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  ผลกระทบของสารพิษกลุม่ Organophosphorus ชนิด chlopyrifos ; ความสัมพันธ์ของ 
detoxifying enzymes กับการเกดิรอยโรคของเนือ้เยื่อของปลาตะเพียนขาวสกุล Puntius 

Gonionotus 
Effect of chlorpyrifos on Puntius Gonionotus; 

Relationship of detoxifying enzymes change and Histopathological cause 
 

สิริพร  เหลืองสุชนกุล  ผกาสินี  คล้ายมาลา  และมลสิา เวชยานนท ์
 

กลุ่มงานวจิัยผลกระทบจากการใช้วัตถุมีพิษการเกษตร กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตร 
ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

____________________________ 
 

บทคัดย่อ 
 การศึกษาผลกระทบของสารพิษกลุ่ม organophosphorus ชนิด chlorpyrifos ในสัตว์น้ า โดย
ด าเนินการทดลองในปลาตะเพียนขาว สกุล Puntius gonionotus verticillata (L.F.) Royle  ในสภาวะจ าลอง 
ทดสอบโดยให้สารพิษ chlorpyrifos ความเข้มข้น 3 ระดับคือ ระดับต่ า กลาง และสูง (0.005, 0.05, และ 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร) เป็นเวลา 4 วัน ผลการทดลองพบว่า สารพิษ chlorpyrifos มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงเอนไซม์ทั้ง 
3 ชนิ ด  โดยที่ ความ เข้ มข้นของสารพิ ษ  chlorpyrifos ระดั บต่ า  (0.005 มิ ลลิ กรัมต่ อลิ ต ร)  เอน ไซม์ 
Ethoxyresorufin-O-Deethylase จะมีการเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน  และเอนไซม์ Acetylcholinesterse จะถูกยับยั้ง
อย่างชัดเจน  แต่เอนไซม์ Glutathione-S-transferase จะเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจนที่ความเข้มข้นของสารพิษ 
chlorpyrifos ระดับสูง (0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร) ส่วนการเกิดรอยโรค(histopathological cause) ในเนื้อเยื่อปลา
ตะเพียนขาว สามารถพบได้ในทุกระดับความเข้มข้นของ cholrpyrifos โดยในเหงือกปลาพบว่ามีการรวมตัวเซคัน
ดารีลาเมลลา เกิดการเพิ่มจ านวนเซลล์เอพิทีเลียน ในตับพบการเปลี่ยนแปลงคือการเกิดช่องว่างหรือแวคิลโอลใน
ไซโตพลาสซึมของเซลล์และการหดตัวของโครมาตินในนิวเคลียส ในไตพบการเปลี่ยนแปลงคือการหดตัวของ 
โกลเมอรูลัส และการตายของเซลล์บุท่อดิสตอลและพรอกซิมอล ทั้งนี้ความผิดปกติรุนแรงของการเปลี่ยนแปลง 
พบในปลาตะเพียนขาวที่สัมผัสสารในระดับความเข้มข้นสูง (0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร)  
_____________________________ 
รหัสโครงการ 03-06-54-05-04-04-01-54 
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ค ำน ำ 

ปัญหาการใช้สารเคมีป้องกันและก าจัดศัตรูพืชอย่างไม่ถูกต้อง หรือใช้ในปริมาณมากเกินก าหนด มากกว่า
หนึ่งชนิด หรือใช้เป็นระยะเวลายาวนานเกินไปนั้น  ผลจากปัญหาที่เกิดขึ้นส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรและ
ผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในสิ่งแวดล้อมบริเวณพื้นที่เกษตรกรรม เช่น สัตว์น้ า ซึ่งการตรวจหาผลกระทบของสารพิษใน
สัตว์น้ าที่ได้รับความนิยมในปัจจุบันนอกจากการตรวจหาปริมาณการสะสมของสารพิษตกค้างแล้วยังมักใช้เทคนิคการ
ตรวจวัดเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกระบวนการเปลี่ยนแปลงความเป็นพิษ(Biotransformationซึ่งมีความจ าเพาะต่อชนิดต่อ
สารพิษที่สิ่งมีชีวิตได้รับ ได้แก่ เอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome-P450 (CYP1A) Glutathione-S-transferase (GST) 
แ ล ะ  Acetylcholinesterase (AChE) (Deniele Werck-Reichhart. 2001; Milan, 2001; Ron van der Oost, 
2003) และการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา ได้แก่ การเกิดรอยโรคในในเนื้อเยื่อ (Histopathology)  

chlorpyrifos จัดเป็นสารก าจัดแมลงอยู่ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส ที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน   
chlorpyrifos มีความสามารถในการก าจัดแมลงช่วงกว้าง มีความเป็นพิษสูง และตกค้างยาวนาน  องค์การอนามัยโลก
ได้จัดให้ chlorpyrifos อยู่ในประเภทความเป็นพิษล าดับที่ II (อันตรายปานกลาง)  ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงท าการ
ทดลองเพื่อศึกษาผลกระทบของ chlorpyrifos ต่อสิ่งมีชีวิตในน้ า ได้แก่ ปลาตะเพียนขาว สกุล Puntius gonionotus 
เพื่อหาความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงเอนไซม์กลุ่ม detoxifying enzyme ต่อการเกิดรอยโรคในเนื้อเยื่อของปลา
ตะเพียนขาวเมื่อได้รับสารพิษ chlorpyrfos ในปริมาณความเข้มข้นที่ต่างกัน ๓ ระดับ ได้แก่ ปริมาณต่ า (๐.๐๕ มก./
ลิตร)  กลาง(๐.๕ มก./ลิตร) และสูง (๕ มก./ลิตร) 

 
 

วิธีด าเนินการ 

1. สารเคมี  

 1.1 สารเคมีส าหรับศึกษาการเปลี่ยนแปลง เอนไซม์กลุ่ม Detoxifying enzymes ได้แก่ di-Potassium 
hydrogen phosphate Potassium dihydrogen phosphate Ethoxy resorufin ß-nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate reduced (NADPH) 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) Glutathione 
reduced(GSH) Acetylthiocholine iodide 5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) Bio-Quan 
solution BSA standard protien Primary Secondary Amine (PSA) Glycerol  
 1.2  สารเคมีส าหรับศึกษาการเกิดรอยโรคบนเนื้อเยื่อ ได้แก่ Ethanol, Xylene, lithium carbonate, 
Eosin, Hematoxylin, parafin, permount, gelatin   
 
2. วัสดุอุปกรณ์และเครื่องแก้ว 
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 2.1 Gas chromatograph accessories ได้แก่ column, liner, o-ring, septum, injection syringe 
 2.2 spectrophometer และspectrofluorometer accessories ได้แก่ cuvette, 96-well plate    
 2.3 Micropipette และpipette tips  
 2.4 ลูกปลาตะเพียนขาว สกุล Puntius gonionotus 
 2.5 ตู้เลี้ยงปลาและชุดอุปกรณเ์ลี้ยงปลา 
 2.6 หลอดปั่นตกตะกอน ขนาด 1.5, 15, 50 มิลลิลิตร 
 2.7 เครื่องแก้ว ได้ บีกเกอร์ กระบอกตวง กรวยกรอง หลอดทดลอง ขวดทดลอง 
 2.8 ชุดอุปกรณ์ย้อมสีเนื้อเยื่อ แผ่นสไลด์แก้วและกระจกปิดสไลด์ 
3. เคร่ืองมือ 
 3.1 Spectrophometer  
 3.2 Spectrofluorometer 
 3.3 Ultracentrifuge 
 3.4 เครื่องตัดเนื้อเยื่อ Microtome 
 3.5 กลุ้งจุลทรรศน์ Microscope 
 3.6 Slide warmer 
 3.7 Wax dispenser 
 3.8 pH meter 
 

4. วิธีกำรทดลอง 
 4.1  การเปลี่ยนแปลงของ specific enzymes และการเกิดรอยโรคบนเนื้อเยื่อปลาตะเพียนขาว  

    โดยทดสอบให้ chlorpyrifos ที่ความเข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ สูง (0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร) กลาง (0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร)  ต่ า (0.005 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยใช้ปลาจ านวน 10 ตัว เป็นระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้นน า
ปลาตะเพียนมาผ่าเอาสมองและตับปลามาล้างด้วยสารละลาย physiological saline pH 7.4 เพื่อล้างเลือดและสิ่งสกปรก
อ่ืน  ๆ จากนั้นชั่งตัวอย่างก่อนสกัด 0.5 กรัม  น าชิ้นตัวอย่างที่ชั่งแล้วมาบดในสารละลาย phosphate buffer pH 7.0  ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์  หลังบดน าไปปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร  แล้วแบ่งสารละลายดังกล่าวออกเป็น 2 ส่วน โดย
ตัวอย่างตับให้แบ่งออกเป็นสองส่วนได้แก่ 

- ส่วนที่  1 centrifuge ด้วยความเร็ว 10,000 g  เป็นเวลา 1.30  ชั่วโมง ที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูด
สารละลายใสด้านบน น าไปตรวจวัดเอนไซม์ GST  อ้างอิงวิธีการของ Habig  et al. (1974)   

- ส่วนที่ 2 centrifugeด้วยความเร็ว 43,000 g  เป็นเวลา 40 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูดสารละลายใส 
ไปด้านบนไป centrifuge ต่อด้วยความเร็ว 100,000 g  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูด
สารละลายใสด้านบนทิ้งไป เติม สารละลาย phosphate buffer pH 7.0  ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ และ
น าไปตรวจวัดเอนไซม์ EROD อ้างอิงและปรับปรุงจากวิธีของ Pohl และ Fouts (1980) 

- ส่วนตัวอย่างสมองปลาให้น าไป centrifuge ด้วยความเร็ว 10,000 g  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที  ดูดสารละลายใสด้านบนตรวจเอนไซม์ วัด AChE  อ้างอิงและปรับปรุงจากวิธีของ Ellman 
et al. (1961)   
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4.2  การสกัดสารพิษ chlorpyrifos ในเนื้อปลา ใช้วิธีการของ FEEI SUN (2000) 
  ชั่งตัวอย่างเนื้อปลาบด 10 กรัม ใส่ขวดปริมาตร 125 มิลลิลิตร เติม acetonitrile 50 มิลลิลิตร สกัดโดย

ใช้ เครื่อง homogenizer 1 นาที กรองผ่านกระดาษกรองด้วยระบบสุญญากาศ (vacuum pump) ใส่ใน 
Erlenmeyer flask ล้างขวดใส่ตัวอย่างด้วย acetonitrile 100 มิลลิลิตร ตวงแบ่งสารสกัด 50 มิลลิลิตร ใส่ใน 
round bottom flask น าไปลดปริมาตรจนเกือบแห้ง เติม acetonitrile 15 มิลลิลิตร น าไปขจัดสิ่งปนเปื้อน 
(clean up) โดย ใช้ Solid Phase Extraction; SPE ชนิด C18 ต่อกับ SPE ชนิด florisil ที่บรรจุเพิ่มด้วย anh. 
sodium sulfate 2 กรัม เป็นคอลัมม์ส าหรับขจัดสิ่งปนเปื้อน ล้างคอลัมม์ด้วย acetonitrile 6 มิลลิลิตร โหลด
ตัวอย่างใส่คอลัมม์และปรับอัตราการไหล 3 หยดต่อวินาที ใส่ใน graduated tube ลดปริมาตรสารสกัดด้วย 
nitrogen evaporator และปรับปริมาตร ด้วย ethyl acetate (PR) ให้ได้ 1 มิลลิลิตร น าไปตรวจวิเคราะห์กลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้เครื่อง GC ชนิด FPD  

 4.3 การเตรียมเนื้อเยื่อปลาด้วยวิธีการทางไมโครเทคนิคเพ่ือศึกษารอยโรค มีขั้นตอนดังนี ้

 4.3.1 ตัดชิ้นเนื้อเยื่อตับ เงือก และไตปลาตะเพียนขาว หนาขนาด 5 มิลลิเมตร 
 4.3.2 แช่ใน neutral buffer formalin  
 4.3.3 แช่ในน้ ายา Bouin’s fluid 48 ชั่วโมง 

 4.3.4 ก าจัดน้ าในเนื้อเยื่อออกด้วย ethanol (50, 70, 95, and 100 %) และ xylene 
 4.3.5 ท าให้เนื้อเยื่อใสด้วย Lithium carbonate solution 
 4.3.6 ฝังชิ้นเนื่อเยื่อในบล๊อกparaplast 
 4.3.7 น าบล๊อกเนื้อเยื่อไปตัดหนา 5 ไมครอน ด้วยเครื่องmicrotome   
 4.3.8 น าชิ้นเนื้อเยื่อที่ตัด ติดบนสไลด์ และน าไปย้อมสี Harris’Haematoxylin และ Eosin  
 4.3.9 ปิดสไลด์และน าไปตรวจดูความผิดปกติของเนื้อเยื่อใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

ระยะเวลำ เดือนตุลาคม 2554 ถึง เดือนกันยายน 2555 
 

สถำนที่ท ำกำรทดลอง 
 

ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยผลกระทบจากการใช้วัตถุมีพษิการเกษตร   
กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตร   ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ 
1. ผลของสารพิษ chlorpyrifos ต่อการเปลี่ยนแปลงเอนไซม ์Acetylcholinesterase (AChE) , Ethoxyresorufin-

O-Deethylase(EROD)  และ Glutathione-S-transferase(GST)  
 

 จากการทดลองให้สารพิษ chlorpyrifos ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ต่ า (0.05 มก./ลิตร) กลาง 
(0.5 มก./ลิตร) และสูง (5 มก./ลิตร) เป็นเวลา 3 วัน ในสภาวะระบบนิเวศน์จ าลองที่ประกอบด้วย น้ า ตะกอน ปลา
ตะเพียนขาว  (ตารางที่ 1) พบว่าการสะสมของสารพิษ chlopyrifos ในปลาเพิ่มขึ้น ตามระดับความเข้มข้นของสารพิษ 
chlorpyrifos โดยเอนไซม์ EROD และ GST จะมีการเพิ่มข้ึน และ AChE จะถูกยับยั้ง ตามระดบัความเข้มข้นของ
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สารพิษ chlorpyrifos จะเพิ่มข้ึน เมื่อเปรียบเทียบความชัดเจนของการเปลี่ยนแปลงพบว่าเอนไซม์ EROD จะมีการ
เพิ่มข้ึนแตกต่างกันอย่างชัดเจนที่สุด ซึ่งในภาวะที่สิ่งมีชีวิตได้รับสารพิษปริมาณความเข้มข้นต่ าๆ แต่สามารถตรวจพบ
การเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ อาจบ่งบอกได้ถึงความจ าเพาะ (specific) ของเอนไซม์ต่อสารพิษ  

 

ตารางที่ 1  ผลของ chlorpyrifos ที่มีต่อปลาตะเพียนขาว หลังจากให้ chlorpyrifos เป็นเวลา 3 วัน ในสภาวะ
ระบบนิเวศน์จ าลอง (จ านวนปลา 10 ตัว ) 

 0 มก./ลิตร 
(ชุดควบคุม) 

0.05 มก./ลิตร  
(ระดับต่ า) 

0.5 มก./ลิตร
(ระดับกลาง)  

5 มก./ลิตร
(ระดับสงู)  

chlorpyrifos ในปลาตะเพียนขาว (มก./กก.) ไม่พบ* 0.377±0.03 0.939±0.044 1.398±0.097 
AChE** 

(nmole/min/mg protein) 
0.29±0.01 0.27±0.02 0.25±0.02 0.13±0.01 

GST*** 
(mmole/min/mg protein) 

1.66±0.20 2.18±0.14 2.91±0.33 4.36±0.45 

EROD**** 
(pmole/min/mg protein 

0.81±0.011 4.399±0.086 8.585±0.072 14.101±0.12 

* ค่าที่วัดได้ต่ ากว่า 0.01 มก./ลิตร 
** AChE ; Acetylcholinesterase enzyme actvity 
***GST ; Glutathione-S-Transferase enzyme activity 
**** EROD ; Ethoxyresorufin-O-Deethylase enzyme activity   
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ภาพที่ 1 แสดงเนื้อเยื่อเหงือกปลาตะเพียนขาวใน (1.และ 2) ชดุควบคุม และ (3ถึง5) ชุดทดลองที่ให้ 
 chlorpyrifos 0.05, 0.5, และ 5 มก./ลิตร ( PL: Primary lamellae ; SL: Secondary lamellae ; Ep: 
 epithelial cell)  

 
ภาพที่ 2 แสดงเนื้อเยื่อตับปลาตะเพียนขาวใน (1.) ชุดควบคุม และ (2ถึง4) ชุดทดลองที่ให้ chlorpyrifos   
 0.05, 0.5, และ 5 มก./ลิตร (Hepatocyte (เซลล์ตับ); HPP: Hepatopancrease ; LD:   
 vacuolation ; Py: Pyknotic nucleus)  
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ภาพที่ 3 แสดงเนื้อเยื่อไตปลาตะเพียนขาวใน (1.) ชุดควบคุม และ (2ถึง3) ชุดทดลองที่ให้ chlorpyrifos 
 0.05, 0.5, และ 5 มก./ลิตร (D: distal tubule ; G: glomerulus ; P: proximal tubule; 
 Nd:tubule dilation  Gs : Glomerulus shrinkage)  
 
2. ผลของสารพิษ chlorpyrifos ต่อการเกิดรอยโรค (histopathological change) ในเนื้อเยื่อปลาตะเพียนขาว 

P. gonionotus   
การเกิดรอยโรคบนเนื้อเยื่อเหงือกของปลาตะเพียนขาว P. gonionotus  โดยเปรียบเทียบระหว่าง

เนื้อเยื่อเหงือกปลาตะเพียนขาวชุดควบคุม (ภาพที่ 1: 1-2)  กับชุดทดลองทีไ่ด้รับสารพิษ chlorpyrifos 0.05, 0.5 
และ 5 มก./ลิตร พบวา่ชัน้เซลล ์epithelial ของชั้นเหงือกทุติยภูมิ (secondary lamellae; SL)เพิ่มข้ึน (ภาพที่ 1: 
3) จนเชื่อมติดกันระหว่างชั้นเหงือกทุติยภูมิ (secondary lamellae; SL) (ภาพที่ 1: 4) และเกิดการตายของเซลล์
ของepithelial (necrotic epithelial cell) (ภาพที่ 1:5) ซึ่งพบในเหงือกปลาตะเพียนทีไ่ด้รับสารพิษ 
chlorpyrifos 0.5 และ 5 มก./ลิตร 

การเกิดรอยโรคบนเนื้อเยื่อตับของปลาตะเพียนขาว P. gonionotus  โดยเปรียบเทียบระหว่างเนื้อเยื่อตับ
ปลาตะเพียนขาวชุดควบคุม (ภาพที่ 1: 1-2)  กับชุดทดลองที่ได้รับสารพิษ chlorpyrifos 0.05, 0.5 และ 5 มก./
ลิตร พบว่าชั้นเซลล์ตับ(hepatocyte) มีขนาดของแวคิโอลใหญ่ขึ้น (ภาพที่ 1: 3) ในตับปลาตะเพียนที่ได้รับสารพิษ 
chlorpyrifos 0.5 และ 5 มก./ลิตร พบว่านิวเคลียสของเซลล์ตับหดตัวลง(pyknotic nucleus) (ภาพที่ 1: 3)  
และพบการตายของเซลล์ตับ (necrotic hepatocytes) มากข้ึน  

การเกิดรอยโรคบนเนื้อเยื่อไตของปลาตะเพียนขาว P. gonionotus  โดยเปรียบเทียบระหว่างเนื้อเยื่อไต
ปลาตะเพียนขาวชุดควบคุม (ภาพที่ 1: 1)  กับชุดทดลองที่ได้รับสารพิษ chlorpyrifos 0.05, 0.5 และ 5 มก./ลิตร 
พบว่าท่อproximal และ distal ความกว้างมากขึ้น (dilation) และเซลล์บุท่อบวมขึ้น (hydropic swelling) และ
หลุดออกจากฐาน (ภาพที่ 1:2) และพบการหดตัวลงโกเมอรูลัส (Glomerulus shrinkage) และการตายของเซลล์ 
hemopoitic cell  (ภาพที่ 1: 3)   

สรุปผลกำรทดลอง 
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1. สารพิษ  chlorpyrifos มีผลต่อการเปลี่ ยนแปลงระดับ เอนไซม์ทั้ ง 3 ชนิด  โดย Ethoxyresorufin-O-
Deethylase เพิ่มขึ้น และยับยั้งการท างานของAcetylcholinesterse อย่างเด่นชัดได้ตั้งแต่ความเข้มข้นของ
สารพิษ chlorpyrifos ต่ าๆ (0.05 มก./ลิตร) แต่การกระตุ้นท างานของGlutathione-S-transferase จะเพิ่มข้ึน
อย่างชัดเจนที่ความเข้มข้นของสารพิษ Chlorpyrifos สูงๆ 

2. สารพิษ chlorpyrifos ท าให้เกิดรอยโรคในเนื้อเยื่อเหงือก ตับ และไต ของปลาตะเพียนขาว โดยการเกิดรอยโรค
จะปรากฎให้เห็นที่ความเข้มข้นสารพิษ chlorpyrifos ตั้งแต่ 0.05 มก./ลิตร จนถึงระดับรุนแรงมาก(พบการตาย
ของเซลล์เนื้อเยื่อ) ที่ความเข้มข้น 0.5 มก./ลิตร  

3. ผลกระทบของสารพิษ chlorpyrifos โดยตรวจหาการเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ (Ethoxyresorufin-
O-Deethylase , Acetylcholinesterse , Glutathione-S-transferase) สามารถตรวจพบได้ตั้งแต่ความ
เข้มข้นของสารพิษต่ า(0.05 มก./ลิตร) แต่ผลกระทบต่อปลาตะเพียนขาวจากการตรวจหารอยโรคที่เกิดขึ้นใน
เนื้อเยื่อเหงือก ตับ และไต ปรากฎให้เห็นตั้งแต่ความเข้มข้นต่ า  (0.05 มก./ลิตร) ดังนัน้การวัดการเปลี่ยนแปลง
การท างานของเอนไซม์กลุ่ม P450 ; EROD จึงเหมาะสมทีสุ่ดส าหรับการวัดผลกระทบต่อปลาตะเพียนขาว   

  

กำรน ำไปใช้ประโยชน์ 
 

 ผลการทดลองนี้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาตัวชี้วัดดา้นพิษวิทยา(Biomarker) เพื่อ
พัฒนาเป็นเครื่องมือใช้ในการตรวจติดตามผลกระทบจากวัตถุมพีิษทางการเกษตรที่มีประสิทธภิาพ 
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