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บทคัดย่อ 

 กบมีลักษณะเหมาะสมต่อการเป็นสิ่งมีชีวิตเฝ้าระวังภัยในสิ่งแวดล้อม เน่ืองจากลักษณะของผิวหนัง
ท าให้สารแปลกปลอมผ่านเข้าสู่ร่างกายได้ง่ายและมีผลต่อการเจริญของกบ จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่ากบ
หนอง Fejervarya limnocharis เพศผู้ตัวเต็มวัยในพื้นท่ีเกษตรกรรมในจังหวัดน่าน ซึ่งมีการใช้สารฆ่าวัชพืช
ในระดับท่ีแตกต่างกัน แสดงภาวะเพศก ากวมหรือมี testicular ovarian follicle (TOFs) ในอัณฑะ แต่ยังไม่
สามารถระบุได้แน่ชัดว่าเป็นผลมาจากการปนเปื้อนสารฆ่าวัชพืชในพื้นท่ีเกษตรหรือเป็นกระบวนการเจริญ
ตามปกติของอัณฑะกบหนอง ในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคของอัณฑะ
ของกบหนองเพศผู้ในพื้นท่ีท่ีไม่มีประวัติการปนเปื้อนสารฆ่าวัชพืช โดยเก็บตัวอย่างกบหนองท่ีพบจากวิธี  
visual encounter surveys ในพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี ในปี 
พ.ศ.2561 หลังจากการุณยฆาตน ามาวัดความยาวและช่ังน้ าหนักตัวกบและอัณฑะ รักษาสภาพอัณฑะ น า
เน้ือเยื่อมาท าสไลด์ถาวรด้วยวิธี paraffin method และย้อมด้วยสี hematoxylin และ eosin แล้วน ามา
ตรวจสอบ TOFs ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ผลการศึกษาพบว่าค่าสุขภาวะและ gonadosomatic 
index ของกบในพื้นท่ีน้ีมีค่าใกล้เคียงกับกบท่ีพบในพื้นท่ีอ้างอิงในจังหวัดน่าน และมีอัตราการพบ TOFs ใน 
ระยะตัวเต็มวัย ระยะก่อนเต็มวัย และ ระยะวัยอ่อน คือ 46/50 (ร้อยละ 92) 7/7 (ร้อยละ 100) และ 6/6 
(ร้อยละ 100) ตามล าดับ การปรากฎของภาวะเพศก ากวมในกบหนองท่ีอาศัยในพื้นท่ีท่ีไม่มีประวัติการใช้สาร
ฆ่าวัชพืช สามารถน าไปใช้ประกอบการพิจารณาความเหมาะสมของการใช้ภาวะเพศก ากวมเป็นตัวบ่งช้ีเชิง
ผลกระทบ และเชิงความไวต่อการปนเป้ือนของสารฆ่าวัชพืชในกบหนอง 
 
ค าส าคญั: จุลกายวิภาค, สัตว์เฝ้าระวัง, สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก, สารฆ่าวัชพืช, testicular ovarian follicle 
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Abstract 

 Frogs have been used as sentinels for environmental health hazards since their skin 
is relatively permeable to xenobiotics and their development can be affected by an 
environmental contamination. Prior study in Nan province revealed that the rice frog, 
Fejervarya limnocharis, living in agricultural areas with different degree of herbicide 
utilization showed testicular ovarian follicles (TOFs) in adult male testis. It is unclear whether 
the presence of TOFs is linked to a background contamination of herbicide in the agricultural 
areas or a normal developmental process of the testis in this species. This study thus aims 
to examine histological structure of testis in the male rice frog living in areas with no 
background contamination of herbicide. In 2018, male frogs were field collected after visual 
encounter surveys from the Chulalongkorn University Forest and Research Station, Saraburi 
province. After euthanasia, frogs were measured for snout-to-vent length (SVL) and body 
weight. Testes were weighed, fixed, preserved and processed through paraffin method and 
subjected to hematoxylin and eosin staining. Histology of testis was examined under a light 
microscope and an incidence of TOFs was recorded. Results showed that condition factor 
(an indicative of overall health) and gonadosomatic index of frogs in this area are comparable 
to those of the rice frogs in reference areas in Nan province. Incidences of TOFs in adult, 
subadult and juvenile frogs are 46/50 (92%), 7/7 (100%) and 6/6 (100%), respectively. 
Presence of TOFs in the male rice frog living in area with no history of herbicide utilization 
could be further used to evaluate the proper use of the TOFs as a biomarker of effect and 
susceptibility for herbicide contamination in this frog species. 
 
Keywords: amphibian, sentinel species, testicular ovarian follicle, herbicide, histology. 
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บทที่ 1  

บทน า 

ปัจจุบันสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกมีประชากรลดลงอย่างมาก โดยสาเหตุมาจากหลายปัจจัย 
หนึ่งในนั้นคือการใช้สารเคมีทางการเกษตร โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารฆ่าวัชพืช (Beebee and Griffiths, 
2005) เมื่อสารเหล่านี้ปนเป้ือนเข้าสู่ส่ิงแวดล้อม อาจเกิดผลกระทบเชิงลบต่อส่ิงมีชีวิตท่ีไม่ใช่เป้าหมาย 
(Hughes, 1996) โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารฆ่าวัชพืชแอทราซีนในระดับความเข้มข้น ท่ีพบได้ใน
ส่ิงแวดล้อม มีรายงานสามารถส่งผลใหก้บ Xenopus laevis ปรากฎ multiple gonad คือพบ gross 
morphology และ histology ท้ังของอัณฑะและรังไข่ในกบเพียงตัวเดียว อีกท้ังในระดับความเข้มข้น
มากกว่าหรือเท่ากับ 1 ppb ท าให้กล่องเสียงของกบเพศผู้มีขนาดเล็กลง (Hayes et al., 2002)  

ในประเทศไทยมีการใช้สารฆ่าวัชพืชอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในจังหวัดน่านจาก
การศึกษาของ Thammachoti ในปีค.ศ. 2012 เมื่อเปรียบเทียบ พื้นท่ีเกษตรในจังหวัดน่าน 2 พื้นท่ี 
ได้แก่พื้นท่ีท่ีไม่มีใช้สารฆ่าวัชพืช (พื้นท่ีอ้างอิง) และพื้นท่ีท่ีมีใช้สารฆ่าวัชพืช (พื้นท่ีปนเปื้อน) พบว่ามี
การตกค้างของสารฆ่าวัชพืชท้ังสามชนิดได้แก่ แอทราซีน, ไกลโฟเสต และพาราควอตในกบจากท้ัง
สองพื้นท่ี โดยท่ีพบพาราควอตในเนื้อเยื่อกบจากพื้นท่ีปนเปื้อนสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ ผลการ
วิเคราะห์ morphometric และ gravimetric ของตับ ไต อวัยวะสืบพันธุ์ และตัวกบ จากพื้นท่ี
ปนเป้ือน พบว่ามีค่าปัจจัยสุขภาวะต่ ากว่ากบหนองในพื้นท่ีอ้างอิงแสดงถึงอิทธิพลของสารฆ่าวัชพืชต่อ
สุขภาวะโดยรวมของกบ ดัชนีน้ าหนักตับและรังไข่จากพื้นท่ีปนเปื้อนมีค่าสูงกว่าพื้นท่ีอ้างอิงแสดงถึง
การรับสารแปลกปลอมเข้าสู่ร่างกายและการกระตุ้นให้เกิดการสร้างไข่เพิ่มขึ้นตามล าดับ และ
การศึกษาของ Jantawongsri ในปีค.ศ. 2014 เมื่อท าการตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน
พบว่ากบหนองจาก 2 พื้นท่ีมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  

นอกจากนี้ยังพบว่าโครงสร้างจุลกายวิภาคของอัณฑะกบหนองในพื้นท่ีเกษตรกรรมจังหวัด
น่าน แสดงภาวะเพศก ากวม มีลักษณะทางจุลกายวิภาคท่ีตรวจสอบได้คือพบการเจริญของ follicle 
ท่ีเป็นลักษณะส าคัญของรังไข่ในเนื้อเยื่ออัณฑะ โดยเรียกภาวะดังกล่าวว่าเป็นการเกิด testicular 
ovarian follicle (TOFs) (Coady et al., 2005) ในอัตราร้อยละ 45-47 ท้ังในพื้นท่ีปนเปื้อน และ 
พื้นท่ีท่ีอ้างอิง (ฤดีมาศ บุตรศิริ, 2559) ซึ่งมีอัตราร้อยละท่ีใกล้เคียงกัน  

การปรากฏของ TOFs อาจเป็นเพราะการปนเปื้อนของสารฆ่าวัชพืช หรืออาจเป็นรูปแบบ
การเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ท่ีพบได้ในสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกเป็นปกติอยู่แล้ว ท่ีผ่านมา
มีการรายงานเกี่ยวกับรูปแบบการเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ใน Rana curtipes ท่ีพบ 
TOFs ใน ช่ว ง เป ล่ียน ผ่าน เพศจาก เพศเมี ย เป็น เพศ ผู้ เ รี ยก รูปแบบการ เจริญแบบนี้ ว่ า 
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“semidifferentiated type” (Gramapurohit et al., 2000) แสดงว่า TOFs อาจสามารถพบได้
ในการเจริญปกติ ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องศึกษาเพิ่มเติมในกบท่ีอาศัยในพื้นท่ีท่ีไม่มีประวัติการใช้สารฆ่า
วัชพืชมาก่อน ได้แก่พื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เพื่อ
ตรวจสอบการเกิดภาวะเพศก ากวมในกบหนองเพศผู้ในสภาวะท่ีไม่มีการปนเป้ือนสารฆ่าวัชพืช  

 

วัตถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคและการเกิดภาวะเพศก ากวมในอัณฑะของกบหนอง 
Fejervarya limnocharis เพศผู้ ในพื้น ท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิ จัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
จังหวัดสระบุรี 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 
 

1. สิ่งมีชีวิตเฝ้าระวัง (sentinel species) 

ส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวัง เป็นหนึ่งในแนวทางการติดตามตรวจสอบอนามัยส่ิงแวดล้อม เพื่อ
ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารเคมีและการตอบสนองทางชีวภาพของสัตว์ ท่ีอาศัยในพื้นท่ี  
(National Research Council, 1991) โดยส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวังมีคุณสมบัติดังต่อไปนี้ 

1. ส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวังต้องอาศัยในพื้นท่ีท่ีท าการศึกษา ไม่ควรอาศัยห่างออกไปหลายตาราง
กิโลเมตร และไม่ควรเป็นสัตว์ที่เข้ามาในพื้นท่ีเพียงช่ัวคราว (NRC, 1991) 

2. ส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวังต้องมีขนาดและความหนาแน่นของประชาการท่ีมากเพียงพอ หากใช้
ส่ิงมีชีวิตท่ีหาได้ยากอาจมีจ านวนไม่เพียงพอส าหรับการประเมินผลการทบต่อสัตว์ (NRC, 1991) 

3. ส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวังต้องสามารถจับและนับจ านวนได้ง่าย และลักษณะของประชากรง่าย
ต่อการประเมินผลระทบในระยะเวลาอันส้ัน (NRC, 1991) 

4. ส่ิงมีชีวิตเฝ้าระวังต้องสามารถตอบสนองต่อสารเคมีต่าง ๆ ตามท่ีผู้วิจัยต้องการตรวจสอบ
ท้ังในด้านของการเปล่ียนแปลงพฤติกรรมและการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยา (NRC, 1991) 

2. กบหนอง Fejervarya limnocharis (Gravenhorst, 1829) 

การจ าแนกกบหนองทางอนุกรมวิธาน สามารถจ าแนกได้ดังนี้ 

  Kingdom Animalia 

   Phylum Chordata 

    Class Amphibia 

     Order Anura 

      Family Dicroglossidae 

       Genus Fejervarya 

    Species Fejervarya limnocharis (Gravenhorst, 1829) 
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 กบหนอง มีขนาดล าตัวเล็กถึงปานกลาง (ความยาวจากรูจมูกถึงรูทวารประมาณ 35 – 60 
มิลลิเมตร) ล าตัวเรียวและส่วนปลายหัวเรียว ผิวหนังล าตัวมีตุ่มเรียงตามความยาวล าตัวหลายแถว 
ด้านหลังมีสีเทาหรือสีน้ าตาลเหลือง ขอบปากบนและขอบปากล่างมีแถบสีเข้มพาดขวาง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 ลักษณะสัณฐานของกบหนอง Fejervarya limnocharis 

 วิธีการจ าแนกเพศกบหนอง สามารถดูได้จาก secondary sex characteristics คือแถบใต้
คางสีด า หากเป็นกบหนองเพศผู้จะมีคางสีด าซึ่งเป็นต าแหน่งของถุงเสียง (vocal sac) แต่กบหนอง
เพศเมียจะมีคางสีขาว (ภาพท่ี 2.1) (Noble, 1931) 
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ภาพท่ี 2.2 การจ าแนกเพศกบหนองจากลักษณะแถบใต้คาง  
(ก – กบหนองเพศเมีย, ข – กบหนองเพศผู้) 

 การจ าแนกระยะกบหนองเพศผู้ ใช้การดูแถบสีด าใต้คาง ซึ่งกบหนองเพศผู้ระยะ adult จะ
เห็นการปรากฏของแถบด าเป็นสีด ารูปตัว M ชัดเจนดังภาพท่ี 2.2 ก ซึ่งแสดงถึงการมีถุงเสียง 
(vocal sac) ท่ีเจริญเต็มท่ี กบหนองเพศผู้ระยะ subadult จะเห็นการปรากฏของแถบด าท่ียังไม่เป็น
รูปตัว M ชัดเจนดังภาพท่ี 2.2 ข โดยแถบด าจะมาจากด้านข้างปากแล้วจึงมาชนกันตรงกลาง  และ
กบหนองระยะ juvenile (ภาพท่ี 2.3 ค) จะไม่สามารถใช้ secondary characteristics ในการ
จ าแนกเพศได้ แต่อย่างไรก็ตามการยืนยันเพศจ าเป็นต้องใช้การดู primary characteristics คือการ
ผ่าเพื่อดูอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.3 การจ าแนกกบหนองเพศผู้ระยะต่าง ๆ โดยพิจารณาจากแถบสีใต้คาง  
(ก – adult, ข – subadult และ ค – juvenile) 

ก ข 

ก ข ค 
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3. การเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในสัตว์สะเทินน  าสะเทินบก 

การเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบกมีข้ันตอนดังนี้ 

1. ในระยะเริ่มต้นจะมีการเจริญของเนื้อเยื่อท่ีเรียกว่า genital ridge ตรงกลางระหว่างไต
ท้ังสองข้าง (gut mesentery) primordial germ cell เคล่ือนย้ายมาอยู่ท่ี genital ridge  

2. primordial germ cell ท่ีอยู่ภายใน genital ridge มีการแบ่งเซลล์เพื่อขยายขนาดขึ้น
กลายเป็น indifferent gonad 

3. หลังจากนั้นจะมีการสร้างเนื้อเยื่อเป็น 2 ช้ันคือ cortex เนื้อเยื่อช้ันนอก และ medulla
เนื้อเยื่อช้ันใน ต่อมาจึงเข้าสู่ระยะท่ีมีการเปล่ียนแปลงเพื่อแยกเพศ (sex differentiation)  

4. gonad ท่ีจะเจริญไปเป็นเพศเมียจะมีการเจริญในช้ัน cortex เป็นอย่างดีโดยพบกลุ่ม
ของ germ cell ระยะต่าง ๆ เจริญอยู่ช้ันนี้ ส่วนช้ัน medulla จะมีการเจริญน้อยลงและฝ่อสลายไป
ในท่ีสุดเกิดเป็นช่อง ovarian cavity 

5. gonad ท่ีจะเจริญไปเป็นเพศผู้จะมีการเจริญในช้ัน cortex น้อยลงในขณะท่ีช้ัน
medulla มีขยายขนาดและเพิ่มจ านวนเซลล์มากขึ้นโดยจะเห็นกลุ่มของ germ cell ในระยะต่าง ๆ 
ซึ่งจะพัฒนาไปเป็น seminiferous lobule  
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ภาพท่ี 2.4 การเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในภาวะปกติ (ดัดแปลงจาก Viertel and 

Richter, 1984) 

รูปแบบของการเปล่ียนแปลงเพื่อแยกเพศในกบมี 3 รูปแบบ ได้แก่ 

 1. Differentiated type (Witschi, 1929) 

  เริ่มจากอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ท่ียังไม่แยกเพศหรือ indifferent gonad แล้ว
เปล่ียนแปลงโดยตรงไปเป็นอัณฑะและรังไข่อย่างใดอย่างหนึ่ง 

 2. Undifferentiated type (Phuge และ Gramapurohit, 2013) 

  เริ่มจาก indifferent gonad เปล่ียนเป็นรังไข่ท้ังหมดก่อน หากตัวใดถูกก าหนด
เป็นเพศผู้จะเกิดการสลาย (degenerate) ของรังไข่ไปเป็นเนื้อเยื่ออัณฑะ 

 3. Semi-differentiated type (Gramapurohit et al., 2000) 

  เริ่ มจาก indifferent gonad เป ล่ียนเป็น  intersex gonad ซึ่ งจะพบ  TOFs 
ปรากฏอยู่ หลังจากนั้นจะเปล่ียนไปเป็นอัณฑะหรือรังไข่ 
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4. Endocrine disrupting chemicals 

สารแปลกปลอม (xenobiotics) ในส่ิงแวดล้อมเป็นสาเหตุหนึ่งท่ีส่งผลกระทบเชิงลบต่อ
สัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก (AmphibiaWeb, 2017) เช่น สารฆ่าวัชพืช (แอทราซีน, ไกลโฟเสต และ
พาราควอต), สารฆ่าแมลง รวมถึงโลหะหนักบางชนิดอย่าง แคดเมียม (cadmium), ตะกั่ว (lead), 
สังกะสี (zinc) และสารก าจัดศัตรูพืช เป็นต้น (Lefcort et al., 1998)  

สารฆ่าวัชพืชชนิดแอทราซีน, ไกลโฟเสต และพาราควอต เป็นสารฆ่าวัชพืชท่ีสังเคราะห์ข้ึน
นิยมใช้อย่างแพร่หลายท่ัวโลกเพื่อก าจัดวัชพืชใบกว้างในไร่ผลไม้หลายชนิดอาทิ อ้อย, ข้าวโพด และ
สัปปะรด เป็นต้น เมื่อใช้สารฆ่าวัชพืชชนิดนี้จะตกค้างในส่ิงแวดล้อมอย่างบริเวณหน้าดิน เมื่อฝนตก
จะสามารถชะล้างสารฆ่าวัชพืชสู่พื้นท่ีรอบ ๆ รวมไปถึงแอ่งน้ า, ล าธาร และอ่างเก็บน้ าเป็นต้น แต่ก็
ยังคงมีบางส่วนท่ีตกค้างบริเวณหน้าดินไปจนถึงช้ันดิน ซึ่งมันสามารถตกค้างในส่ิงแวดล้อมได้เป็น
ระยะเวลาท่ียาวนานและส่งผลเสียต่อส่ิงมีชีวิตในพื้นท่ีได้ (Agency for Toxic Substances and 
Disease Registry (ATSDR), 2003)  

จากการรายงานก่อนหน้าเกี่ยวกับการปนเปื้อนของสารฆ่าวัชพืชสามารถออกฤทธิ์รบกวน
การท างานของต่อมไร้ท่อ เช่น ปรับอัตราการท างานของเอนไซม์ aromatase ท่ีเปล่ียนฮอร์โมนเพศ
ชาย (testosterone) เป็นฮอร์โมนเพศหญิง (estrogen) ท าให้สัตว์ท่ีได้รับเกิดภาวะเพศก ากวม 
( intersex) หรือปรากฏการเกิด testicular ovarian follicle และยังสามารถก่อให้เกิดภาวะ 

hermaphrodism (multiple sex organs with a mixture of testes and ovaries) และกบเพศ
ผู้มีอัณฑะได้หลายพู (multiple testes) (Yu et al., 1993; Hayes et al., 2006) มีรายงานพบ
ภาวะนี้ในกบในพื้นท่ีเกษตรกรรมท่ีปนเปื้อนโลหะหนักชนิดแคดเมียม ท่ีจังหวัดตาก ประเทศไทย 
เป็นสาเหตุมาจากเหมืองพบการปรากฏของภาวะเพศก ากวมเช่นเดียวกัน (Othman, 2009) และ
การใช้สารก าจัดศัตรูพืชในพื้นท่ีเกษตรกรรมท าให้คางคกเพศผู้ตัวเต็มวัยเกิดการลดรูปของอัณฑะ 
อีกท้ังพบการสะสมของ vitellogenin(s) ใน Bidder’s organ (McCoy et al., 2008) 
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บทที่ 3 

ขั นตอนการด าเนินงาน 

1. สัตว์ทดลอง 

 ขออนุญาตใช้สัตว์ทดลองจากคณะกรรมการการควบคุมดูแลการเล้ียงและการใช้สัตว์เพื่อ
งานทางวิทยาศาสตร์ของคณะวิทยาศาสตร์ ครั้งท่ี 4/2561 โดยมีเลขรหัส Protocol Review 
Number 1923001  

2. พื นที่ศึกษา 

 พื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี ต้ังอยู่ในอ าเภอแก่ง
คอย จังหวัดสระบุรี (ภาพท่ี 3.1) มีพื้นท่ีรวมทั้งส้ิน 3,362 ไร่ พื้นท่ีแบ่งเป็น 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนท่ี 1 
พื้นท่ีป่าเส่ือมโทรมท่ีกรมป่าไม้อนุญาตให้ใช้ประโยชน์จ านวน 2,630 ไร่ และ ส่วนท่ี 2 พื้นท่ีมูลนิธิ
นิสิตเก่าจุฬาลงกรณ์มอบให้ใช้ประโยชน์ จ านวน 732 ไร่ ภายในพื้นท่ีมีอ่างเก็บน้ า 1 แห่ง และมีสระ
เก็บน้ า 2 สระ (ส านักงาน กปร., n.d.) ซึ่งพื้นท่ีจุฬาลงกรณ์มหาวิยาลัย จังหวัดสระบุรีเป็นพื้นท่ีท่ีไม่
มีการใช้สารเคมีทางการเกษตรมาเป็นระยะเวลายาวนานกว่า 10 ปี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.1 พื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี 
(https://www.google.co.th/maps/place/ศูนย์เครือข่ายการเรียนรู้เพื่อภูมิภาค+จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย+จ.สระบุรี/) 
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3. การเก็บตัวอย่าง 

เก็บกบหนองเพศผู้ระยะ adult, subadult และ juvenile จากบริเวณพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และ
สถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เก็บตัวอย่างด้วยมือหลังจากส ารวจแบบ visual 
encounter survey ในเวลากลางคืน ระหว่างเดือนตุลาคม - เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 (ภาพท่ี 
3.2) โดยเก็บกบหนองใส่ในกล่องพลาสติก  ซึ่งภายในกล่องบรรจุน้ าและใบไม้แห้งเพื่อไม่ให้กบเกิด
ความเครียด หลังจากนั้นขนกลับมายังห้องปฏิบัติการ แล้วการุณยฆาตโดยการใส่กบหนองใน 0.5% 
tricaine methane sulfonate (MS 222) (Torreilles et al., 2009) วัดความยาวล าตัวต้ังแต่จมูก
ถึงรูทวารร่วม (SVL; snout vent length) รวมทั้งช่ังน้ าหนัก หลังจากนั้นท าการผ่าตัดเพื่อตรวจสอบ
เพศ ช่ังน้ าหนักและเก็บตัวอย่างอวัยวะ ได้แก่ อัณฑะและตับ น าไปรักษาสภาพ (fixation) ใน
สารละลาย Davidson’s fixative เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และเก็บรักษาใน 70% ethanol เพื่อน าไป
ตรวจสอบด้วยวิธีการ paraffin method เพื่อตรวจสอบลักษณะทางจุลกายวิภาค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.2 เก็บตัวอย่างกบหนองเพศผู้จาก
พื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัย จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เก็บตัวอย่าง
ด้ ว ย มื อ ห ลั ง จ า ก ส า ร ว จแ บ บ  visual 
encounter survey ใ น เ ว ล า ก ล า ง คื น 
ระหว่างเดือนตุลาคม - เดือนพฤศจิกายน 
พ.ศ. 2561 
 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะพื้นท่ีในการเก็บตัวอย่างกบ
ห น อ ง ใ น พื้ น ท่ี ป่ า อ นุ รั ก ษ์ แ ล ะ ส ถ า นี วิ จั ย 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี ระหว่าง
เดือนตุลาคม – พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 
 



11 

 

4. การท าสไลด์ถาวรวิธี paraffin method 
4.1 การเตรียมตัวอย่างเนื้อเยื่อ (tissue processing) 

น าเนื้อเยื่ออัณฑะมาผ่านกระบวนการ paraffin method ตามวิธีมาตรฐาน 
(Presnell and Schreibman, 1997) โดยน าเนื้อเยื่อท่ีเก็บรักษาอยู่ ใน 70% ethanol มาผ่าน
แอลกอฮอล์จากความเข้มข้น ต่ า ไปสูง  ดังนี้  90% ethanol, 95% ethanol และ butanol 
ตามล าดับ เพื่อดึงน้ าออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) จากนั้นจึงน ามาท าให้เนื้อเยื่อใสด้วย xylene 
(clearing) ก่อนน าไปแทรกซึมด้วยพาราฟิน (infiltration) โดยการแช่ใน paraplast เพื่อให้เนื้อเยื่อ
มีความแข็งเท่าเทียมกันและสม่ าเสมอจนสามารถตัดเนื้อเยื่อให้เป็นแผ่นบาง ๆ ได้ (ภาพท่ี 3.4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.4 แผนภาพสรุปข้ันตอน paraffin method (Presnell and Schreibman, 1997) 

ท่ีใช้ในการศึกษาจุลกายวิภาคของอัณฑะกบหนอง 
 

70% ethanol 

90% ethanol 
(15 minutes) 

 

95% ethanol 
(15 minutes) 

 

95% ethanol + eosin Y 
(15 minutes) 

 

Absolute ethanol 
(15 minutes) 

 

N-butanol 1 
(15 minutes) 

 

N-butanol 2 
(15 minutes) 

Xylene 1 
(15 minutes) 

 

Xylene 2 
(15 minutes) 

 

Xylene + wax (used) 
(15 minutes) 

 

wax 1 
(15 minutes) 

 

wax 2 
(15 minutes) 

 

wax 3 
(embed) 
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4.2 การฝังช้ินเนื้อเยื่อในพาราฟิน (embedding) 
ท าการฝังช้ินเนื้อลงในพาราฟินโดยใช้แม่พิมพ์โลหะส่ีเหล่ียม โดยเท paraplast 

เหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ 50 – 60 องศาเซลเซียส ลงในแม่พิมพ์โลหะจนเต็ม แล้วน าเนื้อเยื่อฝังลง
ใน paraplast เหลว จากนั้นจึงปล่อยให้เย็น แล้วท าการตัดแต่งหน้าบล็อก (trimming) ให้เหลือ
พาราฟินรอบเนื้อเยื่อน้อยท่ีสุด 
 

4.3 การตัดช้ินเนื้อเยื่อ (sectioning) 
น าเนื้อเยื่ออัณฑะท่ีผ่าน infiltration และอยู่ในบล็อกพาราฟินแล้วมาตัดให้เป็น

แผ่นท่ีความหนาขนาด 6 ไมโครเมตร ด้วยเครื่องตัดช้ินเนื้อ (rotary microtome; Leica RM2165) 
ให้เป็นแผ่นต่อกัน (ribbon) ตัดจนหมดช้ินเนื้อเยื่อ แล้วเลือกเนื้อเยื่อ 3 แผ่นท าเป็น index slide 
เว้น 7 แผ่นท าเป็น serial slide แล้วท าซ้ าจนกว่าจะหมดช้ิน ribbon (ภาพท่ี 3.5) จากนั้นน ามาติด
บนสไลด์โดยใช้สารละลาย albumin solution เป็น adhesive agent 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 3.5 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจสอบจุลกายวิภาคของอัณฑะกบหนอง  

F. limnocharis เพื่อตรวจสอบการปรากฏของ TOFs 
 

Ribbon ของอัณฑะด้านขวา 

Index slide 

(ชิ้นสีชมพู) 

TOFs No TOFs 

บันทึก Serial section slides 

Serial section slides 

(ชิ้นสีขาว) 

TOFs No TOFs 

บันทึก เนื้อเยื่ออัณฑะด้านซ้าย 

(ท าซ้ า) 



13 

 

4.4 การย้อมสี hematoxylin และ eosin 

น า index slide ท่ีมีเนื้อเยื่ออัณฑะ มาย้อมด้วยสี hematoxylin และ eosin ตาม
ขั้นตอนดังนี้  ละลาย paraplast (dewaxing) ด้วย xylene จากนั้น ดึงน้ าก ลับเข้า เนื้ อ เยื่อ 
(rehydration) ผ่านแอลกอฮอล์จากความเข้มข้นสูงไปต่ า เริ่มจาก butanol, 95% ethanol, 90% 
ethanol และ 70% ethanol ตามล าดับ จากนั้นแช่ในน้ ากล่ันก่อนน ามาแช่ใน picric acid เพื่อท า
ให้เนื้อเยื่อติดสีม่วงของ hematoxylin ท่ีมีคุณสมบัติเป็น acid dye ได้ดียิ่งขึ้น จากนั้นจึงย้อมด้วยสี 
hematoxylin เป็น เวลา 20 นาที แล้ว ล้าง สี ส่วนเกินออกด้วยน้ าก ล่ันและ จุ่มลงในสาร 
differentiator (1% HCl เข้มข้นใน 70% ethanol) 5 ครั้งหรือจนกว่าส่วนรอบนอกเนื้อเยื่อจะใส 
แล้วน าไปแช่ในน้ าประปาเป็นเวลา 30 นาที ตามด้วย 70% ethanol และ 90% ethanol 
ตามล าดับ ก่อนน ามาย้อมด้วย 0.5% eosin Y หลังจากนั้นจึงท าการดึงน้ าออกจากเนื้อเย่ือโดยผ่าน
แอลกอฮอล์จากความเข้มข้นต่ าไปสูง เริ่มจาก 70% ethanol, 90% ethanol, 95% ethanol และ 
butanol ตามล าดับ แล้วจึงน ามาท าให้เนื้อเยื่อใสอีกครั้งด้วย xylene จากนั้นใช้ permount หยด
ลงบนสไลด์ 2 – 3 หยด แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์  

ท าการตรวจสอบภาวะเพศก ากวมด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (compound 
light microscope) หากพบท าการบันทึกผล หากไม่พบจะน า serial slide ท่ีเหลือมาท าข้อ 4.4 ซ้ า 
หากไม่พบภาวะเพศก ากวมจะน าอัณฑะข้างซ้ายมาท าข้อ 4.1 – 4.4 ซ้ า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

xylene 1  
(5 minutes) 

 

xylene 2 
(5 minutes) 

 

N-butanol 
(5 minutes) 

 

95% ethanol  
(5 minutes) 

 

90% ethanol 
(5 minutes) 

 

70% ethanol 
(5 minutes) 

 

Distilled water 
(5 minutes) 

 

hematoxylin 
(10 minutes) 

 

differentiator 
(3-5 times) 

 

Tap water 
(until background clear) 

 
70% ethanol 

(5 minutes) 
 

90% ethanol  
(5 minutes) 

eosin Y 
(5 minutes) 

 

90% ethanol  
(5 minutes) 

 

90% ethanol  
(5 minutes) 

N-butanol 1 
(5 minutes) 

 

N-butanol 2 
(5 minutes) 

 

xylene 1 
(5 minutes) 

 

xylene 2 
(5 minutes) 

Mount 

ภาพท่ี 3.6 แผนภาพแสดงขั้นตอนการย้อมสี hematoxylin และ eosin เพื่อศึกษาจุลกายวิภาค
ของอัณฑะกบหนอง 
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5. การตรวจสอบลักษณะทางจุลกายวิภาคของอัณฑะและภาวะเพศก ากวม 

 ตรวจสอบลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะของกบหนอง F. limnocharis หากมี
การเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ปกติ จะเกิดการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (spermatogenesis) 
ภายใน seminiferous lobule โดยสังเกตจากการย้อมติดสีม่วงของ hematoxylin ท่ีบริเวณหัวของ 
spermatozoa แต่หากเกิดภาวะเพศก ากวมจะพบว่าลักษณะทางจุลกายวิภาคของอัณฑะกบจะมีการ
สร้างท้ังเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย โดยปรากฎลักษณะการเจริญของ follicle 
ภายในเนื้อเยื่ออัณฑะ เรียกภาวะดังกล่าวว่า TOFs (Coady et al., 200 
6. การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงสถิติ 

ค านวณอัตราส่วนของอัณฑะท่ีปกติต่ออัตราส่วนของอัณฑะท่ีผิดปกติโดยใช้ Microsoft 
excel 2016  

 ตรวจสอบ Health status โดยพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างลอการิทึม (logarithm) ของ
น้ าหนักตัว (BW) และ logarithm ของ SVL (Othman, 2009) โดยใช้ Microsoft excel 2016 ดัง
แสดงในสมการดังนี้  

    log BW = b log SVL + log a 

และค านวณค่า condition factor โดยใช้สมการ  (BW x 100) / (a x SVLb) 

 Gravimetric analysis ดั ง นี้  gonadosomatic index (GSI) (Goodwin et al., 1992) ซึ่ ง
เป็นอัตราส่วนของอวัยวะนั้น ๆ ต่อน้ าหนักตัวตามสูตรดังนี้  

  GSI = น้ าหนักอัณฑะ x 100 / น้ าหนักตัว  

 เปรียบเทียบ condition factor และ morphometric parameters ของกบหนองระยะ 
adult, subadult และ juvenile ด้วย one-way ANOVA, Tukey HSD post hoc และเปรียบเทียบ 
GSI ของกบหนองระยะ adult และ subadult ด้วย independent sample t-test 
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(p > 0.05, one-way ANOVA)

บทที่ 4  

ผลการศึกษาและอภิปรายผลการศึกษา 

1. สุขภาวะของกบหนองเพศผู้ F. limnocharis ในพื นที่ป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี 

 ค่าสุขภาวะโดยรวม หรือ Condition factor (CF) ของกบหนองเพศผู้ท้ัง 3 ระยะ ได้แก่ 

adult, subadult และ  juvenile มี ค่ า เ ฉ ล่ี ย เ ท่ ากั บ  103 . 06±14 . 35 , 116.88±45.42 และ 

93.92±9.44 ตามล าดับ (ภาพท่ี 4.1) เมื่อเปรียบเทียบพบว่าท้ัง 3 ระยะมีค่าเฉล่ียของ CF ท่ีไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p value > 0.05) เมื่อท าการเปรียบเทียบค่า CF ของกบหนอง

เพศผู้ระยะ adult จากพื้นท่ีจุฬาฯ สระบุรีกับกบหนองจาก จังหวัดน่านมีค่าเท่ากับ 102.16±11.696 

และ 101.87±1.47 (Thammachoti, 2012 และ Jantawongsri, 2014) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกันแสดงให้

เห็นว่ากบหนองจากพื้นท่ีจุฬาฯ สระบุรีมี condition factor ใกล้เคียงกับจังหวัดน่าน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.1 ค่าเฉล่ีย condition factor ของกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ในพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และ
สถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เดือนตุลาคม - พฤศจิกายน 2561 

2. ค่ามอโฟเมตริกและกราวิเมตริกของกบหนองเพศผู้ F. limnocharis ในพื นทีป่่าอนุรักษ์และ
สถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี 

 จากการศึกษาค่ามอโฟเมตริกของกบหนองเพศผู้ท้ัง 3 ระยะ ได้แก่ adult, subadult และ 
juvenile พบว่าความยาวต้ังแต่ปลายจมูกจนถึงรูทวารหรือ SVL มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 41.16 ± 3.45, 
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36.40 ± 3.93 และ 33.92 ± 3.20 ตามล าดับ (ภาพท่ี 4.2) ใน adult มีความแตกต่างกับ subadult 
และ juvenile อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p value = 0.000) แต่ใน subadult และ juvenile ไม่มี
ความแตกต่างกัน 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

ภาพท่ี 4.2 ค่าเฉล่ียความยาวจากปลายจมูกถึงรูทวารของกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ในพื้นท่ี
ป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เดือนตุลาคม - พฤศจิกายน 2561 

ค่ากราวิเมตริก ได้แก่ GSI คืออัตราส่วนระหว่างอัณฑะต่อน้ าหนักตัวท้ังหมดของกบหนอง
เพศผู้ แบ่งเป็น 2 ระยะการเจริญได้แก่ adult และsubadult พบว่ามีค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.187 ± 
0.049 และ 0.122 ± 0.021 ตามล าดับ (ภาพท่ี 4.3) ค่า GSI ของกบหนองท้ังสองระยะไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p value > 0.05) เมื่อเปรียบเทียบค่า GSI ของกบหนองเพศผู้
ระยะ adult จากพื้นท่ีจุฬาฯ สระบุรีกับพื้นท่ี จังหวัดน่านมีค่าเท่ากับ 0.23 ± 0.01 และ 0.17 ± 
0.01 (Thammachoti, 2012 และ Jantawongsri, 2014) และ จังหวัดตากมีค่าเท่ากับ 0.1 – 3 
(Othman, 2011)  พบว่ามีค่าอยู่ในช่วงเดียวกันแสดงให้เห็นว่ากบหนองจากพื้นท่ีจุฬาฯ สระบุรี อยู่
ในช่วงวัยเจริญพันธุ์ 
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ภาพท่ี 4.3 ค่าเฉล่ีย GSI ของกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ในพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัย
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เดือนตุลาคม - พฤศจิกายน 2561 

3. ลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ และภาวะเพศก ากวมของกบหนอง
เพศผู้ F. limnocharis ในพื นทีป่่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัด
สระบุรี 

 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis ในภาวะการเจริญ
ของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ปกติ (ภาพท่ี 4.4) เมื่อศึกษาเนื้อเยื่อท่ีตัดในแนว cross section พบ
การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (spermatogenesis) ภายใน seminiferous lobule ซึ่งภายในจะ
ประกอบไปด้วยกลุ่มการเจริญของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะเดียวกันในโครงสร้างท่ีเรียกว่า cysts เมื่อ 
primary spermatocyte เริ่มมีการเจริญขึ้นเรื่อย ๆ จนเปล่ียนแปลงไปเป็น spermatozoa จะ
สังเกตจากการย้อมติดสีม่วงของ hematoxylin ท่ีบริเวณหัวของสเปิร์ม โครงสร้างของ cyst จึงเปิด
ออก ปลดปล่อยเข้าสู่ช่องว่าง (lumen) ของ seminiferous lobule (Ogielska and Bartmanska, 
2009) 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis ในภาวะเพศก ากวม 

(ภาพท่ี 4.5) เมื่อศึกษาเนื้อเยื่อท่ีตัดในแนว cross section พบโครงสร้างของอวัยวะสร้างเซลล์

สืบพันธุ์เพศผู้เหมือนกับภาวะการเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ปกติ (ภาพท่ี 4.4) แต่มีการ

ปรากฏของเซลล์ไข่ (oocyte) อยู่ภายในเนื้อเยื่ออัณฑะ จากการตรวจสอบการเกิดภาวะเพศก ากวม 

หรือ TOFs ในกบหนองเพศผู้ท่ีอาศัยในพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

จังหวัดสระบุรี จ านวน 63 ตัว แบ่งเป็น adult 50 ตัว, subadult 7 ตัว และ juvenile 6 ตัว โดยการ
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ตัด serial section ตรวจสอบท้ังอวัยวะพบว่ากบหนองเพศผู้ท่ีมี TOFs จ านวน 46/50 (92%), 7/7 

(100%) และ 6/6 (100%) ตามล าดับ (ตารางท่ี 4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 ภาพท่ี 4.4 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนองเพศผู้ F. limnocharis  
ในภาวะการเจริญของอวัยวะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ปกติ; ลูกศรสีด าแสดงถึง mature sperm; bar = 
50 µm 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 4.5 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนองเพศผู้ F. limnocharis ท่ี
ปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า) ใน ก - ระยะ juvenile, ข - ระยะ subadult, ค - ระยะ adult ท่ีเก็บ
จากพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี ระหว่างเดือนตุลาคม - 
พฤศจิกายน 2561 

ก ข ค 
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ตาราง ท่ี  4 .1 ภาวะเพศก ากวมหรือการปรากฏ TOFs ในเนื้ อ เยื่ ออัณฑะของกบหนอง  
F. limnocharis เพศผู้จากพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี 
ระหว่างเดือนตุลาคม - พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 

ระยะการเจริญของกบหนอง กบหนองเพศผู้ ท่ีพบ TOFs 
(ตัว) 

กบหนองเพศผู้ท่ีไม่พบ TOFs 
(ตัว) 

adult 46 4 
subadult 7 0 
juvenile 6 0 

 

การปรากฏของ follicle ในเนื้อเยื่ออัณฑะมีลักษณะเป็น atretic follicle โดยพบการเกิด 
vacuole ใน cytoplasm (vacuolation), hyperbasophilic cytoplasm และ การฝ่อ (atrophy) 
ซึ่ง atretic follicle เหล่านี้จะเกิดการสลายในระยะเวลาต่อมา (Saidapur และ Nadkarni, 1973) 
ดังนั้นการปรากฏของ TOFs ในอัณฑะกบหนองเพศผู้มีแนวโน้มท่ีจะเป็นการเปล่ียนแปลงเพื่อแยก
เพศ (gonadal  sex differentiation) รูปแบบหนึ่งในสัตว์สะเทินน้ าสะเทินบก  
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ภาพท่ี 4.6 ลักษณะ atretic follicle ภายในเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนองเพศผู้ F. limnocharis ก, ข - 
vacuolation (ลูกศรสีด า) ค, ง - Hyperbasophilic cytoplasm (ลูกศรสีแดง) 

แม้ว่าการปรากฏของภาวะเพศก ากวมในกบหนองเพศผู้ท้ังสามระยะอาจมีแนวโน้มท่ีจะเป็น
การเปล่ียนแปลงเพื่อแยกเพศ แต่เนื่องจากการพบภาวะเพศก ากวมอาจเกี่ยวข้องกับการได้รับสาร
แปลกปลอมท่ีออกฤทธิ์รบกวนระบบต่อมไร้ท่อ (McCoy et al., 2008) ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการ
ตรวจสอบการปนเปื้อนของสารฆ่าวัชพืชในตัวกบหนองจากพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัย
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี เพื่อยืนยันว่าไม่มีการตกค้างของสารแปลกปลอมท่ีออก
ฤทธิ์รบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการศึกษา 

 จากการศึกษาโครงสร้างจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้
ท้ัง 3 ระยะ ได้แก่ adult, subadult และ juvenile ในพื้นท่ีป่าอนุรักษ์และสถานีวิจัยจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี ซึ่งเป็นพื้นท่ีท่ีไม่มีประวัติการใช้สารฆ่าวัชพืชนานกว่า 10 ปี โดยเก็บ
ตัวอย่างกบหนอง ระหว่างเดือนตุลาคม - พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 พบการปรากฏของ TOFs เท่ากับ 
59/63 ตัว (93.65%) แบ่งเป็นกบหนองเพศผู้ระยะตัวเต็มวัย ระยะก่อนเต็มวัย และระยะวัยอ่อน 
46/50 ตัว (92%), 7/7 ตัว (100%) และ 6/6 ตัว (100%) ตามล าดับ จากการศึกษากายวิภาค
เนื้อเยื่อของอัณฑะท่ีมีภาวะเพศก ากวมของกบหนองเหล่านี้พบว่ามีแนวโน้มท่ีจะเป็นการ
เปล่ียนแปลงเพื่อแยกเพศรูปแบบหนึ่งซึ่งเป็นภาวะปกติ ดังนั้นการปรากฎ TOFs ในอัณฑะอาจไม่
เหมาะสมท่ีจะใช้เป็น biomarker ท่ีดีในการประเมินผลกระทบของการได้รับสารเคมีท่ีเป็น 
endocrine disrupting chemical ในกบหนอง F. limnocharis  
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า); bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual number 
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า); bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual number 
(ต่อ) 
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number (ต่อ) 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38 39 

40 41 

42 43 

44 45 

ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number (ต่อ) 
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number (ต่อ) 
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number (ต่อ) 
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ภาพท่ี ก-2 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
subadult ท่ีปรากฏ TOFs (ลูกศรสีด า); bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number 
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ภาพท่ี ก-3 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
juvenile ท่ีปรากฏ TOFs ( ลูกศรสีด า) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง individual 
number 
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ภาพท่ี ก-1 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออัณฑะกบหนอง F. limnocharis เพศผู้ระยะ 
adult ท่ีไม่มีการปรากฏของ TOFs ( ลูกศรสีด า ) ; bar = 200 µm; ตัวเลขมุมบนขวาแสดง 
individual number 
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ภาคผนวก ข  

การเตรียมสาร 

สารละลาย Davidson’s fixative 

 Formaldehyde     200 ml 

 Glycerol     100 ml 

 Glacial acetic acid    100 ml 

 Absolute ethanol    300 ml 

     Total  700 ml 

สารละลาย Neutral formalin buffer (NBF) 

 Formaldehyde     100 ml 

 Water      700 ml 

 NaH2PO4• H2O         4.0 g 

 Na2HPO4        6.5 g 

Hematoxylin 

 Delafield’s Hematoxylin 

  Dissolve 4.0 g hematoxylin in 25 ml absolute ethanol  

  Mix gradually into 400 ml ammonia alum (NH4Al(SO4))2 • 12H2O 

   (approx. 1 part alum : 11 part distilled water) 

  Leave exposed to light in a flask with cotton plug for 3-5 days 

  Filter 

  To filtrate add 100 ml glycerin and 100 ml methanol  

  Allow to ripen for at least 6 weeks 

  The ripened solution will keep for yeas in a stopped bottle 
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Eosin Y 

 Eosin Y, C.I. 45a80    10.0 g. 

 70% ethanol           1000   ml 

 Glacial acetic acid      5    ml 

Diluted with equal volume of 70% ethanol for use and add 2–3 drops of acetic acid 

(Humason, 1967) 

 


	ปกนอก
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรม
	บทที่ 3 ขั้นตอนการดำเนินงาน
	บทที่ 4 ผลการศึกษาและอภิปรายผลการศึกษา
	บทที่ 5 สรุปผลการศึกษา
	เอกสารอ้างอิง
	ภาคผนวก



