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บทคดัย่อ 
 

 ปลากะพงขาว (Lates calcarifer, Bloch) ฉีดกระตุน้ด้วย CdNO3.4H2O ความเขม้ข้น 4 
มิลลิกรัมต่น ้ าหนกัปลา 1 กิโลกรัม และแยกCd-Binding Protein ท่ีสกดัจากตบัโดยใชว้ิธี Immobilized 
metal ion affinity chromotagraphy โดยการผ่าน HisTrap FF crude column ศึกษารูปแบบของโปรตีน
ดว้ยเทคนิคอิเลก็โทรโฟลิซิส พบวา่โปรตีนหลกัมีขนาดมวลโมเลกลุประมาณ  10 kDa น าไปผลิตโพลี
โคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ Cd-Binding Protein และทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดี โดยใช้
เทคนิค Western blot พบว่า การเจือจางแอนติบอดีท่ีเหมาะสม คือ 1:2,500โดย มีการจับกันของ
แอนติบอดีกบัโปรตีนท่ีไม่จ าเพาะอ่ืนค่อนขา้งนอ้ย และพบแถบของ Cd-Binding Protein (~10 kDa) 
ค่อนขา้งชดัเจน เม่ือน ามาประยกุตใ์ชส้ ารวจการสัมผสัสารเหน่ียวน าการสร้าง Cd-binding protein ใน
ปลาทะเล บริเวณชายฝ่ังทะเลเขตพ้ืนท่ีอุตสาหกรรมพบวา่ บริเวณนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุดมีการ
แสดงออก48.6% (n=148) สูงกวา่บริเวณนิคมอุตสาหกรรมแหลมฉบงั  ซ่ึงพบ 29.1% (n=158) และเม่ือ
เปรียบเทียบตามฤดูกาล ฤดูแลง้พบ 51.3% (n=158) และฤดูฝน25.0% (n=148) การน าโพลีโคลนอล
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แอนติบอดีต่อ Cd-binding protein จากปลากะพงขาวมาใชส้ ารวจการสัมผสัสารเหน่ียวน าการสร้าง 
Cd-binding protein ในปลาทะเล บริเวณชายฝ่ังทะเลเขตพ้ืนท่ีอุตสาหกรรมท าใหท้ราบสถานการณ์การ
ปนเป้ือนของโลหะหนกับริเวณแนวชายฝ่ังทะเล 
 
ค ำส ำคัญ : โพลีโคลนอลแอนติบอดี, Cadmium-Binding Protein , IMAC, ปลากะพงขาว 

Abstract 
 

Asian sea bass ( Lates calcarifer, Bloch) was injected with CdNO3.4H2O (4 mg/ 1 kg fish) 
and then Cadmium-Binding Protein was extracted from its liver by Immobilized metal ion affinity 
chromatography method for further using to produce polyclonal antibody  specific to Cd-Binding 
Protein (PAb-Cd). After Electrophoresis studied, it was found that the molecular weight was 10 kDa. 
The PAb-Cd specificity was tested by Western blot technique. The results indicated that the 
appropriate dilution was 1:2,500 in which the Cd-binding protein band was clearly detected. After 
that this polyclonal antibody was used to evaluate the expression level of Cd-binding proteins in 
marine fish. It was found that its expression in the marine fish collected from Map Ta Phut industrial 
estate (Rayong Province) was higher than that of fish collected from Laemchabang industrial estate 
(Chon Buri Province); 48.6% (n=148) and 29.1% (n=158), respectively. Higher expression of  Cd-
binding protein in fish was revealed during summer in comparison with rainy season; 51.3 % 
(n=158) and  25.0% (n=148). Polyconal antibody against to Cd-binding protein produced in the 
Asian sea bass can be used to monitor the pollution situation in coastal industrial area 
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บทน า 
แคดเมียมเป็นโลหะหนักท่ีมีการปนเป้ือนอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มค่อนขา้งมาก ส่วนใหญ่พบอยู่

รวมกบัสงักะสี ตะกัว่และคอปเปอร์ซลัไฟด ์แคดเมียมพบมากในวสัดุท่ีมีสารอินทรียเ์ป็นองคป์ระกอบ
อยูสู่ง เช่น น ้ ามนัดิบและถ่านหิน (สุวจัน์ ธญัรส, 2549) อุตสาหกรรมการท าเหมือง  การหลอม และ
การถลุงตะกั่ว สังกะสี ท าให้มีแคดเมียมเขา้ไปปนเป้ือนในแหล่งน ้ าต่างๆ โดยเฉพาะในน ้ าทะเลท่ี         
เ ป็นแหล่งสะสมของเสียแหล่งสุดทา้ยของมนุษย ์ท าให้สัตวน์ ้ าต่างๆไดรั้บและสะสมแคดเมียมไว ้   
ในร่างกาย เม่ือมนุษยรั์บประทานสตัวน์ ้ าจึงมีโอกาสไดรั้บแคดเมียมเขา้สู่ร่างกายอาจก่อใหเ้กิดอนัตราย 
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ต่อสุขภาพได ้ การตรวจวดัโลหะหนกับริเวณแนวชายฝ่ังทะเลท าให้ทราบถึงสถานการณ์การปนเป้ือน 
แต่การวดัปริมาณโลหะหนักทุกชนิดในส่ิงแวดลอ้มหรือส่ิงมีชีวิตโดยตรงนั้นมีขอ้จ ากดัคือตอ้งใช้
เคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพสูง ราคาแพง ในการด าเนินการวิเคราะห์ ทั้งสารเคมีท่ีใชว้ิเคราะห์ยงัมี  
ความเป็นพิษต่อผูท้  าการวิเคราะห์และส่ิงแวดลอ้ม การใชต้วัช้ีวดัทางชีวภาพ (biomarker) เช่น Metal- 
Binding Protein จึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีใชต้รวจสอบเบ้ืองตน้การรับสมัผสัของส่ิงมีชีวิตต่อโลหะหนกั 
เน่ืองจากเป็นโปรตีนขนาดเล็กท่ีมี cystein สูง และสามารถเลือกจบักบัโลหะไดอ้ยา่งจ าเพาะ ระดบั
ความเขม้ขน้ของ Metal-Binding Protein จะเพ่ิมข้ึนเม่ือส่ิงมีชีวิตไดรั้บโลหะหนัก  เพราะมีหน้าท่ี
ส าคญัในการเมตาโบไลต์และปรับสมดุลของร่างกายให้เป็นปรกติ (Nostelbacher et al., 2000) 
การศึกษาคร้ังน้ีไดท้ าการพฒันาการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบั Cd- Binding Protein  
ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีมีความจ าเพาะและความแม่นย  าสูง โดยหลกัการทางภูมิคุม้กนัวทิยา  สามารถวิเคราะห์
ตวัอยา่งไดจ้ านวนมากในเวลาอนัสั้น ขั้นตอนไม่ยุง่ยากเม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิคอ่ืน อีกทั้งราคาใน
การด าเนินการไม่สูงมาก สามารถน าไปใชใ้นหอ้งปฏิบติัการขนาดเล็กได ้ (ไพศาล  สิทธิกรกุล, 2548) 
โดยใชว้ิธี Immobilized metal ion affinity chromatography เตรียมแอนติเจน Cd-binding protein จาก
ปลากะพงขาว (L. calcarifer, Bloch) ให้บริสุทธ์ิ เป็นการให้โปรตีนจบักบัโลหะในคอลมัน์ แลว้       
ชะโปรตีนออกมา โดยอาศยัหลกัการ metalbiospecific interaction เป็นวิธีท่ีง่าย สามารถท าให้ได้
โปรตีนท่ีบริสุทธ์ิ ไม่ท าให้สูญเสียโปรตีนมาก และใชเ้วลานอ้ย (Honda et al., 2005) เพื่อน ามาผลิต  
โพลีโคลนอลแอนติบอดี น าไปใชส้ ารวจปลาทะเลบริเวณชายฝ่ังทะเลเขตพ้ืนท่ีอุตสาหกรรม 
 

วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการ 
สัตว์ทดลอง 
 ปลากะพงขาว (L. calcarifer, Bloch)  ขนาด 80-100 กรัม จ านวน 15 ตวั  แบ่งเป็น 3 กลุ่ม  
(n=5) ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มควบคุมไม่ไดฉี้ดบฟัเฟอร์ กลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มควบคุมฉีดบฟัเฟอร์ (50 mM 
sodium phosphate buffer, pH 7.4) และกลุ่มท่ี 3  คือ กลุ่มทดลองฉีด CdNO3.4H2O 4 มิลลิกรัม          
ต่อน ้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม ใน 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 บริเวณใตท้้อง 
(intraperitoneal) นาน 48 ชัว่โมง น าตบัมาป่ันให้เป็นเน้ือเดียว (homogenize) (35 % w/v) ใน 50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4 (ท่ีมี 0.1 mM PMSF, 0.5 mM DTT และ 150 mM NaCl) ป่ันท่ีความเร็ว 15,000 X g 
นาน 90 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเก็บโปรตีนส่วนบน (supernatant) หาปริมาณโปรตีน (Protein 
determination) (Bradford, 1976) และทดสอบคุณลกัษณะของโปรตีน ดว้ย 15% Gel electrophore     
หนูขาว (swiss mice) อาย ุ6 สัปดาห์ ซ้ือจากส านกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล ศาลายา 
จงัหวดันครปฐม 
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การท า Cd-binding protein ท าให้บริสุทธ์ิ 
 ใชว้ิธี Immobilized metal ion affinity chromotagraphy โดยใส่โปรตีน Cd-binding protein  
ท่ีสกดัจากตบัปลากะพงขาว ปริมาณ1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงใน HisTrapTM FF crude column 

(Amersham Pharmacia Biotech) ขนาด 5 มิลลิลิตร ท่ีมี NiSO4.6H2O เคลือบอยู่ท่ีผิวเรซิน           
ชะโปรตีนดว้ย 10 มิลลิลิตรของ 5, 50, 100, 250, 500 mM imidazol เลือกเก็บเป็นแฟรกชัน่ท่ีอตัราการ
ไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที จ านวน 50 แฟรกชัน่ หาปริมาณโปรตีน และทดสอบคุณลกัษณะของ Cd-
binding protein ท่ีผา่นคอลมันด์ว้ย 15% Gel electrophoresis 
 

การผลติโพลโีคลนอลแอนตบิอด ี
น า Cd-binding protein ท่ีแยกไดจ้าก HisTrapTM FF crude column ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร มาผสมกบั Complete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1:1 ฉีดเขา้บริเวณช่องทอ้งของ
หนู 100 ไมโครลิตร จ านวน 4 คร้ัง แต่ละคร้ังห่างกนั 2 สัปดาห์ โดยคร้ังท่ี 2-4  จะผสม Cd-binding 

protein กบั Incomplete Freund’s adjuvant หลงัจากการฉีดคร้ังสุดทา้ย 1 สัปดาห์ จะเก็บเลือดหนู  
จากบริเวณหาง  น าเลือดหนูเก็บท่ีอุณหภูมิ  4   ํ C เป็นเวลา 3-4 วนั จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 
Xg นาน 15 นาที เก็บซีรัมท่ีอุณหภูมิ -20   ํ C  
 

การทดสอบประสิทธิภาพของโพลโีคลนอลแอนตบิอด ีด้วยวธีิ Western blot  
 แยก Cd-binding protein ดว้ย 15% Gel electrophoresis จากนั้นถ่ายโปรตีนลงบนกระดาษ 
ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน โดยใช้ Semi-Dry Electrophoresis  Transfer Cell น ากระดาษไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน แช่ใน 5% dry milk in PBS นาน  1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS/0.5%tween20  5 นาที     
3 คร้ัง บ่มในโพลีโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ Cd-binding protein ท่ีผลิตได ้ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
กนั คือ  1:1,000 1:2,500 1:5,000 1:7,500 และ 1:10,000 เป็นเวลา 3 ชัว่โมงลา้งดว้ย PBS/0.5%tween20 
5 นาที 3 คร้ังจากนั้นบ่มใน Goat anti mouse IgG-HRP (Jackson Immune Research Laboratories, Inc.)      
เจือจาง 1:1,000 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS/0.5%tween20  5 นาที 3 คร้ัง แช่ในสารละลาย        
ซบั  สเตรท 30% H202 25 µl  DAB 7 mg  CoCl2 200 µl ใน PBS 20 ml ตรวจดูผล โดยเทียบกบัน ้ าหนกั
โมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน  การใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดี ส ารวจการแสดงออกของ  Cd-binding 
protein  ในปลาทะเลแนวชายฝ่ังจังหวดัชลบุรีและระยอง เก็บปลาทะเลบริเวณเขตอุตสาหกรรม  
แหลมฉบงั จงัหวดัชลบุรีและเขตนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด จงัหวดัระยอง ท าการเก็บตบัและสกดั
โปรตีนเพื่อตรวจการแสดงออกของ Cd-binding protein ในปลาทะเล ดว้ยวธีิ Western blot  (ดงัท่ีกล่าว
ไวแ้ลว้ขา้งตน้)  
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ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
จากการฉีดกระตุ ้นปลากะพงขาวด้วยสาร CdNO3.4H2O  ท่ีละลายใน 50 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.4 ความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัปลา 1 กิโลกรัม เพื่อชกัน าให้สร้าง Cd-
Binding Protein พบวา่ ปริมาณโปรตีนรวมจากตบั มีปริมาณสูงกว่าปลากะพงขาวกลุ่มท่ีไม่ฉีดและ  
ฉีดบฟัเฟอร์ ดงัรูป 1  และศึกษารูปแบบของโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่ เม่ือเปรียบเทียบ
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนของปลากะพงขาวทั้ง 3 กลุ่ม พบแถบโปรตีนหลกัท่ีมีขนาดประมาณ 
10 kDa แต่กลุ่มท่ีฉีดกระตุน้ดว้ยสาร CdNO3.4H2O แถบโปรตีนจะหนากวา่สองกลุ่มท่ีเหลือเกือบ สอง
เท่า ซ่ึงคาดวา่ เป็น Cd-binding protein ดงัรูป 2  เน่ืองจาก Cd-Binding Protein เป็นกลุ่มของโปรตีน
ขนาดเล็ก มีมวลโมเลกุลต ่ า  สามารถสร้างข้ึนจากการเหน่ียวน าของโลหะแคดเมียม ท่ีพบ                    
ในส่ิงแวดลอ้ม มีโครงสร้างท่ีประกอบดว้ย cysteine สูง จึงท าให้สามารถจบักบัโลหะไดง่้ายเพราะ 
cystein ท าหน้าท่ีเป็นลิแกนให้โลหะมาจบั (Nostelbacher et al., 2000) ส่วนกลุ่มท่ีไม่ฉีดและฉีด
บฟัเฟอร์ท่ีพบแถบโปรตีน 10 kDa  แต่มีลกัษณะจางกวา่ น่าจะเป็น Metal-Binding Protein ท่ีท าหนา้ท่ี
ปรับสมดุลของโลหะท่ีจ าเป็นต่อร่างกาย เช่น สังกะสี (Zn) ทองแดง (Cu) ให้อยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม 
เพราะโลหะ ท่ีมีความเขม้ขน้สูงในร่างกายสามารถเป็นพิษได ้(Chaffai et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 1 ปริมาณโปรตีนรวมของปลากะพงขาว กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มไม่ฉีด, กลุ่มท่ี 2 คือ ฉีดบฟัเฟอร์ (50 mM   
         sodium phosphate buffer, pH 7.4) และ กลุ่มท่ี 3 คือ กลุ่มฉีด CdNO3.4H2O 
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รูป 2  รูปแบบของโปรตีนปลากะพงขาว (1) Prestained SDS-PAGE Standards Broad Rang   
           310006442  (Bio-Rad, U.S.A.)  (2) ปลากะพงขาวไม่ฉีดบฟัเฟอร์ (3) ปลากะพงขาวฉีด        
           บฟัเฟอร์ (50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4)  (4) ปลากะพงขาวกลุ่มฉีด CdNO3 
           ความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัปลา  1 กิโลกรัม 

 

เม่ือโปรตีนผ่าน HistrapTM FF crude column  ท่ีมีโลหะนิกเกิลเคลือบอยูบ่นเรซิน โปรตีน   
จะจบักบั Ni2+ เม่ือชะ ดว้ย 0-500 mM imidazol จะสามารถก าจดัโปรตีนบางส่วนท่ีไม่ตอ้งการออกไป
ได้ โดยเร่ิมเห็น  Cd-Binding Protein ท่ีมีขนาดประมาณ10 kDa ตั้ งแต่แฟรกชั่นท่ี 2 เป็นตน้ไป          
ซ่ึง อยูใ่นช่วง 5-50 mM imidazol ดงัรูป 3 เช่นเดียวกบัผลการทดลองของ Honda และคณะ (2005)    
ใชเ้ทคนิค Immobilized metal ion affinity chromatography ท า  Cd-Binding Protein จาก ปลาอะเม
ซอน (Colossoma macroponum) ให้บริสุทธ์ิ ซ่ึงสามารถพบ Cd-Binding Protein ท่ีมีน ้ าหนกัมวล
โมเลกุล 10 kDa  ตั้งแต่แฟรกชั่นท่ี 2 โดยเทคนิคดังกล่าว เป็นวิธีท่ีอาศยัความจ าเพาะระหว่าง 
coordinate covalent binding ของ amino acids ท่ีจะท าให้โปรตีนสามารถจบักบัโลหะท่ีเคลือบอยูบ่น
สารเรซิน  ท่ีบรรจุอยูใ่นคอลมัน์  
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รูป 3 รูปแบบของ Cd-Binding Protein ผา่น HisTrapTM FF crude column แยกเก็บไดใ้นแต่ละแฟรกชัน่  

(1) Prestained SDS-PAGE Standards Broad Rang 310006442 (Bio-Rad, U.S.A.) (2)-(9)  
          แฟรกชัน่ท่ี 1-8 ตามล าดบั 
  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได ้โดยใชเ้ทคนิค Western 
blot ท่ีเจือจางต่าง ๆ กนัคือ 1:1,000, 1:2,500, 1:5,000, 1:7,500 และ 1:10,000 พบวา่ค่าการเจือจาง
แอนติบอดีเหมาะสมคือ 1:2,500 โดยมีการจบักนัของแอนติบอดีกบัโปรตีนท่ีไม่จ าเพาะอ่ืนค่อนขา้ง
นอ้ย และพบแถบโปรตีน Cd-Binding Protein (~10 kDa) ค่อนขา้งชดัเจน ดงัรูป 4 ซ่ึงคุณสมบติัของ 
โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนมีความจ าเพาะต่อ Cd-Binding protein  อย่างสูง แต่อาจสามารถ    
จบักบั Metal-Binding Protein ท่ีถูกกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างข้ึนจากโลหะหนกัตวัอ่ืนๆ ได ้เช่น Zn, Cu, 
Hg, Co, Ni, Bi และ Ag (Houggett et al., 1992) เช่นเดียวกบั Mullin และคณะ (1999) ท่ีไดป้ระยกุตใ์ช้
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบั Cd-binding Protein ในการตรวจสอบถึงการปนเป้ือนของ
โลหะหนกัในแหล่งน ้ า  

การศึกษาคร้ังน้ีใชค้่าการเจือจางแอนติบอดีท่ี 1:2,500 ส ารวจการแสดงออกของ Cd-Binding 
Protein ในปลาทะเลชนิดอ่ืนๆ ท่ีจบัจากชายฝ่ังทะเลบริเวณนิคมอุตสาหกรรมแหลมฉบงั จงัหวดัชลบุรี
และนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพดุ จงัหวดัระยอง ในช่วงฤดูฝน (สิงหาคม- กนัยายน 2550) และ ฤดูแลง้ 
(มีนาคม 2551) ดว้ยเทคนิค Western blot พบวา่ปลาทะเลจากนิคมอุตสาหกรรมทั้งสองแห่งสามารถ
พบแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 10 kDa เหมือนกบัปลากะพงขาวท่ีทดลองฉีด CdNO3 ดงัรูป 5 
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รูป 4  ทดสอบประสิทธิของPAb: Cd-binding protein จากปลากะพงขาวทดลองฉีด CdNO3  (1)   
          Prestained  SDS-PAGE Standards Broad Rang 310006442 (Bio-Rad, U.S.A.)(2), (3)โปรตีน 
          สกดัจากตบัปลากะพงฉีด CdNO3 4 mg/kg  ยงัไม่ไดผ้า่นและ ผา่น Hitrap Column ตามล าดบั ใช ้  
          PAb เจือจาง 1:1,000 (4), (5) PAb เจือจาง 1: 2,500 (6),(7) PAb เจือจาง 1:5,000 (8),(9) PAb    
          เจือจาง 1: 7,500 (10),(11) PAb เจือจาง  1:10,000  
 
 
 
 
 
 

 
รูป 5 ตวัอยา่งการแสดงออกของ Cd-Binding Protein ในปลาทะเลท่ีเก็บจากบริเวณนิคม 

อุตสาหกรรม ใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ Cd-Binding Protein จากปลากะพงขาวทดลองฉีด       
CdNO3 ท่ีค่าการเจือจาง 1:2,500 ดว้ยวิธี Western Blot (1) Prestained SDS-PAGE Standards 
Broad Rang 310006442 (Bio-Rad, U.S.A.) (2) โปรตีนสกดัจากตบัปลากะพงฉีด CdNO3 4 
mg/kg ผา่นคอลมัน์ (3) ปลาดาบเงินตวัท่ี 2 มาบตาพดุ ฤดูแลง้ ให้ผลบวกจาง (4) ปลาดาบเงินตวั
ท่ี 3 มาบตาพุด ฤดูแลง้ ให้ผลบวกจาง (5) ปลาดาบเงินตวัท่ี 4 มาบตาพุด ฤดูแลง้ ให้ผลบวกเขม้ 
(6) ปลาดาบเงินตวัท่ี 5 มาบตาพดุ ฤดูแลง้ ใหผ้ลบวกเขม้ (7) ปลาดาบเงินตวัท่ี 6 มาบตาพดุ ฤดู 

         แลง้ ใหผ้ลบวกจาง (8) ปลาหางควายตวัท่ี 1 มาบตาพดุ ฤดูแลง้ ใหผ้ลบวกจาง (9) ปลาหาควาย  
         ตวัท่ี 2 มาบตาพดุ ฤดูแลง้ ใหผ้ลบวกจาง 
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 การแสดงออกของ Cd-Binding Proteinของปลาทะเลบริเวณนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด 
จงัหวดัระยอง พบสูงกวา่บริเวณนิคมอุตสาหกรรมแหลมฉบงั จงัหวดัชลบุรี จากการเก็บตวัอยา่งปลา
ทะเล 29 ชนิด จ านวน 148 ตวัอยา่ง ให้ผลบวก 72 ตวัอยา่ง คิดเป็น 48.6% (n=148) ส่วนบริเวณนิคม
อุตสาหกรรมแหลมฉบัง จังหวดัชลบุรี ปลาทะเล 32 ชนิด จ านวน 158 ตวัอย่าง ให้ผลบวก 46   
ตวัอยา่ง คิดเป็น 29.1% (n=158) ดงัรูป 6 (ก) โดยในช่วงฤดูแลง้ (มีนาคม 2551) พบ 51.3% (n=158) สูง
กวา่   ฤดูฝน (สิงหาคม- กนัยายน 2550) พบ 25.0% (n=148) ดงัรูป 6 (ข) 
  ซ่ึงบริเวณนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด เป็นแหล่งอุตสาหกรรมหนกัท่ีขบวนการผลิตอาจ     
มีโลหะหนกัหลายชนิดปนอยูแ่ละคุณสมบติัของโพลีโคลนอลแอนติบอดีอาจจะจบักบัโลหะหนกัตวั
อ่ืนๆ ได ้แต่มีความจ าเพาะกบัแคดเมียมอยา่งสูง ดงันั้นเม่ือแคดเมียมปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีการ
ปล่อยน ้ าท้ิงจากอุตสาหกรรมเหลก็ โรงงานถลุงโลหะและโรงงานถลุงเหล็ก กระบวนการผลิตสังกะสี
ท่ีไม่เป็นสนิม โดยมีการเคลือบโลหะท่ีมีแคดเมียมเป็นองค์ประกอบ อุตสาหกรรมผลิตปุ๋ยฟอสเฟต  
หินฟอสเฟตท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบจะมีแคดเมียมเป็นองคป์ระกอบอยูป่ระมาณ 100 ppm (เป่ียมศกัด์ิ เมนะ
เศวต, 2543) อีกทั้งยงัมีคลองสาธารณะในพ้ืนท่ีนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด จ านวน 9 คลอง ไดแ้ก่
คลองพยนู คลองบางกะพรุน คลองบางเบิด คลองซากหมาก คลองตากวน คลองน ้ าหู คลองห้วยใหญ่ 
คลองน ้ าชา และคลองหลอด ท่ีพบว่าคุณภาพน ้ ายงัมีความเส่ือมโทรมทั้ งทางกายภาพและทางเคมี  
(กรมควบคุมมลพิษ, 2550) อาจท าใหส้ารมลพิษถูกชะลงสู่ชายฝ่ังทะเลบริเวณมาบตาพดุเพ่ิมมากข้ึน  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                                      (ข) 
รูป 6 (ก) การแสดงออกของ Cd-Binding Protein ของปลาทะเลบริเวณนิคมอุตสาหกรรมแหลมฉบงั 

จังหวดัชลบุรีและนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด จังหวดัระยอง   (ข) การแสดงออกของ Cd-
Binding Protein ของปลาทะเลในช่วงฤดูฝน ปี 2550 และฤดูแลง้ ปี 2551; อกัษรภาษาองักฤษ     
ท่ีต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p<0.05)  
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  นอกจากน้ีฤดูกาลยงัมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของ Cd-Binding Protein โดยเม่ือ
เปรียบเทียบระหวา่งช่วงเวลาท่ีท าการส ารวจทั้ง 2 คร้ัง พบวา่การแสดงออกของ Cd-Binding Protein 
ในช่วงฤดูแลง้ (มีนาคม 2551) มีแนวโนม้สูงกวา่ ฤดูฝน (สิงหาคม- กนัยายน 2550) โดยในช่วงฤดูแลง้ 
แคดเมียมในน ้ าทะเลจะเพ่ิมข้ึนตามความเค็มท่ีสูงข้ึน  เน่ืองจากแคดเมียมท่ียึดติดอยู่กบัผิวหน้าของ
ตะกอนท่ีพดัพามากบัแม่น ้ า หรือจากตะกอนพ้ืนทอ้งน ้ าถูกคายออกมาจากการแลกเปล่ียนอิออนบน
ผิวหนา้ตะกอน ท าใหแ้คดเมียมถูกดึงมาสร้างพนัธะใหม่กบัคลอไรดห์รือประจุลบอ่ืน ท่ีมีปริมาณสูงใน
น ้ าทะเลในช่วงฤดูแลง้ มีผลให้แคดเมียมละลายน ้ าไดม้ากข้ึน (ศรัณย ์เพช็ร์พิรุณ และ ณรงคฤ์ทธ์ิ เลิศ
เกษตรวิทยา, 2548) โอกาสการรับสัมผสัของปลาทะเลต่อแคดเมียมจึงเพ่ิมมากข้ึนดว้ย สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ ฉลวย มุสิกะ  (2544) พบวา่พฤติกรรมของแคดเมียม บริเวณแม่น ้ าบาง ปะกง ในฤดูแลง้ 
(มีนาคม 2543) น ้ ามีการเปล่ียนแปลงความเค็มตั้งแต่ 8 psu บริเวณตน้น ้ าจนถึง 32.5 psu พบแคดเมียม
เฉล่ีย 0.036 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยบริเวณปากแม่น ้ าแคดเมียมและทองแดงในส่วนของสารละลาย
เพ่ิมข้ึนสัมพนัธ์กบัความเค็ม ในขณะท่ีฤดูฝน น ้ ามีความเค็มตั้งแต่ 0 psu บริเวณตน้น ้ า ถึง 0.5 psu 
บริเวณปากแม่น ้ า   พบแคดเมียมเฉล่ีย 0.026 ไมโครกรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัการศึกษาของอภิรดี   
เมืองเดช (2545) ท่ีพบวา่ปริมาณโลหะตะกัว่ แคดเมียม ในหอยแครง (Anadara granosa) บริเวณปาก
แม่น ้ าบางปะกง และบริเวณชายฝ่ังทะเลชลบุรี มีค่าเฉล่ียสูงสุดในเดือนธนัวาคม 2542 และมกราคม 
2543 โดยมีค่าเท่ากบั 0.435และ 0.835 ไมโครกรัมต่อกรัมของน ้ าหนกัเปียก ตามล าดบั ส่วนในฤดูฝน
ปริมาณฝนท่ีมากอาจท าให้แคดเมียมท่ีละลายในน ้ าเจือจางลง ส่งผลให้การรับสัมผสัของปลาทะเล
ลดลงตามไปดว้ย   

 

สรุปผลการทดลอง 
การใชว้ิธี Immobilized metal ion affinity chromotagraphy สามารถก าจดัโปรตีนบางส่วน   

ท่ีไม่ตอ้งการออกไปได ้เพื่อให้ได้ Cd-Binding Protein ท่ีบริสุทธ์ิ เพื่อน าไปใชผ้ลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดี (PAb) จ าพาะต่อ Cd-Binding Protein ซ่ึงโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึน สามารถน ามา
ประยุกต์ใชใ้นการตรวจสอบถึงการปนเป้ือนของโลหะหนักโดยเฉพาะอย่างยิ่งแคดเมียมในบริเวณ
แหล่งเส่ียงต่อการปนเป้ือนได ้ แต่การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจ าเป็นตอ้งใชแ้อนติเจนท่ีมีความ
บริสุทธ์ิสูง เพราะอาจจะมีผลต่อความจ าเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตได้ ดังนั้นการใชโ้พลีโคลนอล
แอนติบอดีในการตรวจสอบ Cd-Binding Protein ยงัคงมีขอ้จ ากดับางประการ เช่น ความไม่จ าเพาะ
ของแอนติบอดี หรือความไวของปฏิกิริยา ดังนั้นควรมีการศึกษาการพฒันาโมโนโคลนอลแอนติ         
เพื่อน ามาใชใ้นการตรวจสอบต่อไป 
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กติตกิรรมประกาศ 
งานวิจยัน้ีไดรั้บการสนบัสนุนจากศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นอนามยัส่ิงแวดลอ้ม พิษวิทยาและ

การบริหารจดัการสารเคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดลและความอนุเคราะห์ตวัอยา่งปลาทะเล
จากงานวิจัย เ ร่ือง การประเมินความเส่ียงต่อสุขภาพของโลหะหนักในอาหารทะเลในพ้ืนท่ี
อุตสาหกรรมชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก สถาบนัวทิยาศาสตร์ทางทะเล มหาวทิยาลยับูรพา 
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