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บทคัดย่อ: การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสในปูทะเล จ�ำนวน 12 ระยะ (ระยะปูปกติ ระยะ
ก่อนลอกคราบ 3 ระยะ และระยะหลังลอกคราบ 8 ระยะ) ตลอดวงจรการลอกคราบ พบว่า กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด ์
ดิสมิวเทส ในเฮพาโตแพนเครียส เหงือก เนื้อเยื่อใต้กระดอง และฮีโมลิมป์ มีค่าอยู่ในช่วง 5.25 ± 1.46 ถึง 52.56 ± 17.05, 
8.67 ± 1.33 ถึง 29.52 ± 9.53, 2.48 ± 0.49 ถึง 14.14 ± 7.25 และ 0.53 ± 0.16 ถึง 1.20 ± 0.37 ยูนิต/ มิลลิกรัมโปรตีน
ตามล�ำดับ โดยค่ากิจกรรมสูงสุดพบในเฮพาโตแพนเครียส และเนื้อเยื่อใต้กระดองของปูระยะกระดองแข็งปกติ ในขณะที่
กิจกรรมที่พบในฮีโมลิมป์ และเหงือกมีค่าสูงสุดในระยะหลังลอกคราบ 6 และ 12 ชั่วโมงตามล�ำดับ ซึ่งซุปเปอร์ออกไซด ์
ดิสมิวเทสมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการก�ำจัดซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออนที่ได้จากเมทาบอลิซึมและขบวนการหายใจ ผลงาน
วจิยัแสดงให้เหน็ถงึความสมัพนัธ์ของกจิกรรมของเอนไซม์ทีส่่งผลต่อเมทาบอลซิมึ และระบบภมูคิุม้กนัของปทูะเลในระยะ
ต่างๆ ตลอดวงจรการลอกคราบ
ค�ำส�ำคัญ: ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส, การลอกคราบ, ปูทะเล 

ABSTRACT: The observation focuses on superoxide dismutase activities in mud crabs throughout the 12 stages 
(normal stage, three stages of premolt, and eight stages of postmolt) of the molting cycle. The results showed that 
superoxide dismutase activities in the hepatopancreas, gill, integument and haemolymp ranged from 5.25 ± 1.46 to 
52.56 ± 17.05, 8.67 ± 1.33 to 29.52 ± 9.53, 2.48 ± 0.49 to 14.14 ± 7.25, and 0.53 ± 0.16 to 1.20 ± 0.37 units per mg 
protein-1, respectively. The highest activities were observed in the hepatopancreas and integument during intermolt, 
while the activities in the haemolymph and gill were at the highest level at 6 and 24 hours postmolt, respectively. 
Superoxide dismutase is responsible for the eradication of superoxide anions released from metabolic processes and 
respiratory burst. This research demonstrated the relationship between the enzyme activities affecting metabolism, 
and the immune system of mud crabs throughout the 12 stages of the molting cycle.
Keywords: Superoxide dismutase, Molting, Mud crab
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บทน�ำ

ปูทะเลจัดเป็นสัตว์น�้ำที่มีความส�ำคัญในทาง

เศรษฐกิจ และนับเป็นสินค้าส่งออกที่ท�ำรายได้ดี

และเป็นที่นิยมของผู้บริโภคทั้งภายในและภายนอก

ประเทศ เนื่องจากการเจริญเติบโตของปูต้องอาศัย

การลอกคราบ เพราะกระดองของปูเป็นสารประกอบ

พวกหินปูนที่มีความแข็งมาก จึงไม่สามารถขยายเพิ่ม

ขนาดตัวออกไปได้ ดังนั้นปูจะมีขนาดใหญ่ขึ้นได้ก็ต่อ

เมือ่ได้สลดัเปลอืกเก่าทิง้และสร้างเปลอืกใหม่ ปัจจบุนั
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การเลี้ยงปูนิยมเลี้ยงในกล่องลอยน�้ำเพื่อความสะดวก

ในการเก็บผลผลิตและป้องกันการกินกันเอง สภาพ

แวดล้อมที่ไม่เหมาะสมภายในบ่อ เช่น สารอินทรีย์ที่

สะสมอยู่ก้นบ่อ จุลชีพและวิธีการเลี้ยง นับเป็นปัจจัย

ส�ำคัญที่ท�ำให้มีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นภายในเซลล์ ถ้ามี

อนุมูลอิสระเป็นจ�ำนวนมากอาจส่งผลให้เซลล์ตกอยู่

ในสภาวะเครยีด ซึง่จะส่งผลกระทบโดยตรงต่อการลอก

คราบและอาการผิดปกติในปู อย่างไรก็ตามปูมีวิธีการ

รักษาสมดุลของอนุมูลอิสระ ท�ำให้สามารถมีชีวิตรอด

และด�ำรงชีวิตต่อไปได้ 

เนื่องจากปูมีระบบภูมิคุ ้มกันโดยก�ำเนิดเพียง 

อย่างเดียว กลไกการป้องกันตัวที่มีประสิทธิภาพของ

ปูคือ ระบบหมุนเวียนเลือด ซึ่งประกอบไปด้วยเซลล ์

เม็ดเลือดที่ท�ำหน้าที่ก�ำจัดสิ่งแปลกปลอมที่ เข ้า

สู ่ร่างกาย (Smith and Söderhäll, 1986 อ้างถึง 

Bauchau, 1981) อนุมูลอิสระมีทั้งที่เกิดจากสภาพ

แวดล้อมภายนอก เช่น รังสี สารเคมี และยา และ

อนมุลูอสิระทีเ่กดิจากกระบวนการภายในร่างกาย เช่น  

การหายใจ การต่อต้านเชื้อโรคที่เข้าสู่ร่างกาย เป็นต้น 

ซึง่อนมุลูอสิระเหล่านีจ้ะส่งผลเสยีหายต่อองค์ประกอบ

ภายในเซลล์และน�ำไปสู่การเกิดโรคได้ แต่ร่างกายมี

กลไกการควบคมุอนมุลูอสิระให้อยูใ่นสภาวะสมดลุโดย

อาศยัเอนไซม์บางชนดิ เช่น ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเทส 

(superoxide dismutase) (Fridovich, 1995) 

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสจัดเป็น antioxidative 

enzyme ที่ท�ำหน้าที่ในการก�ำจัดหรือต้านอนุมูลอิสระ 

(free radical) อันได้แก่ superoxide anion (O
2
 -) ซึ่ง

เป็นอนุมูลเริ่มแรกที่เกิดขึ้นจากเมทาโบลิซึมของเซลล์

ทีม่กีารใช้ออกซเิจน และจากกระบวนการ respiratory  

burst ที่เกิดระหว่างการก�ำจัดสิ่งแปลกปลอมแบบ 

phagocytosis หรอื encapsulation ของเซลล์เมด็เลอืด 

(Figure 1) (Holmblad and Söderhäll, 1999) โดย 

peroxinectin จะท�ำหน้าที่ส่งเสริมการก�ำจัดสิ่งแปลก

ปลอม ซึง่เอนไซม์ NADPH oxidase จะเปลีย่นโมเลกลุ

ของ oxygen (O
2
) เป็น superoxide anion จากนั้น

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสจะเร่งปฏิกริยาการเปลี่ยน 

superoxide anion เพื่อให้เปลี่ยนไปเป็น hydrogen 

peroxide (H
2
O

2
) โดย peroxinectin ซึ่งเป็นโปรตีน

ที่ช่วยส่งเสริมกระบวนการ phagocytosis จะเปลี่ยน 

hydrogen peroxide ให้อยู่ในรูปของ hypochlorous 

acid (HOCl) เพื่อท�ำลายสิ่งแปลกปลอม  

  

Figure 1 Function of superoxide dismutase during defend mechanism of blood cells  (Holmblad and Söderhäll, 

1999)
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กลไกการท�ำงานของเอนไซม์ในการก�ำจัดอนุมูล

อสิระนัน้ จะมคีวามสมัพนัธ์กนัเป็นห่วงโซ่ โดยซปุเปอร์

ออกไซด์ดิสมิวเทสจะท�ำหน้าที่เร่งปฏิกริยาระหว่าง 

 superoxide anion กับน�้ำ ให้เปลี่ยนเป็น hydrogen 

peroxide (H
2
O

2
) และ oxygen (O

2
) จากนัน้ hydrogen  

peroxide จะถูกก�ำจัดต่อโดยเอนไซม์ catalase และ 

peroxidase ดังสมการ 

Superoxide dismutase: 2O
2

-+2H-	  H
2
O

2
+O

2

Catalase: 2H
2
O

2 
	  2H

2
O+O

2

Peroxidase: H
2
O

2
+AH

2 
	  2H

2
O+A

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส จะถูกแบ่งกลุ่มตาม

ชนดิโลหะทีอ่ยูบ่รเิวณแอคทฟี (active site) เป็น 3 กลุม่ 

คือ manganese superoxide dismutase (MnSOD) 

พบใน mitochondria, iron superoxide dismutase 

(FeSOD) พบในแบคทีเรีย และ copper/zinc  

superoxide dismutase (CuZnSOD) พบใน eukaryote  

โดย CuZnSOD ถูกแบ่งเป็น extracellular และ 

cytosolic SOD (Holmblad and Söderhäll, 1999) 

นอกจากนี้ มีการรายงานว่า เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด ์

ดิสมิวเทสเมื่อท�ำหน้าที่ร ่วมกับรงควัตถุบางชนิด

สามารถลดการเกิดมะเร็ง ลดการอักเสบ และเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระด้วย 

(Shingu et al., 1994; Aggarwal et al., 2006) ซึ่ง

จากข้อมลูดงักล่าวท�ำให้ผูว้จิยัมคีวามสนใจทีจ่ะศกึษา

กิจกรรมของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสตลอด

วงจรการลอกคราบของปูทะเล ทั้งนี้เพื่อใช้องค์ความรู้

นี้เป็นข้อมูลพื้นฐานประกอบในการอธิบายหน้าที่ของ 

กิจกรรมของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตสที่มีต่อ

ระบบภมูคิุม้กนัและสรรีวทิยาในสตัว์กลุม่ครสัเตเชยีต่อไป 

วิธีการศึกษา

การเก็บตัวอย่างปูทะเล

เก็บตัวอย ่างปูทะเลจากฟาร ์มปูนิ่ม อ.ขลุง 

จ.จันทบุรี ที่มีขนาดความกว้างของกระดองประมาณ 

6.5-9.5 เซนติเมตร น�ำปูที่ได้มาพักในตู้เลี้ยง ซึ่งเป็น

ระบบปิดมกีารเปลี่ยนถ่ายน�ำ้สปัดาหล์ะ 2 ครั้ง อาหาร

ที่เลี้ยงปู ได้แก่ เนื้อปลาสับ และให้อาหารปริมาณ

ที่มากเกินพอทุกๆ 2 วัน จากนั้นรอจนกระทั่งปูเข้าสู่

ระยะที่ต้องการศึกษาจ�ำนวน 12 ระยะ ได้แก่ ระยะปู

ปกติ (C) ระยะก่อนลอกคราบ 2 สัปดาห์ (D1) ระยะ

ก่อนลอกคราบ 1 สัปดาห์ (D2) ระยะก่อนลอกคราบ 2 

วัน (D3) ระยะหลังลอกคราบ 6 ชั่วโมง (A1) ระยะหลัง

ลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) ระยะหลังลอกคราบ 24 

ชั่วโมง (A2.2) ระยะหลังลอกคราบ 2 วัน (B1) ระยะ

หลังลอกคราบ 3 วัน (B2.1) ระยะหลังลอกคราบ 5 วัน 

(B2.2) ระยะหลงัลอกคราบ 7 วนั (B2.3) และระยะหลงั

ลอกคราบ 10 วัน (B2.4) โดยเก็บตัวอย่างปูระยะละ 3 

ซ�ำ้ๆ ละ 3 ตวั แล้วน�ำตวัอย่างไปวเิคราะห์กจิกรรมของ

เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

การศึกษากิจกรรมเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ 

ดิสมิวเทส

1. 	 การเตรียมสารสกัดหยาบ 		

หลังจากท�ำความสะอาดปูด้วยผ้าชุบน�้ำสะอาด

แล้วจงึเตรยีมตวัอย่างฮโีมลมิป์และเนือ้เยือ่จากป ูโดย

ใช้เอธานอล 70% ท�ำความสะอาดบริเวณโคนขาเดิน

คู่ที่ 4 และ 5 จากนั้นใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 21 เจาะฮีโม

ลิมป์บริเวณโคนขาเดิน น�ำเก็บในหลอดพลาสติกที่มี 

10% trisodium citrate บรรจุอยู่ (อัตราส่วนระหว่าง 

10% trisodium citrate : ฮีโมลิมป์ เท่ากับ 1:5) จาก

นั้นน�ำปูไปแช่ในน�้ำเย็นจัดเพื่อท�ำให้ปูสลบ แล้วใช้

กรรไกรตดัเปิดขอบกระดอง (carapace) โดยรอบ แล้ว

ใช้ปากคีบดึงเนื้อเยื่อใต้กระดอง (integument) และ

เฮพาโตแพนเครียส (hepatopancreas) ส่วนเหงือก 

(gill) ให้ใช้กรรไกรตัดบริเวณโคนเหงือกแล้วน�ำเหงือก

รวมถึงเนื้อเยื่ออื่นที่ถูกตัดไปบดในโกร่งที่เติม liquid 

nitrogen และ 1 M Tris-HCl, pH 8 ที่เย็นจัด เพื่อช่วย

รกัษาสภาพเนือ้เยือ่ จากนัน้น�ำฮโีมลมิป์และเนือ้เยือ่ไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 xg อุณหภูมิ 4 °C นาน 

20 นาที แล้วจึงเก็บเฉพาะส่วนใส เพื่อน�ำไปวิเคราะห์

กิจกรรมเอนไซม์ต่อไป

2. 	 การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ซุปเปอร ์

ออกไซด์ดิสมิวเทส 

วิเคราะห์กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

ตามวธิกีารของ Marklund and Marklund (1974) โดย
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น�ำส่วนผสมของปฏิกริยา 2 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 

97.5 mM Tris-HCl pH 7, 0.4 mM pyrogallol และสาร

สกัดหยาบ 100 ไมโครลิตร น�ำส่วนผสมของปฏิกิริยา

บ่มที่อุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา 5 นาที และวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร ค�ำนวณ

กจิกรรมของเอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเทส (ยนูติ/

มิลลิกรัมโปรตีน) โดย 1 ยูนิต คือ ความสามารถของ

เอนไซม์ในการยับยั้งกระบวนการออกซิเดชั่นที่เพิ่มขึ้น 

0.01 หน่วย ในเวลา 1 นาที ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตีนในสารสกัดหยาบด�ำเนินตามวิธีของ Bradford 

(1976)

การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ

เปรียบเทียบกิจกรรมของซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเท

สกบัระยะต่างๆ ตลอดวงจรการลอกคราบ โดยวางแผน

การทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized 

design; CRD) วเิคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) 

และเปรียบเทียบความแตกต่างด้วยวิธี Least Signifi-

cant Difference โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ข้อมูลทาง

สถิติส�ำเร็จรูป (SPSS)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

จากการศึกษากิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด ์

ดิสมิวเทสในเฮพาโตแพนเครียส เหงือก เนื้อเยื่อใต้

กระดอง และฮีโมลิมป์ของปูทะเล จ�ำนวน 12 ระยะ

ตลอดวงจรการลอกคราบ พบว่า กิจกรรมของซุปเปอร์

ออกไซด์ดสิมวิเทสในเฮพาโตแพนเครยีสมค่ีาอยูใ่นช่วง 

5.25±1.46 ถึง 52.56±17.05 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน 

(Table 1) โดยในปูระยะกระดองแข็งปกติ (C) มีค่า

กิจกรรมเท่ากับ 52.56±17.05 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน 

ซึ่งเมื่อปูเข้าสู่ระยะก่อนลอกคราบ 2 สัปดาห์ (D1) 

พบว่า ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสมีค่าลดลงอย่าง

รวดเรว็ (16.84±8.92 ยนูติ/มลิลกิรมัโปรตนี) ผ่านระยะ

ก่อนลอกคราบ 1 สัปดาห์ (D2) (10.79±2.35 ยูนิต/

มิลลิกรัมโปรตีน) และระยะก่อนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

(11.08±3.33 ยนูติ/มลิลกิรมัโปรตนี) แต่เมือ่เข้าสูร่ะยะ

หลังลอกคราบ 6 ชั่วโมง (A1) พบว่ากิจกรรมเอนไซม ์

มีค่าสูงขึ้นเป็น 16.56±8.14 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน  

หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซม์ลดลงและมีค่าคงที่ตั้งแต่

ระยะหลังลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) ถึงระยะหลัง

ลอกคราบ 10 วัน (B2.4) 

กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสในเหงือก 

พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 8.67±1.33 ถึง 29.52±9.53 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (Table 1) โดยซุปเปอร์ออกไซด ์

ดิสมิวเทสของปูกระดองแข็งปกติ (C) มีค่ากิจกรรม

เท่ากับ 10.92±2.72 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และ 

มีค่าคงที่จนถึงระยะก่อนลอกคราบ 1 สัปดาห์ (D2) 

(10.16±1.99 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) แต่กิจกรรม

เอนไซม์เริ่มเพิ่มขึ้นตั้งแต่ระยะก่อนลอกคราบ 2 วัน 

(D3) (14.53±5.36 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) ผ่านระยะ

หลงัลอกคราบ 24 ชัว่โมง (A2.2) ซึง่มค่ีากจิกรรมสงูสดุ

เท่ากบั 29.52±9.53 ยนูติ/มลิลกิรมัโปรตนี หลงัจากนัน้

กจิกรรมของซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเทสจะลดลง และมี

ค่าค่อนข้างคงทีเ่มือ่พ้นระยะหลงัลอกคราบ 2 วนั (B1)

กจิกรรมของซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเทสในเนือ้เยือ่

ใต้กระดองมค่ีาอยูใ่นช่วง 2.48±0.49 ถงึ 14.14±7.25 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน (Table 1) ซึ่งในระยะกระดอง

แขง็ปกต ิ (C) มค่ีากจิกรรมเท่ากบั 14.14±7.25 ยนูติ/

มิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเข ้าสู ่ระยะก่อนลอกคราบ  

2 สัปดาห์ (D1) ถึงระยะก่อนลอกคราบ 1 สัปดาห์ 

(D2) พบว่า กจิกรรมของซปุเปอร์ออกไซด์ดสิมวิเทสมี

ค่าเท่ากบั 4.85±1.94 และ 3.47±1.88 ยนูติ/มลิลกิรมั

โปรตนี ตามล�ำดบั แต่กจิกรรมเอนไซม์เริม่เพิม่ขึน้ตัง้แต่

ระยะก่อนลอกคราบ 2 วัน (D3) (7.48±1.19 ยูนิต/

มิลลิกรัมโปรตีน) จนผ่านเข้าสู่ระยะหลังลอกคราบ  

6 ชั่วโมง (A1) (6.95±1.94 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

ระยะหลังลอกคราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) (6.85±1.96 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) จนถึงระยะหลังลอกคราบ  

24 ชั่วโมง (A2.2) (9.60±1.86 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตนี) 

หลงัจากนัน้กจิกรรมเอนไซม์ค่อนข้างแปรปรวนในระยะ

หลังลอกคราบ 2 วัน (B1) ถึง ระยะหลังลอกคราบ  

10 วนั (B2.4) ซึง่มค่ีาอยูใ่นช่วง 2.48±0.49 ถงึ 9.25±2.97 

ยนูติ/มลิลกิรมัโปรตนี
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กิจกรรมของซุปเปอร ์ออกไซด์ดิสมิวเทสใน 

ฮีโมลิมป์มีค่าอยู่ในช่วง 0.53±0.16 ถึง 1.20±0.37 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ในปูกระดองแข็งปกติ (C) มีค่า

กิจกรรมเท่ากับ 0.53±0.16 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน โดย

กจิกรรมมค่ีาคงทีต่ัง้แต่ระยะก่อนลอกคราบ 2 สปัดาห์ 

(D1) (0.55±0.09 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) ผ่านระยะ

ก่อนลอกคราบ 1 สัปดาห์ (D2) (0.66±0.07 ยูนิต/

มิลลิกรัมโปรตีน) ถึงระยะก่อนลอกคราบ 2 วัน (D3) 

(0.53±0.13 ยนูติ/มลิลกิรมัโปรตนี) แต่เมือ่ปพูฒันาเข้า

สู่ระยะหลังลอกคราบ 6 ชั่วโมง (A1) พบว่า กิจกรรม

เพิ่มสูงขึ้นเป็น 1.07±0.ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน หลังจาก

นัน้กจิกรรมจะลดลงและมค่ีาคงทีต่ัง้แต่ระยะหลงัลอก

คราบ 12 ชั่วโมง (A2.1) ถึงระยะหลังลอกคราบ 3 วัน 

(B2.1) ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 0.57±0.10 ถึง 0.74±0.21 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน กิจกรรมจะเพิ่มขึ้นอีกครั้งเมื่อ

เข้าสู่ระยะหลังลอกคราบ 5 วัน (B2.2) และระยะหลัง

ลอกคราบ 7 วัน (B2.3) 

เลือดเป็นแหล่งของเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิ

สมวิเทส ชนดิ extracellular CuZnSOD (ecCuZnSOD)  

เพยีงชนดิเดยีว (Brouwer et al., 2003) เมือ่เปรยีบเทยีบ

กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสในฮีโมลิมป์  

พบว่า กิจกรรมมีค่าค่อนข้างคงที่ตลอดวงจรการลอก

คราบ แต่กิจกรรมมีค่าต�่ำกว่ากิจกรรมในอวัยวะอื่นๆ 

โดยเมื่อปูเข้าสู่ระยะหลังลอกคราบ 6 ชั่วโมง (A1) 

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสในฮีโมลิมป์มีค่ากิจกรรม

เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญ (P<0.05) ซึ่งอาจเป็นเพราะ

ร่างกายปเูกดิกระบวนการ phagocytosis เพือ่ป้องกนั

ตวัจากจลุชพีในขณะทีป่ลูอกคราบ โดย phagocytosis 

ทีเ่กดิจากเซลล์เมด็เลอืดชนดิ hyaline cell จะก่อให้เกดิ

อนมุลูจากขัน้ตอนการ respiratory burst โดยสิง่แปลก

ปลอมจะกระตุน้ให้เกดิปฎกิรยิา reduction ใน oxygen 

consumption โดยม ีNADPH-oxidase ซึง่เป็นเอนไซม์

ที่อยู่บน membrane ของเม็ดเลือดเป็นตัวเร่งปฏิกริยา 

ท�ำให้เกิด superoxide anion, hydrogen peroxide 

Table 1 Superoxide dismutase specific activities over the molting cycle of mud crab.

 Stage
Superoxide dismutase specific activities (units mg protein-1 )

Hepatopancreas gill integument haemolymph

Intermolt (C)  52.56a ±17.05 10.92b ±2.72 14.14a ±7.25 0.53b ±0.16 

2 weeks before molting (D1)  16.84b ±8.92 10.08b ±3.70  4.85c ±1.94 0.55b ±0.09 

1 week before molting (D2) 10.79b ±2.35 10.16b ±1.99  3.47c ±1.88 0.66b ±0.07 

2 days before molting (D3) 11.08b ±3.33 14.53b ±5.36 7.48b ±1.19 0.53b ±0.13 

6 h after molting (A1) 16.56b ±8.14 18.80b ±3.98 6.95b ±1.94 1.07a ±0.07 

12 h after molting (A2)  9.08b ±2.33 16.46b ±4.05 6.85b ±1.96 0.74b ±0.21 

24 h after molting (A2.2)  7.75b ±4.55 29.52a ±9.53 9.60b ±1.86 0.63b ±0.04 

2 days after molting (B1)  8.11b ±3.38  8.67c ±1.33 2.48c ±0.49 0.57b ±0.10 

3 days after molting (B2.1) 11.51b ±0.43  20.19b±5.03 9.25b ±2.97 0.65b ±0.12 

5 days after molting (B2.2)  5.25c ±1.46 12.08b ±1.06 4.73c ±0.95 1.17a ±0.16 

7 days after molting (B2.3) 15.38b ±3.06 14.27b ±1.67 8.85b ±1.56 1.20a ±0.37 

10 days after molting (B2.4) 13.25b ±0.64 12.80 b±2.05 7.96b ±2.71 0.58b ±0.05 

 Note: Variation of alphabets in the same column showed the significant differences (P<0.05) of the activities 
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(H
2
O

2
), singlet oxygen (1O

2
), hydroxyl radical 

(.OH) เพิ่มขึ้น (Bachère et al., 1995) โดย ecSOD ที่

ถกูผลติจากเมด็เลอืดและอยูบ่รเิวณผวิเซลล์ (Brouwer 

et al., 2003) จะเร่งปฏิกริยาการเปลี่ยน superoxide 

anionให้เป็น hydrogen peroxide โดย ecSOD จับ

อยู่กับ peroxinectin ซึ่ง peroxinectin จะเปลี่ยน hy-

drogen peroxide ให้เป็นสารประกอบที่เป็นพิษ เช่น 

hypochlorus acid เพื่อท�ำลายสิ่งแปลกปลอมต่อไป  

Brouwer et al. (2003) รายงานถงึการพบซปุเปอร์ 

ออกไซด์ดิสมิวเทส 3 ชนิดในเฮพาโตแพนเครียส

ของปูชนิด Callinectes sapidus คือ mtMnSOD,  

cytMnSOD และ ecCuZnSOD โดย mtMnSOD พบ

ทุกระยะของวงจรการลอกคราบ ส่วนเอนไซม์ชนิด 

cytMnSOD พบว่า มีค่ากิจกรรมสูงในระยะกระดอง

แข็งปกติ ในขณะที่ ecCuZnSOD พบในระยะก่อน

และหลังลอกคราบ และพบว่ากิจกรรมของซุปเปอร์

ออกไซด์ดิสมิวเทส ที่พบใน เฮพาโตแพนเครียสของปู

ที่อยู่ระยะกระดองแข็งปกติจะมีค่ามากกว่าในปูที่เข้า

สู่ระยะปูกระดาษ (papershell crab) สอดคล้องกับ

ผลการศกึษาทีพ่บว่า รปูแบบกจิกรรมซปุเปอร์ออกไซด์ 

ดิสมิวเทสในเฮพาโตแพนเครียสปูทะเลในระยะปกติที่

มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด (P<0.05) แต่ในระยะ

อื่นๆ มีค่ากิจกรรมค่อนข้างคงที่ทั้งวงจรการลอกคราบ 

ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเฮพาโตแพนเครียสน่าจะท�ำหน้าที่

ผลิตซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสบางชนิด ซึ่งคล้าย

กับในกุ้งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii)  

ที่เฮพาโตแพนเครียสเป็นอวัยวะที่ใช้ในการสังเคราะห์

เอนไซม์ชนิด CuZnSOD (Cheng et al., 2006) ทั้งนี้

กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสที่เพิ่มขึ้นใน 

เฮพาโตแพนเครียสน่าจะเป็นผลมาจากการที่ซุปเปอร์

ออกไซด์ดิสมิวเทสช่วยลดความเป็นพิษของออกซิเจน 

(Tainer et al., 1982) ทีเ่กดิจากเมทาโบลซิมึในร่างกาย

สัตว์ เนื่องจากเฮพาโตแพนเครียสเป็นอวัยวะที่สะสม

อินทรียสารและแร่ธาตุหลายชนิด เพื่อใช้เป็นแหล่ง

พลังงานส�ำรอง (Chang, 1995) 

ส�ำหรับซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสที่พบในเหงือก

มีกิจกรรมค่อนข้างคงที่ตลอดวงจร ยกเว้นในระยะ

หลังลอกคราบ 24 ชั่วโมง ซึ่งมีค่าสูงกว่าระยะอื่นๆ 

(P<0.05) อาจเนื่องมาจากซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส

ในเหงือกแสดงบทบาทในการท�ำลาย O
2
 - ในระหว่าง

กระบวนการหายใจ ทั้งนี้เหงือกเป็นอวัยวะที่ใช้ในการ

ขนส่งออกซิเจน โดยท�ำหน้าที่ในการแลกเปลี่ยนก๊าซ

ออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ด้วยวิธีการแพร่ ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานของ Mangum et al. (1985) 

ที่พบว่า ความดันออกซิเจน (blood PO
2
) ในเหงือก

เพิ่มขึ้นในระยะก่อนลอกคราบ และมีค่าต�่ำสุดเมื่อปู

ก�ำลังลอกคราบ แต่จะมีค่าสูงสุดในระยะหลังลอก

คราบ นอกจากนีใ้นเนือ้เยือ่ของเหงอืกทีม่แีบคทเีรยีอยู่  

ส่งผลให้เกดิการ phagocytosis ของ hyalinocyte เพิม่

ขึ้น (Hauton et al., 1997) 

ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสที่พบในเนื้อเยื่อใต้

กระดองมีกิจกรรมในระยะก่อนและหลังลอกคราบ

ต�่ำกว่าในระยะปกติ แต่อย่างไรก็ตาม แนวโน้มของ

กิจกรรมมีค่าเพิ่มขึ้นตั้งแต่ระยะก่อนลอกคราบ 2 

สัปดาห์ ถึงระยะหลังลอกคราบ 24 ชั่วโมง อย่างเห็น

ได้ชัดเจน ซึ่งแตกต่างจากผลการศึกษาของ Mangum  

et al. (1985) และ Skinner (1962) ทีอ่ธบิายว่า ปรมิาณ

ออกซิเจนของเนื้อเยื่อใต้กระดองในชั้นเอพิเดอมิส 

ของปูจะเพิ่มขึ้นตั้งแต่ระยะก่อนลอกคราบจนถึงระยะ

หลังลอกคราบใหม่ๆ ซึ่งมีปริมาณการใช้ออกซิเจนสูง

กว่าปูปกติ โดยปริมาณออกซิเจนที่เพิ่มขึ้นเกิดจาก

กิจกรรมเมตาบอลิสม (metabolic activity) ในช่วง

สร้างกระดองใหม่ (Mangum et al. (1985) พบว่า มี

การสร้างไกลโคเจนในเนื้อเยื่อใต้กระดองเพิ่มขึ้นใน

ช่วงก่อนการลอกคราบ เนื่องจากปูเกิดการย่อยและ

ดึงกลับสารอินทรีย์จากกระดองเก่าเพื่อสร้างกระดอง

ใหม่ขึ้นมาแทน โดยมีฮีโมลิมป์เป็นแหล่งของกลูโคส 

(Skinner, 1962) 
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สรุป

จากผลการศกึษาพบว่า กจิกรรมเอนไซม์ซปุเปอร์

ออกไซด์ดิสมิวเทสในเฮพาโตแพนเครียสมีค่ากิจกรรม

ค่อนข้างคงทีต่ลอดวงจรการลอกคราบ ยกเว้นในระยะ

ปูกระดองแข็งปกติที่มีค่าสูงมากอย่างมีนัยส�ำคัญ ใน

ขณะที่กิจกรรมในเหงือกมีค่าค่อนข้างสูงตลอดวงจร

การลอกคราบ แต่กิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิว

เทสในเนื้อเยื่อใต้กระดองพบว่า มีค่ากิจกรรมค่อนข้าง

แปรปรวนตลอดวงจรการลอกคราบ ในขณะที่รูปแบบ

กิจกรรมซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสของฮีโมลิมป์ใน

ระยะก่อนลอกคราบ พบว่า มรีปูแบบค่อนข้างคงทีแ่ละ

มค่ีาน้อยกว่าระยะหลงัลอกคราบ โดยเอนไซม์ซปุเปอร์

ออกไซด์ดสิมวิเทสท�ำหน้าทีก่�ำจดัอนมุลูอสิระทีเ่กดิจาก

เมทาโบลิซึม และกระบวนการหายใจในระหว่างการ

ท�ำลายจลุชพีแบบ phagocytosis ของเซลล์เมด็เลอืดปู 

ซึง่ผลการศกึษากจิกรรมของเอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดิ

สมวิเทสสามารถใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศกึษาการ

เปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและระบบภูมิคุ้มกันของปู

ทะเลตลอดวงจรการลอกคราบได้
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