration tank) Litonotus lamella และ Amphileptus sp. 
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ถึงสภาวะของอัตราส่วนอาหารต่อจ้านวนจุลินทรีย์และระยะเวลาที่จุลินทรีย์
หมุนเวียนอยู่ ในระบบ (sludge retention time) ของดินตะกอนในระบบบ้าบัด (sludge) ได้ 
(Lee et al., 2004) 

นอกจากซิลิเอตน้้าจืดแล้ว ซิลิเอตที่พบในดินและน้้าทะเลยังสามารถใช้เป็นดัชนีชี้วัดทาง
ชีวภาพได้เช่นกัน Forge และคณะ (1993) ท้าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงจ้านวนของ Colpoda 
steinii ซึ่งเป็นซิลิเอตที่พบในดินระหว่างเดือนกุมภาพันธ์ถึงเดือนกรกฎาคมปี 1991 พบว่าซิลิเอตชนิด
นี้มีจ้านวนลดลงสอดคล้องกับการเพ่ิมขึ้นของสังกะสีและนิกเกิล (nickel: Ni) Jiang et al. (2011) 
ศึกษากลุ่มประชากรซิลิเอตจาก 5 พ้ืนที่ที่มีสภาวะแวดล้อมแตกต่างกัน โดยพ้ืนที่ทั้งหมดอยู่ในบริเวณ
อ่าวเจี้ยโจวของประเทศจีน เก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนมิถุนายนปี 2008 จนถึงเดือนพฤษภาคมปี 2009 
จากการวิเคราะห์พบว่าลักษณะกลุ่มประชากรของซิลิเอตมีความแตกต่างกันในทุกพ้ืนที่ รูปแบบการ
กระจายตัวของประชากรมีความสัมพันธ์กับปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะปริมาณสารอาหารใน
กลุ่มของไนเตรต ไนโตรเจน (nitrate nitrogen: NO3-N) และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยู่ (soluble 
reactive phosphates: SRP) ซึ่งสัมพันธ์กับซิลิเอต 4 สายพันธุ์ ได้แก่ Rimostrombidium veniliae, 
Strombidium capitatum, Mesodinium pupula และ Strombidinopsis acutum 



 

 

9 

ซิลิเอตกับโลหะหนัก 

การทดสอบความเป็นพิษของโลหะหนักต่อเซลล์ซิลิเอตสามารถบ่งชี้ถึงความสามารถในการ
เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพของซิลิเอต โดยประเมินได้จากค่าความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้า
ให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง (lethal concentration 50: LC50) หลังเริ่มทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่ง
ความสามารถนี้จะแตกต่างกันตามชนิดของซิลิเอตและชนิดของโลหะหนักที่น้ามาใช้ในการทดสอบ 
(ตารางที่ 1) (ตรีประภา เครือบคณโท, 2553; วรรณภา คงมาก, 2553; ศิรอร สดสร้อย, 2553; Díaz, 
Martín-González, and Gutiérrez, 2 0 06 ; Forge et al., 1 9 93 ; Madoni, Davoli, and Gorbi, 
1 9 94 ; Madoni et al., 1 9 96 ; Madoni, Esteban, and Gorbi, 1 9 92 ; Madoni and Romeo, 
2 0 0 6 ; Martín-González et al., 2 0 0 6 ; Parker, 1 9 7 9 ; Rico et al., 2 0 0 9 )  โ ด ย 
ซิลิเอตที่ให้ค่า LC50 น้อย แสดงว่าซิลิเอตชนิดนั้นมีความไวต่อความเป็นพิษของโลหะหนักสูงและ
เหมาะต่อการเป็นเป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ 

ตารางที่ 1 ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 ชั่วโมง
หลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Aspidisca 
cicada 

0.31 2.35 0.02 0.07 1.26 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Aspidisca 
cicada 

1.81 138 1.82 ND* ND* ND* 50 Madoni 
et al., 
1996 

Aspidisca 
lynceus 

2.21 145 1.82 ND* 3.78 ND* 50 Madoni 
et al., 
1996 

Blepharisma 
americanum 

1.4 ND* 0.001 0.02 ND* ND* ND* Madoni 
et al., 
1992 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data)  
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ตารางที่ 1 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Chilodonella 
uncinata 

<0.13 10.6 0.39 ND* <1.50 ND* <0.17 Madoni 
et al., 
1996 

Colpidium 
colpoda 

0.89 108 0.05 ND* 0.23 1.19 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Colpoda inflata  1.8 ND* 7.1 ND* ND* ND* 94.7 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 0.22 ND* 0.25 ND* ND* 0.10 0.85 Forge et 
al., 1993 

Colpoda steinii 
(Madrid, Spain)  

0.5 ND* 5.5 ND* ND* ND* 78.7 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 
(Rome, Italy)  

4.2 ND* 8.1 ND* ND* ND* 33.9 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 
(Seville, Spain)  

5 ND* 5.4 ND* ND* ND* 147.4 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii  2.5 ND* 5.5 ND* ND* ND* 78.7 Rico et 
al., 2009 

Cyrtolophosis 
elongata  

4.4 ND* 13.3 ND* ND* ND* 132.3 Díaz et 
al., 2006 

Dexiostoma 
campylum  

0.2 3.29 0.01 ND* 1.1 1.05 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data)  
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ตารางที่ 1 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Dexiotricha 
granulosa 

0.3 110 0.17 ND* 0.12 1 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Drepanomonas 
revoluta  

ND* 0.05 ND* ND* 0.88 ND* ND* Madoni 
et al., 
1994 

Drepanomonas 
revoluta  

7.7 ND* 6.7 ND* ND* ND* 52.3 Martín-
González 
et al., 
2006 

Euplotes 
aediculatus 

0.59 0.1 0.01 ND* 0.5 0.03 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Euplotes affinis  0.4 2.73 0.06 0.19 2.32 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Euplotes 
moebiusi  

2.65 9.47 0.01 ND* 2.18 7.7 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Euplotes 
moebiusi 

ND* ND* ND* ND* ND* 1.28 ND* Madoni, 
2000 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Euplotes sp. 2.66 38.6 1.45 ND* <1.50 ND* 2.39 Madoni 

et al., 
1996 

Euplotes sp.  0.7 ND* 4.8 ND* ND* ND* 110.2 Martín-
González 
et al., 
2006 

Euplotes sp.  0.7 ND* 4.8 ND* ND* ND* 110.2 Martín-
González 
et al., 
2006 

Halteria 
grandinella 

0.07 0.1 0.01 ND* 0.12 0.61 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Opercularia 
coarctata 

3.75 211 ND* ND* 3.28 ND* 10.3 Madoni 
et al., 
1996 

Opercularia 
minima  

5.55 164 ND* ND* 5 ND* 84.7 Madoni 
et al., 
1996 

Opisthonecta 
minima 

0.23 ND* 3.53 ND* 4.05 ND* ND* ศิรอร  
สดสร้อย, 
2553 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Paramecium 
caudatum  

0.18 2.57 0.02 0.02 2.26 0.49 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Spirostomum 
teres  

0.46 3.23 0.004 ND* 1.08 0.17 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Stylonychia 
pustulata 

0.31 ND* 0.65 ND* 36.24 ND* ND* ตรีประภา 
เครือบคณ
โท, 2553 

Tetrahymena 
sp. 

0.52 ND* 3.3 ND* ND* ND* 196.0 Rico et 
al., 2009 

Trochilia 
minuta 

0.27 9.25 0.31 ND* <1.50 ND* 0.20 Madoni 
et al., 
1996 

Uronema sp. 0.08 ND* 0.32 ND* 0.76 ND* ND* วรรณภา 
คงมาก, 
2553 

Uronema 
marinum  

ND* ND* ND* ND* 45 ND* ND* Parker, 
1979 

Uronema 
nigricans  

0.62 2.18 0.01 0.004 1.62 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Uronema 
nigricans  

0.9 ND* 4.5 ND* ND* ND* 135.1 Martín-
González 
et al., 
2006 

Vorticella 
convallaria 

3.81 101 ND* ND* 2.29 ND* 3.79 Madoni 
et al., 
1996 

Vorticella 
octava 

3.24 80 2.05 ND* 2.81 ND* 0.57 Madoni 
et al., 
1996 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
 

ในปี 1998 Twagilimana และคณะ แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการใช้ Spirostomum 
teres ซึ่งเป็นซิลิเอตที่พบได้จากแหล่งน้้าธรรมชาติ ในการทดสอบทางชีวภาพ (microbiotest) เพ่ือ
บ่งบอกความเป็นพิษของโลหะหนักและสารเคมีก้าจัดศัตรูพืชได้ถึง 14 ชนิด โดยซิลิเอตชนิดนี้มีความ
ไวต่อความเป็นพิษของสารที่ท้าการทดสอบสูงกว่า Microtox assays ซึ่งเป็นชุดผลิตภัณฑ์ที่จ้าหน่าย
เพ่ือใช้ทดสอบความเป็นพิษของสารปนเปื้อนในน้้าโดยใช้แบคทีเรีย Vibrio fischeri เป็นสิ่งมีชีวิต
ตรวจสอบ 

ซิลิเอตกับการก าจัดโลหะหนัก 

 Rehman และคณะ (2005, 2006) วัดความเข้มข้นตั้งต้นของสารละลายโลหะหนักที่ผสมใน
อาหารเพาะเลี้ยงและความเข้มข้นที่เหลืออยู่ ณ เวลาต่าง  ๆ ด้วยเครื่อง atomic absorption 
spectrophotometer หลังใส่ซิลิเอตที่เพาะเลี้ยงไว้ลงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีสารละลายโลหะหนัก
ผสมอยู่ พบว่าซิลิเอตหลายชนิด เช่น Euplotes mutabilis, Stylonychia mytilus, Tachysoma 
pellionella และ Vorticella microstoma สามารถลดความเข้มข้นของโลหะหนักได้ตั้งแต่ 48-
99.2% ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของโลหะหนักและระยะเวลาที่ใช้ทดสอบ (Rehman et al., 2005; 
Rehman et al., 2 0 06 )  ซิ ลิ เ อ ตบ า งชนิ ด  เ ช่ น  Colpoda inflata, Oxytricha granulifera, 
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Oxytricha nova, Tetrahymena pigmentosa, Tetrahymena pyriformis,  Tetrahymena 
thermophila และ Tetrahymena rostrata มีการสร้างเมทัลโลไธโอนีน (metallothioneins) ซึ่ง
เป็นโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลต่้าและมีกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine) สูง ช่วยรักษาสมดุลภายในเซลล์ 
ป้องกันเซลล์จากโลหะหนัก โดยจับตัวกับโละหนัก (Gutiérrez et al., 2003; Martín-González et 
al., 2006) แล้วน้าเข้าไปเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ เรียกกระบวนการนี้ว่าการสะสมทางชีวภาพ 
(bioaccumulation) ซึ่งเป็นกระบวนการพ้ืนฐานที่ เกิดขึ้นในซิลิเอต (Martín-González et al., 
2006) การสะสมโลหะหนักภายในเซลล์สามารถติดตามผลได้โดยการใส่สารเรืองแสง (fluorophore) 
ที่มีความจ้าเพาะกับโลหะหนักที่ต้องการ และส่องดูภายใต้กล้องจุลทร รศน์ฟลูออเรสเซนซ์ 
(fluorescence microscope) หากซิลิเอตมีการสะสมโลหะหนักเอาไว้จะพบการเรืองแสงเกิดขึ้น
ภายในเซลล์ (ภาพที่ 2) (Martín-González et al., 2006) 
 

 

ภาพที่ 2 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ของซิลิเอตสายพันธุ์  Uronema nigricans 
แสดงการเรืองแสงจากสารเรืองแสง TSQ [N-(6-methoxy-8-quinolyl)-p-toluenesulfonamide] 
ที่มีความจ้าเพาะต่อสังกะสี หลังการทดสอบการสะสมสังกะสีภายในเซลล์ผ่านไป 24 ชั่วโมง ภาพ
ด้านซ้ายเป็นชุดควบคุมที่ไม่มีการผสมสังกะสีลงในอาหารเพาะเลี้ยง ภาพด้านขวาแสดงชุดการทดลอง
ทีผ่สมสังกะสี 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยง (Martín-González et al., 2006) 
 
 การสะสมโลหะหนักภายในเซลล์เป็นหนึ่งในกลไกส้าคัญของซิลิเอต ช่วยป้องกันเซลล์จากพิษ
ของโลหะหนัก เกิดขึ้นโดยการจับตัวกันระหว่างโลหะหนักกับโปรตีนที่เรียกว่า metallothioneins 
โปรตีนที่จับกับโลหะหนักแล้วจะไปสะสมอยู่ในแวคิวโอล ก่อนถูกส่งออกนอกเซลล์ในรูปของ
สารประกอบเชิงซ้อนซึ่งไม่มีความเป็นพิษ (Gutiérrez et al., 2011) metallothioneins เป็นโปรตีน
มวลโมเลกุลต่้าที่มีกรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) สูง ท้าหน้าที่รักษาสมดุลภายในเซลล์ โดยการ
ป้องกันพิษของโลหะหนัก สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งสัตว์ พืช และจุลชีพ  (Gutiérrez, 
Amaro, and Martín-González, 2009) ในซิลิเอตมีรายงานการพบ metallothioneins ในซิลิเอต
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สองสกุล คือ Paramecium และ Tetrahymena โดย metallothioneins ที่พบในซิลิเอต มีลักษณะ
แตกต่างจาก metallothioneins ที่พบในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน คือ มีมวลโมเลกุลและความยาวมากกว่า 
อีกทั้งยังมีบริเวณที่มีกรดอะมิโนซิสเตอีนมากกว่า โดยบริเวณดังกล่าวจะเป็นองค์ประกอบหลักของ 
metallothioneins เนื่องจากเป็นบริเวณที่ไอออนของโลหะหนักจะเข้ามาจับตัวเป็น metal–
thiolate clusters เพราะมีหมู่ซัลฟ์ไฮดริล (-SH) ท้าให้สามารถสร้างพันธะคู่เพ่ือจับกับไอออนประจุ
บวกของโลหะหนักได ้(Henkel and Krebs, 2004) 

ในปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับการน้าโพรโทซัวไปใช้เพ่ือการทดสอบความเป็นพิษและการ
ก้าจัดโลหะหนักยังมีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบกับราและแบคทีเรีย ในขณะที่การใช้ราและแบคทีเรียมี
ข้อจ้ากัดที่ส้าคัญอย่างหนึ่ง คือ ความไม่แน่นอนของการแพร่ผ่านผนังเซลล์ท้าให้เกิดตอบสนองได้
น้อยลงหรือช้าลง เพ่ือแก้ไขปัญหานี้จึงต้องใช้กระบวนการทางกายภาพ หรือทางเคมีเพ่ือท้าให้โมเลกุล
ขนาดเล็กแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้อย่างอิสระ การใช้ซิลิเอตซึ่งไม่มีผนังเซลล์จะสามารถหลีกเลี่ยง
ปัญหาดังกล่าวได้อีกทั้งยังตอบสนองต่อมลพิษในสิ่งแวดล้อมได้อย่างรวดเร็วอีกด้วย  (Gutiérrez et 
al., 2003) นอกจากนี้ซิลิเอตยังมีความคล้ายคลึงกับเซลล์ของมนุษย์มากกว่าราและแบคทีเรีย โดยยีน
ที่พบใน Tetrahymena และ Paramecium มีส่วนคล้ายกับยีนของมนุษย์มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน 
(Dessen et al., 2001; Turkewitz, Orias, and Kapler, 2002) ด้วยศักยภาพของซิลิเอตที่กล่าวมา
ข้างต้น ท้าให้ซิลิเอตเป็นอีกหนึ่งตัวเลือกที่สามารถน้าไปใช้ในการทดสอบความเป็นพิษของโลหะหนัก
และกระบวนการบ้าบัดโลหะหนักทางชีวภาพได้



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

การปฏิบัติงานในภาคสนาม 

ซิลิเอตเป็นจุลชีพที่สามารถพบได้ในแหล่งน้้าหลายประเภททั้งน้้าจืด น้้าเค็ม และน้้าเสีย บาง
ชนิดสามารถปรับตัวให้อยู่รอดได้ในแหล่งที่อยู่อาศัยที่มีสภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม โดยเฉพาะซิลิเอต
ที่พบในน้้าเสีย เนื่องจากงานวิจัยชิ้นนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกซิลิเอตที่มีความทนต่อความเป็นพิษ
และสามารถใช้ในการก้าจัดโลหะหนักออกจากน้้าเสียได้ จึงเลือกพ้ืนที่เก็บตัวอย่างจากแหล่งรวมน้้าทิ้ง
ทั้งจากบ้านเรือนและโรงงานอุตสาหกรรม เพ่ือให้ได้ซิลิเอตที่มีสายพันธุ์หลากหลายและสามารถอาศัย
ในแหล่งน้้าที่มีคุณภาพต่้าได้ โดยมีพ้ืนทีเ่ก็บตัวอย่าง 4 แห่ง ดังนี้  

ก. บ่อรวมน้้าเสีย โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยา เขตบางรัก กรุงเทพมหานคร (ภาพที่ 

3) พิกัด 13°43'47.9"N 100°30'50.7"E โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยาท้าหน้าที่รองรับและบ้าบัดน้้า

เสียจากบ้านเรือนคิดเป็นร้อยละ 0.2 ของพ้ืนที่ในกรุงเทพมหานคร โดยกรองเก็บน้้าตัวอย่างปริมาตร 

5 ลิตร ผ่านถุงลากแพลงก์ตอนขนาดตา 20 ไมครอน น้้าตัวอย่างที่เก็บมามีสีค่อนข้างใส แต่มีตะกอนสี

น้้าตาลลอยอยู่มาก 

 

ภาพที่ 3 การเก็บตัวอย่างน้้าจากบ่อรวมน้้าเสีย โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยา เขตบางรัก 
กรุงเทพมหานคร และกรองผ่านถุงลากแพลงก์ตอน 
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ข. บ่อเก็บน้้าหลังการบ้าบัดของโรงงานยางพารา จังหวัดระยอง (ภาพที่ 4) พิกัด 
12°53'30.2"N 101°37'17.8"E เป็นแหล่งรวมของน้้าทิ้งจากวัสดุธรรมชาติและสารเคมีที่ ใช้ใน
กระบวนการผลิตแผ่นยาง โดยท้าการเก็บน้้าตัวอย่างปริมาตร 1 ลิตร กรองผ่านถุงลากแพลงก์ตอน
ขนาดตา 20 ไมครอน น้้าตัวอย่างที่เก็บมามีตะกอนสีด้าจ้านวนมากและมีกลิ่นเหม็น 

 

ภาพที่ 4 พ้ืนทีเ่ก็บตัวอย่างน้้า บ่อเก็บน้้าหลังการบ้าบัดของโรงงานยางพารา จังหวัดระยอง 
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ค. บ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วจากบริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) จังหวัดระยอง (ภาพที่ 

5) พิกัด 12°39'45.0"N 101°18'29.2"E ซึ่งเป็นผู้ประกอบการอุตสาหกรรมปิโตรเคมีขนาดใหญ่ของ

ภาคตะวันออก โดยท้าการกรองเก็บน้้าตัวอย่างปริมาตร 1 ลิตร ผ่านถุงลากแพลงก์ตอนขนาดตา 20 

ไมครอน น้้าตัวอย่างที่เก็บมามีลักษณะค่อนข้างขุ่นและมีสีออกน้้าตาลแดง 

 

ภาพที่ 5 พ้ืนที่เก็บตัวอย่างน้้า บ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วจากบริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) จังหวัด
ระยอง 
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ง. คลองบริเวณหน้าตึกพุดตาน หอพักนิสิตหญิงจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เขตปทุมวัน 

กรุงเทพมหานคร (ภาพที่ 6) พิกัด 13°44'25.7"N 100°31'41.2"E โดยกรองเก็บน้้าตัวอย่างปริมาตร 

600 มิลลิลิตร ผ่านถุงลากแพลงก์ตอนขนาดตา 20 ไมโครเมตร น้้าตัวอย่างที่เก็บมามีลักษณะใส และ

มีตะกอนขุ่นสีน้้าตาลลอยอยู่เล็กน้อย 

 

ภาพที่ 6 พ้ืนทีเ่ก็บตัวอย่างน้้า คลองบริเวณหน้าตึกพุดตาน หอพักนิสิตหญิงจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เขตปทุมวัน กรุงเทพมหานคร 
 
การปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการ 

ก. การเตรียมอาหารเลี้ยง (medium preparation) 

ต้มฟางข้าว 5 กรัมในน้้ากลั่น 1 ลิตร ให้เดือดเป็นเวลาประมาณ 5 นาที สังเกตสีน้้าต้ม
ฟางจนเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้ม ทิ้งให้เย็นแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 จากนั้นเท
น้้าต้มฟางลงหลอดทดลองฝาเกลียวหลอดละ 6 มิลลิลิตร แล้วปิดฝาอย่างหลวม ๆ น้าไปอบฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

ข. การเพาะเลี้ยงเบื้องต้น (crude culturing) 

แบ่งน้้าต้มฟางใส่ลงในจานพลาสติกชนิด 24 หลุม หยดน้้าตัวอย่างที่เก็บมา 4-6 หยด ลง
ในจานพลาสติกที่มีน้้าต้มฟาง จากนั้นเติมเบเกอร์ยีสต์ (baker yeast) ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 3-4 วัน จะพบซิลิเอตและโพรติสต์หลายชนิดเพิ่มขึ้นจ้านวนมาก 
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ค. การแยกเซลล์ให้บริสุทธิ์ (pure culturing) 

1. ใช้ปิเปตต์ดูดตัวอย่างเซลล์จากการเพาะเลี้ยงเบื้องต้นหยดลงบนสไลด์หลุม  น้า 
ปิเปตต์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ดึงปลายให้แหลมโดยใช้ความร้อนจากตะเกียงแอลกอฮอล์  ดูดเซลล์ 
ซิลิเอตที่สนใจภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอมาเพียง 1 เซลล์ ล้างเซลล์ซิลิเอตด้วยน้้าต้มฟางที่
ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง  

2. น้าเซลล์ซิลิเอตที่ล้างสะอาดแล้วใส่ลงในจานพลาสติกชนิด 96 หลุม เติมอาหาร
เลี้ยงที่เตรียมไว้ และเติมยีสต์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

3. ท้าการตรวจดูการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ซิลิเอตที่คัดแยกไว้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอทุกวัน ติดตามสังเกตปริมาณของเซลล์ซิลิเอต ท้าการย้ายเซลล์ซิลิเอตไปเลี้ยงในจาน
พลาสติกขนาด 24 หลุม และหลอดทดลองฝาเกลียว หรือจานเลี้ยงเชื้อแก้ว (petri dish) ตามล้าดับ 
เมื่อพบว่ามีจ้านวนเซลล์ซิลิเอตหนาแน่นในแต่ละหลุม  

4. จากพ้ืนที่เก็บตัวอย่างท้ัง 4 แห่ง สามารถคัดแยกซิลิเอตได้ทั้งหมด 5 สายพันธุ์ ดังนี้ 
Bresslauides sp. คัดแยกจากคลองบริเวณหน้าตึกพุดตาน หอพักนิสิตหญิง

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เขตปทุมวัน กรุงเทพมหานคร 
Paramecium multimicronucleatum คัดแยกจากบ่อเก็บน้้าหลังการบ้าบัด

ของโรงงานยางพารา จังหวัดระยอง 
Telotrochidium sp. (BKK) คัดแยกจากบ่อรวมน้้าเสีย โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่

พระยา เขตบางรัก กรุงเทพมหานคร 
Telotrochidium sp. (RY) คัดแยกจากบ่อน้้าทิ้งท่ีบ้าบัดแล้วจากบริษัท ไออาร์พีซี 

จ้ากัด (มหาชน) จังหวัดระยอง 
Tetrahymena pyriformis คัดแยกจากบ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วจากบริษัท ไออาร์

พีซี จ้ากัด (มหาชน) จังหวัดระยอง 
ในการเพาะเลี้ยงซิลิเอตทั้ง 5 สายพันธุ์ที่คัดแยกได้ ซิลิเอตแต่ละสายพันธุ์มีช่วง

ระยะเวลาในการเพ่ิมจ้านวนที่แตกต่างกัน และควรได้รับการเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงใหม่เมื่อจ้านวน
เซลล์ลดลงหรือมีการตายเพ่ิมขึ้นตามเวลาที่เหมาะสม โดย Bresslauides sp. สามารถเพ่ิมจ้านวนได้
อ ย่ า ง ร ว ด เ ร็ ว แล ะมี จ้ า น ว นค งที่ อ ยู่ ไ ด้ ใ น ร ะยะ เ ว ล า ประมาณ  3-4 วั น  ใ นขณะที่  P. 
multimicronucleatum มีชีวิตอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยงได้ประมาณ 7 วัน ส้าหรับ Telotrochidium 
sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY) และ T. pyriformis สามารถอยู่ได้ประมาณ 14 วัน โดย P. 
multimicronucleatum, Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY) แ ล ะ  T. 
pyriformis สามารถเพ่ิมจ้านวนได้ดีในหลอดทดลองฝาเกลียว ส้าหรับ Bresslauides sp. ซึ่งเป็น 
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ซิลิเอตที่มักเคลื่อนที่อยู่บริเวณพ้ืนผิวด้านล่างของภาชนะ จึงเพ่ิมจ้านวนได้ดีเมื่อเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อ
แก้วซึ่งมีพ้ืนที่ผิวมากกว่าหลอดทดลอง 

ง. การศึกษาสัณฐานวิทยาของซิลิเอตภายใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง  (light 
microscope) 

ใช้ปิเปตต์ดูดตัวอย่างเซลล์จากการเพาะเลี้ยง หยดลงบนสไลด์แล้วปิดทับด้วยกระจกปิด
สไลด์ น้าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสงพร้อมบันทึกภาพ 

จ. การศึกษาสัณฐานวิทยาของซิลิเอตด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning 
electron microscope) (Chantangsi, Esson, and Leander, 2008) 

1. เตรียมตัวอย่างซิลิเอต โดยการกรองผ่าน millipore membrane filter ขนาดรู
พรุน 10 ไมครอน  

2. รักษาสภาพเซลล์ซิลิเอตด้วยสารละลายออสเมียมเทตทรอกไซด์ 4% ให้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 1% ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ภายในตู้ดูดควัน 

3. ล้างเซลล์ที่รักษาสภาพแล้วด้วยน้้ากลั่น 2 ครั้ง โดยแต่ละครั้งแช่เซลล์ทิ้งไว้เป็น
เวลา 15 นาท ี

4. ก้าจัดน้้าภายในเซลล์ออกโดยใช้เอทานอลความเข้มข้น 10% 20% 30% 50%  
70% 85% 95% และ 100% ตามล้าดับ แต่ละความเข้มข้นท้า 1 ครั้ง ยกเว้นที่ความเข้มข้น 100% 
ท้าซ้้า 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งแช่เซลล์ทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาที 

5. ท้าให้เซลล์ซิลิเอตแห้งโดยการแทนที่ด้วยคาร์บอนไดออกไซด์เหลว โดยใช้เครื่อง 
Autosamdri-814 critical point dryer (Samdri® 780, Tousimis) 

6. น้าแผ่น membrane filter ที่มีตัวอย่างไปติดลงบนแท่นส้าหรับวางตัวอย่า ง 
(stub)  

7. น้าตัวอย่างไปฉาบทองที่ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง SCD040 
Balzers sputter coater (Liechtenstein) แล้ วส่องดูพร้ อมบันทึกภาพด้วยกล้องจุ ลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดรุ่น JEOL JSM-5410 LV 

ฉ. การระบุชนิดของซิลิเอตโดยอาศัยข้อมูลทางอณูชีววิทยาระดับดีเอ็นเอ 

เพ่ือเป็นข้อมูลช่วยในการระบุสายพันธุ์ของซิลิเอตที่คัดแยกได้ ร่วมกับการใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา จึงท้าการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA หรือ rDNA) 
ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) ใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์นี้
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เป็นลายเซ็นโมเลกุล (molecular signature) ช่วยในการระบุอัตลักษณ์ของซิลิเอตแต่ละสายพันธุ์ที่ใช้
ในการศึกษาครั้งนี้ (Chantangsi and Leander, 2010) 

1. ใช้ปิเปตต์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้วดูดเซลล์ซิลิเอตที่เลี้ยงไว้ในหลอดทดลองฝา
เกลียวประมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 3,600 g เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วเทส่วนน้้าใสทิ้งไป ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติย้ายส่วนที่เหลือใส่ลงใน
หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

2. สกั ด ดี เ อ็ น เ อด้ ว ย  QuickExtract™ DNA Extraction Solution (EPICENTRE 
Mandison, WI, USA, Cat. No. QE09050) โดยใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูด QuickExtract solution ใส่
ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีมีเซลล์ซิลิเอตอยู่ให้ได้ปริมาตรสุทธิเป็น 50 ไมโครลิตร 

3. น้าหลอดตัวอย่างไปให้ความร้อนที่ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที 
และให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส อีกเป็นเวลา 2 นาที น้าตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้ไปเก็บไว้
ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

4. เพ่ิมจ้านวนไรโบโซมอลดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยเลือกใช้
ไพรเมอร์และโปรแกรมตามที่แสดงในตารางที่ 2 โดยผลิตภัณฑ์ที่ต้องการเพ่ิมจ้านวนด้วยไพรเมอร์คู่นี้
มีขนาดประมาณ 3,500 คู่ เบส (base pair: bp) ครอบคลุมบริเวณ ribosomal DNA (rDNA) ที่
ประกอบด้วยยีน 18S หรือ SSU rDNA (small subunit ribosomal DNA), ช่วงล้าดับ ITS1 (internal 
transcribed spacer 1), ยีน 5.8S, ช่วงล้าดับ ITS2 (internal transcribed spacer 2)  และยีน 28S 
หรือ LSU rDNA (large subunit ribosomal DNA)  

น้าตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพ่ิมจ้านวนโดยใช้ OneTaq® Hot Start DNA 
Polymerase (New England BioLabs, Inc., Ipswich, MA, USA, Cat. No. M0481G) โดยใส่สาร
ต่าง ๆ ตามล้าดับดังนี้ 

(1) OneTaq® Standard Reaction Buffer (5X)   5 ไมโครลิตร 
(2) dNTP mix (10 มิลลิโมลาร์ต่อแบบ)   0.5 ไมโครลิตร 
(3) forward primer ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์  0.5 ไมโครลิตร 
(4) reverse primer ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์  0.5 ไมโครลิตร 
(5) OneTaq® Hot Start DNA Polymerase  
    (5,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร)    0.125  ไมโครลิตร 
(6) สารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากข้อ ฉ. (3)   2 ไมโครลิตร 
(7) น้้ากลั่นชนิด molecular grade   16.375  ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ      25 ไมโครลิตร 
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ใส่สารข้างต้นลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อ
แล้ว จากนั้นน้าหลอดไปใส่ลงในเครื่อง T100™ Thermo cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc.) ที่ตั้ง
โปรแกรมไว้ดังนี้ 

โปรแกรม EM 45-50 
Heat   94 °C  4  นาท ี
denaturation  94 °C  30  วินาที 
annealing  45 °C  1  นาท ี
extension  72 °C  105 วินาที 
denaturation  94 °C  30  วินาที 
annealing  50 °C  1 นาท ี
extension  72 °C  105  วินาที 

    final extension  72 °C  10  นาท ี
 
โปรแกรม NBC1 

heat   94 °C  4  นาท ี
denaturation  94 °C  30  วินาที 
annealing  62.6 °C  1  นาท ี
extension  68 °C  225  วินาที 
final extension  68 °C  10  นาท ี
 

โปรแกรม NBCIL3E 
heat   94 °C  5  นาท ี
denaturation  94 °C  30  วินาที 
annealing  64 °C  1  นาท ี
extension  68 °C  150  วินาที 

   final extension  68 °C  10  นาท ี
  

5 รอบ 

35 รอบ 

40 รอบ 

40 รอบ 
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ตารางท่ี 2 คู่ไพรเมอร์และโปรแกรมท่ีใช้เพื่อการเพ่ิมจ้านวนไรโบโซมอลดีเอ็นเอของซิลิเอตท่ีใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
คู่ของไพรเมอร์ 

โปรแกรม 
ขนาดผลิตภัณฑ์ 

(คู่เบส) 
forward 
primer 

reverse 
primer 

Bresslauides sp. SSU-RPF1 28S-25F1R EM45-50 2,367 
SSU-1580F 28S-1316R NBCIL3E 2,068 

Paramecium 
multimicronucleatum 

SSU-RPF1 28S-25F1R EM45-50 2,161 

SSU-1580F 28S-1316R NBCIL3E 1,809 
Telotrochidium sp. (BKK) SSU-NPF1 28S-25F1R EM45-50 2,139 

SSU-1580F 28S-1316R NBCIL3E 1,786 

Telotrochidium sp. (RY) SSU-NPF1 28S-1316R NBC1 3,449 
Tetrahymena pyriformis SSU-NPF1 28S-25F1R EM45-50 2,151 

SSU-1580F 28S-1316R NBCIL3E 1,821 

 
5. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากข้อ 4 โดยการท้าอะกาโรสเจลอิเล็กโทร- 

ฟอเรซิส (agarose gel electrophoresis) ตามข้ันตอนดังนี้ 
 (1) เตรียม agarose gel 0.8% โดยละลายผง agarose 0.24 กรัมใน TAE buffer 

(Tris Acetate EDTA) 30 มิลลิลิตร น้าไปอุ่นในเตาไมโครเวฟจนผงวุ้นละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เท
สารละลายเจลลงบนแม่พิมพ์ของเครื่อง Horizon® 58 (LIFE TECHNOLOGIESTM, Gaithersburg, 
MD, USA, Cat. Series 41060) และวางซี่หวีพลาสติกลงบนเจลขณะเจลยังไม่แข็งตัวเพ่ือให้เกิดช่อง 
(well) ส้าหรับเติมดีเอ็นเอตัวอย่าง ตั้งทิ้งไว้จนกระทั่งเจลแข็งตัวแล้วค่อย  ๆ ดึงซี่หวีออก เติม
สารละลายบัฟเฟอร์ TAE จนท่วมแผ่นเจล 

(2) ใช้ปิ เปตต์ อัตโนมัติดูด molecular marker ชนิด 1 kb plus (Invitrogen, 
Grand Island, NY, USA, Cat. No. 10787-018) 6 ไมโครลิตร ใส่ลงในช่องแรกบนเจล เพ่ือใช้เป็น
ตัวเปรียบเทียบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ผสมผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้กับสีย้อม electrophoresis 
Loading dye, 6X (Research Organics, Cleveland, Ohio, USA, Cat. No.3017E) ให้ความเข้มข้น
สุดท้ายของสีย้อมในแต่ละตัวอย่างเป็น 1 เท่า แล้วใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงช่อง
บนเจล 
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(3) ต่อวงจรไฟฟ้าเข้ากับเครื่อง Horizon® 58 โดยตั้งค่าแรงเคลื่อนไฟฟ้าที่ 100 
โวลต์เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเปิดวงจรไฟฟ้า 

(4) หลังจากครบ 30 นาที น้าแผ่นเจลไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide 
(EtBr) เป็นเวลา 10 นาที โดยสารละลาย EtBr ที่ใช้เตรียมจาก EtBr ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

(5) ล้างสารละลาย EtBr ส่วนเกินออกโดยน้าแผ่นเจลไปแช่ในน้้ากลั่น 5-10 นาท ี
(6) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง BioDoc-It TM Imaging 

System (UVP, Inc., Upland, CA, USA) พร้อมบันทึกภาพ 
6. ท้าซ้้าในข้อ ฉ. 4. เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาตรทั้งหมดประมาณ 150 

ไมโครลิตร และมีปริมาณมากพอในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไรโบโซมอลดีเอ็นเอ น้าแผ่นเจล
ไปตรวจดูภายใต้แสง UV แล้วใช้ใบมีดตัดเอาเฉพาะเจลในส่วนที่มีแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการ และ
เก็บวุ้นไว้ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีผ่านการอบฆ่าเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

7. ท้าความสะอาดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ด้วย UltraCleanTM 15 DNA Purification 
Kit (MO BIO Laboratories, Inc., CA, USA, Cat. No. 12100-300) ตามข้ันตอนดังนี ้

(1) เติม ULTRA SALT ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ที่
บรรจุแถบดีเอ็นเอผสมให้เข้ากัน น้าหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ไปตั้งบนเครื่องให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที หรือจนกว่าวุ้นจะละลายหมด โดยกลับหลอดไปมาเป็นระยะ เมื่อ
วุ้นละลายหมด น้าหลอดออกจากเครื่องและต้ังทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

(2) เติม ULTRA BIND ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี

(3) น้าหลอดตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,600 g เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วน
น้้าใสทิ้ง และเก็บส่วนตะกอนดีเอ็นเอซึ่งจับกับ ULTRA BIND ไว้ 

(4)  ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย ULTRA WASH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยใช้ 
ปิเปตต์อัตโนมัติดูดสารขึ้นลงให้ผสมเข้ากันดี  

(5) น้าหลอดตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,600 g เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วน
น้้าใสทิ้ง และเก็บส่วนตะกอนดีเอ็นเอซึ่งจับกับ ULTRA BIND ไว้ ท้าซ้้าข้อใน (4) และ (5) อีกครั้ง 

(6)  น้าหลอดตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,600 g เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น
ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูด ULTRA WASH ที่เหลือออกให้หมด 

(7) ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้้าปราศจากเชื้อ (ultrapure water) ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร แล้วใช้ปิเปตต์อัตโนมัติผสมสารให้เข้ากัน ตั้งหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,600 g เป็นเวลา 2 นาท ี
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(8) ใช้ปิ เปตต์อัตโนมัติดูดส่วนน้้าใส่ที่มีดี เอ็นเอละลายอยู่  ย้ายลงในหลอด 
ไมโครเซ็นตริฟิวก์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ขนาด 0.5 ไมโครลิตร โดยระวังไม่ให้มีตะกอน ULTRA 
BIND ติดมาด้วย เก็บดีเอ็นเอที่แยกได้ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอส่งไปหาล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์หรือใช้ในปฏิกิริยาขั้นต่อไป 

8.  การโคลนยีนและช่วงล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการ  ด้วยชุดโคลนนิ่ง  Strata 
CloneTM PCR Cloning Kit (Stratagene, La Jolla, CA, Cat. No. 240205) โดยใช้แบคทีเรีย Strata 
CloneTM competent cells โดยท้าปฏิกิริยาตามข้ันตอน ดังนี้  

(1)  เตรียมสารผสมเพ่ือท้าการต่อชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการให้กับพลาสมิด โดยเติม
องค์ประกอบต่าง ๆ ตามล้าดับ ดังนี้  

(ก) StrataCloneTM Cloning Buffer ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  
(ข) ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  
(ค) StrataCloneTM Vector Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
ผสมให้เข้ากันเบา ๆ โดยใช้ปิเปตต์อัตโนมัติ  

(2) ตั้งหลอดปฏิกิริยาทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา
โดยวางหลอดลงบนน้้าแข็ง  โดยก่อนที่จะครบ 5 นาที  ให้น้าหลอด Strataclone SoloPack 
competent cells ออกจากตู้ท้าความเย็นที่ -80 องศาเซลเซียส และวางให้ละลายบนน้้าแข็ง  

(3)  เติมสารผสมจากหลอดปฏิกิริยาในข้อ (2) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
Strataclone competent cells ผสมให้เข้ากันเบา ๆ (ห้ามใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดสารขึ้นลง)  

(4)  จากนั้นวางหลอด transformation mixture ในข้อ (3) ไว้บนน้้าแข็งเป็นเวลา 
20 นาท ี 

(5)  น้าหลอด transformation mixture มา heat shock ที่ อุณหภูมิ  42 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที  

(6) วางหลอด transformation mixture ไว้บนน้้าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาท ี 
(7)  เติม SOC medium (ที่อุ่นเตรียมไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 

250 ไมโครลิตร ลงในหลอดปฏิกิริยา บ่มและเขย่าหลอดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาอย่างน้อย 1 ชั่วโมง  

(8)  ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรียในหลอดปฏิกิริยา  ปริมาตร 100 และ 200 
ไมโครลิตร ใส่ลงในจานเพาะเชื้อที่เตรียมไว้ และเกลี่ย (spread) หน้าแต่ละจานให้ทั่ว โดยจานเพาะ
เชื้อที่เตรียมไว้ จะบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB agar) ที่ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin และเกลี่ย
หน้าอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) ความ
เข้มข้น 2% ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ไว้เรียบร้อยแล้ว  
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(9)  บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 18 ชั่วโมง 
(10) ท้าการเลือกโคโลนีแบคทีเรียสีขาว ส้าหรับน้าไปสกัดแยกพลาสมิดที่มีชิ้นส่วน 

ดีเอ็นเอท่ีต้องการแทรกอยู่ต่อไป  
9.  ท้าการคัดเลือกและเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มีพลาสมิดซึ่งบรรจุยีนหรือล้าดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่ต้องการในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว LB (LB broth) อย่างน้อย 12 ชั่วโมง และสกัดพลาสมิดที่
มี ชิ้ นส่ วนยี นที่ ต้ อ งการด้ วย  FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech 
Corporation, Taiwan, Cat. No. FAPDE100) ตามข้ันตอนต่าง ๆ ดังนี้  

(1)  เทอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่มีแบคทีเรียเจริญอยู่  ลงในหลอดไมโคร 
เซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว  

(2)  น้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,300 g เป็นเวลา 1 นาท ีจากนั้นดูดส่วนน้้า
ใสทิ้ง และเก็บส่วนตะกอนแบคทีเรียที่ก้นหลอดไว้  

(3)  เติมสารละลายบัฟเฟอร์ FAPD1 (ที่เติมเอนไซม์ RNase A แล้ว) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงในหลอด และใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดสารขึ้นลงเพื่อละลายตะกอนแบคทีเรีย  

(4)  เติมสารละลายบัฟเฟอร์ FAPD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดและผสม
เบา ๆ ด้วยการกลับหลอดขึ้นลงจ้านวน 10 ครั้ง เพ่ือท้าให้เซลล์แบคทีเรียแตก จากนั้นตั้งหลอดทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ี 

(5)  เติมสารละลายบัฟเฟอร์ FAPD3 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และกลับหลอดขึ้น
ลงอย่างเบา ๆ 10 ครั้ง ทันท ี 

(6)  น้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,300 g เป็นเวลา 5 นาที ในระหว่างนี้ท้า
การวาง FAPD column ลงใน collection tube  

(7)  ดูดส่วนน้้าใสใส่ลงใน FAPD column โดยระวังการปนเปื้อนของตะกอนสีขาว
มากับส่วนน้้าใส จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 30 วินาที เทสารที่ไหลผ่าน FAPD column ทิ้ง 
จากนั้นวาง FAPD column กลับลงใน collection tube อีกครั้ง  

(8)  เติมสารละลายบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน FAPD column 
จากนั้นน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 30 วินาที เทสารที่ไหลผ่าน FAPD column ทิ้ง และวาง 
FAPD column กลับลงใน collection tube อีกครั้ง  

(9)  เติมสารละลายบัฟเฟอร์ Wash ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน FAPD column 
จากนั้นน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 30 วินาที เทสารที่ไหลผ่าน FAPD column ทิ้ง และวาง 
FAPD column กลบัลงใน collection tube อีกครั้ง  

(10) น้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเป็นเวลา 3 นาท ีเพ่ือให้ column แห้ง  
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(11) วาง FAPD column ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอด
ใหม่ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว  

(12) เติมน้้า molecular grade ปริมาตร 50-60 ไมโครลิตร ลงบริเวณเยื่อกรองที่
อยู่ใน FAPD column ตั้งหลอดทิ้งไว้เป็นเวลา 2 นาท ี 

(13) น้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 1 นาที เพ่ือชะดีเอ็นเอพลาสมิดออกจาก 
column  

(14) เก็บส่วนน้้าใสที่มีดีเอ็นเอพลาสมิดไว้ในตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส  
(15) ตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอพลาสมิดที่ได้  ด้วยการสกัดแยกโดยใช้

กระแสไฟฟ้าบนแผ่นวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% ตามข้อ 5. และส่งดีเอ็นเอพลาสมิดที่มีผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ที่ต้องการไปหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในขั้นตอนต่อไป 

10. หาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ โดยใช้เ ทคนิคการหาล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์อัตโนมัติแบบธรรมดา (normal automatic sequencing) ด้วยเครื่อง 3730XL DNA 
sequencer โดยส่งผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส จากข้อ 7. หรือ ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จาก
การโคลนนิ่ง จากข้อ 9. ไปยังบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี เพ่ือท้าการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์
ต่อไป โดยการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละครั้งจะใช้ไพรเมอร์ครั้งละ 1 ชนิด เข้าจับที่ต้าแหน่งต่าง ๆ 
กัน (ตารางที ่3) และท้าการอ่านล้าดับทั้งไปและกลับจนได้ล้าดับเบสคู่สมครบทั้งสองสายดีเอ็นเอ  

11. ท้ าการตรวจสอบล้ าดั บนิ วคลี โ อไทด์ด้ ว ย โปรแกรม MEGA (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) เวอร์ชั่น 6 (Tamura et al., 2013) และตัดล้าดับนิวคลีโอไทด์
ที่มาจากส่วนของพาหะออก จากนั้นรวมล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการอ่านด้วยไพรเมอร์แต่ละสาย
เข้าด้วยกัน เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลในขั้นต่อไป 

12. น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่ได้จากซิลิเอตมาวิเคราะห์เบื้องต้น
ด้วย Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST) กับฐานข้อมูลของ National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) และวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้ร่วมกับซิลิ เอต
ใกล้เคียงกลุ่มและสกุลอ่ืน ๆ ซึ่งได้รวบรวมล้าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลของ NCBI โดยเริ่มจาก
การสร้างไฟล์ alignment ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่ได้จากซิลิเอต ด้วย
โปรแกรม MAFFT เวอร์ชั่ น  7 (Katoh and Standley, 2013) โดยไฟล์  alignment ที่ สร้ า ง
ประกอบด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 53 สาย 5 สายมาจากซิลิเอตที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 46 สาย
มาจากซิลิเอตท่ีเป็นตัวแทนจากชั้น (class) ต่าง ๆ ในไฟลัมซิลิโอฟอรา (phylum Ciliophora) ทั้ง 11 
ชั้ น  ไ ด้ แ ก่  Karyorelictea, Heterotrichea, Spirotrichea, Litostomatea, Armophorea, 
Nassophorea, Colpodea, Phyllopharyngea, Oligohymenophorea, Prostomatea แ ล ะ 
Plagiopyrea รวมถึงซิลิเอตในสกุลที่ใกล้เคียงกับซิลิเอตที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ และอีก 2 สายจาก 
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ไดโนแฟลกเจลเลท เพ่ือใช้เป็น outgroup รวมต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ทั้งสิ้น 1,565 
ต้าแหน่ง 

13. น้าไฟล์ alignment ที่สร้างไปวิเคราะห์ความห่างทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม 
MEGA เวอร์ชั่น 6 โดยใช้แบบจ้าลองในการค้านวณ ได้แก่ number of base differences per site 
(p-distance) และ Kimura two-parameter (K2P) (Kimura, 1980) 

14. ท้าการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) 
ของซิลิเอตที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้กับซิลิเอตกลุ่มและสกุลอ่ืน ๆ ด้วยโปรแกรม MEGA เวอร์ชั่น 6 
(Tamura et al., 2013) และ PhyML เวอร์ชั่น 3.0 (Guindon et al., 2010) โดยใช้ชุดข้อมูลที่สร้าง
ไว้ในข้อ 12 
 
ตารางท่ี 3 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอและหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในการศึกษาครั้งนี้ 

ไพรเมอร์ ทิศทาง ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5'-3') 
ต าแหน่งที่เกาะ 
โดยประมาณ 

ยีน 18S     

SSU-NPF1 (ก) ไปข้างหน้า TGCGCTACCTGGTTGATCC 1-19 

SSU-RPF1 (ข)  ไปข้างหน้า  ACCTGGTTGATCCTGCCAGT  7-26  

SSU-MCil-rII (ค)  ถอยกลับ  TCTRATYGTCKTBGATCCCYTA  ~964-985 

SSU-1580F (จ)  ไปข้างหน้า  CCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT  1580-1604  

18S-R1513 Hypo (ง)  ถอยกลับ  TGATCCTTCYGCAGGTTC  ~1500-1517 

ก. Chantangsi and Leander (2010); ข. Leander, Clopton, and Keeling (2003); ค. Lara et 
al. (2007); ง. Petroni et al. (2002); จ. ออกแบบโดย อาจารย์ ดร. ชิดชัย จันทร์ตั้งสี (ข้อมูลยังไม่ได้
ตี พิม พ์ ); ฉ . Moreira et al. (2007); ช . Takano and Horiguchi (2006); ซ . Vilgalys (2005); ฌ . 
ไพรเมอร์สากล (universal primer) 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอและหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในการศึกษาครั้งนี้ 

ไพรเมอร์ ทิศทาง ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5'-3') 
ต าแหน่งที่เกาะ 
โดยประมาณ 

ยีน 28S     

28S-1FM (ฉ)  ไปข้างหน้า  ACCYGCTGAAYTTAAGCATAT  -1-19 

28S-25F1R (ช)  ถอยกลับ ATATGCTTAAATTCAGCGG  45-27 

28S-LR3R (ซ)  ไปข้างหน้า  GTCTTGAAACACGGACC  663-679 

28S-1316R (จ)  ถอยกลับ ATTCGGCAGGTGAGTTGTTACAC  1316-1294  

Vector pSC-A    

T3 (ฌ)  ไปข้างหน้า  ATTAACCCTCACTAAAG   

T7 (ฌ)  ถอยกลับ AATACGACTCACTATAG   

ก. Chantangsi and Leander (2010); ข. Leander, Clopton, and Keeling (2003); ค. Lara et 
al. (2007); ง. Petroni et al. (2002); จ. ออกแบบโดย อาจารย์ ดร. ชิดชัย จันทร์ตั้งสี (ข้อมูลยังไม่ได้
ตี พิม พ์ ); ฉ . Moreira et al. (2007); ช . Takano and Horiguchi (2006); ซ . Vilgalys (2005); ฌ . 
ไพรเมอร์สากล (universal primer) 
 

ช. การหาเวลาที่ใช้ในแต่ละชั่วรุ่น (generation time) 

1. น้าปิเปตต์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ดึงปลายให้แหลมโดยใช้ความร้อนจากตะเกียง
แอลกอฮอล์ ดูดเซลล์ซิลิเอตที่แยกให้บริสุทธิ์แล้วจากข้อ ค. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอมา
เพียง 1 เซลล์ ใส่ลงบนสไลด์ที่หยดอาหารเพาะเลี้ยงเตรียมไว้ จากนั้นใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดเซลล์
ดังกล่าวพร้อมอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในจานพลาสติกขนาด 96 หลุม เติม
ยีสต์ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. หลังผ่านไป 24 ชั่วโมง นับจ้านวนเซลล์ซิลิเอตในแต่ละหลุมภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอ น้าไปหาค่าเฉลี่ยเพ่ือค้านวณเวลาที่ใช้ในแต่ละชั่วรุ่นตามสูตรดังนี้  
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logN1 – logN0 
log 2 

 
 Number of generations (n)  =   
 
 Generation time (g)   =  
 
  เมื่อ N0 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลาเริ่มต้น 

N1 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
   Time of growth เท่ากับ 24 ชั่วโมง 
  ในการศึกษาครั้งนี้ใช้จ้านวนเซลล์ที่เวลาเริ่มต้นเป็น 1 เซลล์ ยกเว้น P. 

multimicronucleatum ใช้จ้านวนเซลล์ที่เวลาเริ่มต้นเป็น 10 เซลล์ 
 

ซ. การทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ต่อเซลล์ซิลิเอต 

1. เพาะเลี้ยงซิลิเอตให้ได้ประมาณ 700-1,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
2. เตรียมสารประกอบโลหะหนักของทองแดง (CuSO4) ตะกั่ว (Pb(NO3)2) สังกะสี 

(ZnSO4) และแคดเมียม (CdCl2) เพ่ือใช้ท้าการทดสอบ 
3. เตรียมโลหะหนักที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยละลายสารประกอบ

โลหะหนักในน้้าต้มฟางที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว น้าไปเจือจางให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น 
โดยความเข้มข้นที่สูงสุดที่ใช้ในการทดสอบต้องท้าให้เซลล์ตายมากกว่าครึ่งหนึ่ง ( LC50) และความ
เข้มข้นที่ต่้าสุดต้องไม่ท้าให้เซลล์ตาย 

4. สุ่มนับจ้านวนเซลล์ซิลิเอตที่จะใช้ในการทดลองโดยใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดซิลิเอตที่
เลี้ยงไว้ในหลอดทดลอง 20 ไมโครลิตร 3 ครั้ง หยดลงบนสไลด์ ท้าการนับจ้านวนภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอ ค้านวณปริมาณเซลล์ต่ออาหารเลี้ยง 1 มิลลิลิตร  

5. ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดซิลิเอตจากหลอดทดลองที่นับจ้านวนแล้ว ใส่ลงในจาน
พลาสติกชนิด 24 หลุม หลุมละ 500 ไมโครลิตร แล้วเติมโลหะหนักที่มีความเข้มข้นเป็น 2 เท่า ของ
ความเข้มข้นที่ต้องการที่เตรียมไว้อีกหลุมละ 500 ไมโครลิตร แต่ละความเข้มข้นท้าทั้งหมด 4 ซ้้า ทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

6. การทดลองชุดควบคุมใช้น้้าต้มฟางแทนน้้าต้มฟางที่มีโลหะหนัก ท้าการทดลอง
ทั้งหมด 4 ซ้้า เช่นเดียวกัน 

7. นับจ้านวนเซลล์หลังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยการสุ่มใช้ปิเปตต์
อัตโนมัติดูดตัวอย่างจากแต่ละหลุมมาหลุมละ 20 ไมโครลิตร 3 ครั้งต่อหลุม นับจ้านวนเซลล์ภายใต้

Time of growth 
Number of generations 
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กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ หาค่าเฉลี่ยจ้านวนเซลล์ที่นับได้ เพ่ือค้านวณหาเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอด
ของซิลิเอตในแต่ละความเข้มข้นของโลหะหนักเทียบกับการทดลองชุดควบคุม โดยค้านวณจาก 
จ้านวนเซลล์ที่อยู่รอด/จ้านวนเซลล์ที่อยู่รอดของการทดลองชุดควบคุม (control) x 100 ท้าการนับ
เช่นเดียวกันในชุดการทดลองซ้้าทั้ง 4 ชุด (Martín-González et al., 2006) 

8. ท้าการทดลองซ้้าในข้อ 4-7 ทั้งหมด 3 ชุดการทดลอง โดยเว้นช่วงในแต่ละชุดการ
ทดลองเป็นเวลา 1 สัปดาห์ 

9. วิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง (LC50) ด้วยวิธีโพรบิท 
(Probit analysis) โดยใช้โปรแกรม Statplus software (2009) (AnalystSoft Inc., CA) 

ฌ. การทดสอบศักยภาพในการก้าจัดโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ปนเปื้อน
ออกจากอาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอต  

1. เพาะเลี้ยงซิลิเอตในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร  
2. สุ่มนับจ้านวนซิลิเอตก่อนเริ่มท้าการทดสอบ โดยใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดเซลล์ซิลิเอตที่

เลี้ยงไว้ ครั้งละ 20 ไมโครลิตร 3 ครั้ง หยดลงบนสไลด์ นับจ้านวนภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
สเตอริโอ 

3. แบ่งซิลิเอตในขวดรูปชมพู่ที่นับแล้วใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ล้าง
ด้วยกรดไนตริก (HNO3) ความเข้มข้น 10% แล้ว ขวดละ 100 มิลลิลิตร 

4. ดูดน้้าต้มฟางออกและเติมสารละลายโลหะหนักลงไปในปริมาณที่เท่ากันลงในขวดรูป
ชมพู่ที่ใช้เพาะเลี้ยงซิลิเอตซึ่งนับจ้านวนแล้ว ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับค่า LC50 ของแต่ละโลหะ 
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยท้าการทดสอบในโลหะหนักแต่ละชนิดทั้งหมด 3 ครั้ง  

5. การเตรียมการทดลองชุดควบคุม  
 ชุดที่ 1 ใส่อาหารเพาะเลี้ยงที่มีเซลล์ซิลิเอตที่นับจ้านวนแล้ว แต่ไม่เติมสารละลาย

โลหะหนักและไม่เติมเบเกอร์ยีสต์ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 ชุดที่ 2 ใส่อาหารเพาะเลี้ยง เบเกอร์ยีสต์ที่อบฆ่าเชื้อแล้ว และเติมสารละลายโลหะ

หนักให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับค่า LC50 ของแต่ละโลหะ โดยไม่มีเซลล์ซิลิเอต 
 ชุดที่ 3 ใส่อาหารเพาะเลี้ยง และเติมสารละลายโลหะหนักให้มีความเข้มข้นสุดท้าย

เท่ากับค่า LC50 ของแต่ละโลหะ โดยไม่มีเซลล์ซิลิเอต 
6. แยกกรองสารละลายทั้งหมดด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 93 โดยเก็บ

สารละลายที่ผ่านการกรองแล้วส่งไปตรวจวัดความเข้มข้นของโลหะหนักที่เหลืออยู่ด้วย เครื่อง 
อะตอมมิกแอพซอร์พชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (atomic absorption spectrophotometer) ที่ศูนย์
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เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย รักษาสภาพตัวอย่างโดยการเติม
กรดไนตริกเข้มข้น 3-4 หยด 

7. เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักในอาหาร
เลี้ยงเมื่อเริ่มต้นการทดลอง และความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักในอาหารเลี้ยงหลังตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยการวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่าง 
(paired-samples t-test) ด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 17 พิจารณาค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 
(Softonic®, Spain) 



 

 

บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของซิลิเอต 

ก. Bresslauides sp. เซลล์มีรูปร่างคล้ายไต (kidney-shaped) ตัวเซลล์ปกคลุมไปด้วยซีเลีย
เรียงตัวเป็นคู่อยู่ทั่วเซลล์ เซลล์มีขนาดกว้างประมาณ 40 ไมโครเมตร ยาวประมาณ 60 ไมโครเมตร 
ว่ายน้้าอย่างอิสระ ขอบเซลล์ด้านหลัง (dorsal) มีลักษณะโค้ง ในขณะที่ด้านตรงข้ามมีช่องปากขนาด
ใหญ ่(oral region) อยู่บริเวณก่ึงกลางค่อนไปทางด้านหน้าของตัวเซลล์ (ภาพที่ 7) โดย Bresslauides 
sp. ใช้เวลาในแต่ละช่วงชีวิต 7 ชั่วโมง 21 นาท ี36 วินาที 

 

ภาพที่ 7 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง (ก และ ข) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ค และ ง) แสดง Bresslauides sp. ที่คัดแยกจากคลองบริเวณหน้าตึก
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พุดตาน หอพักนิสิตหญิงจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ก. ปากเซลล์ (oral region: OR) ทางด้านหน้า 
และคอนแทรกไทล์แวคิวโอล (contractile vacuole: CV) ทางด้านซ้ายของตัวเซลล์ที่อยู่บริเวณ
กึ่งกลางค่อนไปทางด้านหน้าของเซลล์ ข. นิวเคลียส (nucleus: N) ค. เซลล์ Bresslauides sp. 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่มีช่องปาก (oral cavity: OC) อยู่กลางเซลล์ ง. 
แสดงภาพขยายบริเวณช่องปาก และการเรียงตัวเป็นคู่ของซีเลีย (หัวลูกศร) (แถบเทียบขนาด ก. และ 
ข. = 20 µm; ค. = 10 µm; ง. = 5 µm) 
 

ข. P. multimicronucleatum เซลล์มีรูปร่างยาว ด้านหน้ามน ด้านท้ายเรียว ว่ายน้้าอย่าง
อิสระ ผิวเซลล์ด้านข้างบุ๋มเป็นร่องลึกเข้าไปในเซลล์เป็นร่องปาก (oral groove) ขนาดตัวเซลล์กว้าง
ประมาณ 30 ไมโครเมตร และยาวประมาณ 130 ไมโครเมตร ภายในเซลล์มีแมโครนิวเคลียสรูปไข่ 
เซลล์มีคอนแทรกไทล์แวคิวโอล (contractile vacuole) 2 อัน ที่บริเวณปลายด้านหน้าและด้านท้าย
ของเซลล์ และมีท่อรวมน้้าเห็นเป็นแขนงรัศมี (radiating canal) เซลล์มีซีเลียปกคลุมตลอดทั่วทั้ง
เซลล์ (ภาพที่ 8) โดย P. multimicronucleatum ใช้เวลาในแต่ละช่วงชีวิต 18 ชั่วโมง 28 นาที 36 
วินาที 
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ภาพที่ 8 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง (ก และ ข) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ค และ ง) แสดง P. multimicronucleatum ที่คัดแยกจากบ่อเก็บน้้าหลัง
การบ้าบัดของโรงงานยางพารา ก. แมโครนิวเคลียส (macronucleus: MA) บริเวณกลางเซลล์ และ
คอนแทรกไทล์แวคิวโอล (contractile vacuole: CV) ที่บริเวณด้านหน้าและด้านท้ายของเซลล์ ข. 
ท่อรวมน้้าที่ปรากฏเป็นแขนงรัศมี (radiating canal: RC) ท้าหน้าที่รวบรวมน้้าเข้าสู่คอนแทรกไทล์
แวคิวโอล ค. แสดง P. multimicronucleatum ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่มี
ช่ องปาก (oral cavity: OC) บริ เ วณกึ่ งกลางค่อนมาด้ านท้ ายของ เซลล์  ง .  กลุ่ ม เซลล์  P. 
multimicronucleatum จ้านวน 3 เซลล์ (แถบเทียบขนาด ก. และ ข. = 20 µm; ค. = 10 µm; ง. 
= 50 µm) 
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ค. Telotrochidium sp. (BKK) เซลล์มีรูปร่างคล้ายถัง (barrel-shaped) กว้างประมาณ 40 
ไมโครเมตร ยาวประมาณ 70 ไมโครเมตร ว่ายน้้าอย่างอิสระ ซิลิเอตสกุลนี้ไม่มีการสร้างก้านเซลล์ 
(stalk) ใช้ยึดเกาะกับพ้ืนผิว เซลล์มีวงของเส้นขน 2 วง วงที่  1 อยู่บริเวณรอบปาก เรียกว่า adoral 
ciliary spiral และวงที่ 2 เป็นวงรอบตัวที่บริเวณส่วนท้ายของเซลล์ เรียกว่า aboral ciliary wreath 
ภายในเซลล์มีนิวเคลียสลักษณะเป็นแถบ จัดเรียงตัวเป็นรูปตัวอักษร C เซลล์มีรูเปิดที่บริเวณส่วนท้าย
ของตัวเซลล์ เรียกว่า scopula รวมไปถึงมีลายริ้ว (striae) เป็นวงรอบล้าตัว (ภาพที่ 9) โดย 
Telotrochidium sp. (BKK) ใช้เวลาในแต่ละช่วงชีวิต 12 ชั่วโมง 52 นาที 36 วินาที 

 

ภาพที่ 9 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง (ก และ ข) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ค และ ง) แสดง Telotrochidium sp. (BKK) ที่คัดแยกจากบ่อรวมน้้าเสีย 
โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยา ก. แมโครนิวเคลียสรูปตัวอักษร C (macronucleus: MA) กับวงของ
เส้นขน 2 วง บริเวณรอบปาก (adoral ciliary spiral: AS) และบริเวณส่วนท้ายของเซลล์ (aboral 
ciliary wreath: AW) ข. คอนแทรกไทล์แวคิวโอล (contractile vacuole: CV) และแวคิวโอลอาหาร 
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(food vacuole: FV) ภายในตัวเซลล์ ค. เซลล์ Telotrochidium sp. (BKK) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่มีลายริ้วเป็นวงรอบล้าตัว (หัวลูกศร) ง. รูเปิดที่บริเวณส่วนท้ายของตัว
เซลล์ (scopula: SC) (แถบเทียบขนาด ก. และ ข. = 20 µm; ค. และ ง. = 10 µm) 
 

ง. Telotrochidium sp. (RY) เซลล์มีรูปร่างคล้ายถัง มีวงของเส้นขน 2 วง  ได้แก่ adoral 
ciliary spiral และ aboral ciliary wreath ภายในเซลล์มีนิวเคลียสลักษณะเป็นแถบ จัดเรียงตัวเป็น
รูปตัวอักษร C เช่นเดียวกับ Telotrochidium sp. (BKK) เพราะเป็นซิลิเอตในสกุล Telotrochidium 
sp. เ ช่ น เ ดี ย ว กั น  อย่ า ง ไ ร ก็ ต าม เ ซลล์ ข อ ง  Telotrochidium sp. (RY) มี ขน าด เ ล็ ก ก ว่ า 
Telotrochidium sp. (BKK) เล็กน้อย กล่าวคือ มีขนาดเซลล์กว้างประมาณ 30 ไมโครเมตร ยาว
ประมาณ 60 ไมโครเมตร (ภาพที่ 10) โดย Telotrochidium sp. (RY) ใช้เวลาในแต่ละช่วงชีวิต 14 
ชั่วโมง 24 นาที  

 

ภาพที่ 10 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง (ก และ ข) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ค และ ง) แสดง Telotrochidium sp. (RY) ที่คัดแยกจากบ่อน้้าทิ้งที่
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บ้าบัดแล้วของบริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) ก. แมโครนิวเคลียสรูปตัวอักษร C (macronucleus: 
MA) กับวงของเส้นขน 2 วง บริเวณรอบปาก (adoral ciliary spiral: AS) และบริเวณส่วนท้ายของ
เซลล์ (aboral ciliary wreath: AW) ข. แสดงแวคิวโอลอาหาร (food vacuole: FV) บริเวณกลาง
ภายในเซลล์ ค. ภาพถ่าย ด้านข้าง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดซึ่งมีวงของเส้นขน
จ้านวน 2 วง ง. ภายถ่ายเซลล์ Telotrochidium sp. (RY) จากทางด้านบน (แถบเทียบขนาด ก. และ 
ข. = 20 µm; ค. และ ง. = 10 µm) 
 

จ. T. pyriformis เซลล์มีขนาดเล็กรูปร่างรี ขนาดตัวเซลล์กว้างประมาณ 30 ไมโครเมตร ยาว
ประมาณ 40 ไมโครเมตร ว่ายน้้าอย่างอิสระ เซลล์มีช่องปากขนาดเล็ก เรียกว่า cytostome อยู่ต่้าลง
มาจากปลายด้านหน้าเล็กน้อยและมีขนอยู่โดยรอบ ตัวเซลล์มีซีเลียเรียงเป็นแนวยาวจากด้านหน้าไป
ยังด้านท้ายของเซลล์ (ภาพที่ 11) โดย T. pyriformis ใช้เวลาในแต่ละช่วงชีวิต 9 ชั่วโมง 28 นาที 12 
วินาที 

 

ภาพที่ 11 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบแบบใช้แสง (ก และ ข) และกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ค และ ง) แสดง T. pyriformis ที่คัดแยกจากบ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วของ
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บริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) ก. ช่องปากขนาดเล็ก (cytostome: CY) ทางด้านหน้า และ 
คอนแทรกไทล์แวคิวโอล (contractile vacuole: CV) ทางด้านท้ายของตัวเซลล์ ข. แกรนูลสะสม
ภายในตัวเซลล์ซึ่งมีลักษณะเป็นเม็ดกลมปรากฏภายในเซลล์จ้านวนมาก ค. เซลล์ T. pyriformis 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงต้าแหน่งของช่องปากที่อยู่ต่้าลงมาจากปลาย
ด้านหน้าเซลล์เล็กน้อยและมีขนอยู่โดยรอบ ง. ภาพขยายบริเวณช่องปากท่ีมีซีเลียเรียงอัดตัวเป็นแถว
แน่น (แถบเทียบขนาด ก. และ ข. = 20 µm; ค. และ ง. = 5 µm) 

การระบุชนิดของซิลิเอตโดยอาศัยลักษณะทางอณูชีววิทยา 

จากการเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอและหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 3,500 คู่เบส (ภาพที่ 12) ขึ้นอยู่กับ
ชนิดของซิลิเอต ครอบคลุมบริเวณยีน 18S หรือ SSU rDNA, ช่วงล้าดับ ITS1, ยีน 5.8S, ช่วงล้าดับ 
ITS2 และช่วงต้นของยีน 28S หรือ LSU rDNA 

 

ภาพที่ 12 แถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ปรากฏบนเจลหลังจากน้าไปย้อมด้วยสารละลาย ethidium 
bromide และบันทึกภาพภายใต้แสงยูวี M คือ เครื่องหมายโมเลกุลใช้ในการเทียบขนาด ชนิด 1 kb 
plus และช่องที่ 3-9 คือ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จาก Telotrochidium sp. (RY) ซึ่งมีขนาดประมาณ 
3,500 คู่เบส 
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เมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) (NCBI, 2013a: Online) ได้ผลการเปรียบเทียบของซิลิเอตทั้ง 5 ชนิด 
ดังนี้  

ก. Bresslauides sp. ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 3,787 คู่เบส  

(นิวคลีโอไทด์ที่ขีดเส้นใต้ คือ ต้าแหน่งของไพรเมอร์) 

ACCTGGTTGA TCCTGCCAGT AGTCATATGC TTGTCTTAAA GACTAAGCCA  50    

TGCATGTCTA AGTATAAGTA TTATACAGCG AAACTGCGAA TGGCTCATTA  100   

AAACAGTTAT AGTTTATTCG ATTATTTTCT TCTACATGGA TAACCGTAGT  150   

AATTCTAGAG CTAATACATG CTGTCAAACC TGACTTTTGC GGAAGGGTTG  200   

TATTTATTAG ATATAAAACC AACACTCCTC ACGGAGTTTT GTGATGATTC  250   

ATAATAACTG AACGGATCGC GGCCTTGCCG CGACGAATCG TTCAAGTTTC  300   

TGCCCTATCA GCTTTCGATG GTAGTGTATT GGACTACCAT GGCGATCACG  350   

GGTAACGGGG AATTAGGGTT CGATTCCGGA GAGGGAGCCT GAGAAATGGC  400   

TACCACATCT AAGGAAGGCA GCAGGCGCGT AAATTACCCA ATCCTAATTC  450   

AGGGAGGTAG TGACAAGAAA TAACAACTCG GACCTCACAC GAGGTTACGA  500   

GATTGCAATG AGAACAATTT AAACCTCTTA TCGAGTAACA ATTGGAGGGC  550   

AAGTCTGGTG CCAGCAGCCG CGGTAATTCC AGCTCCAATA GCGTATATTA  600   

AAGTTGTTGC AGTTAAAAAG CTCGTAGTTG AATATCTGGC CGGTGCTGTT  650   

CTCGGCTCCC GTAGTCGGTT CAGCGCCTGG TTATCCGTAT GGGAAACTAG  700   

CTCGACCTTC ACTGTGTCGG TTAGTGGATC ATACACTTTA CTTTGAAAAA  750   

ATTAGAGTGT TTCAGGCAGG CAATTGCTTG GATACTGTAG CATGGAATAA  800   

TGGAATAGGA CTTTGACCTA TTTGTTGGTT TCTCGAGGTC AGAGTAATGA  850   

TTAATAGGGA TGGTTGGGGG CATTCGTATT TAATTGTCAG AGGTGAAATT  900   

CTTGGATTTT TTAAAGACGA ACTTATGCGA AAGCATTTGC CAAGGATGTT  950   

TTCATTAATC AAGAACGAAA GTTAGGGGAT CAAAGACGAT CAGATACCGT  1000  

CCTAGTCTTA ACCATAAACT ATACCGACTA GGGATTGGTG AGGTCTCTAA  1050  

AGCCTCATCA GCACCTTATG AGAAATCAAA GTCTTTGGGT TCTGGGGGGA  1100  

GTATGGTCGC AAGGCTGAAA CTTAAAGGAA TTGACGGAAG GGCACCACTA  1150  

GGAGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACCCA ACACGGGGAA ACTTACCAGG  1200  

TCCAGACATA GTTAGGATTG ACAGATTGAG AGCTCTTTCT TGATTCTATG  1250  

GGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTGGT GGAGTGATTT GTCTGGTTAA  1300  

TTCCGTTAAC GAACGAGACC TTAACCTGCT AACTAGTTAC TCTTATGGAA  1350  

ATAGGGGTCT AACTTCTTAG AGGGACTTTA TGTGCAAGCA TAAGGAAGTT  1400  

TGAGGCAATA ACAGGTCTGT GATGCCCTTA GATGTCCTGG GCCGCACGCG  1450  

CGCTACACTG ACACATGCAA CAAGTTTATT TTTCCTGACT CGGAAGGGTT  1500  

CGGGTAATCT TGTATAATGT GTGTCGTGCT AGGGATAGAT CTTTGGAATT  1550  

ATAGATCTTG AACAAGGAAT TCCCAGTAAG CATAAGTCAT CAGCTTGTGC  1600  

TGATTACGTC CCTGCCCTTT GTACACACCG CCCGTCGCTC CTACCGATTT  1650  

TGAGTGATCC GGTGAACCTT CTGGACTGTA GCTGGGCTCG ACTCAGCCGT  1700  

GGGAAGTTAA GTAAACCTTA TCACTTAGAG GAAGGAGAAG TCGTAACAAG  1750  

GTTTCCGTAG GTGAACCTGC GGAAGGATCA TTAACACAAT CTAAATACTC  1800  

ACAACAYATG GTAGTTCCTT TATAGGACTA TGCATGGACA GGTGCAAACT  1850  

GGCATGTAGG TCGAGGGAGG GGGATAAGAG AATGAGAARG GGATGGCACC  1900  

AACAAAACAT CCTAAGTAAC ATTGTCTTAT TTCAATCCTT TGAAGTTAAA  1950  

ACCACCGACC TATATGTGTT TCATTTTTTA ATGAAACCCC AACCTTTTTG  2000  

CCTTAGATTA CTAAGTCAAA AAAAAAAATT AAACTAAGAA AATTTTCAAC  2050  

GATGGATATC TTGGTTCCCA TAACGATGAA GAGCGCAGCA AAGTGCGATA  2100  

AGCAATGCGA ATTGCAGAAT TCCGCGAATC ATCAGATCCT TGAACGCAAC  2150  

TGGCGCTAGG GGGCTCTCTC CCTAGCATGT CTGTTTCAGT GTCTGAAAAC  2200  

ATCATAATAA TCTTAATGTG ATTGACAAAG GATAGAAAGG TGATAATAAT  2250  
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GGTAGTTTCT ACCTTATTGT TTACTAATTT CTATTACTAA GTCTTTCATG  2300  

AAATATGTAC ATGTGAGTCT TTGGACTCCT CATCGAATTT TGGTCACTGT  2350  

TTACAGTGAT TTCGATAGGG GAGTGTTCTT TCGAGAACAA AACTCAATTA  2400  

CTCGAAATTA CATGTAAGAA TCATCTGATA GTTCTTTTGA GCTATCTTAA  2450  

TCATCAAACT CTGCATCTGA AATCAGGCAA GATCACCCGC TGAACTTAAG  2500  

CATATTACTA AGCGGAGGAA AAGAAATCAA CGAAGATTGC CTCAGTAGCG  2550  

GCGAGTGAAG CGGCAATAGC TCAAGTTTAG AATCTGCAGT CGTTTCGGCT  2600  

GCCGAATTGT AATCTAAAGG GGTTAACAAA AGGGGAGGTA GAGGCATAAG  2650  

TTCCTTGGAA CAGGACGTCA AAGAGGGTGA AAACCCCGTA TGCAGCCTTC  2700  

ACCGAACCGA ATGTTAATTT TCTGAGAGTC GGGTTGTTTG GGATTGCAGC  2750  

CCTAAATGGG AGATAAACTT CTTCTAAGGC TAAATATCTA TGGGAAACCG  2800  

ATAGCGAACA AGTACTGTGA AGGAAAGGTG AAAAGAACTT TGAAAAGAGG  2850  

GTTAAAAGAC TTGAAATCGT TGAGAAGGAA GCAGTAAAAG TGGATTTGAA  2900  

TTAGCTATGA GGCAAACTAG GTAAGGAACC ATCTTCCATT GGACACAGTA  2950  

CGTCAAAGGC TGTGCTGGTG ACAAGAAATG GCACTTTCTG GTCCTACTCA  3000  

TAGTTAAAGG GCAGAACCAG GTCTTTACTT GTTGGAATCA GCTAGGGTGA  3050  

CGTGTACATC TTGGCAAAAC AATAAGCTGG CCTGAGGAAA ATGAGGTTCT  3100  

GCCACAACGG CTTTTACTGA CCCGTCTTGA AACACGGACC AAGGAGTCTA  3150  

TCACATATGC GAGTTTGCGA GTGCAAAAAC TCATAGGCTT AATGAAAGTA  3200  

AGTATAAGGT GCCAAGGAGG GAGGTACGCC TTTTTCCCGC AGCATCGACC  3250  

GACCATGATC TTCTGTGAAA GGTTCGAGTA AGAGCATATT TGGTAGGACC  3300  
CGAAAGATGG TGAACTATGC TTGAGTAGGG TGAAGCCAGG GGAAACTCTG  3350  

GTGGAGGCTC GTAGCGATAC TGACGTGCAA ATCGTTCGTC AAACTTGAGT  3400  

ATAGGGGCGA AAGACTAATC GAACCATCTA GTAGCTGGTT CCCTCTGAAG  3450  

TTTCTCTCAG GATAGCTGGA ACGTATAATG CAGTTTTATT AGGTAAAGCG  3500  

AATGATTAGA GGCATCAGAG GTGAAACACC TTTGACCTAT TCTCAAACTT  3550  

TAAATTGGTA AGAACCTGTA GTTGTTGCTT AAAATTCATG AACTATAGGG  3600  

AAGAATGCAT CGTTCTAAGT GGGCCGTTTT TGGTAAGCAG AACTGGCGAT  3650  

GAGGGATGAA CCTAACGTTG AGTTAAGGTG CCCAAATGTA CACTCATCAG  3700  

ATACCATAAA AGGTGTTGAT TCATAAAGAC AGCAGGACGG TGGCCATGGA  3750  

AGTCGGAATC CGCTAAGGAG TGTGTAACAA CTCACCT 3787  

เมื่อน้าล้าดับที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ NCBI พบว่ามีความ
คล้ ายคลึ งกับสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดี เ อ็นเอของ  Bresslauides discoideus (GenBank 
accession no. EU039885.1) ในฐานข้อมูลของ NCBI มากที่สุด พบความเหมือนระหว่างล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ทั้งสายในความยาวที่สามารถเทียบกันไดถ้ึง 99% 

 

ข. P. multimicronucleatum ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 3,495 คู่

เบส (นิวคลีโอไทด์ที่ขีดเส้นใต้ คือ ต้าแหน่งของไพรเมอร์) 

ACCTGGTTGA TCCTGCCAGA AGTCATATGC TTGTCTTAAA GATTAAGCCA  50    

TGCATGTCTA AGTATAAATA GTATACAGTG AAACTGCGAA TGGCTCATTA  100   

AAACAGTTAT AGTTTATTTG ATAGTGCAAA TTACATGGAT AACCGTGGTA  150   

ATTCTAGAGC TAATACATGC GCAAATACCG GACGCAAGAA TGGTAGCATT  200   

TATTAGATTT AACCATCACA TGGTGAATCA TAGTAACTTA GCTGACCGCG  250   

CGCAAGCGTG GTAAATCATT CAAGTTTCTG CCCTATCAGC TTTCGATGGT  300   

AGTGTATTGG ACTACCATGG CAGTCACGGG TAACGGAGAA TTAGGGTTCG  350   

ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA CCACATCTAA GGAAGGCAGC  400   

AGGCGCGTAA ATTACCCAAT CCCGATTCGG GGAGGTAGTG ACAAGAAATA  450   

GCAACTCGGG CGGTTATCCG TTACGGGATT GCAATGAGAT AAGTCCAAAT  500   

CCGTAAACGA TTAACAATTG GAGGGCAAGT CTGGTGCCAG CAGCCGCGGT  550   
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AATTCCAGCT CCAATAGCGT ATACTTAAGT TGTTGCAGTT AAAAAGCTCG  600   

TAGTTGAAAT TCGAATTAGC TGATAGAGGG CTTAGGCTAT CTAGCAGTTG  650   

GTTCTCCGTC TACAATCCCT CTTGGGCTTC AGGGTTGCAG AGGGCTGAGT  700   

AGACAATTTA CCTTGAAAAA ATTAGAGTGT TCCAGGCAGG TTTTCGCCGG  750   

AATACATTAG CATGGAATAA TGGAATAGGA CTTAGGTCTT TTGTTGGTTT  800   

TAGGACTTGA GTAATGATTA ATAGGGACAG ATGGGGGCAT TAGTATTTAA  850   

TTGTCAGAGG TGAAATTCTT GGATTTATTA AAGACTAACT TATGCGAAAG  900   

CATTTGCCAA GGATGTTTTC ATTAATCAAG AACGAAAGTT AGGGGATCAA  950   

AGACGATCAG ATACCGTCGT AGTCTTAACT ATAAACTATA CCGACTCGGG  1000  

ATCGGAAGGG TAATATTTAA GGCCCTTTCG GCACCGTAAG AGAAATCAAA  1050  

GTCTTTGGGT TCTGGGGGGA GTATGGTCGC AAGGCTGAAA CTTAAAGGAA  1100  

TTGACGGAAG GGCACCACCA GGAGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  1150  

ACACGGGGAA ACTTACCAGG TCAAAACATG GATGGGATTG ACAGATTGAA  1200  

AGCTCTTTCT TGATTCTATG GGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTGGT  1250  

GGAGTGATTT GTCTGGTTAA TTCCGATAAC GAACGAGACC TTAACCTGCT  1300  

AACTAGTTTG CTCCTGCATA AGGGGTATAA CTTCTTAGAG GGACTATGTA  1350  

TGTTAAATAC ATGGAAGTTT AAGGCAATAA CAGGTCTGTG ATGCCCCTAG  1400  

ACGTCCTGGG CCGCACGCGC GCTACACTGA CACGTTCAGC GAGCTTATTT  1450  

ACCTGTCTCG AAAGAGTATG GGAAATCTTG TTAGGACGTG TCGTGCTGGG  1500  

GATAGATCTT TGCAATTATA GATCTTGAAC GAGGAATTCC TTGTAAGCAT  1550  

AGGTCATCAG CCTGTGCTGA ATACGTCCCT GCCCTTTGTA CACACCGCCC  1600  

GTCGCTCCTA CCGATTTCGA GTGATGTGGT GAACTATCTG GACTGCGATT  1650  

GGGCTTGAAC CAGTTGCGGG AAGTTTCGTA AACCTTATCA CTTAGAGGAA  1700  

GGAGAAGTCG TAACAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA AGGATCATTC  1750  

ACACATTCGA TCTTAAACCT TAGATTAGTG TTTGGTGTGC TTCTGTACTA  1800  

ACAGTAGTTA GGCAGAAGTT CAATAAACCT ATCTATCTAA TTTTTATTTA  1850  

ATATATTTTC TAAACTCAGA AAATTTTCAA CGATGGATAT CTGGGTTCCC  1900  

ATAACGATGA AGAACGCAGC GAAATGCGAT ACGCAATGCG AATAGCAGAT  1950  

CCGCGAGACA TTAGATTTTC GAACGCACCT GGCGCTAGTT TACTAGCATG  2000  

TTTGTTTCAG TGTGTTTGGA GAGATTCTAA TCATCAAAAA GAATGTGATT  2050  

GAGGCTTCGG CTTCTTTCAT TAAATAAGAG AGTGTATGAG TTTCATACAC  2100  

AAAAATGAAG TAGTCACAGT CATGTGATCT CATTTTTGTC GATTCTCTAA  2150  

ATAAACACTC TATTCTTTCT CCTTTTTTGA CACCTGAAAT CAAGCAAGAT  2200  

CACCCGCTGA ACTTAAGCAT ATCAGTAAGC GGAGGAAAAG AAACTAACAA  2250  

GGATTGCCTT AGTAGTGGCG AATGAACCGG CAATAGCTCA AAGTGTAAAT  2300  

CTGAGGCATC AAGTCTTAGA ATTGTAATCT ATAGGCCTTT TAGGGAAGCC  2350  

ATGGTTCTAG CATAAGTTCC TTGAAAAGGG ATGCCAAAGA GGGTAAAAGC  2400  

CCCGTATTTG GTTAGAACTG GGTGTACCGA AGGGTTCCAA GAGTCGGGTT  2450  

GTTTGGGATT GCAGCCTAAA ATGGGAGATA AACTTCTTCT AAAGCTAAAT  2500  

ATTTATGGGA AACCGATAGC AAACAAGTAC TACGAAGGAA AGATGAAAAG  2550  

AACTTTGAAA AGAGGGTTAA AAGACTTGAA ATCGTTGAGA AGAAAAGCGG  2600  

TAGAAGAGAA ATGATTTCGT CTAGAAGTAT GTGGCGTTGT AGTCGTCTTC  2650  

TGCGGTAATG GTACTTCATA GGGCCTAGCT GTAGACCGGC GGCGCATAGT  2700  

TGCTTTTTCT AGGCGAAGTG CAAAATGAGG TTTTGTTTAC GGAAACGTCT  2750  

CTAGGGAAGA CTCTGGCCTT GATGCTAGAA GCCCTGGTCT CCAACGTAAA  2800  

CTTAGCCTGA GGGCTGCATC TGCAGATTTT GCAAAAAAGG CTTCTACTGA  2850  

CCCGTCTTGA AACACGGACC AAGGAGTCTA CCACAAGTGC GAGTTTTAGG  2900  

GTGGAAAAAC CCGACGGCGC AACGAAAGTG AGTATAAGGT GCGAATCCGT  2950  

AAGGAGGCAG CATCGGCCAA CCTTGATTTT CGAATGAAAG GATTGAGCAA  3000  

GAGCATTTCT GGTAGGACCC GAAAGATGGT GAACTACGCT TGAGTAGGGC  3050  

GAAGCCAGGG GAAACTCTGG TGGAGGCTCG AAGCGTTACT GACGTGCAAA  3100  

TCGTTCGTCA AACTTGAGTG TAGGGGCGAA AGACTAATCG AACCATCTAG  3150  

TAGCTGGTTC CCTCTGAAGT TTCTCTCAGG ATAGCTGGAA CAATATCGCA  3200  

GTTTTATTAG GTAAAGCGAA TGATTAGAGG AATCGGAGGT CCTAGACCTT  3250  

TGACCTATTC TCAAACTTTA AATTGGTAAG AGCTTGGCGT TTCTTAATTG  3300  

AACGCTGAGG TAGAATGCGT TGTTCCAAGT GGGCCGTTTT TGGTAAGCAG  3350  

AACTGGCGAT GAGGGATGAA CCTAACGCTG AGCTAAGGTG CCAAAATTCC  3400  

CGCTCATCAG ATACCATAAA AGGTGTTGGT TCATTTAGAC AGCAGGACGG  3450  
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TGGCCCTGGA AGTCGGAATC CGCTAAGGAG TGTGTAACAA CTCAC 3495  

 
เมื่อน้าล้าดับที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ NCBI พบว่ามีความ

คล้ ายคลึ งกับไร โบโซมอลดี เ อ็นเอของ  P. multimicronucleatum strain MB1-1 (GenBank 
accession no. JF741212.1) ในฐานข้อมูลของ NCBI มากที่สุด พบความเหมือนระหว่างล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ทั้งสายในความยาวที่สามารถเทียบกันได้สูงสุด คือ 100% 

 
ค. Telotrochidium sp. (BKK) และ Telotrochidium sp. (RY) ได้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความ

ยาว 3,449 คู่เบส (นิวคลีโอไทด์ที่ขีดเส้นใต้ คือ ต้าแหน่งของไพรเมอร์ โดยนิวคลีโอไทด์ที่ตรงกันแสดง
ด้วยจุด และนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันแสดงตามสัญลักษณ์ของนิวคลีโอไทด์นั้น ๆ) 

BKK  TGCGCTACCT GGTTGATCCT GCCAGTAGTC ATATGCTTGT CTTAAAGATT  50    

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  50    

BKK  AATCCATGCA TGTGTAAGTA TAAGTATTGT ACAGCGAAAC TGCGAATGGC  100   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  100   

BKK  TCATTACATC AGTTATAATT TATTTGATAA TCGAAAGTTA CATGGATAAC  150   

RY   .......... .....C.... .......... .......... ..........  150   

BKK  CGTGACAAAT TACAGCTAAT ACATGCAGTC AGACCTGGTC CAAGGGTCGT  200   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  200   

BKK  AATTATTAGT ATTAAACCAT TTCCGAAAGG AGTGTGATGA ATCATAATAA  250   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  250   

BKK  TCGAACGAAT CGCCTGGTGT GCGATAAATC ATTCAAGTTT CTGCCCTATC  300   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  300   

BKK  AGCTTTGGAT GGTAGTGTAT TGGACTACCA TGGCAGTCAC GGGTAACGGA  350   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  350   

BKK  GAATTAGGGT TCGATTCCGG AGAGGGAGCC TGAGAAACGG CTACCACATC  400   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  400   

BKK  TACGGAAGGC AGCAGGAGCG AAAATTGCCC AATCCCGACA CGGGGAGGCA  450   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  450   

BKK  GTGACGAGAA ATAACAACTC TTGGTTATTC TAAGAAGTGT AATGAGGATA  500   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  500   

BKK  ATTTAAAACC CTTACCGAAA GCAATTGGAG GGCAAGTCTG GTGCCAGCAG  550   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  550   

BKK  CCGCGGTAAT TCCAGCTCCA ATAGCGTATA TTAAAGTTGT TGCAGTCAAA  600   

RY   .......... .......... .......... ....G..... ......T...  600   

BKK  AGGCTCGTAG TTGAAGTTCT GGCTGTTCGA TCCTCGAGCT CTGTAGCCGA  650   

RY   .A........ .......... .......... .......... ..........  650   

BKK  GGACTCGACA GTCATCCGCT TGCAAATATA TGTTCGCCTT TAACCGGGTG  700   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  700   

BKK  GCTGTATGAG TAAGCAATTT ACCTTGAGAA AAACAGAGTG TTCCAGGCAG  750   

RY   ...A...... ..G....... .......... .......... ..........  750   

BKK  GTTTGTCCGG AATGCATTAG CATGGAATAA TAGAATATGA CTGAAGTCGA  800   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  800   

BKK  TTTATTGGTT TGAGGCTTTA GTAATGATTA ATAGGAACAG TCGGGGGCAT  850   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  850   

BKK  TGGTACTTGA CAGTCAGAGG TGAAATTCTA GGATTTGTCA AAGACTAACA  900   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  900   

BKK  AATGCGAAAG CATTTGCCAA GGATGTTTTC ATTAATCAAG AACGAAAGTT  950   

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  950   

BKK  AGGGGATCAA AGACGATCAG ATACCGTCCT AGTCTTAACT ATAAACTATA  1000  
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RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1000  

BKK  CCGACTCGGA TTCAGATGAA TCATAAAGTT CATTTGGGAC CGTAGGAGAA  1050  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1050  

BKK  ATCAAAGTTT TTGGGTTCTG GGGGGAAGTA TGGTCGCAAG GCTGAAACTT  1100  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1100  

BKK  AAAGGAATTG ACGGTTTTGC ACCACCATGG AGTGGAGTCT GCGGCTTAAT  1150  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1150  

BKK  TTGACTCAAC ACTGGGAAAC TCATCAGGGC AAGGAGATTG TAGGATTGAC  1200  

RY   .......... .......... .......... ...A...... ..........  1200  

BKK  AGATTGAGAG TTCTTTCTTG ATTGGTCTAG TGGTGGTGCA TGGCCGTTCT  1250  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1250  

BKK  TAGTTGGTGG AGTGATTTGT CTGGTTAATT CCGTTAACGA ACGAGACCTT  1300  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1300  

BKK  AACCTGCTAA CTAGTACACA GATGACAAAT CTGTGATACT TCTTAGAGGG  1350  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1350  

BKK  ACTATGTGGT GTAATCACAT GGAAGTTTGA GGCAATAACA GGTCTGTGAT  1400  

RY   ........A. .......... .......... .......... ..........  1400  

BKK  GCCCTTAGAT GTCCTGAGCT GCACGCGTAC TACAATGGTG CTTTCAACGA  1450  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1450  

BKK  GCTTTTCCTG ATCCGAAAGG ATTTGGGTAA TCTTTTTAGT GAGCACCGTG  1500  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1500  

BKK  CTTGGGATAG ATCTTTGTAA TTATGGATCT TGAACTAGGA ATTCCTAGTA  1550  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1550  

BKK  AGCGCGCGTC ATCAGCGCGT GCTGATTACG CCCCTGCAAA ATGTACACAC  1600  

RY   .......... .......... .......... T......... ..........  1600  

BKK  CGTCCGTCGC TATTACCGAT TGAGTGTAAA GGTGAACCTT CTCGATAGAC  1650  

RY   ..C....... .......... .......... .......... ..........  1650  

BKK  GCAAGTCCAG AAATTAAGTA AACCTTTGCA CTTAGKGGAA ATAAAAGTCG  1700  

RY   .......... .......... .......... .....A.... ..........  1700  

BKK  TAACAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA AGGATCATTC ATAATTTTGT  1750  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1750  

BKK  AATGTTCTTC TTTAATTAAC GTTCATTTGT TAAGGCCTCG GCCATAACAA  1800  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1800  

BKK  AGTATACCTA TTTCATAGGT TTTAATGGTT ACTAAATATC CTAAAAATTA  1850  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1850  

BKK  ATAAATTTTC AACGATGGAT ATCTAGGCTC CAATAACGAT GAAGAACGCA  1900  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1900  

BKK  GCGAAGTGCG ATAAGCAATG CGAATTGCAG AACCGCGAGT CATCAGATTT  1950  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  1950  

BKK  TTGAACGCAA GTGGCGGCTG CCTCGGCAGT CATGTTTGTT TCAGTGTGTC  2000  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2000  

BKK  CGGTTAATTA CATCAAAGAG TATAATGTGA TTGAAGAAAT TCTCTCACAA  2050  

RY   .......... .......... .......... ......R... ..........  2050  

BKK  AATATGGAAT AATGTCAATG AAGACTCCAA ACGAAATAGT CACTAAATGG  2100  

RY   .......... .......... .......... R......... ..........  2100  

BKK  TGATAGTCGT TYGAGGATCG GAATTGGTGA ATCATTATTC AAAAACAAAT  2150  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2150  

BKK  TATCCAATTA TGGCACCTGA AATAAGCAAG AGTACCCGCT GAACTTAAGC  2200  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2200  

BKK  ATATCAGTAA GCGGAGGAAA AGAAAATAAC AATGATTACC TTAGTAGCGG  2250  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2250  

BKK  CGAGTGAATA GGTAAAAGCC CAAGATGTTA ATCTGGTATA AAGTACTAGA  2300  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2300  

BKK  ATTGTAATCT ATGGAGTAGA TCGGAAGGTG GAGACTCATC ATAAGTGCCT  2350  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2350  

BKK  TGGAAAAGGA CGCCAGAGAA GGTGAAAGCC CTGTCTTAGG ATGAGTCGAA  2400  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2400  
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BKK  GCGATACGAG ATATTTCTAA GAGTCGGGTA GTTTGGGAAT GCTGCCCTAA  2450  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2450  

BKK  TTGGGAGGTA AACTTCTCCT AAGGCTAAAT ATTTATTGGA GACCGATAGC  2500  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2500  

BKK  ATACAAGTAC TGCGAAGGAA AGATGAAAAG AACTTTGAAA AGAGGGTTAA  2550  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2550  

BKK  AAGACTTGAA ATCGTTGAAA AGGAAGCGAT AGAAGAGAAA TGATTCCCTG  2600  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2600  

BKK  CAAAATAGCA AATTGAGCTA AGTTGCGCGG TGGAGAATAT CTAACAGAGT  2650  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2650  

BKK  TCTTGCCGTG TAATGAAAAT CAAGAGGCGG TTTGCAGGAG AAAGGCAAGA  2700  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2700  

BKK  TGAGGTGGGG TTGCAAGAAT AAGGTGAAGA GTGTACTCTC GATCCAAAAG  2750  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2750  

BKK  TTGCAATCCT GCCTGAGGGA TCAGATGATG ATCTTGCCAA AATGGCTTTT  2800  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2800  

BKK  ATCGACCCGT CTTGAAACAC GGACCAAGGA GTCTACCTAT TATGCGAGTG  2850  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2850  

BKK  TTAAGGTGGA GAAACCTAAA CGCGTACCGA AAGGGATGTA AGATGTGAGG  2900  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2900  

BKK  CGAAAGCTGC AACATCAACC AATCTTGACT CTATGAGGAA GGACTTGAGT  2950  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  2950  

BKK  AAGAGCATAA TCGGTAGGAC CCGAAAGATG GTGAACTACG GTTGAATAGG  3000  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3000  

BKK  GCGAAGCCAG GGGAAACTCT GGTGGAGGCT CGAAGCGGTA CTGACGTGCA  3050  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3050  

BKK  AATCGTTCGT CAAATTTGAC TGTAGGGGCG AAAGACTAAT CGAACCATCT  3100  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3100  

BKK  AGTAGCTGGT TCCCTCTGAA ATTTCTCTCA GGATAGCAGG AACAGATCAT  3150  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3150  

BKK  GCAGTTTTAT CAGGTAAAGC TAATGATTAG TGGACTCGGG GGCCCCGTGC  3200  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3200  

BKK  CCTTGACCAA TTCTCAAACT TTAAATTGGT AAGAACTTCA AGTTATCTTA  3250  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3250  

BKK  ATTGAACTTG GAGAAGGAAT GCGTTGTTCT TAGTGGGCCA TTTTTGGTAA  3300  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3300  

BKK  GCAGAACTGG CGATGAGGGA TGAACCTAAC GTCGAGCTAA GGTGCCCAAA  3350  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3350  

BKK  TTCACGCTCA TCAGACACCA TAAAAGGTGT TGGTTAGTAT AAACAGCCGG  3400  

RY   .......... .......... .......... .......... ..........  3400  

BKK  ACTGTGGCCA TGGAAGTCGG CACCAGCTAA GGAGTGTGTA ACAACTCAC 3449  

RY   .......... .......... .......... .......... ......... 3449  

 

เมื่อน้าล้าดับที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ NCBI พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกับไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ O. minima (GenBank accession no. EF417834.1) ใน
ฐานข้อมูลของ NCBI โดยมีความเหมือนระหว่างล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสายในความยาวที่สามารถเทียบ
กันได้ 99% แต่เนื่องจากเซลล์ซิลิเอตที่เพาะเลี้ยงได้และใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ไม่มีพู่ขนบริเวณปาก 
(epistomial membrane) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะในซิลิเอตสกุล Opisthonecta จึงระบุจ้าแนกว่า
เป็นซิลิเอตในสกุล Telotrochidium sp.  
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การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' ไปยัง 3' 
ของ Telotrochidium sp. ที่คัดแยกได้จาก 2 พ้ืนที่ พบความแตกต่างจ้านวนทั้งหมด 13 ต้าแหน่ง 
จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 3,449 คู่เบส คิดเป็นค่าความห่างทางพันธุกรรมเพียง 0.3% เมื่อ
ค้านวณโดยใช้แบบจ้าลอง p-distance และ Kimura 2-parameter model 

 
ง. T. pyriformis ได้ ผลิ ตภัณฑ์ พีซี อาร์ที่ มี ล้ าดั บนิ วคลี โ อไทด์ ความยาว  3,499 คู่ เบส  

(นิวคลีโอไทด์ที่ขีดเส้นใต้ คือ ต้าแหน่งของไพรเมอร์) 

GGTTGATCCT GCCAGTTACA TATGCTTGTC TTAAATATTA ACCCATGCAT  50    

GTGCCAGTTC AGTATTGAAC AGCGAAACTG CGAATGGCTC ATTAAAACAG  100   

TTATAGTTTA TTTGATAATT AAAGATTACA TGGATAACCG AGCTAATTGT  150   

TGGGCTAATA CATGCTTAAA ATTCCGTGTC CTGCGACCGG AACGTATTTA  200   

TTAGATATTA GACCAATCGC AGCAATGTGA TTGAGATGAA TCAAAGTAAC  250   

TGATCGAATC GAAGCTTGCT TCGATAAATC ATCTAAGTTT CTGCCCTATC  300   

AGCTCTCGAT GGTAGTGTAT TGGACTACCA TGGCAGTCAC GGGTAACGGA  350   

GAATTAGGGT TCGATTCCGG AGAAGGAGCC TGAGAAACGG CTACTACAAC  400   

TACGGTTCGG CAGCAGGGAA GAAAATTGGC CAATCCTAAT TCAGGGAGCC  450   

AGTGACAAGA AATAGCAAGC TGGGAAACTT AGTTTCTACG GCATTGAAAT  500   

GAGAAAAGTG TAAATCTCTT AGCGAGGAAC AATTGGAGGG CAAGTCATGG  550   

TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT TAAAGTTGTT  600   

GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAACTTCTG TTCAGGTTCA TTTCGACTCG  650   

TCGAGTGAAA CTGGACATAC GTTTGCAAAC TAAAATCGGC CTTCACTGGT  700   

TCGACTTAGG GAGTAAACAT TTTACTGTGA AAAAATTAGA GTGTTCCAGG  750   

CAGGTTTTAG CCCGAATACA TTAGCATGGA ATAATGGAAT AGGACTAAGT  800   

CCATTTTATT GGTTCTTGGA TTTGGTAATG ATTAATAGGG ACAGTTGGGG  850   

GCATTAGTAT TTAATAGTCA GAGGTGAAAT TCTTGGATTT ATTAAGGACT  900   

AACTAATGCG AAAGCATTTG CCAAAGATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA  950   

AGTTAGGGGA TCAAAGACGA TCAGATACCG TCGTAGTCTT AACTATAAAC  1000  

TATACCGACT CGGGATCGGC TGGAATAAAT GTCCAGTCGG CACCGTATGA  1050  

GAAATCAAAG TCTTTGGGTT CTGGGGGAAG TATGGTACGC AAGTCTGAAA  1100  

CTTAAAGGAA TTGACGGAAC AGCACACCAG AAGTGGAACC TGCGGCTTAA  1150  

TTTGACTCAA CACGGGGAAA CTCACGAGCG CAAGACAGAG AAGGGATTGA  1200  

CAGATTGAGA GCTCTTTCTT GATTCTTTGG GTGGTGGTGC ATGGCCGTTC  1250  

TTAGTTGGTG GAGTGATTTG TCTGGTTAAT TCCGTTAACG AACGAGACCT  1300  

TAACCTGCTA ACTAGTCTGC TTGTGAACAA CAGGTTGTAC TTCTTAGAGG  1350  

GACTATTGTG CAAGAAGCCA ATGGAAGTTT AAGGCAATAA CAGGTCTGTG  1400  

ATGCCCCTAG ACGTGCTCGG CCGCACGCGC GTTACAATGA CTGGCGCAGA  1450  

AAGTATTTCC TGTCCTGGGA AGGTACGGGT AATCTTATTA ATACCAGTCG  1500  

TGTTAGGGAT AGTTCTTTGG AATTGTGGAT CTTGAACGAG GAATTTCTAG  1550  

TAAGTGCAAG TCATCAGCTT GCGTTGATTA TGTCCCTGCC GTTTGTACAC  1600  

ACCGCCCGTC GCTTGTAGTA ACGAATGGTC TGGTGAACCT TCTGGACTGC  1650  

GGTAGCAATA CTGCGGGAAA ATAAGTAAAC CCTACCATTT GGAACAACAA  1700  

GAAGTCGTAA CAAGGTATCT GTAGGTGAAC CTGCAGATGG ATCATTAACA  1750  

CAATTAACAA ACCTTAACTT ATGTACTTTC GAAGATAGCT TCGGCTAGCT  1800  

TCGAGGTTTT ATTGTCACAC CTAGTGTGAA TAAAAATTTT TCATATGTCT  1850  

AAGATCTGGA TAACATCCAA AAAACGAAAA GAAAATTTTC AACGGTGGAT  1900  

ATCTAGGTTC CCGTGACGAT GAAGAACGCA GCGAAATGCG ATACGCAATG  1950  

CGAATTGCAG AACCGCGAGT CATCAGATCT TTGAACGCAA GTGGTGGAGG  2000  

TGTAAAAACC TTCATGTTTG TATCAGTGTG GAAAGGAATC ACGCATCTTA  2050  

ATGCGATTGA AGTTTACTTC TCTCGTTAAA CGTGATGGGT GGTCGAGCAA  2100  

TCGCCGCCAG AACGAAGTAG TCACATTCGT GCAATGTGAA CATTCGTTCA  2150  

GGCATTAAAG GTGAATGTTC AACATGCTAC TCATAGAGAA AATTACTTTT  2200  
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TCTCACTACA CCTGATACAA GCAAGATTAC CCGCTGAACT TAAGCATATC  2250  

AGTAAGCGGA GGAAAAGAAA CTAACTAGGA TAGCCCCAGT AATGGCGAAT  2300  

GAACAGGCTA AAGCTCAAAG TGAAAATCTG GAAACAGAAT TGTAATCTAA  2350  

AGAGTTAACC CAAAGCTAAG CTCCTCGCAT AAGTTCCTTG GAACAGGACG  2400  

TCAAAGAGGG TGACAACCCC GTAGTCGGTG AGGAATGCTG GTGAAGGGAA  2450  

GGCTTCAAAG AGTCGGGTTG TTTGGGATTG CAGCCCTAAG TGGGAGATAA  2500  

ACTTCTTCTA AAGCTAAATA TACACGGGAG ACCGATAGCG AACAAGTACT  2550  

GCGAAGGAAA GATGAAAAGA ACTTTGAAAA GAGGGTTAAA AGACTTGAAA  2600  

CCGTTGAGAA GGAAGCTGTA GAAGAGCAAT AAACTGGACG GCGCATAAGG  2650  

GGGAAGTGTT ACTCACTGCG GAGTCGATAC GAAAGGTCGA TGAGTAAGGA  2700  

AAGGACACAG AACTTGCTAC GCCGGTCAGA AGACAAAATG AGTTCAGATT  2750  

GAAGGAGTCA CCTGAGATTG GGGGTCAAAC CAGATCAAAA GGGAAACTTC  2800  

AGACTGGACT GAGGGGCCTA AGGGCGATTT TGTCAAAATG GCTTCTACTG  2850  

ACCCGTCTTG AAACACGGAC CAAGGAGTCT ATCAATTAAG CGAGTGATAG  2900  

GGTGGAGAAA CCCGTCCGCG AAACGAAAGT GAGTACAAGG TGCCAAGCCG  2950  

CAAGGTAGCA GCATCACCCG ACCTAGATTC TCCGAAGAAG GGTTCGAGGA  3000  

AGAGCTTAAT TGTTAGGACC CGAAAGATGG TGAACTACGC TTGAATAGGG  3050  

TGAAGCCAGG GGAAACTCTG GTGGAAGCTC GTAGCGATAC TGACGTGCAA  3100  

ATCGTTCGTC AAATTTGAGT GTAGGGGCGA AAGACTAATC GAACCATCTA  3150  

GTAGCTGGTT CCCTCCGAAG TTTCTCTCAG GATAGCAAGA GCAAGTACGC  3200  

AGTTTTATTA GGTAAAGCGA ATGATTAGAG GACTCGGGGT TCCAAGAATC  3250  

TCGACCTATT CTCAAACTTT AAATTGGTAA GAGCCGCGGA GTTTTCTTAA  3300  

ATGAACTCTC GGGTAGAATG CAGTGCTCTT AGTGGGCCAT TTTTGGTAAG  3350  

CAGAACTGGC GATGAGGGAT GAACCTAACG TTGAGATAAG GCGCCCAAAT  3400  

GCACGCTCAT CAGATACCAC AAAAGGTGTT GGTTCATATG GACAGCAGGA  3450  

CGGTGGCTAT GGAAGTTAGA ATCCGCTAAG GAGTGTGTAA CAACTCACC 3499  

 
เมื่อน้าล้าดับที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ NCBI พบว่ามีความ

คล้ายคลึงกับสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดี เ อ็นเอของ  T. pyriformis strain FL191 (GenBank 
accession no. EF070254.1) ในฐานข้อมูลของ NCBI มากที่สุด พบความเหมือนระหว่างล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ทั้งสายในความยาวที่สามารถเทียบกันได้ถึง 100% 

การระบุอัตลักษณ์โดยอาศัยความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของซิลิเอตที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 

 จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอความยาวประมาณ 3,500 คู่เบสของซิลิเอต 
Bresslauides sp., P. multimicronucleatum, Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. 
(RY) และ T. pyriformis จ้านวนทั้งหมด 5 สาย เมื่อน้าเฉพาะส่วนของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอล 
ดีเอ็นเอมาหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่างซิลิเอตทั้ง 5 สายพันธุ์ กับซิลิเอตสายพันธุ์อื่น ๆ อีก
จ้านวน 46 สายพันธุ์ ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเดียวกันในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI และ
ครอบคลุมซิลิเอตทุกชั้นที่มีรายงานอยู่ในปัจจุบัน เพ่ือช่วยในการระบุอัตลักษณ์ของซิลิเอตทั้ง 5 สาย
พันธุ์ดังกล่าว โดยท้าการสร้างไฟล์ alignment ของล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 51 สาย พร้อมกับสิ่งมีชีวิต
ที่ใช้เป็น outgroup คือ ไดโนแฟลกเจลเลท 2 ชนิด ได้แก่  Prorocentrum micans [GenBank 
accession number M14649] และ Symbiodinium pilosum [X62650] อีก 2 สาย รวมทั้งหมด 
53 สาย โดยก่อนท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ ได้ท้าการตัดส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่ไม่สามารถใช้ใน
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การวิเคราะห์ได้ เหลือความยาวสุทธิของล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถใช้ในการวิเคราะห์ในไฟล์ 
alignment เท่ากับ 1,565 ต้าแหน่ง 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของซิลิเอตทั้ง 5 สายพันธุ์ ด้วยโปรแกรม phyML 
3.0 โดยใช้แบบจ้าลองของการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution model) คือ 
General Time Reversible (GTR) model ร่วมกับ gamma distribution ซึ่งแบ่งออกเป็น 8 ช่วง 
(category) แล้วน้าผลการวิเคราะห์มาสร้างเป็นแผนภูมิต้นไม้ทางวิวัฒนาการ (ภาพที่ 13) พบว่า 
Bresslauides sp. ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ จับกลุ่มอยู่กับซิลิเอตในชั้น Colpodea ด้วยค่าสนับสนุน 
(support value) สูงสุด คือ ค่า Bootstrap 100% โดย Bresslauides sp. แสดงความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการใกล้ชิดกับซิลิเอตในสกุล Bresslauides 2 สายพันธุ์ คือ Bresslauides discoideus 
[EU039885] และ B. discoideus [HM140394] ด้วยค่าสนับสนุน 44% และแตกแขนงแยกออกมา
จากซิลิ เอตสกุล Colpoda สายพันธุ์ อ่ืน  ๆ กับ Bresslaua vorax [AF060453] เมื่อน้าล้าดับ 
นิวคลี โอไทด์บางส่วนของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดี เ อ็นเอความยาว 1,665 คู่ เบส ของ 
Bresslauides sp. กับ B. discoideus [EU039885] และ B. discoideus [HM140394] 2 สายพันธุ์ 
ในแผนภูมิวิวัฒนาการ มาค้านวณหาความห่างทางพันธุกรรม พบว่า มีค่าความห่างระหว่าง 
Bresslauides sp. กับ B. discoideus 2 สายพันธุ์ เมื่อค้านวณโดยใช้แบบจ้าลอง p-distance และ 
K2P เพียง 1.2-1.3% แต่เมื่อน้า Bresslauides sp. ไปเปรียบเทียบกับ Colpoda ทั้ง 7 สายพันธุ์ ใน
แผนภูมิวิวัฒนาการ พบว่ามีค่าความห่างถึง 1.9-2.5% เมื่อค้านวณโดยใช้แบบจ้าลองเดียวกัน แสดง
ให้เห็นว่า Bresslauides sp. ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นสมาชิกในสกุล Bresslauides สอดคล้องกับ
ความสัมพันธ์ที่ปรากฏในแผนภูมิวิวัฒนาการที่แสดงไว้ 
 ล้ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง ไ ร โ บ โ ซ ม อล ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง  P.  multimicronucleatum, 
Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY) และ  T.  pyriformis มีต้ าแหน่ งอยู่ กั บ 
ซิลิเอตในชั้น Oligohymenophorea ด้วยค่าสนับสนุนถึง 80.1% โดย P. multimicronucleatum 
แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับซิลิเอตในสกุล Paramecium 5 สายพันธุ์ คือ P. 
multimicronucleatum [AB252007; HG315605; HG315606; HE662761] และ Paramecium 
tetraurelia [X03772] ด้วยค่าสนับสนุน 100% เมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของสมอลซับยูนิต
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอความยาว 1,711 คู่เบส ของ P. multimicronucleatum กับ Paramecium 5 
สายพันธุ์ ในแผนภูมิวิวัฒนาการ มาค้านวณหาความห่างทางพันธุกรรม พบว่า มีค่าความห่างระหว่าง 
P.  multimicronucleatum กั บ  P. multimicronucleatum 4 สาย พันธุ์  เมื่ อค้ านวณโดยใช้
แบบจ้าลอง p-distance และ K2P เพียง 0.1-1.8% แต่เมื่อน้า P. multimicronucleatum ที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ไปเปรียบเทียบกับ P. tetraurelia ในแผนภูมิวิวัฒนาการ พบว่ามีค่าความห่างถึง 
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3.3% และ 3.4% เมื่อค้านวณโดยใช้แบบจ้าลอง p-distance และ K2P ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า 
Paramecium ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นชนิด P. multimicronucleatum  

แผนภูมิต้น ไม้ ได้ แสดงให้ เห็นถึ งความสัม พันธ์ทางวิ วัฒนาการ ใกล้ที่ ชิ ดกันของ 
Telotrochidium sp. ที่คัดแยกจากทั้งสองพ้ืนที่ โดยมีค่าสนับสนุน 67% อีกท้ังยังมีความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการใกล้ชิดกับซิลิ เอตในสกุล Opisthonecta 2 สายพันธุ์ คือ Opisthonecta minima 
[EF417834] และ Opisthonecta henneguyi [X56531] ด้วยค่าสนับสนุน 100% เนื่องจากซิลิเอต
ในสองสกุลนี้มีความใกล้ชิดกันทางวิวัฒนาการ  

T. pyriformis ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับซิลิเอตใน
สกุล Tetrahymena 3 สายพันธุ์ คือ T. pyriformis [EF070254; X56171] และ Tetrahymena 
thermophila [M10932] ด้วยค่าสนับสนุน  86.6% เมื่ อน้ าล้ าดับนิ วคลี โอไทด์บางส่ วนของ 
สมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอความยาว 1,635 คู่เบส ของ T. pyriformis กับ Tetrahymena 3 
สายพันธุ์ ในแผนภูมิวิวัฒนาการ มาค้านวณหาความห่างทางพันธุกรรม พบว่า มีค่าความห่างระหว่าง 
T. pyriformis กับ T. pyriformis 2 สายพันธุ์ เมื่อค้านวณโดยใช้แบบจ้าลอง p-distance และ K2P 
เพียง 0.1% แต่เมื่อน้า T. pyriformis ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ไปเปรียบเทียบกับ T. thermophila ใน
แผนภูมิวิวัฒนาการ พบว่ามีค่าความห่างถึง 1.2% เมื่อค้านวณโดยใช้แบบจ้าลองเดียวกัน แสดงให้เห็น
ว่า Tetrahymena ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นชนิด T. pyriformis 
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ภาพที่  13 แผนภูมิ แสดงความสัมพันธ์ทางวิ วัฒนาการของซิลิ เอต Bresslauides sp., P. 
multimicronucleatum, Telotrochidium sp. (BKK), Telotrochidium sp. (RY) แ ล ะ  T. 
pyriformis (*) ที่ ใช้ ในการศึกษาครั้ งนี้  แผนภูมินี้ ถูกสร้ างด้วยโปรแกรม phyML ( ln L = -
16061.507683) โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอทั้งหมด 53 สาย 
1,565 ต้าแหน่ง ประกอบด้วย 2 สายที่เป็นไดโนแฟลกเจลเลต outgroup และ 51 สายที่เป็นซิลิเอต
ซึ่งครอบคลุมตัวแทนทั้ง 11 ชั้น ค่าสนับสนุน Bootstrap บนกิ่งคิดเป็นเปอร์เซ็นต์จากการวิเคราะห์ 
1,000 ซ้้า (ความยาวของขีดที่ก้ากับด้วยเลข 0.05 แสดงความยาวที่ใช้เปรียบเทียบกับความยาวกิ่ง
ของแผนภูมิเพ่ือประมาณการแทนที่ของล้าดับนิวคลีโอไทด์ต่อ 1 ต้าแหน่งในสายวิวัฒนาการ) [กลุ่ม 
Colpodea และ Paramecium มีการขยายกิ่งเพ่ือให้สามารถแสดงค่าสนับสนุน Bootstrap บนกิ่งได้
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อย่ า งชั ด เจน : B. d. = Bresslauides discoideus; B. v. = Bresslaua vorax; C. c. = Colpoda 
cucullus; C. i. = Colpoda inflata; C. l. = Colpoda lucida; P. m. = Paramecium 
multimicronucleatum และ P. t. = Paramecium tetraurelia] 

 
การทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ต่อเซลล์ซิลิเอต 

ก. Bresslauides sp.  
จากการทดสอบโดยใช้สารละลายโลหะหนักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 7 ความเข้มข้น 

ความเข้มข้นละ 4 ซ้้า โดยท้าการทดสอบซ้้าด้วยเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด 3 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน 
(independent test) และน้าค่าความเข้มข้นของแต่ละโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบและเปอร์เซ็นต์
การอยู่รอดของซิลิเอตโดยเฉลี่ยดังแสดงในตารางที่ 4 ไปใช้หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไป
ครึ่งหนึ่ง (LC50) ด้วยวิธีโพรบิท ได้ค่า LC50 ของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เท่ากับ 1.91 
mg/l, 10.03 mg/l, 3.66 mg/l และ 0.09 mg/l ตามล้าดับ โดยแคดเมียมมีความเป็นพิษต่อ 
Bresslauides sp. มากท่ีสุด รองลงมาคือ ทองแดง สังกะสี และตะกั่ว ตามล้าดับ 

 

ตารางท่ี 4 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ Bresslauides sp. เมื่อทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง 
ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น ท้าการทดสอบความเข้มข้นละ 4 
ซ้้าใน 1 ชุดการทดลอง โดยแต่ละชุดการทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง [ค่าที่รายงานเป็นค่าเฉลี่ย means±SD 
(standard deviation)] 

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม 
ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

1.40 96.36±2.05 2.00 95.59±4.61 3.00 94.21±4.19 0.06 94.34±4.55 

1.60 77.26±4.86 5.00 78.07±3.17 3.20 80.54±7.41 0.07 85.46±7.74 

1.80 59.05±0.54 8.00 54.81±3.08 3.40 65.43±9.58 0.08 73.35±10.78 

2.00 42.45±1.16 11.00 37.88±11.43 3.60 53.10±10.36 0.09 52.91±10.58 

2.20 24.29±1.51 14.00 30.87±8.56 3.80 39.85±9.46 0.10 33.56±7.41 

2.40 17.17±1.73 17.00 15.97±17.50 4.00 29.42±4.86 0.11 17.67±4.24 

2.60 5.72±1.00 20.00 12.27±18.82 4.20 19.57±2.63 0.12 9.58±1.27 
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ข. P. multimicronucleatum 
จากการทดสอบโดยใช้สารละลายโลหะหนักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 7 ความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 4 ซ้้า โดยท้าการทดสอบซ้้าด้วยเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด 3 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน และน้า
ค่าความเข้มข้นของแต่ละโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบและเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอตโดยเฉลี่ย
ดังแสดงในตารางที่ 5 ไปใช้หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง (LC50) ด้วยวิธีโพรบิท ได้
ค่า LC50 ของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เท่ากับ 0.85 mg/l, 1.88 mg/l, 4.47 mg/l และ 
0.30 mg/l ตามล้าดับ โดยแคดเมียมมีความเป็นพิษต่อ P. multimicronucleatum มากที่สุด 
รองลงมาคือ ทองแดง ตะกั่ว และสังกะสี ตามล้าดับ 
 
ตารางที่ 5 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ P. multimicronucleatum เมื่อทดสอบความเป็นพิษของ
โลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น ท้าการทดสอบ
ความเข้มข้นละ 4 ซ้้าใน 1 ชุดการทดลอง โดยแต่ละชุดการทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง (ค่าที่รายงานเป็น
ค่าเฉลี่ย means±SD) 

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม 
ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

0.50 95.30±8.65 0.50 96.64±6.14 3.60 98.81±0.62 0.22 93.71±1.28 

0.60 79.87±9.67 1.00 85.10±5.09 3.80 88.82±4.82 0.24 82.35±3.59 

0.70 71.69±9.84 1.50 69.60±13.02 4.00 80.02±4.36 0.26 76.59±5.52 

0.80 57.18±11.04 2.00 54.85±23.02 4.20 68.07±7.34 0.28 68.66±5.72 

0.90 45.99±14.12 2.50 42.74±29.26 4.40 55.49±11.84 0.30 58.88±3.98 

1.00 29.69±25.11 3.00 32.58±22.09 4.60 40.47±12.14 0.32 37.48±3.55 

1.10 26.5914.63 3.50 26.78±20.62 4.80 28.33±10.92 0.34 4.52±0.66 
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ค. Telotrochidium sp. (BKK)  
จากการทดสอบโดยใช้สารละลายโลหะหนักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 7 ความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 4 ซ้้า โดยท้าการทดสอบซ้้าด้วยเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด 3 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน และน้า
ค่าความเข้มข้นของแต่ละโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบและเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอตโดยเฉลี่ย
ดังแสดงในตารางที่ 6 ไปใช้หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง ด้วยวิธีโพรบิท ได้ค่า LC50 
ของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เท่ากับ 0.32 mg/l, 0.50 mg/l, 1.66 mg/l และ 0.57 
mg/l ตามล้าดับ โดยทองแดงมีความเป็นพิษต่อ Telotrochidium sp. (BKK) มากที่สุด รองลงมาคือ 
ตะกั่ว แคดเมียม และสังกะสี ตามล้าดับ 

 
ตารางที่ 6 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ Telotrochidium sp. (BKK) เมื่อทดสอบความเป็นพิษของ
โลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น ท้าการทดสอบ
ความเข้มข้นละ 4 ซ้้าใน 1 ชุดการทดลอง โดยแต่ละชุดการทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง (ค่าที่รายงานเป็น
ค่าเฉลี่ย means±SD) 

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม 
ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

0.15 121.6±32.5 0.5 94.94±9.4 0.30 96.88±2.10 0.20 86.08±18.9 

0.20 78.75±1.6 1.0 67.63±29.5 0.60 87.23±1.42 0.40 69.15±16.1 

0.25 69.25±12.5 1.5 38.12±30.6 0.90 77.30±3.34 0.60 51.97±20.9 

0.30 52.17±16.2 2.0 23.49±17.1 1.20 67.67±3.63 0.80 34.97±11.1 

0.36 48.02±14.3 2.5 14.09±2.1 1.50 59.66±6.99 1.00 1.64±0.3 

0.41 19.70±4.4 3.0 2.46±1.3 1.80 44.23±5.01 1.20 0.1±0.2 

0.46 11.15±2.3 3.5 0.20±0.1 2.10 32.59±2.18 1.40 0±0.0 
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ง. Telotrochidium sp. (RY)  
จากการทดสอบโดยใช้สารละลายโลหะหนักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 7 ความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 4 ซ้้า โดยท้าการทดสอบซ้้าด้วยเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด 3 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน และน้า
ค่าความเข้มข้นของแต่ละโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบและเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอตโดยเฉลี่ย
ดังแสดงในตารางที่ 7 ไปใช้หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง ด้วยวิธีโพรบิท ได้ค่า LC50 
ของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เท่ากับ 10.32 mg/l, 0.50 mg/l, 1.25 mg/l และ 0.36 
mg/l ตามล้าดับ โดยแคดเมียมมีความเป็นพิษต่อ Telotrochidium sp. (RY) มากที่สุด รองลงมาคือ 
ตะกั่ว สังกะสี และทองแดง ตามล้าดับ 

 
ตารางที่ 7 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ Telotrochidium sp. (RY) เมื่อทดสอบความเป็นพิษของ
โลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น ท้าการทดสอบ
ความเข้มข้นละ 4 ซ้้าใน 1 ชุดการทดลอง โดยแต่ละชุดการทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง (ค่าที่รายงานเป็น
ค่าเฉลี่ย means±SD) 

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม 
ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

9.00 94.35±2.39 0.10 89.87±4.57 0.30 93.56±2.45 0.25 93.57±5.05 

9.50 75.51±1.37 0.20 78.43±5.17 0.60 79.20±2.73 0.28 79.72±6.60 

10.00 56.32±3.09 0.30 69.50±2.87 0.90 64.11±2.29 0.30 72.07±5.22 

10.50 39.99±2.78 0.40 58.68±3.29 1.20 54.59±1.04 0.33 62.74±13.59 

11.00 29.13±4.17 0.50 50.81±5.05 1.50 40.58±2.26 0.35 52.61±11.41 

11.50 19.35±4.54 0.60 41.59±5.68 1.80 23.30±2.19 0.38 44.52±10.37 

12.00 11.60±3.20 0.70 31.79±4.45 2.10 12.14±1.67 0.40 32.59±10.32 
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จ. T. pyriformis  
จากการทดสอบโดยใช้สารละลายโลหะหนักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 7 ความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 4 ซ้้า โดยท้าการทดสอบซ้้าด้วยเงื่อนไขเดียวกันทั้งหมด 3 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน และน้า
ค่าความเข้มข้นของแต่ละโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบและเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอตโดยเฉลี่ย
ดังแสดงในตารางที่ 8 ไปใช้หาค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง ด้วยวิธีโพรบิท ได้ค่า LC50 
ของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เท่ากับ 0.82 mg/l, 2.62 mg/l, 19.77 mg/l และ 0.16 
mg/l ตามล้าดับ โดยแคดเมียมมีความเป็นพิษต่อ T. pyriformis มากที่สุด รองลงมาคือ ทองแดง 
ตะกั่ว และสังกะสี 

 
ตารางที่ 8 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของ T. pyriformis เมื่อทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง 
ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 7 ความเข้มข้น ท้าการทดสอบความเข้มข้นละ 4 
ซ้้าใน 1 ชุดการทดลอง และแต่ละชุดการทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง (ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ย means±SD) 

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม 
ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

ความ
เข้มขน้
(mg/l) 

การอยู่รอด 
(%) 

0.20 92.39±1.44 0.50 93.15±5.40 16.00 96.61±4.41 0.05 97.88±1.42 

0.40 79.64±5.56 1.00 84.80±10.10 17.00 84.23±2.82 0.08 84.43±3.01 

0.60 66.36±3.09 1.50 63.93±25.79 18.00 73.94±2.70 0.11 67.44±6.95 

0.80 57.32±6.05 2.00 58.90±24.82 19.00 61.45±2.03 0.14 55.51±3.39 

1.00 44.34±2.66 2.50 50.39±22.68 20.00 49.36±3.38 0.17 46.89±6.45 

1.20 31.01±7.41 3.00 37.51±11.51 21.00 32.71±8.65 0.20 35.99±3.50 

1.40 21.26±7.28 3.50 31.50±12.57 22.00 23.54±8.62 0.25 25.55±0.98 

 
เมื่อน้าค่า LC50 ของซิลิเอตทั้ง 5 ชนิด มาเปรียบเทียบ และพิจารณาความเป็นพิษและความ

ไวของซิลิเอตต่อโลหะหนัก พบว่า Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อความเป็นพิษของ
ทองแดงมากที่สุดที่ความเข้มข้น 0.32 mg/l ในขณะที่ Telotrochidium sp. (RY) มีความไวต่อพิษ
ของตะกั่ว (0.50 mg/l) และสังกะสี (1.25 mg/l) Bresslauides sp. (0.09 mg/l) มีความไวต่อความ
เป็นพิษของแคดเมียมมากที่สุด ในทางกลับกันเมื่อพิจารณาความทนของซิลิเอตต่อความเป็นพิษของ
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โลหะหนัก พบว่า Telotrochidium sp. (RY) สามารถทนต่อความเป็นพิษของทองแดงได้ดีที่สุด 
(10.31 mg/l) โ ด ย  Bresslauides sp. (10.03 mg/l),  T. pyriformis (19.77 mg/l) แ ล ะ 
Telotrochidium sp. (BKK) (0.57 mg/l) มีความทนต่อความเป็นพิษของตะกั่ว สั งกะสี  และ
แคดเมียมได้ดีที่สุด ตามล้าดับ (ภาพท่ี 14) 

 
 

ภาพที่ 14 แผนภูมิแสดงการเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และ
แคดเมียม ที่ท้าให้ซิลิเอตทั้ง 5 สายพันธุ์ตายไปครึ่งหนึ่ง (LC50) 

1.91

10.03

3.66

0.09
0.85

1.88

4.47

0.300.32 0.50

1.66

0.57

10.32

0.50
1.25

0.36
0.82

2.62

19.77

0.16
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี แคดเมียม

คว
าม

เข้
มข้

นข
อง

โล
หะ

หน
ัก

(m
g/

l)

ชนิดของโลหะหนัก

Colpoda sp. Paramecium multimicronucleatum

Telotrochidium sp. (BKK) Telotrochidium sp. (RY)

Tetrahymena pyriformis

Telotrochidium Telotrochidium 

Bresslauides sp. 
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การทดสอบศักยภาพในการก าจัดโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ปนเปื้อนออกจาก
อาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอต 

จากค่าความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่ง (LC50) ของ 
ซิลิเอตแต่ละชนิดที่ได้ น้าไปใช้เป็นค่าความเข้มข้นเริ่มต้น ส้าหรับการทดสอบศักยภาพในการก้าจัด
โลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยง และเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักใน
อาหารเพาะเลี้ยงหลังตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ได้ผลดังต่อไปนี้ 

ก. Bresslauides sp.  
หลังจากการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของสารละลายทองแดง 

ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ในอาหารเลี้ยงมีปริมาณลดลง 8.76%, 16.12%, 29.64% และ 16.67% 
ตามล้าดับ โดยเมื่อวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่าง (paired-samples t-test) 
ด้วยโปรแกรม SPSS และพิจารณาค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย
โลหะหนักท้ังหมดที่ลดลง ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความเข้มข้นของสารละลาย
โลหะหนักในอาหารเลี้ยงเมื่อเริ่มต้นการทดลอง (ตารางท่ี 9) 
 
ตารางที่ 9 ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เมื่อเริ่มต้นการทดลอง, 
ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนักทั้ง 4 
ชนิด ของ Bresslauides sp. 

โลหะหนัก 
ความเข้มข้น (mg/l) เปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดโลหะหนัก 
โลหะหนักที่ลดลง 
(mg/100 เซลล)์ LC50 เริ่มต้น สุดท้าย 

ทองแดง 1.91 1.75 1.60 8.76 8.3x10-05 

ตะกั่ว 10.03 9.68 8.12 16.12 56.7x10-05 

สังกะสี 3.66 3.43 2.41 29.64 58.8x10-05 

แคดเมียม 0.09 0.08 0.07 16.67 0.57x10-05 

 
ก. P. multimicronucleatum  

หลังจากการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของสารละลายทองแดง 
ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ในอาหารเลี้ยงมีปริมาณลดลง 25.93%, 31.17%, 49.16% และ 
35.90% ตามล้าดับ โดยเมื่อวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างด้วยโปรแกรม SPSS 



 

 

60 

และพิจารณาค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว และ
สังกะสี ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 10) 
 
ตารางที่ 10 ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เมื่อเริ่มต้นการ
ทดลอง, ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนัก
ทั้ง 4 ชนิด ของ P. multimicronucleatum  

โลหะหนัก 
ความเข้มข้น (mg/l) เปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดโลหะหนัก 
โลหะหนักที่ลดลง 
(mg/100 เซลล)์ LC50 เริ่มต้น สุดท้าย 

ทองแดง 0.85 0.81 0.60 25.93* 2.47x10-4 

ตะกั่ว 1.88 1.85 1.27 31.17* 1.15x10-4 

สังกะสี 4.47 4.17 2.12 49.16* 25.1x10-4 

แคดเมียม 0.30 0.26 0.17 35.90 1.10x10-4 

*ความเข้มข้นของโลหะท่ีลดลงมีความแตกต่างจากค่าความเข้มข้นเริ่มต้นอย่างมีนัยส้าคัญ 
 

ก. Telotrochidium sp. (BKK)  
หลังจากการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของสารละลายทองแดง 

ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ในอาหารเลี้ยงมีปริมาณลดลง 25.49%, 10.90%, 50.97% และ 
37.98% ตามล้าดับ โดยเมื่อวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างด้วยโปรแกรม SPSS 
และพิจารณาค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายทองแดงและสังกะสี
ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 11) 
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ตารางที่ 11 ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เมื่อเริ่มต้นการ
ทดลอง, ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนัก
ทั้ง 4 ชนิด ของ Telotrochidium sp. (BKK)  

โลหะหนัก 
ความเข้มข้น (mg/l) เปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดโลหะหนัก 
โลหะหนักที่ลดลง 
(mg/100 เซลล)์ LC50 เริ่มต้น สุดท้าย 

ทองแดง 0.32 0.34 0.25 25.49* 0.83x10-4 

ตะกั่ว 0.50 0.52 0.46 10.90 1.32x10-4 

สังกะสี 1.66 1.55 0.76 50.97* 7.41x10-4 

แคดเมียม 0.57 0.43 0.27 37.98 1.50x10-4 

*ความเข้มข้นของโลหะท่ีลดลงมีความแตกต่างจากค่าความเข้มข้นเริ่มต้นอย่างมีนัยส้าคัญ 
 

ง. Telotrochidium sp. (RY)  
หลังจากการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของสารละลายทองแดง 

ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ในอาหารเลี้ยงมีปริมาณลดลง 6.15%, 31.46%, 53.89% และ 41.88% 
ตามล้าดับ โดยเมื่อวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างด้วยโปรแกรม SPSS พิจารณา
ค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายสังกะสีและแคดเมียมลดลงอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 12) 

 

ตารางท่ี 12 ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เมื่อเริ่มต้นการทดลอง
, ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนักทั้ง 4 
ชนิด ของ Telotrochidium sp. (RY) 

โลหะหนัก 
ความเข้มข้น (mg/l) เปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดโลหะหนัก 
โลหะหนักที่ลดลง 
(mg/100 เซลล)์ LC50 เริ่มต้น สุดท้าย 

ทองแดง 10.32 9.87 9.26 6.15 4.75x10-4 

ตะกั่ว 0.50 0.42 0.29 31.46 1.19x10-4 

สังกะสี 1.25 1.20 0.55 53.89* 5.13x10-4 

แคดเมียม 0.36 0.39 0.23 41.88* 1.40x10-4 

*ความเข้มข้นของโลหะท่ีลดลงมีความแตกต่างจากค่าความเข้มข้นเริ่มต้นอย่างมีนัยส้าคัญ 
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ก. T. pyriformis  
หลังจากการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของสารละลายทองแดง 

ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ในอาหารเลี้ยงมีปริมาณลดลง 30.04%, 29.50%, 35.88% และ 
24.44% ตามล้าดับ โดยเมื่อวิเคราะห์การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างด้วยโปรแกรม SPSS 
พิจารณาค่าความเชื่อมั่นที่ P ≤ 0.05 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง และสังกะสีลดลง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 13)  

 
ตารางที่ 13 ความเข้มข้นของสารละลายทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม เมื่อเริ่มต้นการ
ทดลอง, ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนัก
ทั้ง 4 ชนิด ของ T. pyriformis 

โลหะหนัก 
ความเข้มข้น (mg/l) เปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดโลหะหนัก 
โลหะหนักที่ลดลง 
(mg/100 เซลล)์ LC50 เริ่มต้น สุดท้าย 

ทองแดง 0.82 0.81 0.57 30.04* 1.21x10-4 

ตะกั่ว 2.62 2.52 1.78 29.50 0.21x10-4 

สังกะสี 19.77 17.96 11.52 35.88* 31.9x10-4 

แคดเมียม 0.16 0.15 0.11 24.44 0.20x10-4 

*ความเข้มข้นของโลหะท่ีลดลงมีความแตกต่างจากค่าความเข้มข้นเริ่มต้นอย่างมีนัยส้าคัญ 
 



 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผลการศึกษา สรุปผลการศึกษา และข้อเสนอแนะ 

จากการเก็บตัวอย่างน้้าในพ้ืนที่ศึกษา 4 แห่ง สามารถคัดแยกซิลิเอตได้ทั้งหมด 5 สายพันธุ์ 
ได้แก่ Bresslauides sp. จากคลองบริเวณหน้าตึกพุดตาน หอพักนิสิตหญิงจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 
P. multimicronucleatum จากบ่อเก็บน้้าหลังการบ้าบัดของโรงงานยางพารา, Telotrochidium 
sp. (BKK) จากบ่อรวมน้้าเสีย โรงควบคุมคุณภาพน้้าสี่พระยา, Telotrochidium sp. (RY) และ T. 
pyriformis จากบ่อน้้าทิ้งที่บ้าบัดแล้วของบริษัท ไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) เมื่อน้าซิลิเอตที่คัดแยกได้
ไปทดสอบความเป็นพิษของโลหะหนัก พบว่า แคดเมียมมีความเป็นพิษต่อซิลิเอตสูงที่สุด รองลงมาคือ 
ทองแดง ตะกั่ว และสังกะสี ตามล้าดับ เมื่อพิจารณาถึงความไวของซิลิเอตแต่ละสายพันธุ์ต่อความเป็น
พิษของโลหะหนัก พบว่า Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อความเป็นพิษของทองแดงมาก
ที่สุด ในขณะที่ Telotrochidium sp. (RY) มีความไวต่อความเป็นพิษของตะกั่วและสังกะสีมากที่สุด 
และ Bresslauides sp. มีความไวต่อความเป็นพิษของแคดเมียมมากที่สุด ด้วยความไวหรือการ
ตอบสนองอย่างรวดเร็วต่อความเป็นพิษของโลหะหนักนี้เอง ท้าให้ซิลิเอตเป็นอีกหนึ่งตัวเลือกที่
สามารถใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพได้เช่นเดียวกับจุลชีพกลุ่มอ่ืน ๆ เช่น แบคทีเรีย, เห็ดรา และ 
โพรโทซัว (Gammoudi et al., 2010; Madoni and Romeo, 2006; Wang et al., 2008) 

ในทางกลับกันเมื่อพิจารณาถึงความทนของซิลิเอตต่อความเป็นพิษของทองแดง ตะกั่ว 
สังกะสี และแคดเมียม พบว่าซิลิเอตที่มีความทนต่อโลหะข้างต้นมากที่สุดคือ Telotrochidium sp. 
(RY), Bresslauides sp., T. pyriformis และ Telotrochidium sp. (BKK) ตามล้าดับ เนื่องจาก 
ซิลิเอตบางกลุ่มบางชนิดสามารถดูดซับและน้าโลหะหนักเข้าไปเก็บสะสมไว้ในเซลล์ (Rehman, 
Shakoori, and Shakoori, 2008) จึงสามารถน้าศักยภาพของซิลิเอตนี้มาใช้ในการก้าจัดโลหะหนักได้ 
ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่า ซิลิเอตที่สามารถก้าจัดทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ได้สูงที่สุด คือ 
T. pyriformis (30.04%), P. multimicronucleatum (31.17%) และ Telotrochidium sp. (RY) 
(ก้าจัดสังกะสีได้ 53.89% และก้าจัดแคดเมียมได้ 41.88%) ตามล้าดับ การก้าจัดโลหะหนักโดยใช้ 
จุลชีพ เป็นส่วนหนึ่งในการบ้าบัดทางชีวภาพซึ่งเริ่มเป็นที่สนใจอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน เนื่องจาก 
จุลชีพมีขนาดเล็ก จึงมีพ้ืนที่ผิวที่สัมผัสกับโลหะซึ่งเปื้อนปนอยู่ในสิ่งแวดล้อมบริเวณนั้นได้มาก อีกทั้ง
ยังมีต้นทุนที่ต่้ากว่าเมื่อเทียบกับเทคนิคอ่ืน กอปรกับวิธีการบ้าบัดแบบนี้ยังไม่เป็นการท้าลายหรือ
ก่อให้เกิดการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมเพ่ิมขึ้นอีกด้วย (Rehman et al., 2008) 
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การทดสอบความเป็นพิษของโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ต่อเซลล์ซิลิเอต 

จากการทดสอบความเป็นพิษของโลหะหนักต่อเซลล์ซิลิเอต พบว่าโลหะหนักมีความเป็นพิษ
ต่อซิลิเอตแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของโลหะหนักรวมทั้งชนิดของซิลิเอต ความเป็นพิษสูงสามารถ
แสดงโดยค่า LC50 ที่ต่้า โดยซิลิเอตที่มีค่า LC50 ต่้าแสดงว่ามีความไวต่อความเป็นพิษของโลหะหนัก
ชนิดนั้น ๆ สูง P. multimicronucleatum และ T. pyriformis มีความไวต่อความเป็นพิษของโลหะ
หนักทั้ง 4 ชนิด เหมือนกัน คือ แคดเมียม>ทองแดง>ตะกั่ว>สังกะสี เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Martín-
González และคณะ (2006) ซ่ึงพบว่าแคดเมียมมีความเป็นพิษมากกว่าทองแดงและสังกะสี เมื่อ
ทดสอบกับซิลิเอต 3 ชนิด ได้แก่ D. revoluta, Euplotes sp. และ U. nigricans นอกจากนี้ล้าดับ
ความเป็นพิษของโลหะหนักต่อ Bresslauides sp. ยังมีรูปแบบคล้ายคลึงกัน โดยแคดเมียมมีความ
เป็นพิษสูงที่สุดรองลงมาคือ ทองแดง สังกะสี และตะกั่วตามล้าดับ ส้าหรับความเป็นพิษของสังกะสี
และตะกั่วนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของซิลิเอตที่ใช้ทดสอบ Madoni และคณะ (1996) พบว่า สังกะสีมีความ
เป็นพิษมากกว่าตะกั่วเมื่อทดสอบโลหะทั้งสองกับ C. uncinata และ T. minuta อย่างไรก็ตาม 
นอกจากชนิดของซิลิเอตที่ตอบสนองต่อความเป็นพิษของโลหะหนักแตกต่างกันแล้ว ยังมีปัจจัยใน
เรื่องของสภาวะแวดล้อมที่คัดแยกซิลิเอตร่วมด้วย Madoni (1992, 1994) รายงานว่าทองแดงมีความ
เป็นพิษสูงกว่าแคดเมียมเมื่อทดสอบกับ U. nigricans ที่คัดแยกจากโรงบ้าบัดน้้าเสียในประเทศอิตาลี 
ต่างจาก U. nigricans ที่คัดแยกจากโรงบ้าบัดน้้าเสียในประเทศสเปน ในงานวิจัยของ Martín-
González และคณะ (2006) ซึ่งพบว่าแคดเมียมมีความเป็นพิษสูงกว่าทองแดง ในการศึกษาครั้งนี้ได้มี
ก ารคั ดแยก Telotrochidium จาก  2 พ้ืนที่  ไ ด้ แก่  จ าก โ ร งควบคุ มคุณภาพน้้ า สี่ พร ะยา 
กรุงเทพมหานคร และจากบริษัทไออาร์พีซี จ้ากัด (มหาชน) จังหวัดระยอง Telotrochidium ที่แยก
จากทั้งสองพ้ืนที่มีการตอบสนองต่อความเป็นพิษของโลหะหนักต่างกันอย่างสิ้นเชิง กล่าวคือ 
Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อความเป็นพิษของทองแดงมากที่สุด รองลงมาคือ ตะกั่ว, 
แคดเมียม และสังกะสี ตามล้าดับ โดยล้าดับความเป็นพิษของสามโลหะแรกในลักษณะนี้ได้มีการ
รายงานไว้ ในการทดสอบโลหะทั้ งสามต่อ  C.  colpoda,  D.  granulosa,  E.  aediculatus,  
E.  moebiusi แ ล ะ  U.  nigricans (Madoni et al., 1992, 1994; Madoni and Romeo, 2006) 
ในขณะที่ Telotrochidium sp. (RY) มีความไวต่อแคดเมียมมากที่สุด รองลงมาคือตะกั่ว, สังกะสี 
และทองแดง ตามล้าดับ 

การศึกษาครั้งนี้ได้รายงานความเป็นพิษของมีโลหะหนักต่อ Bresslauides sp. เป็นครั้งแรก 
โดยแคดเมียมมีความเป็นพิษต่อ Bresslauides sp. มากที่สุด (LC50 = 0.09 mg/l) และมีความไวต่อ
ความเป็นพิษของโลหะชนิดนี้สู งเป็นอันดับสามรองจาก H.  grandinella (0.07 mg/l) และ 
Uronema sp. (0.08 mg/l) ตามล้าดับ (ตรีประภา เครือบคณโท, 2553; Madoni and Romeo, 
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2006) Bresslauides sp. มีความไวต่อความเป็นพิษของแคดเมียมและทองแดง (1.91 mg/l) สูงที่สุด 
ในกลุ่มของซิลิเอตในสกุลใกล้เคียงที่เคยมีการรายงาน (Díaz et al., 2006; Forge et al., 1993; Rico 
et al., 2009) นอกจากนี้เมื่อเทียบกับซิลิเอตชนิดอื่นที่มีผู้ศึกษาไว้ (ตารางที่ 14) Bresslauides sp. ที่
คัดแยกได้นี้ยังสามารถทนต่อความเป็นพิษของตะกั่วได้ดี (10.03 mg/l) โดยมีเพียง U. marinum (45 
mg/l) และ S. pustulata (36.24 mg/l) ที่สามารถทนต่อความเป็นพิษของตะกั่วได้มากกว่า (วรรณ
ภา คงมาก, 2553; Parker, 1979) Bresslauides sp. มีความทนต่อตะกั่วเป็นอันดับสองรองจาก S. 
Pustulata ในบรรดาซิลิเอตน้้าจืดที่มีรายงานไว้ทั้งหมด เนื่องจาก U. marinum เป็นซิลิเอตสายพันธุ์
น้้าเค็ม และมีผู้รายงานไว้ว่าโดยทั่วไปแล้วซิลิเอตน้้าเค็มจะสามารถทนต่อความเป็นพิษของโลหะหนัก
ได้ดีกว่าซิลิเอตน้้าจืด อย่างไรก็ตาม ซิลิเอตในสกุล Colpoda ซึ่งอยู่ในชั้น Colpodea ร่วมกับ 
Bresslauides sp. มีการตอบสนองต่อความเป็นพิษของสังกะสีแตกต่างกันอย่างมาก โดย C. steinii 
ที่คัดแยกโดย Forge และคณะ (1993) มีค่า LC50 ของโลหะชนิดนี้ต่้าสุดเพียง 0.85 mg/l ในขณะที่ 
C. steinii ซึ่งคัดแยกโดย Díaz และคณะ (2006) มีค่า LC50 ของโลหะเดียวกันสูงถึง 147.4 mg/l จาก
การศึกษาของ Campbell และคณะ (1997) พบว่า ทองแดงและสังกะสีมีผลยับยั้งการเจริญเติบโต
ของ C. steinii 

P. multimicronucleatum มีความไวต่อความเป็นพิษของแคดเมียมสูงที่สุดจากโลหะหนัก
ทั้ง 4 ชนิด โดยมีค่า LC50 เท่ากับ 0.30 mg/l ซึ่งมีความทนต่อโลหะชนิดนี้มากกว่าสมาชิกในสกุล
เดียวกัน คือ P. caudatum ที่มีค่า LC50 ของแคดเมียมเท่ากับ 0.18 mg/l ในการศึกษาครั้งนี้ได้
รายงานความเป็นพิษของสังกะสีต่อซิลิเอตสกุลนี้เป็นครั้งแรก และยังพบว่าในบรรดาโลหะทั้ง 4 ชนิด 
ที่ได้ท้าการทดสอบ P. multimicronucleatum มีความทนต่อพิษของสังกะสีได้ดีที่สุด (4.47 mg/l) 
นอกจากนี้ P. multimicronucleatum ยังสามารถทนต่อความเป็นพิษของทองแดง (0.85 mg/l) ได้
ดีกว่า P. caudatum (0.02 mg/l) ซึ่งคัดแยกโดย Madoni และคณะ (1992) ถึงมากกว่า 40 เท่า 
เ มื่ อ เ ป รี ย บ เที ยบผลที่ ไ ด้ กั บ ซิ ลิ เ อ ตชนิ ด อ่ื นที่ เ ค ยมี ร า ย ง าน ไ ว้  (ต า ร า งที่  14) พบว่ า  
P. multimicronucleatum ไม่ได้แสดงความไวหรือความทนต่อความเป็นพิษของตะกั่วที่เด่นชัด โดย
มีค่า LC50 เท่ากับ 1.88 mg/l ซึ่งอยู่ในช่วงค่า LC50 ที่ 0.12 mg/l ของ D. granulosa (Madoni and 
Romeo, 2006) กั บ  ค่ า  LC50 ที่  45.0 mg/l ขอ ง  U.  marinum (Parker, 1979) Bernal แล ะ 
Ruvalcaba (1996) ได้ศึกษาผลของโลหะหนักที่ความเข้มข้น 100 µM ต่อ Paramecium calkinsi 
พบว่าทองแดง โคบอลต์ และนิกเกิล ส่งผลให้การเคลื่อนที่ของ P. calkinsi ช้าลง ในขณะที่ตะกั่วมีผล
ในทางตรงกันข้ามโดยท้าให้ P. calkinsi เคลื่อนที่เร็วขึ้น โดยโลหะหนักจะมีผลไปยับยั้งหรือลดการ
สร้าง adenosine triphosphate (ATP) ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานภายในเซลล์ ตลอดจนใช้ในการ
เคลื่อนที่ของซีเลีย (Bouquegnau and Gilles, 1979)  
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จากการศึกษาพบว่า T. pyriformis สามารถความทนต่อความเป็นพิษของสังกะสีได้สูงที่สุด 
(19.77 mg/l) ในบรรดาซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดที่ท้าการศึกษา แต่ยังมีความทนต่อความเป็นพิษของโลหะ
ชนิดนี้ได้น้อยกว่า Tetrahymena sp. ที่คัดแยกโดย Rico และคณะ (2009) ถึงกว่า 10 เท่า (196.0 
mg/l) ในทางกลับกัน T. pyriformis ที่คัดแยกได้มีความไวต่อความเป็นพิษของแคดเมียม (0.16 
mg/l) มากกว่าซิลิเอตชนิดนี้ของ Rico และคณะ (2009) เกือบ 3 เท่า (0.52 mg/l) โดย Carter และ 
Cameron (1973) ได้รายงานความเป็นพิษที่สูงที่สุดของแคดเมียมไว้ เมื่อทดสอบสารประกอบโลหะ
หนัก 5 ชนิด ได้แก่ แคดเมียม ปรอท โคบอลต์ สังกะสี และตะกั่ว ต่อซิลิเอตชนิดเดียวกัน อย่างไรก็
ตาม T. pyriformis ที่ใช้ในงานวิจัยชิ้นนี้ไม่ได้แสดงความไวหรือความทนต่อความเป็นพิษของทองแดง
และตะกั่วที่เด่นชัด โดยมีค่า LC50 เท่ากับ 0.82 mg/l และ 2.62 mg/l ตามล้าดับ ซึ่งค่า LC50 ของ
โลหะทั้งสองนี้อยู่ในช่วงความเข้มข้นที่พบรายงานไว้ในซิลิเอตชนิดอ่ืน (ตารางที่ 14) Nicolau และ
คณะ (1999) รายงานว่า ทองแดงและสังกะสีมีผลยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตของ T. pyriformis เมื่อ
ทดสอบในสารละลายคอปเปอร์คลอไรด์ที่ความเข้มข้นมากกว่า 200 mg/l และสารละลาย 
ซิงค์คลอไรด์ที่ความเข้มข้นมากกว่า 120 mg/l ตามล้าดับ ยิ่งไปกว่านั้นสารประกอบเลดอะซิเตตที่
ความเข้มข้น 4mM ส่งผลท้าให้ซิลิเอตสกุลนี้มีการสร้างแวคิวโอลอาหารลดลงและหยุดการแบ่งตัวเพ่ิม
จ้านวน (Nilsson, 1979) นอกจากนี้ในการศึกษาถึงผลกระทบของโลหะหนักต่อ Tetrahymena 
ชนิดอ่ืน พบว่า โลหะหนักยังส่งผลต่อการท้างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase และยับยั้งการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ Tetrahymena geleii (Seaman and Houlihan, 1951) 

การศึกษาครั้งนี้  ได้รายงานความเป็นพิษของสังกะสีต่อ Telotrochidium sp. รวมถึง
เปรียบเทียบความไวและความทนต่อความเป็นของโลหะหนักต่อ Telotrochidium sp. ที่คัดแยก
ออกมาจาก 2 พ้ืนที่เป็นครั้งแรก โดย Telotrochidium sp. เป็นซิลิเอตที่พบได้ทั่วไปในระบบบ้าบัด
น้้ า เ สี ย  (Serrano et al., 2008) จ ากการวิ เ ค ร า ะห์ เ ป รี ยบ เที ยบล้ า ดั บนิ ว คลี โ อ ไทด์ ขอ ง 
Telotrochidium ซึ่งคัดแยกจากพ้ืนที่ศึกษาสองแห่ง พบว่า Telotrochidium ทั้งสองชนิดมีล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ต่างกันเพียง 13 คู่เบส แต่จากสภาวะแวดล้อมของแหล่งที่อยู่อาศัยที่แตกต่างกัน ท้าให้  
ซิลิเอตทั้งสองมีการปรับตัวและตอบสนองต่อความเป็นพิษของโลหะหนักแต่ละชนิดแตกต่างกัน  โดย 
Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อความเป็นพิษของทองแดงสูงที่สุด (0.32 mg/l) จากซิลิเอต
ทั้ง 5 ชนิดที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ นอกจากนี้ Telotrochidium sp. (BKK) ยังสามารถทนต่อความ
เป็นพิษของแคดเมียมได้มากที่สุดในบรรดาซิลิเอตที่ถูกทดสอบทั้ง 5 สายพันธุ์ โดยมีค่า LC50 เท่ากับ 
0.57 mg/l ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อน้าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับซิลิเอตสกุล Opercularia และ Vorticella 
(Madoni et al., 1996) ซึ่งเป็นซิลิเอตในกลุ่ม Peritrichia เช่นเดียวกัน พบว่า Telotrochidium sp. 
(BKK) มีความไวต่อพิษของตะกั่วสูงที่สุด (0.50 mg/l) และมีความไวต่อพิษของสังกะสี (1.66 mg/l) 
รองจาก  V.  octava (0.57 mg/l)  และ  Telotrochidium sp. (RY) (1.25 mg/l) เท่ านั้ น  จาก
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การศึกษาของ Sartory และ Lloyd (1976) ถึงผลของปรอท ตะกั่ว และสังกะสี ต่อซิลิเอต Vorticella 
convallaria ซึ่งอยู่ในกลุ่ม Peritrichia ชนิดที่มีก้านยึดเกาะระหว่างเซลล์กับแหล่งที่อยู่อาศัย พบว่า
เมื่อซิลิเอตได้รับความเข้มข้นของสารประกอบโลหะหนักทั้งสาม จะมีการตอบสนองทางสัณฐานวิทยา
ของเซลล์ โดยในช่วงแรกการเคลื่อนไหวของซีเลียจะช้าลง จ้านวนและความแข็งแรงในการยืดหดของ
ก้านเซลล์ลดลง หลังจากนั้นเซลล์จะเริ่มกลมและบวม จนไม่มีการเคลื่อนไหวของซีเลีย การยืดหดของ
ก้านเซลล์หยุด และเซลล์แตกสลายไป โดยการยับยั้งหรือลดการสร้างพลังงาน ATP ภายในเซลล์ของ
โลหะหนักนั้น อาจส่งผลต่อกระบวนการล้าเลียงสารผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (active transport) ซึ่งเป็น
กระบวนการที่ต้องใช้พลังงาน ATP ท้าให้เซลล์ซิลิเอตไม่สามารถรักษาสมดุลของน้้าระหว่างภายใน
และภายนอกเซลล์ได้ เป็นสาเหตุให้เซลล์แตกสลายได้ในที่สุด (Bouquegnau and Gilles, 1979) 

Telotrochidium sp. (RY) สามารถทนต่อความเป็นพิษของทองแดงได้สูงที่สุดที่  LC50 
เท่ากับ 10.32 mg/l จากซิลิเอตทั้ง 5 ชนิด ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  และเมื่อเปรียบเทียบกับซิลิเอต
ชนิดอ่ืน ๆ ที่มีรายงานมาก่อน พบว่า Telotrochidium sp. (RY) สามารถทนต่อความเป็นพิษของ
ทองแดงรองจาก C. elongata ที่มีค่า LC50 เท่ากับ 13.3 mg/l เท่านั้น (Díaz et al., 2006) ตรงข้าม
กับ Telotrochidium sp. (BKK) ที่มีความไวต่อความเป็นพิษของทองแดงสูงที่สุด  นอกจากนี้  
Telotrochidium sp. (RY) ยังมีความไวต่อความเป็นพิษของตะกั่ว (0.50 mg/l) และสังกะสี (1.25 
mg/l) สูงที่สุดในบรรดาซิลิเอตที่ได้ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  โดยมีความไวต่อความเป็นพิษของตะกั่ว
เท่ากับ Telotrochidium sp. (BKK) และมีความไวต่อความเป็นพิษของสังกะสี ใกล้ เคียงกับ 
Telotrochidium sp. (BKK) อย่างไรก็ตาม Telotrochidium sp. (RY) มีความไวต่อความเป็นพิษ
ของแคดเมียมมากกว่า Telotrochidium sp. (BKK) อีกท้ังยังไวต่อพิษของโลหะชนิดนี้สูงที่สุดรองจาก 
O. minima (0.23 mg/l) เมื่อพิจารณาถึงซิลิเอตที่อยู่ในกลุ่ม Peritrichia ที่เคยมีรายงานข้อมูลไว้ 
ได้แก่ Opercularia (3.75-5.55 mg/l) และ Vorticella (3.24-3.81 mg/l) (Madoni et al., 1996) 

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า Bresslauides sp. ซึ่งเป็นซิลิเอตเพียงชนิดเดียวที่คัดแยกจากแหล่ง
น้้าธรรมชาติ มีความไวต่อพิษของโลหะหนักสูงสุดในบรรดาซิลิเอตที่ท้าการศึกษา แสดงให้เห็นว่า 
ซิลิเอตที่พบในแหล่งน้้าธรรมชาติสามารถตอบสนองต่อพิษของโลหะหนักได้ดีกว่าซิลิเอตที่อาศัยอยู่
ตามแหล่งน้้าเสีย เนื่องจากซิลิเอตสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่อยู่อาศัย ดังนั้นซิลิเอตที่
คัดแยกจากน้้าทิ้งอุตสาหกรรม และโรงบ้าบัดน้้าเสียจึงมีความทนต่อพิษของโลหะหนักมากกว่า 
Bresslauides sp. ที่คัดแยกจากธรรมชาติ 
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ตารางที่ 14 ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 ชั่วโมง
หลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Aspidisca 
cicada 

0.31 2.35 0.02 0.07 1.26 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Aspidisca 
cicada 

1.81 138 1.82 ND* ND* ND* 50 Madoni 
et al., 
1996 

Aspidisca 
lynceus 

2.21 145 1.82 ND* 3.78 ND* 50 Madoni 
et al., 
1996 

Blepharisma 
americanum 

1.4 ND* 0.001 0.02 ND* ND* ND* Madoni 
et al., 
1992 

Bresslauides sp. 0.09 ND* 1.91 ND* 10.03 ND* 3.66 การศึกษา
คร้ังนี้ 

Chilodonella 
uncinata 

<0.13 10.6 0.39 ND* <1.50 ND* <0.17 Madoni 
et al., 
1996 

Colpidium 
colpoda 

0.89 108 0.05 ND* 0.23 1.19 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Colpoda inflata  1.8 ND* 7.1 ND* ND* ND* 94.7 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 0.22 ND* 0.25 ND* ND* 0.10 0.85 Forge et 
al., 1993 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Colpoda steinii 
(Madrid, Spain)  

0.5 ND* 5.5 ND* ND* ND* 78.7 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 
(Rome, Italy)  

4.2 ND* 8.1 ND* ND* ND* 33.9 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii 
(Seville, Spain)  

5 ND* 5.4 ND* ND* ND* 147.4 Díaz et 
al., 2006 

Colpoda steinii  2.5 ND* 5.5 ND* ND* ND* 78.7 Rico et 
al., 2009 

Cyrtolophosis 
elongata  

4.4 ND* 13.3 ND* ND* ND* 132.3 Díaz et 
al., 2006 

Dexiostoma 
campylum  

0.2 3.29 0.01 ND* 1.1 1.05 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Dexiotricha 
granulosa 

0.3 110 0.17 ND* 0.12 1 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Drepanomonas 
revoluta  

ND* 0.05 ND* ND* 0.88 ND* ND* Madoni 
et al., 
1994 

Drepanomonas 
revoluta  

7.7 ND* 6.7 ND* ND* ND* 52.3 Martín-
González 
et al., 
2006 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Euplotes 
aediculatus 

0.59 0.1 0.01 ND* 0.5 0.03 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

Euplotes affinis  0.4 2.73 0.06 0.19 2.32 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Euplotes 
moebiusi  

2.65 9.47 0.01 ND* 2.18 7.7 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Euplotes 
moebiusi 

ND* ND* ND* ND* ND* 1.28 ND* Madoni, 
2000 

Euplotes sp. 2.66 38.6 1.45 ND* <1.50 ND* 2.39 Madoni 
et al., 
1996 

Euplotes sp.  0.7 ND* 4.8 ND* ND* ND* 110.2 Martín-
González 
et al., 
2006 

Halteria 
grandinella 

0.07 0.1 0.01 ND* 0.12 0.61 ND* Madoni 
and 
Romeo, 
2006 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Opercularia 
coarctata 

3.75 211 ND* ND* 3.28 ND* 10.3 Madoni 
et al., 
1996 

Opercularia 
minima  

5.55 164 ND* ND* 5 ND* 84.7 Madoni 
et al., 
1996 

Opisthonecta 
minima 

0.23 ND* 3.53 ND* 4.05 ND* ND* ศิรอร สด
สร้อย, 
2553 

Paramecium 
caudatum  

0.18 2.57 0.02 0.02 2.26 0.49 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Paramecium 
multimicro- 
nucleatum 

0.30 ND* 0.85 ND* 1.88 ND* 4.47 การศึกษา
คร้ังนี้ 

Spirostomum 
teres  

0.46 3.23 0.004 ND* 1.08 0.17 ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Stylonychia 
pustulata 

0.31 ND* 0.65 ND* 36.24 ND* ND* ตรีประภา 
เครือบคณ
โท, 2553 

Telotrochidium 
sp. (BKK) 

0.57 ND* 0.32 ND* 0.50 ND* 1.66 การศึกษา
คร้ังนี้ 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Telotrochidium 
sp. (RY) 

0.36 ND* 10.32 ND* 0.50 ND* 1.25 การศึกษา
คร้ังนี้ 

Tetrahymena 
sp. 

0.52 ND* 3.3 ND* ND* ND* 196.0 Rico et 
al., 2009 

Tetrahymena 
pyriformis 

0.16 ND* 0.82 ND* 2.62 ND* 19.77 การศึกษา
คร้ังนี้ 

Trochilia 
minuta 

0.27 9.25 0.31 ND* <1.50 ND* 0.20 Madoni 
et al., 
1996 

Uronema sp. 0.08 ND* 0.32 ND* 0.76 ND* ND* วรรณภา 
คงมาก, 
2553 

Uronema 
marinum  

ND* ND* ND* ND* 45 ND* ND* Parker, 
1979 

Uronema 
nigricans  

0.62 2.18 0.01 0.004 1.62 ND* ND* Madoni 
et al., 
1992, 
1994 

Uronema 
nigricans  

0.9 ND* 4.5 ND* ND* ND* 135.1 Martín-
González 
et al., 
2006 

Vorticella 
convallaria 

3.81 101 ND* ND* 2.29 ND* 3.79 Madoni 
et al., 
1996 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) ความเข้มข้นของสารละลายโลหะหนักที่ท้าให้ซิลิเอตตายไปครึ่งหนึ่งในเวลา 24 
ชั่วโมงหลังเริ่มทดสอบที่เคยมีรายงานและผลจากการศึกษาในครั้งนี้ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
24-h LC50 (mg/l) แหล่ง

อ้างอิง Cd Cr Cu Hg Pb Ni Zn 
Vorticella 
octava 

3.24 80 2.05 ND* 2.81 ND* 0.57 Madoni 
et al., 
1996 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
 

ชลธิศักดิ์ ชาวปากน้้า และคณะ (2555) ได้ท้าการส้ารวจปริมาณโลหะหนักในแม่น้้าบางปะกง 
จังหวัดฉะเชิงเทรา โดยพบโลหะในระดับที่ไม่เกินกว่าค่ามาตรฐาน แต่เมื่อตรวจปริมาณโลหะหนักใน
ปลานิลและปลากดอุก กลับพบว่ามีปริมาณซีลีเนียม (Se) สูงกว่าค่ามาตรฐานในเนื้อปลาธรรมชาติถึง 
255.06% และ 198.44% ตามล้าดับ ซึ่งอาจส่งผลต่อจ้านวนประชากรของปลาและสามารถถ่ายทอด
ไปสู่ผู้บริโภคได้ นอกจากนี้ยังมีรายงานการปนเปื้อนโลหะหนักในน้้าและตะกอนดินบริเวณชายฝั่ง
ทะเลอ่าวไทยตอนบน โดยพบการปนเปื้อนตะกั่ว แคดเมียม และทองแดง เกินมาตรฐานในบางพ้ืนที่ 
(สาโรจน์ เริ่มด้าริห์ และคณะ, 2552) เพ่ือรับมือและแก้ไขปัญหามลภาวะที่เกิดจากการปนเปื้อนโลหะ
หนัก จึงควรมีมาตรการเพ่ือการตรวจสอบในเบื้องต้น โดยสามารถน้าซิลิเอตที่มีความไวต่อพิษของ
โลหะหนักสูงไปใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ หรือการน้าซิลิเอตที่ทนต่อความเป็นพิษของโลหะหนักไป
ใช้ในการดูดซับสารปนเปื้อนเหล่านี้ เพ่ือการบ้าบัดทางชีวภาพต่อไป 

การทดสอบศักยภาพในการก าจัดโลหะทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม ที่ปนเปื้อนออกจาก
อาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอต 

Rehman และคณะ (2008) ได้ทดสอบการก้าจัดโลหะหนักโดยท้าให้ซิลิเอตตายก่อนโดยใช้
ความร้อน พบว่าซิลิเอตที่ตายแล้วไม่สามารถก้าจัดโลหะหนักได้ ดังนั้นจึงต้องใช้ซิลิเอตที่ยังมีชีวิต
เท่านั้นเพ่ือการบ้าบัดทางชีวภาพ กระบวนการก้าจัดโลหะหนักของซิลิเอตเกิดขึ้นโดยการดูดซับโลหะ
หนัก (biosorption) ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์รวมถึงการสะสมภายในเซลล์และสร้างแวคิวโอลหรือถุงขนาด
เล็กขึ้นมาหุ้ม จากนั้นโปรตีน metallothioneins ที่อยู่ภายในเซลล์จะจับตัวกับโลหะหนัก ท้าให้ความ
เป็นพิษของโลหะหนักต่อเซลล์ลดลง (Martín-González et al., 2006; Rehman et al., 2008) โดย
โปรตีนชนิดนี้ถูกพบในซิลิเอตบางชนิด เช่น Paramecium และ Tetrahymena (Piccinni et al., 
1999; Shuja and Shakoori, 2009) หลังการทดลองเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในอาหารที่มีการ
ผสมสารละลายโลหะหนัก พบว่าซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดมีความสามารถในการก้าจัดโลหะหนักที่แตกต่างกัน 
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อีกทั้งในซิลิเอตชนิดเดียวกันยังมีความสามารถในการก้าจัดโลหะหนักแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยมี
เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของโลหะหนักที่ลดลงอยู่ในช่วงระหว่าง 6.15-53.89% ซิลิเอตที่สามารถก้าจัด
โลหะหนักในอาหารเพาะเลี้ยงได้สูงที่สุด คือ Telotrochidium sp. (RY) โดยสามารถก้าจัดสังกะสี
ออกจากอาหารเพาะเลี้ยงได้มากถึง 53.89% และยังสามารถก้าจัดแคดเมียมออกจากอาหารเลี้ยงได้  
41.88% ซึ่งมากที่สุดในซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบ
ศักยภาพในการก้าจัดสังกะสีที่ปนเปื้อนออกจากอาหารเพาะเลี้ยงกับซิลิเอตชนิดอ่ืนซึ่งมีเปอร์เซ็นต์
การก้าจัดสังกะสีอยู่ในช่วง 20-96% (Díaz et al., 2006; Martín-González et al., 2006) (ตารางที่ 
15) พบว่า ศักยภาพในการก้าจัดโลหะชนิดนี้ของ Telotrochidium sp. (RY) ยังมีไม่สูงมากนัก 
(53.89%) แต่เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การก้าจัดแคดเมียม พบว่า Telotrochidium sp. (RY) 
สามารถก้าจัดแคดเมียมได้ค่อนข้างดี โดยมีเปอร์เซ็นต์การก้าจัดแคดเมียมรองลงมาจาก D. revoluta 
(79.2%), C. steinii (Madrid, Spain) (71.7%) และ C. steinii (Rome, Italy) (60%) (Díaz et al., 
2006; Martín-González et al., 2006) เมื่อเปรียบเทียบกับซิลิเอตสกุลเดียวกันแต่คัดแยกออกมา
จากคนละพ้ืนที่ พบว่า Telotrochidium sp. (BKK) มีเปอร์เซ็นต์การก้าจัดสังกะสีใกล้เคียงกับ 
Telotrochidium sp. (RY) โดยสามารถก้ าจั ด ได้  50.97% โดย  Telotrochidium sp. (BKK) มี
ความสามารถก้าจัดทองแดงได้เพียงเล็กน้อย (25.49%) เมื่อเทียบกับซิลิเอตชนิดอ่ืนที่เคยมีการศึกษา
ไว้ ได้แก่ U. nigricans (95%), C. inflata (45%) และ C. elongata (40%) (Díaz et al., 2006; 
Martín-González et al., 2006) 

T. pyriformis สามารถก้าจัดทองแดงได้สูงที่สุดจากซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดในการศึกษาครั้งนี้ถึง 
30.04% นอกจากนี้ T. pyriformis ยังสามารถก้าจัดสังกะสีได้มากที่สุด (35.88%) ในโลหะทั้ง 4 ชนิด
ที่ใช้ในการทดสอบ แต่เมื่อพิจารณาร่วมกับซิลิเอตชนิดอ่ืนที่มีเปอร์เซ็นต์การก้าจัดสังกะสีอยู่ช่วง 20-
96% (Díaz et al., 2006; Martín-González et al., 2006) พบว่า T. pyriformis ยังมีศักยภาพใน
การก้าจัดสังกะสีไม่สูงมากนัก (ตารางที่ 15) 

จากซิลิเอตทั้ง 5 ชนิด ที่ท้าการศึกษา P. multimicronucleatum เป็นซิลิเอตเพียงชนิด
เดียวที่สามารถก้าจัดตะกั่วได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การก้าจัดอยู่ที่ 31.17% ถึงแม้ว่าปริมาณที่ผสมอยู่ใน
อาหารเพาะเลี้ยงในซิลิเอตชนิดอ่ืน ๆ ที่ใช้ในการทดลองจะลดลงหลังจากผ่านไป 24 ชั่วโมง แต่
ปริมาณที่ลดลงนี้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับกลุ่มชุดการทดลองควบคุม จากการสืบค้นยัง
ไม่พบรายงานการทดสอบศักยภาพในการก้าจัดตะกั่วที่เวลา 24 ชั่วโมง ของซิลิเอตชนิดอ่ืน อย่างไรก็
ตาม Rehman และคณะ (2005, 2006) ได้ท้าการทดสอบศักยภาพในการก้าจัดโลหะชนิดนี้ของ  
S. mytilus และ T. pellionella โดยวัดผลที่เวลา 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่า S. mytilus สามารถ
ก้าจัดตะกั่วได้ 80%, 84% และ 88% ตามล้าดับ ในขณะที่ T. pellionella สามารถก้าจัดตะกั่วได้ 
68%, 80% และ 88% ตามล้าดับ (ตารางที่  16) นอกจากนี้  P.  multimicronucleatum ยัง มี
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เปอร์เซ็นต์การก้าจัดทองแดงและสังกะสีได้ใกล้เคียงกับ Telotrochidium sp. (BKK) คือสามารถ
ก้าจัดทองแดงได้ 25.93% และสังกะสีได้ 49.16% 

จากการทดลอง พบว่า Bresslauides sp. ไม่สามารถก้าจัดโลหะหนักชนิดใดได้เลย เนื่องจาก
ความเข้มข้นสุดท้ายของโลหะหนักหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับความเข้มข้นของโลหะหนักเมื่อเริ่มต้นการทดลอง Bresslauides sp. จึงเป็น 
ซิลิเอตเพียงชนิดเดียวจากทั้ง 5 ชนิด ที่ไม่มีศักยภาพในการก้าจัดโลหะหนัก อย่างไรก็ตาม การเพ่ิม
ระยะเวลาในการทดลองอาจเพ่ิมประสิทธิภาพในการก้าจัดโลหะหนักของซิลิเอตได้ Rehman และ
คณะ (2008) ทดลองก้าจัดทองแดงโดยใช้ E. mutabilis และวัดผลที่เวลา 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 
พบว่า E. mutabilis สามารถก้าจัดทองแดงได้ 60%, 82% และ 95% ตามล้าดับ เช่นเดียวกับ V. 
microstoma ซึ่งสามารถก้าจัดสังกะสีได้ 80%, 96% 98% และ 99.2% หลังเพาะเลี้ยงไว้ในอาหารที่
มีสังกะสีปนเปื้อนเป็นเวลา 48, 96, 144 และ 192 ชั่วโมง ตามล้าดับ (Shakoori, Rehman, and 
Riaz, 2004) (ตารางที่ 16)  

 
ตารางท่ี 15 เปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอตที่เวลา 24 ชั่วโมง 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
เปอร์เซ็นต์การก าจัดโลหะหนัก 

แหล่งอ้างอิง 
Cd Cu Pb Zn 

Bresslauides sp. 16.67** 8.76** 16.11** 29.64** การศึกษาครั้งนี้ 
Drepanomonas  79.2 10 ND* 76.7 Martín-González  
revoluta 37.5 12 ND* 88.5 et al., 2006 
Euplotes sp. BQ3 18.5 23.6 ND* 90 Martín-González  
  41.3 12.6 ND* 79.4 et al., 2006 
Colpoda steinii  71.7 ND* ND* 94 Díaz et al., 2006 
(Madrid, Spain) 62.5 ND* ND* 59.9  
Colpoda steinii  60 14 ND* 47 Díaz et al., 2006 
(Rome, Italy) 56 7.6 ND* 88  

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
**ความเข้มข้นสุดท้ายของโลหะหนักที่ลดลงหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความเข้มข้นของโลหะหนักเม่ือเริ่มต้นการทดลอง 
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ตารางที่ 15 (ต่อ) เปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอตที่เวลา 24 
ชั่วโมง 

สายพนัธุ์ซิลิเอต 
เปอร์เซ็นต์การก าจัดโลหะหนัก 

แหล่งอ้างอิง 
Cd Cu Pb Zn 

Colpoda steinii  40 35 ND* 96 Díaz et al., 2006 
(Seville, Spain) 70 23.9 ND* 96  
Colpoda inflata  10 45 ND* 20 Díaz et al., 2006 
  70 34 ND* 80  
  ND* ND* ND* 80  
Cyrtolophosis  24 24 ND* 89 Díaz et al., 2006 
elongata 40 40 ND* 70.3  
Paramecium 
multimicro-
nucleatum 

35.90** 25.93 31.17 49.16 การศึกษาครั้งนี้ 

Telotrochidium sp. 
(BKK) 

37.98** 25.49 10.90** 50.97 การศึกษาครั้งนี้ 

Telotrochidium sp. 
(RY) 

41.88 6.15** 31.75** 53.89 การศึกษาครั้งนี้ 

Tetrahymena 
pyriformis 

24.44** 30.04 29.50** 35.88 การศึกษาครั้งนี้ 

Uronema nigricans  24 95 ND*  77 Martín-González  
  37 ND* ND*  77 et al., 2006 

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
**ความเข้มข้นสุดท้ายของโลหะหนักที่ลดลงหลังการทดลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความเข้มข้นของโลหะหนักเม่ือเริ่มต้นการทดลอง 
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ตารางท่ี 16 เปอร์เซ็นต์การก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยงของซิลิเอตที่ระยะเวลาต่าง ๆ 

สายพันธุ์ซิลิเอต 
เปอร์เซ็นต์การก าจัดโลหะหนัก 

แหล่งอ้างอิง 
Cu Cr Pb Zn 

Euplotes mutabilis     Rehman et al., 2008 
     48 ชั่วโมง 60 ND* ND* ND*  
     72 ชั่วโมง 82 ND* ND* ND*  
     96 ชั่วโมง 95 ND* ND* ND*  
Stylonychia mytilus     Rehman et al., 2005 
     48 ชั่วโมง ND* 52 80 ND*  
     72 ชั่วโมง ND* 76 84 ND*  
     96 ชั่วโมง ND* 80 88 ND*  
Tachysoma pellionella     Rehman et al., 2006 
     48 ชั่วโมง ND* 77 68 ND*  
     72 ชั่วโมง ND* 85 80 ND*  
     96 ชั่วโมง ND* 92 88 ND*  
Vorticella microstoma     Shakoori et al., 2004 
     48 ชั่วโมง ND* 36 ND* 80  
     96 ชั่วโมง ND* 40 ND* 96  
     144 ชั่วโมง ND* 45 ND* 98  
     192 ชั่วโมง ND* 48 ND* 99.2  

*ND = ไม่มีข้อมูล (no data) 
 
สรุปผลการศึกษา 

ซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดที่คัดแยกได้มีความไวและความทนต่อความเป็นพิษของโลหะหนักแต่ละ
ชนิดแตกต่างกัน โดยซิลิเอตที่มีความไวต่อพิษของทองแดง ตะกั่ว สังกะสี และแคดเมียม มากที่สุดคือ 
Telotrochidium sp. (BKK),  Telotrochidium sp. (RY) ต่ อ พิษของตะกั่ ว  และสั ง กะสี  และ 
Bresslauides sp. ต่อพิษของแคดเมียม ซึ่งสูงกว่าค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดินของกรมควบคุม
มลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม ที่ก้าหนดค่ามาตรฐานของปริมาณโลหะหนักที่
ยอมให้มีได้ในน้้า ดังนี้ ทองแดงอนุญาตให้มีได้ไม่เกิน 0.1 mg/l ตะกั่วอนุญาตให้มีได้ไม่เกิน 0.05 
mg/l, สังกะสีมีได้ไม่เกิน 1 mg/l และแคดเมียมมีได้ไม่เกิน 0.05 หรือ 0.005 mg/l ขึ้นอยู่กับความ
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กระด้างของน้้า และ แสดงว่าซิลิเอตทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีความทนต่อพิษของโลหะหนักสูง
กว่าค่ามาตรฐาน จึงไม่สามารถใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพของคุณภาพน้้าผิวดินได้ อย่างไรก็ต าม  
ซิลิเอตเหล่านี้มีศักยภาพในการก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยง โดย T. pyriformis 
สามารถก้าจัดทองแดงได้มากที่สุด P. multimicronucleatum สามารถก้าจัดตะกั่วได้มากที่สุด 
Telotrochidium sp. (RY) สามารถก้าจัดสังกะสีและแคดเมียมได้มากที่สุด การทดสอบศักยภาพใน
การก้าจัดโลหะหนักที่เวลา 24 ชั่วโมง ได้แสดงให้เห็นถึงแนวโน้มในการน้าซิลิเอตไปใช้เพ่ือการบ้าบัด
ทางชีวภาพ ในพ้ืนที่ที่อาจมีการปนเปื้อนของโลหะหนัก เพ่ือการบ้าบัดที่ยั่งยืนและเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมต่อไป 

 
ข้อเสนอแนะ  

จากผลการทดสอบศักยภาพการก้าจัดโลหะหนักของซิลิเอตในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าซิลิเอต
บางชนิดสามารถก้าจัดโลหะหนักออกจากอาหารเพาะเลี้ยงได้ เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง แต่ผลการ
ทดสอบยังไม่แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญกับชุดการทดลองควบคุมเมื่อน้าไปวิเคราะห์ทางสถิติ 
ทั้งนี้อาจเป็นผลจากระยะเวลาที่ใช้ในการทดลองยังสั้นเกินไปกว่าที่ซิลิเอตจะน้าโลหะหนักเข้าไปสะสม
ภายในเซลล์ได้ ดังนั้นจึงควรเพ่ิมระยะเวลาของการทดลองให้นานขึ้น ดังงานวิจัยของ Rehman และ
คณะ (2005, 2006, 2008) หรือ Shakoori และคณะ (2004) ทีท่้าการศึกษาการก้าจัดโลหะหนักออก
จากอาหารเพาะเลี้ยงที่เวลา 48 ถึง 196 ชั่วโมง เพ่ือให้ซิลิเอตมีช่วงเวลายาวนานพอในการก้าจัดโลหะ
หนักได้มากขึ้น และควรดูแนวโน้มความเข้มข้นของโลหะหนักที่ลดลง ณ เวลาต่าง ๆ เมื่อท้าการ
ทดลอง นอกจากนี้อาจท้าการทดลองที่ความเข้มข้นเริ่มต้นของโลหะหนักที่ใช้ในการทดสอบให้ต่้ากว่า
ค่า LC50 เพ่ือจะได้มีปริมาณเซลล์เริ่มต้นช่วยในการก้าจัดโลหะหนักมากเพียงพอ 

จากการศึกษาความเป็นพิษของโลหะหนักต่อซิลิเอต พบว่า ซิลิเอตแต่ละชนิดมีความไวใน
การตอบสนองต่อพิษของโลหะหนักได้แตกต่างกัน โดย Bresslauides sp. มีความไวต่อพิษของโลหะ
หนักสูงสุดในบรรดาซิลิ เอตที่ท้าการศึกษา โดยมีความไวต่อพิษของแคดเมียม ในขณะที่  
Telotrochidium sp. (BKK) มีความไวต่อพิษของทองแดง ต่างจาก Telotrochidium sp. (RY) ที่มี
ความไวต่อพิษของตะกั่ว และสังกะสีมากท่ีสุด ด้วยคุณสมบัติดังกล่าวท้าให้ซิลิเอตเป็นอีกหนึ่งตัวเลือก 
ในการใช้เป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ เพ่ือการตรวจสอบการปนเปื้อนของโลหะหนักในเบื้องต้น โดยการ
น้าน้้าตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบ ใส่ลงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซิลิเอตทั้ง 5 ชนิด เพาะเลี้ยงอยู่ 
จากนั้นจึงตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอต โดยเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของซิลิเอตแต่ละชนิด
ที่แตกต่างกันจะแสดงถึงชนิดและปริมาณของโลหะหนักที่ปนเปื้อน อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษา
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เพ่ิมเติมถึงการใช้ซิลิเอตทั้ง 5 ชนิดร่วมกัน เพ่ือให้ผลการตรวจสอบมีประสิทธิภาพถูกต้องแม่นย้ามาก
ที่สุด



 

 

รายการอ้างอิง 
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คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2554 
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