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บทคัดย่อ 

 
เนื$องจากระบบสืบพนัธ์ุของกุง้กุลาดาํเพศผู ้มีความสําคญัในโครงการพฒันาสายพนัธ์ุกุง้

กุลาดาํ ซึ$ งตอ้งอาศยัประสิทธิภาพของเซลล์อสุจิ  ไดมี้การตั%งสมมุติฐานวา่ นอกจากอายุของกุง้ ซึ$ ง
ตอ้งโตเต็มวยั และสิ$งแวดล้อมที$เหมาะสมแลว้  ความสมบูรณ์ของเซลล์อสุจิยงัอาจเกี$ยวขอ้งกบั
วงจรการลอกคราบดว้ย  ในงานทดลองครั% งนี%  จึงไดศึ้กษาการเปลี$ยนแปลงของการสร้างเซลล์ใน
ระบบสืบพนัธ์ุ ในระยะต่างๆ ของวงจรการลอกคราบ โดยมุ่งไปที$การสร้างเซลล์อสุจิใน testis 
ลกัษณะของเซลล์อสุจิและเนื%อเยื$อวิทยาใน vas deferens ลกัษณะและปริมาณของเซลล์อสุจิ และ
เนื%อเยื$อวิทยาของ terminal ampoule และ spermatophore  โดยทาํการศึกษาทางสัณฐานวิทยาดว้ย 
light และ transmission electron microscope และศึกษา protein profiles ของเซลล์อสุจิใน testis ใน 
vas deferens และใน spermatophore ในระยะต่างๆ ของวงจรการลอกคราบ  จากผลงานวจิยันี%  พบวา่ 
มีการสร้างเซลล์อสุจิของกุ้งอย่างต่อเนื$องใน testis และมีการลาํเลียงเซลล์อสุจิมาตามท่อ vas 
deferens อยา่งต่อเนื$องเช่นกนั ตลอดวงจรการลอกคราบ  เซลล์อสุจิถูกนาํมาสะสมและหุ้มห่อดว้ย
เนื%อเยื$อเหนียวๆ เพื$อรับการปกป้อง ที$ terminal ampoule โดยเซลล์อสุจิและเนื%อเยื$อเหนียวๆ นั%น 
ประกอบกนัเป็น spermatophore ซึ$ งจะมีขนาดและปริมาณของเซลล์อสุจิสะสมมากขึ%นเรื$อยๆ เริ$ม
จากหลงัการลอกคราบ (ระยะ E) หลงัจากระยะ E วงจรจะเปลี$ยนไปเป็นระยะ A, B, C, และ D 
ตามลาํดบั โดยที$ระยะ D ประกอบดว้ย D0-D4 และระยะ D4 เป็นระยะสุดทา้ย ก่อนการลอกคราบ 
หนึ$ งวงจรของการลอกคราบ กินเวลา 15 วนั การศึกษานี%  พบว่าระยะ D1-D2 จะเป็นระยะที$มี
ปริมาณเซลล์อสุจิใน spermatophore มากที$สุด เมื$อมาถึงระยะ D3-D4 ปริมาณเซลล์อสุจิจะนอ้ยลง 
และเริ$มมีการแตกออกของเนื%อเยื$อที$หุม้เซลลอ์สุจิ เกิดการสูญหาย หรือหลุดออกของเซลล์อสุจิ จาก 
spermatophore  เมื$อถึงระยะลอกคราบ จะไม่พบ spermatophore และเซลล์อสุจิใน terminal 
ampoule เลย  นอกจากนั%นยงัพบการเปลี$ยนแปลงของ protein profile ในเซลล์ที$สกดัออกมาจาก 
testis จาก vas deferens และจาก spermatophore ดว้ย  จากผลงานนี%  สามารถสรุปไดว้า่ การสะสม
ของเซลล์อสุจิของกุง้กุลาดาํเพศผูโ้ตเต็มวยัใน spermatophore มีการเปลี$ยนแปลงไปตามวงจรของ
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การลอกคราบ โดยมีปริมาณของเซลล์อสุจิใน spermatophore มากที$สุดในระยะ D1-D2 แต่เมื$อดู
จากเปอร์เซ็นต์การเกิด acrosome reaction พบว่ามีค่าสูงที$สุดในระยะ A-B และระยะเวลาที$
เหมาะสมที$สุดสําหรับการสืบพันธ์ุ คือระยะ D1-D2 ซึ$ งมีเซลล์อสุจิปริมาณมากที$สุดใน 
spermatophore  
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In addition to the female fertility, reproductive performance of male Penaeus 

monodon also plays a vital role in the breeding program of the species. Apart from being sexually 
mature and reared under suitable environment, the ability to reproduce may depend on molting 
stages of the males as well. In this study, spermatogenesis in testis, sperm transport to vas 
deferens and sperm storage in spermatophore were examined in sexually mature male shrimp, 
correlating to the molting stages. The studies were performed by light and transmission electron 
microscopy, and protein profiling of cell extracts from testes, vas deferens and spermatophores. 
Histologically, spermatogenesis was considered to be a continuous process as the synchronized 
development of the germ cells could be found in all the lobes of the testis in every molting stages. 
This process appeared not to be dependent on the molting stages. The sperm were transported 
through the vas deferens and stored in the terminal ampoule, where they were embedded in the 
glutinous matrix that formed the thick protective layer for the sperm. Sperm were completely 
depleted from the spermatophore during stage E (molting) and their number progressively 
increased from stages A, B, C and D (subdivided into D0 to D4). The molting cycle from stage E 
to D4 took 15 days. We found that spermatophore of D1-D2 stages contained the highest number 
of sperm. The spermatophores of the stages D3-D4 possessed a gradual decreased number of the 
sperm with a sign of detaching matrix from the sperm mass, resulting in several empty spaces 
within the spermatophore. The terminal ampoule at stage E was devoid of spermatophore. The 
protein profiles of the cell extracts from the testis, vas deferens and spermatophore were different 
among the cell types but the profiles were not dissimilar among the subgroups (A-E) of each cell 
type. In conclusion, molting stages affect the number of sperm in the spermatophores which was 
highest in stages D1-D2. However, the ability of sperm to undergo acrosome reaction was slightly 
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higher in stages A-B.  Therefore, it may be reasonable to propose that stages D1-D2 would be the 
best period for mating based on the number of sperm.   
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บทที� 1 

 

บทนํา 
 

1.1. บทนําต้นเรื�อง 

 
  ปัจจุบนัมีการเลี� ยงกุ้งกุลาดาํในบ่อดินลดน้อยลงมาก เนื�องจากพบปัญหาในการ
เลี�ยง ไม่วา่จะเป็นการติดเชื�อไวรัส กุง้ไม่โต อตัรารอดนอ้ย และการจดัการการเลี�ยงทาํไดย้าก ทาํให้
เกษตรกรผูเ้ลี� ยงกุง้กุลาดาํลดจาํนวนลงเรื�อยๆ จนในปัจจุบนั (พ.ศ. 2553) เหลือเพียง 5 % ของ
ประเทศ ดงันั�นการปรับปรุงพนัธ์ุกุง้กุลาดาํจึงมีความสําคญัมาก เพราะจะทาํให้ลูกกุง้ที�มีสายพนัธ์ุที�
พึงประสงค์ มีอตัราการเจริญเติบโตดี อตัรารอดสูง และสามารถตา้นทานเชื�อโรคได้ แต่ในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุกุง้กุลาดาํพบปัญหาในเรื�องของพอ่แม่พนัธ์ุกุง้ เนื�องจากตอ้งเลี�ยงกุง้จนเป็นพ่อแม่พนัธ์ุ
ในบ่อดินทาํใหค้วามสมบูรณ์เพศทั�งเพศผูแ้ละเพศเมียมีนอ้ยกวา่ในธรรมชาติ และตอ้งใชร้ะยะเวลา
เลี�ยงอยา่งนอ้ย 1 ปี จึงจะนาํมาผลิตลูกกุง้ และในพ่อพนัธ์ุกุง้ มีการพบวา่ให้อตัราการผสมติดนอ้ย
กว่าในธรรมชาติ การศึกษาปัจจยัที�มีผลต่อการเจริญพนัธ์ุของพ่อพนัธ์ุกุง้ในขณะนี� เป็นสิ�งที�จาํเป็น 
ได้มีการศึกษาพบว่าปัจจยัที�เกี�ยวข้องได้แก่ อายุที� เหมาะสมที�จะเป็นพ่อพนัธ์ุ สารอาหารและ
ฮอร์โมนที�จาํเป็นต่อการเจริญพนัธ์ุ (Harrison, 1990) สิ�งแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมินํ� า ปริมาณของแสง
ที�ไดรั้บต่อวนั (Benzie, 1998) ความเค็มของนํ� าที�ใชเ้ลี� ยง ความแข็งแรงของพ่อพนัธ์ุกุง้ และปัจจยั
อื�นๆที�ยงัไม่ทราบ  จากรายงานในกุง้ขาว (Penaeus vannamei) พบวา่หลงัจากพ่อกุง้ลอกคราบใหม่ 
ๆ จะพบว่า spermatophore มีสีขาวขุ่นและลักษณะนูน ซึ� งเป็นลักษณะของ spermatophore ที�
สมบูรณ์  และจะเริ�มมองเห็น spermatophore ค่อย ๆ มีขนาดใหญ่ขึ�นหลงัจากลอกคราบไปแล้ว
ระยะเวลาหนึ�ง และก่อนถึงการลอกคราบอีกครั� ง หากไม่มีการผสมพนัธ์ุ spermatophore จะค่อย ๆ 
หายไป ซึ� งยงัไม่ทราบวา่การหายไปนั�นเกิดจากสาเหตุใด (Parnes et al., 2006)   
  ในงานวิจยันี� จะศึกษาเกี�ยวกบั พฒันาการของเซลล์อสุจิโดยสัมพนัธ์กบัวงจรการ
ลอกคราบในพอ่พนัธ์ุกุง้กุลาดาํที�เลี�ยงในบ่อดิน เพื�อเป็นประโยชน์ในการเลือกระยะเวลาที�เหมาะสม
ในการนาํอสุจิมาใช้ในการผสมกบัแม่กุง้ และเพื�อการกระตุน้ spermatogenesis ดว้ยฮอร์โมนหรือ
สารอาหารที�จาํเป็นต่อไป   
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1.2. บทตรวจเอกสาร 

 

1.2.1. ลกัษณะโครงสร้างของอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศผู้  

  อวยัวะสืบพนัธ์ุเพศผูข้องกุง้ มีลกัษณะสมมาตรทั�งสองขา้ง (bilateral symmetry) 
ประกอบ ดว้ย 2 ส่วน คือ 
  1. อณัฑะ (testis) 
  2. ท่อนาํอสุจิ (vas deferens) 
  Testis อยูท่างดา้นบนของลาํตวักุง้ในระดบั อก ใตห้วัใจ แผค่ลุมเหนือส่วนตบั 
(hepatopancreas) ประกอบดว้ย testicular lobes จาํนวน 8 คู่ โดยคู่แรกยื�นชี�ตรงไปทางดา้นหวัของ
กุง้ คู่ที� 2-8 ชี� ไปทางดา้นขา้งของลาํตวั testicular lobes มีลกัษณะคลา้ยนิ�วมือ ภายในประกอบดว้ย 
หลอดสร้างอสุจิ (seminiferous tubules) สีขาวขุ่น ขดไปมา อดักนัแน่น ทาํหนา้ที�ในการสร้างอสุจิ 
ผนงัของ seminiferous tubules เป็นเนื�อเยื�อเกี�ยวพนัที�บางมาก ภายใน seminiferous tubules พบ
เซลลอ์สุจิในระยะต่างๆ และเซลลพ์ี�เลี�ยง (nurse cells) ที�ทาํหนา้ที�ใหอ้าหารกบัเซลลอ์สุจิ (วนิดา 
และคณะ 2540)  
  Vas deferens ลกัษณะเป็นท่อกลม สีขาวขุ่น ต่อจาก testisไปทางดา้นทา้ยของส่วน
หวั ประกอบดว้ย 4 ส่วน คือ ส่วนตน้ ส่วนกลาง ส่วนปลาย และ terminal ampoule โดยอสุจิที�สร้าง
จาก testis ถูกส่งเขา้มาใน vas deferens ส่วนตน้ แลว้ส่งออกไปตาม vas deferens ส่วนกลางและ
ส่วนปลาย ไปเก็บไวใ้นส่วนของ terminal ampoule เยื�อบุดา้นในของ vas deferens ประกอบดว้ย
ต่อมและชั�นเยื�อบุผิวที�มีเซลล์ทรงสูงชั�นเดียวด้านบนมีขน (cilia) ผนังท่อประกอบด้วยเนื�อเยื�อ
เกี�ยวพนัและกลา้มเนื�อ การบีบตวัของกลา้มเนื�อผนงัท่อและการโบกพดัของขนบนเซลล์ช่วยในการ
เคลื�อนตวัของอสุจิ ต่อมในบริเวณเยื�อบุผิวจะหลั�งสารที�ช่วยรวบรวมอสุจิและช่วยสร้างถุงเก็บอสุจิ 
(spermatophore) ห่อหุ้มกลุ่มของอสุจิไว ้ เมื�ออสุจิมีการพฒันาที�สมบูรณ์ terminal ampoule จะสลดั 
spermatophore และนาํไปสอดใส่ในอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศเมีย (thelycum) ในขณะผสมพนัธ์ุ  

Spermatophore มีลกัษณะค่อนขา้งกลม สังเกตไดที้�บริเวณโคนขาเดินคู่ที� 5 ภายใน 
spermatophore มีสารหล่อเลี�ยงอสุจิและอสุจิที�มีลกัษณะสมบูรณ์แลว้ดงัรูปที� 1 (นวลจนัทร์, 2537) 
(รูปที� 1) 
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Testis             Lobe of testis 
 

   
 

      Vas deferens        Terminal ampoule 
 
รูปที� 1 แสดงอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศผูข้องกุง้กุลาดาํ (Penaeus monodon) (ที�มา Hall et.al., n.d.) 
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1.2.2. การสร้างและการพฒันาเซลล์สืบพนัธ์ุของกุ้งกุลาดําเพศผู้  

การสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุในเพศผูแ้ละเพศเมีย เกี�ยวขอ้งโดยตรงกบัฮอร์โมนที�ผลิต
จากเซลลป์ระสาทบริเวณกา้นตา คือ X-organ และ sinus gland (De Kleijn et al., 1992) การสร้าง
เซลลสื์บพนัธ์ุเพศผู ้ หรือการสร้างเซลลอ์สุจิ จะเริ�มมีขึ�นเมื�อกุง้กุลาดาํมีอาย ุ 135 วนั (บุญรัตน์ และ
เฉลิมชยั, 2540) โดยสร้างจาก seminiferous tubule ที�อยูภ่ายในอณัฑะ ภายใน seminiferous tubule 
มีเซลลพ์ี�เลี�ยงและเซลลอ์สุจิที�อยูใ่นช่วงพฒันาการแต่ละระยะ ดงันี�  (วนิดา และคณะ 2540) 

Nurse cell เป็นเซลลพ์ี�เลี�ยงมีขนาดใหญ่วางตวับนผนงั seminiferous tubule เรียง
ตวัชั�นเดียว นิวเคลียสมีรูปร่างไม่แน่นอน พบ heterochromatin จบัตวัเป็นกลุ่มบริเวณกลาง
นิวเคลียส แต่ละ nurse cell มีเซลลอ์สุจิทุกระยะ ยกเวน้ spermatogonia ฝังอยูใ่น cytoplasm ของ 
nurse cell ซึ� งมีหนา้ที�ใหอ้าหารแก่เซลลอ์สุจิ  

Spermatogonia เป็นเซลลต์น้กาํเนิดของอสุจิ รูปร่างกลม ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง
ประมาณ 11.25 ± 0.52 ไมครอน พบอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มเกาะที�ขอบดา้นฐานตลอดความยาวของ 
seminiferous tubule นิวเคลียสมีขนาดใหญ่ รูปร่างกลม อยูก่ลางเซลล ์โครมาตินมีลกัษณะเป็น dark 
clump กระจายอยูท่ ั�วนิวเคลียส เมื�อเขา้สู่ระยะการแบ่งตวัแบบ meiosis ครั� งที� 1 เรียกวา่ primary 
spermatocyte 

Primary spermatocyte เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ รูปร่างค่อนข้างกลม ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 9.74 + 0.65 ไมครอน เห็นเยื�อหุ้มนิวเคลียสชดัเจน เมื�อเซลล์เขา้สู่ระยะ 
prophase I เริ�มเห็นเส้นใยละเอียดของโครโมโซม และหนาตวัขึ�นมากที�สุดในระยะ diakinesis พบ 
inclusion body ขนาดใหญ่ 1 อนัที�ขั�วหนึ�งของเซลล์ ซึ� งสามารถยอ้มติดสี eosin ได ้โครงสร้างนี� จะ
หายไปในระยะ metaphase I เมื�อสิ�นสุดการแบ่งตวัระยะ meiosis I จะให้เซลล์ลูก 2 เซลล์เรียกวา่ 
secondary spermatocyte 

Secondary spermatocyte เป็นเซลล์ที�มีขนาดเล็กกวา่ primary spermatocyte รูปร่าง
กลม ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 6.91 ± 0.51 ไมครอน เขา้สู่การแบ่งเซลล์แบบ meiosis ครั� งที� 
2 ไดเ้ป็น spermatid 4 เซลล ์

Spermatid เป็นเซลล์ขนาดเล็กรูปร่างกลม นิวเคลียสกลมอยู่กลางเซลล์ ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 5.45 ± 0.46 ไมครอน โครมาตินมีลกัษณะเป็น dark clump กระจายอยูท่ ั�วนิวเคลียส 
ต่อมาเซลลมี์การเปลี�ยนแปลงรูปร่างกลายเป็น spermatozoa 

Spermatozoa เปลี�ยนแปลงมาจาก spermatid  โดยเริ� มตน้จากการมีช่องว่าง
ขนาดเล็กมากใน cytoplasm รวมตวักนักลายเป็นช่องว่างขนาดใหญ่อยู่ที�ข ั�วเซลล์ด้านหนึ� ง ดนั
นิวเคลียสไปอยูชิ่ดขอบเซลล์ ต่อมาพบโครงสร้างรูปร่างกลมเรียกวา่ acrosomal granule มีขนาด 1 
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ไมครอน ยอ้มติดสี periodic acid-Schiff (PAS) ในช่วงนี� นิวเคลียสมีขนาดเล็กลงจากเดิม 1/5 เท่า 
ต่อมานิวเคลียสขยายตัวใหญ่ขึ� น มีการกระจายตัวของเส้นใยโครมาติน ทาํให้ความเข้มของ
นิวเคลียสจางลง (decondensation) ช่องวา่งภายในเซลล์ลดขนาดลงครึ� งหนึ�ง รูปทรงช่องวา่งเปลี�ยน
จากกลมเป็นรูปร่างคลา้ยถว้ยรองรับนิวเคลียส acrosomal granule เปลี�ยนจากทรงกลมเป็นรูปกรวย
เบียดเขา้มาในช่องวา่ง ต่อมามีการเจริญของโครงสร้างคลา้ยหนามแหลมเรียกวา่ spike ยื�นออกจาก 
acrosomal granule ทางดา้นตรงขา้มกบันิวเคลียส  ช่องวา่งภายในเซลล์มีขนาดลดลงมากมีรูปร่าง
แบนคลา้ยหมวกรองรับนิวเคลียส และบรรจุ acrosomal granule (วนิดา และคณะ 2540 และ
นวลจนัทร์ 2537)  spike ของอสุจิในสัตวก์ลุ่ม decapod มีลกัษณะแตกต่างกบัหางของอสุจิในสัตว์
ชนิดอื�นทั�งดา้นโครงสร้างและหนา้ที� คือโครงสร้างของ spike ไม่เป็น flagellum จึงไม่ไดท้าํหนา้ที�
เกี�ยวกับการเคลื�อนที�ของอสุจิ อสุจิของสัตว์ในกลุ่ม decapod ทาํให้ไม่สามารถเคลื�อนที�ได ้
(Langreth, 1969; Lynn & Clark, 1987; Clark, 1973) จากลกัษณะดงักล่าวทาํให้อสุจิของกุง้กุลาดาํ
และสัตวใ์นกลุ่ม decapod ประกอบดว้ย 3 ส่วน คือ ส่วน main body บรรจุนิวเคลียส ส่วน cap บรรจุ 
acrosomal granule และส่วน spike เป็นโครงสร้างคลา้ยหนามแหลมยื�นออกจาก cap ดงัรูปที� 2 
(Medina et al., 1994)  
         

1.2.3. กระบวนการเกดิ acrosome reaction  
ในขณะเกิดการปฏิสนธิ อสุจิจะถูกกระตุน้ด้วยเซลล์ไข่ หรือส่วนประกอบของ

เซลล์ไข่ ทาํให้เกิดการเปลี�ยนแปลงทั�งในดา้นลกัษณะรูปร่างและชีวเคมี เพื�อให้มีความสามารถใน
การเจาะผนังไข่เพื�อนํานิวเคลียสของเซลล์อสุจิเข้าสู่ cytoplasm ของเซลล์ไข่ เพื�อไปรวมกับ
นิวเคลียสของเซลล์ไข่ การเปลี�ยนแปลงของเซลล์อสุจินี�  เรียกวา่ acrosome reaction (Clark et al., 
1981) 

ในสัตวท์ะเลที�ไม่มีกระดูกสันหลงั เช่น หอยเม่น (sea urchin) (Colwin and 
Colwin., 1963) กุง้กุลาดาํ (วนิดา และคณะ 1997; Pongtippatee et al., 2007) กุง้ P. aztecus (Lu, 
1976) และ S. ingentis (Kleve et al., 1980) พบวา่ acrosome reaction ประกอบดว้ย 2 ระยะ คือ 
acrosomal exocytosis และ acrosomal filament formation โดยระยะแรกเป็น exocytosis ของ 
acrosomal granule เพื�อปล่อย enzyme ที�บรรจุอยูภ่ายในเซลลอ์สุจิออกมายอ่ยชั�นที�หุ้มเซลล์ไข่  และ
ระยะที�สองเป็นระยะที�โครงสร้างภายใต ้acrosomal granule ถูกปล่อยยืดออกมาเพื�อจบักบัเยื�อหุ้ม
เซลลไ์ข่ก่อนที�เยื�อหุ้มเซลล์ของทั�งเซลล์ไข่และเซลล์อสุจิจะเชื�อมติดกนั แลว้ปล่อยนิวเคลียสเขา้มา
รวมกนั  
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รูปที� 2    แสดงส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์อสุจิ ในกุง้ทะเล Sigyonia ingentis  A. ลกัษณะ
ภายนอกของเซลล์อสุจิ ประกอบดว้ย 3 ส่วน คือ main body (MB), cap (C) และ spike (S)  B. 
ลกัษณะภายในของส่วนต่างๆ main body ประกอบดว้ย nucleus (N), membranous lamellar bodies 
(MBL), cytoplasmic band (CB) และ nuclear plate (NP) ส่วน cap ประกอบดว้ย membrane 
pouches (MP) และ anterior granule (AG)  (ที�มา Clark et al., 1984)  
 

การทดลองการเกิด acrosome reaction ในกุง้ S. ingentis  (Clark et al., 1980; 
1981) พบวา่ การเกิด acrosomal exocytosis เริ�มจากส่วนปลายของ spike สัมผสักบัชั�นนอกสุดของ
เซลลไ์ข่ (จากการทดลองแบบ in vivo) หรือองคป์ระกอบของไข่ที�อยูใ่นนํ�าไข่ ที�เรียกวา่ egg water 
(จากการทดลองแบบ in vitro)  เกิด depolymerization ของ microfilament ใน spike ทาํให ้ spike 
อ่อนตวัและหดสั�นลง ต่อมามีการบวมและแตกออกของ acrosomal granule เพื�อปล่อยเอนไซมที์�
บรรจุอยูภ่ายในออกมา โดยมี Ca++ เป็นตวัชกันาํซึ� งเป็นลกัษณะเดียวกนักบัการเกิด exocytosis ใน
เซลลท์ั�วไป ต่อมา exocytosed sperm จะยอ่ยผา่นชั�นวุน้ (egg jelly) ของไข่เขา้ไป และเขา้สู่ระยะ 
acrosomal filament formation โดยมีการยืดโครงสร้างที�เรียกวา่ acrosomal filament ยาวประมาณ 
10 ไมครอน มาแตะกบัเยื�อหุ้มเซลลไ์ข่ (รูปที� 3) ในกุง้กุลาดาํ การเกิด acrosome reaction คลา้ยกบั
ในกุง้ S. ingentis แต่ในระยะ acrosomal filament formation เป็นเพียงการยดืตวัของโครงสร้างที�อยู่
ใต ้ acrosomal granule (subacrosomal region) ซึ� งมีลกัษณะเป็นกอ้นกลมเท่านั�น จึงเรียกระยะนี�วา่ 
spherical mass formation การเกิด acrosome reaction ทั�งสองระยะในกุง้กุลาดาํใชเ้วลาประมาณ 1-2 
นาที (Pongtippatee et al., 2007) (รูปที� 4) นอกจากนี�ในอสุจิของกุง้ Trachypenaeus byrdi,  
Xiphopenaeus riveti  และ Litopenaeus occidentalis ก็มีการเกิด acrosome reaction เช่นกนั (Alfaro 
et al., 2003) 
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วฒันา และคณะ (2549) ศึกษาเกี�ยวกบัความสามารถในการเกิด acrosome reaction 
และการเกิดปฏิสนธิในกุง้กุลาดาํ พบวา่การปฏิสนธิของกุง้กุลาดาํที�มีประสิทธิภาพ ตอ้งเกิดจากการ
ที�เชื�ออสุจิอยู่ใน thelycum ของเพศเมียอย่างน้อย 3 วนั  ภายใน thelycum มีขบวนการพฒันา
ความสามารถในการเกิด acrosome reaction เรียกว่า การเกิด capacitation  ซึ� งหมายถึงการ
ปรับเปลี�ยนผวิเซลลอ์สุจิ และการเพิ�มระดบัของ tyrosine phosphorylation เพื�อใหเ้กิดความพร้อมใน
การเกิด acrosome reaction ในขณะปฏิสนธิ ทาํให้ไดอ้ตัราการผสมติดและผลผลิตนอเพลียสที�มี
เปอร์เซ็นตสู์ง  นอกจากนี�การนาํอสุจิจาก thelycum ของแม่กุง้มาปฏิสนธิกบัไข่ให้เปอร์เซ็นต์การ
เกิด acrosome reaction ได้มากกว่าการใช้อสุจิจาก spermatophore ของพ่อกุ้งโดยตรง 
(Pongtippatee-Taweepreda et al., 2003)  เช่นเดียวกบัการทดลองในกุง้ S. ingentis  และ P. aztecus 
ซึ� งพบวา่ เปอร์เซ็นตก์ารเกิด acrosome reaction และการผสมติดที�ไดจ้ากอสุจิที�เก็บไวใ้น thelycum 
ของแม่กุง้สูงกวา่ที�ไดจ้ากอสุจิของพอ่กุง้โดยตรง (Clark et al., 1973; Griffin and Clark., 1990)  

จากการศึกษาเกี�ยวกบัโปรตีนที�แสดงถึงพฒันาการของอสุจิของกุง้กุลาดาํ พบว่า 
บริเวณ subacrosome มีโปรตีน actin เป็นองคป์ระกอบ และพบวา่ในอสุจิที�เกิด acrosome reaction 
มีโปรตีน actin เป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ของ spherical mass (Vanichviriyakit et al., 2007) 
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รูปที� 3 แสดงการเกิด acrosome reaction ในอสุจิของกุง้ Sigyonia ingentis 1. เซลลอ์สุจิปกติ
ประกอบดว้ย main body (MB), cap (C) และ spike (S) 2. การเกิด acrosome reaction ในระยะ 
acrosomal exocytosis. AG, anterior granule 3. และ 4. การเกิด acrosome reaction ในระยะ 
acrosome filament formation. AF, acrosomal filament (ที�มา Griffin et al., 1988)  
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รูปที� 4. ภาพจาก electron microscope แสดงขั�นตอนการเกิด acrosome reaction ของเซลลอ์สุจิของ
กุง้กุลาดาํ (Penaeus monodon) หลงัจากนาํมา incubate ดว้ย egg water ที�ระยะเวลาแตกต่างกนั 
(ภาพเล็กดา้นในแสดงอสุจิภายใต ้ light microscope) a.  แสดงอสุจิที�ส่วนของ spike อ่อนตวัใน
ระยะแรกของการเกิด acrosome reaction  b-d. แสดงอสุจิที�ส่วนของ spike หดสั�นลงในระยะต่อมา
ของการเกิด acrosome reaction  e, f.  แสดงอสุจิที�ส่วน cap บวมขึ�น ในระยะต่อมาของการเกิด 
acrosome reaction C, cap; IM, inner limiting membrane; LI, low density inner layer; MB, main 
body; N, nucleus; OM, outer limiting membrane; Sp, spike; Su, subacrosomal region (ที�มา 
Pongtippatee et al., 2007)  
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1.2.4. ปัจจัยที�มีผลต่อการพัฒนาคุณภาพของอสุจิ 

งานวจิยัที�เกี�ยวขอ้งกบัการพฒันาระบบสืบพนัธ์ุของกุง้กุลาดาํเพศผูน้ั�น ยงัมีอยูน่อ้ย
มาก และมกักระจดักระจาย  ในบางครั� งผลที�ไดก้็ขดัแยง้กนั อนัอาจเนื�องมาจากการใช้กุง้ที�มีอายุ
ต่างกนั อยูใ่นสิ�งแวดลอ้มที�ต่างกนั (เช่นความเค็มของนํ� า อุณหภูมิ ระดบัออกซิเจนในนํ� า ฯลฯ) และ
เป็นเพราะสายพันธ์ุของกุ้งที� ต่างกัน ในการศึกษาเรื� องนี� การใช้กุ ้งกุลาดําที� เพาะเลี� ยงเอง 
(domesticated Penaeus monodon) จะให้ข้อมูลที� เป็นวิทยาศาสตร์ได้ดีกว่าการใช้กุ ้งกุลาดํา
ธรรมชาติ เพราะ (1) สามารถทราบอายุกุง้อยา่งแน่นอน (2) สามารถเลือกสายพนัธ์ุกุง้ที�เหมือนกนั 
เพื�อหลีกเลี�ยงผลเบี�ยงเบนที�เกิดจากความแตกต่างทางพนัธุกรรม (genetic variation) และ (3) 
สามารถจดัการเพาะเลี�ยงในสภาพที�ตอ้งการ เช่นที�อุณหภูมิและความเคม็ที�เหมาะสมได ้

ปัจจยัต่างๆที�มีผลต่อระบบสืบพนัธ์ุของกุง้กุลาดาํเพศผูแ้ละต่อการสร้างอสุจิ อาจ
แบ่งออกไดเ้ป็นสองปัจจยัใหญ่ๆ ไดแ้ก่ปัจจยัภายนอกและปัจจยัภายใน  ปัจจยัภายนอกหมายถึงสิ�ง
ที�อยู่นอกตวักุง้ เช่นคุณภาพนํ� าและอาหาร ปัจจยัภายในไดแ้ก่สิ�งที�มากบัตวักุง้ เช่นอายุ นํ� าหนกัตวั 
และฮอร์โมนเพศ 

คุณภาพนํ<า  ในดา้นคุณภาพนํ� านั�น ขอ้มูลทางวิชาการที�คน้พบไดคื้อเรื�องอุณหภูมิ 
ความเคม็ คุณภาพนํ� า และอาหาร  ในดา้นอุณหภูมินั�น Bray and Lawrence (1992) พบวา่ อุณหภูมิที�
เหมาะสมต่อระบบสืบพนัธ์ุของกุง้ในกลุ่ม penaeid ส่วนใหญ่ ซึ� งรวมทั�งกุง้กุลาดาํ P. monodon จะ
อยูใ่นช่วงระหวา่ง 27-29 oC  ในกุง้ขาว P. vannamei นั�น ซึ� งเป็นกุง้ penaeid  เหมือนกนั มีอุณหภูมิที�
เหมาะสม อยูที่� 26 oC (Perez-Velazquez et al, 2001) (ตารางที� 1) 
 
ตารางที� 1   ความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิของนํ�ากบัการสร้างอสุจิในกุง้ขาว Penaeus vannamei 

ที�อยูใ่นอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 42 วนั (Perez-Velazquez et al., 2001) 
 

อุณหภูมิ 

(oC) 

จํานวนอสุจิต่อ 

spermatophore (ล้าน) 

อสุจิรูปร่างผดิปกติ (%) 

26 18.6 36.7 
29 0.1 99.7 
32 0 - 
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เช่นเดียวกนั ในกุง้ทะเล Penaeus setiferus การเลี�ยงที�อุณหภูมิ 24-27 oC ทาํให้
ความเสื�อมประสิทธิภาพของอสุจิชา้ลง เมื�อเปรียบเทียบกบัการเลี�ยงที�อุณหภูมิ 33 oC (Pascual et al, 
1998) โดยพบวา่วนัแรกของการทดลอง กุง้มีอสุจิ 2.06 ลา้นตวัต่อ 1 spermatophore โดยมีจาํนวน
อสุจิที�ผดิปกติอยูร่ะหวา่ง 10-25% และในวนัที� 3 จนถึงวนัที� 10 ของการทดลองพบจาํนวนอสุจิที�
ผดิปกติเพิ�มขึ�นเป็น 60-90% 

ในดา้นความเคม็ของนํ�านั�น ยงัไม่มีการศึกษาถึงความสัมพนัธ์กบัการสร้างอสุจิใน
กุง้อยา่งเป็นระบบ  การศึกษาที�ผา่นมาค่อนขา้งนอ้ยและสรุปไม่ไดช้ดัเจน  จากประสบการณ์ในโรง
เพาะฟัก สามารถกล่าวไดแ้น่นอนวา่ ทั�งกุง้ขาว P. vannamei และกุง้กุลาดาํ P. monodon ตอ้งการ
ความเค็มในระดบันํ� าทะเลปกติ (30 ppt หรือมากกวา่) ในการสร้างอสุจิที�มีประสิทธิภาพ แมจ้ะ
พบว่าในกุง้ขาว P. vannamei นั�น ความเค็มที� 2-3 ppt ก็สามารถมีอสุจิปริมาณปกติได ้แต่
ประสิทธิภาพในการปฏิสนธินั�น ยงัไม่มีการยืนยนัแน่ชดัวา่ใชไ้ด ้(Parnes et al, 2004) ในกุง้กุลาดาํ
นั�น มีหลกัฐานวา่ความเคม็ที�สูงถึง 52 ppt. ไม่ก่อผลเสียต่อปริมาณและประสิทธิภาพของอสุจิ (Bray 
and Lawrence, 1998) แต่ที�ความเคม็ตํ�ากวา่ 30 ppt จะมีผลหรือไม่นั�น ไม่เป็นที�ทราบแน่ชดั 

การติดเชื�อแบคทีเรียนั�นอาจมีผลต่อการสร้างอสุจิได ้มีรายงานวา่กุง้ถูกนาํมากกัขงั
ในบ่อ concrete หรือถงั fiberglass มี spermatophore ที�เปลี�ยนจากสีขาวขุ่นนิ�ม เป็นสีนํ� าตาลและแข็ง
ขึ�น (Talbot et al, 1989) และพบการติดเชื�อแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonad sp. ซึ� งเป็นแบคทีเรียที�
ปนเปื� อนอยูใ่นนํ� าทะเล ที� spermatophore และที�บริเวณ ampules ของ vas deferens  เป็นไปไดว้า่
สภาพแวดลอ้มที�ไม่เหมาะสม เช่นปริมาณแอมโมเนียที�มากขึ�นในบ่อเลี� ยง อาจก่อความเครียดให้แก่
กุง้และมีการติดเชื�อตามมา  ในการทดลองในกุง้ P. setiferus ที�นาํมาเลี� ยงในถงั fiberglass เป็นเวลา 
7 สัปดาห์ Leung-Trujillo และ Lawrence (1987) พบวา่ spermatophore มีนํ�าหนกัลดลง และปริมาณ
อสุจิต่อ 1 spermatophore มีจาํนวนลดลง พร้อมทั�งการเพิ�มปริมาณของอสุจิที�ผดิปกติ  

อาหาร   การทดลองที�น้อยมากเกี�ยวกับผลของอาหารที� มีต่อการสร้างและ
ประสิทธิภาพของอสุจิ ในกุง้  Perez-Velazquez และคณะ (2002) ทาํการทดลองในกุ้งขาว P. 

vannamei พบวา่อาหารที�มีโปรตีนสูง (45%) เมื�อนาํมาให้พร้อมกบัปลาหมึกสด จะทาํให้นํ� าหนกั
ของ spermatophore และจาํนวนอสุจิมีมากกวา่กลุ่มที�ไดรั้บปลาหมึกสดเพียงอยา่งเดียว  Meunpol 
และคณะ (2005) ไดศึ้กษาในกุง้กุลาดาํเพศผูโ้ดยให้อาหารทดลองที�มีปริมาณของ arachidonic acid 
(AA) สูงกวา่ eicosapentaenoic acid (EPA) และ docosahexaenoic acid (DHA) ในอตัราส่วน 5:1:1 
ตามลาํดบั มีโปรตีนรวม 48.62% และไขมนัรวม 15.1% และวดันํ� าหนกัของ spermatophore จาํนวน
อสุจิ และเปอร์เซ็นต์อสุจิที�มีชีวิต โดยเปรียบเทียบกับกุ้งที�ได้รับอาหารสด ซึ� งประกอบด้วย แม่
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เพรียง ปลาหมึก และหอย ก็พบว่าไม่มีความแตกต่างกนั ซึ� งหมายความว่าอาหารสําเร็จรูปที�มี AA 
สูง อาจจะเป็นอาหารที�ดีในการกระตุน้ระบบสืบพนัธ์ุของกุง้กุลาดาํเพศผู ้

อายุและนํ<าหนักตัว  นํ� าหนกัตวัเป็นปัจจยัภายในที�มีผลต่อระบบสืบพนัธ์ุของกุ้ง
กุลาดาํเพศผู ้ Pratoomchat และคณะ (1993) ไดร้ายงานวา่ ในกุง้ตวัผูที้�มีอายุเท่ากนั นํ� าหนกัตวัจะมี
ผลต่อขนาดของ spermatophore ต่อจาํนวนและคุณภาพของอสุจิ และต่ออตัราการปฏิสนธิ และการ
ฟักตวั โดยกุง้ที�มีนํ�าหนกัตวัมากกวา่จะมีค่าดงักล่าวมากกวา่กุง้ที�มีนํ�าหนกัตวันอ้ยกวา่ (ตารางที� 2) 

น่าแปลกใจวา่อสุจิที�มีรูปร่างปกตินั�นมีเพียงประมาณ 20% ซึ� งนอ้ยกวา่ที�น่าจะเป็น 
อาจเป็นเพราะวา่เป็นกุง้ที�เพาะเลี�ยงจากบ่อเลี�ยง (domesticated shrimp) และน่าจะเป็นรุ่นที�เกิดจาก
พอ่แม่กุง้ที�จบัจากทะเล (F0 generation) ในรายงานนั�น ไม่ไดบ้อกอายกุุง้และสิ�งแวดลอ้ม (เช่นความ
เคม็และอุณหภูมิ) ทาํใหไ้ม่ทราบวา่ปัจจยัเหล่านั�นมีผลเพียงใดต่อการสร้างอสุจิ 
 
ตารางที� 2  คุณภาพ ปริมาณ และประสิทธิภาพของอสุจิของกุง้กุลาดาํ (P. monodon) ที�มีนํ� าหนกั

ตวัต่างกนั (Pratoomchat et al., 1993) 
 
นํ<าหนักตัว 

(กรัม) 

นํ<าหนัก  

spermatophore 

(มิลลกิรัม) 

จํานวนอสุจิต่อ 

spermatophore 

(ล้าน) 

อสุจิรูปร่าง

ปกติ (%) 

อตัราการ

ปฏิสนธิ 

(%) 

อตัราการ

ฟักตัว (%) 

41-50 22.7 0.8 17.1 35.3 14.5 
61-90 56.6 2.5 21 67.6 60.1 

 
ผลของการศึกษาในกุง้ขาว P. vannamei ในลกัษณะเดียวกนันี�  แต่เนน้ที�อายกุุง้ 

(Ceballos-Vazquez et al, 2003) พบวา่กุง้เพศผูที้�มีอายตุั�งแต่ 6 ถึง 12 เดือน มีนํ�าหนกัของ 
spermatophore จาํนวนอสุจิต่อ spermatophore และจาํนวนอสุจิที�มีชีวติ เพิ�มขึ�นตามอายกุุง้ และ
ผูว้จิยัใหค้วามเห็นวา่อายขุองกุง้มีความสาํคญัมากกวา่นํ�าหนกักุง้ ในแง่ของการสร้างอสุจิ (ตารางที� 
3) 
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ตารางที� 3  คุณภาพ ปริมาณ และประสิทธิภาพของอสุจิของกุง้ขาว (P. vannamei) ที�มีอายตุ่างกนั 
(Ceballos-Vazquez et al., 2003) 

 
อายุ 

(เดือน) 

นํ<าหนัก  spermatophore 

(มิลลกิรัม) 

จํานวนอสุจิต่อ 

spermatophore (ล้าน) 

อสุจิรูปร่างปกติ (%) 

6 19.1 1.96 12.8 
12 93.3 4.57 68.2 

 
ในงานวจิยันั�น ไดพ้บเช่นกนัวา่ กุง้ตวัผูที้�มีอายเุท่ากนั ตวัที�มีนํ�าหนกัมากกวา่ก็จะมี

นํ�าหนกัของ spermatophore และจาํนวนอสุจิต่อ spermatophore มากกวา่กุง้ที�มีนํ�าหนกันอ้ยกวา่  แต่
สิ�งที�ไม่ทราบคือประสิทธิภาพในการปฏิสนธินั�นจะต่างกนัหรือไม่ ในกุง้ที�มีอายเุท่ากนั แต่นํ�าหนกั
ตวัต่างกนั 

ในปี พ.ศ. 2549 ศูนยว์ิจยัและพฒันาสายพนัธ์ุกุง้ ซึ� งเป็นหน่วยงานภายใตก้ารดูแล
ของศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ สถาบนัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ กระทรวงวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีไดพ้บวา่พอ่พนัธ์ุกุง้กุลาดาํที�เพาะเลี�ยงเอง เมื�ออายุ 8 
เดือน จะให้อตัราการปฏิสนธิตั�งแต่ 0 ถึง 30% ส่วนพ่อพนัธ์ุอายุ 12-18 เดือน ให้อตัราการปฏิสนธิ
ตั�งแต่ 30 ถึง 80% และมีนํ� าหนกัของ spermatophore และจาํนวนอสุจิเพิ�มขึ�น โดยที�นํ� าหนักตวั
ต่างกนัเพียงเล็กนอ้ย (บุญเสริม, ขอ้มูลส่วนตวั) บ่งชี� วา่นํ� าหนกัตวัอาจจะมีความสําคญันอ้ยกวา่อายุ
กุง้  อยา่งไรก็ตาม ยงัไม่มีการศึกษาอยา่งเป็นระบบวา่อายขุองกุง้ที�เริ�มสร้างอสุจิที�มีประสิทธิภาพนั�น 
อยูที่�อายกีุ�เดือน และสิ�งแวดลอ้มที�เหมาะสมนั�นเป็นอยา่งไร 

ฮอร์โมน  เช่นเดียวกบัสัตวช์นิดอื�นๆ การเจริญและพฒันาของระบบสืบพนัธ์ุของ 
crustaceans ถูกควบคุมโดยฮอร์โมนต่างๆ และความรู้เกี�ยวกบัฮอร์โมนที�ควบคุมระบบสืบพนัธ์ุใน 
crustaceans ยงัมีอยูน่อ้ยมาก ส่วนหนึ�งที�ทราบคือ ในสมองส่วนกา้นตา (optic lobe) มีเซลล์ประสาท
ที�ทาํหนา้ที�สร้างฮอร์โมน (neurosecretory cells) อยูก่ลุ่มหนึ�ง เรียกเซลล์กลุ่มนี� วา่ X-organ เซลล์
กลุ่มนี� ส่งปลายประสาท (axon terminals) ไปที�รวมกนัที�จุดหนึ�งที�ติดกบั optic lobe และถูกลอ้มรอบ
ดว้ย haemolymph ปลายประสาทนี� รวมกนัเรียกวา่ sinus gland และเป็นที�หลั�งของฮอร์โมนชนิด
ต่างๆที�สร้างจาก X-organ เนื�องจากทั�ง X-organ และ sinus gland เป็นส่วนของเซลลก์ลุ่มเดียวกนั จึง
มกัจะเรียกส่วนทั�งสองนี�รวมกนัวา่ X-organ-sinus gland complex (XOSG)  
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ฮอร์โมนชนิดหนึ� งที�ถูกสร้างใน XOSG ที�เกี�ยวขอ้งกบัระบบสืบพนัธ์ุคือ  gonad-
inhibiting hormone (GIH) ในกุง้เพศเมีย ฮอร์โมนชนิดนี�ทาํหนา้ที�ยบัย ั�งการเจริญเติบโตของรังไข่  
โดยจะป้องกนัไม่ให้เกิดการสร้างสาร vitellogenin ที�ตบัและตบัอ่อน (hepatopancreas) และสารนี�
เป็น protein ที�จะตอ้งถูกลาํเลียง (transported) ไปเขา้สู่เซลลไ์ข่ (oocytes) ในรังไข่ (ovary) ดงันั�น จึง
มีผูเ้รียกฮอร์โมน GIH นี� วา่เป็น vitellogenin-inhibiting hormone (VIH) เช่นกนั  ฮอร์โมน GIH นี�  
ในกุง้กุลาดาํ ไดมี้การศึกษาถึงขั�นทราบ amino acid sequence และ mRNA ของฮอร์โมน GIH แลว้ 
(Treerattrakool et al., 2008) 

ในกุง้เพศผูน้ั�น จะมี GIH หรือฮอร์โมนที�ทาํหนา้ที�ยบัย ั�งการเจริญเติบโตของ testis 
และการสร้างอสุจิ หรือไม่ ยงัไม่มีหลกัฐานใดทางวทิยาศาสตร์ยนืยนัได ้ อยา่งไรก็ตามก็มีผูท้ดลอง
ตดัตากุง้กุลาดาํเพศผู ้ เพื�อที�จะดูวา่การสร้างอสุจินั�นจะดีขึ�นหรือไม่ ผลที�ไดก้็แตกต่างกนัไป มีทั�งที�
รายงานวา่ไม่ไดผ้ล (Pratoomchat et al., 1993) และที�รายงานวา่ไดผ้ล (Gomes and Honculada-
Primavera., 1993) ทั�งๆที�ทดลองในกุง้กุลาดาํเหมือนกนั  

Pratoomchat et al. (1993) ศึกษาโดยการตดัตาในกุง้กุลาดาํ โดยใช้กุง้เพศผูที้�มี
นํ� าหนกั 50 กรัม แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 การทดลองคือ กลุ่มที�ตดัตาพ่อพนัธ์ุกุง้ และกลุ่มที�ไม่ตดั
ตาพอ่พนัธ์ุกุง้ ใชร้ะยะเวลาในการทดลอง 60 วนั พบวา่ทั�งปริมาณและคุณภาพของอสุจิของทั�งสอง
กลุ่มไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  ในขณะเดียวกนั Gomes และ Honculada-Primavera (1993) ไดต้ดั
ตากุง้ที�มีนํ� าหนกัแรกเริ�ม 68.6 กรัม ซึ� งเป็นนํ� าหนกัที�ใกลเ้คียงกบัการทดลองของ Pratoomchat และ
คณะ (1993) แต่ก็เป็นพ่อกุง้ที�มีขนาดเล็ก (น้อยกว่า 80 กรัม ซึ� งน่าจะเป็นขนาดที�เหมาะสม) ใช้
ระยะเวลาในการทดลอง 6 สัปดาห์ ผลการทดลองพบวา่อสุจิของกุง้ในกลุ่มที�ตดัตามีปริมาณสูงกวา่
กุง้กลุ่มที�ไม่ตดัตาสองเท่าตวัและกุง้กลุ่มที�ตดัตามีความผิดปกติของอสุจินอ้ยกวา่กลุ่มที�ไม่ตดัตา แต่
ไม่มีความแตกต่างระหว่างนํ� าหนกัของ spermatophore จาํนวนอสุจิมีชีวิต และ gonadal index 
[(นํ�าหนกัของ testis x 100)/นํ�าหนกัตวักุง้] ของทั�งสองกลุ่มการทดลอง 

นอกจาก GIH แลว้ ในกุง้ยงัมีฮอร์โมน gonad-stimulating hormone (GSH) ที�ทาํ
หนา้ที�ตรงกนัขา้มกบั GIH ฮอร์โมนชนิดนี� สร้างจากเซลล์ประสาท neurosecretory cells ที�อยูใ่น
สมองกุ้ง (supra-esophageal ganglion) และที�อยู่ในปมประสาทส่วนช่วงอกของกุ้ง (thoracic 
ganglia) (Otsu, 1963; Gomez, 1965; เรณู และพิษณุ, 2540) กลไกการทาํงานของ GSH นั�นยงัไม่
ทราบ แน่นอน และยงัไม่มีผูใ้ดทราบ amino acid sequence ของ GSH ดว้ย 

การศึกษาฮอร์โมน GIH และ GSH นั�น มีเฉพาะใน crustaceans เพศเมียเป็นส่วน
ใหญ่ ในกุง้กุลาดาํเพศผู ้ยงัไม่เคยมีรายงานที�ศึกษาฮอร์โมนทั�งสองชนิดนี� เลย  งานวิจยัที�เกี�ยวขอ้ง
กบัฮอร์โมนในระบบสืบพนัธ์ุของกุ้งเพศผู ้เป็นเรื� องเกี�ยวกับฮอร์โมนที�สร้างมาจาก androgenic 
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gland ซึ� งเป็นต่อมที�อยูที่�ปลาย ampoules ของ vas deferens และสร้างฮอร์โมนที�เรียกวา่ androgenic 
gland hormone (AH)  งานวิจยัที�เกี�ยวกบัฮอร์โมนชนิดนี�  ส่วนใหญ่เน้นไปที�การพฒันาเซลล์ตน้
กาํเนิดให้เป็นอวยัวะเพศผู ้คือเกิด differentiation ของ primary germ cells ให้เป็น testis และ vas 
deferens และอาจจะเกี�ยวกบัการเกิด secondary sexual characteristics ดว้ย ยงัไม่มีรายงานวา่ AH 
ช่วยในการพฒันาอสุจิ หรือ spermatophore 

ฮอร์โมนอีกชนิดหนึ�งที�มีรายงานวา่เกี�ยวขอ้งกบัระบบสืบพนัธ์ุของ crustaceans คือ
ฮอร์โมน methyl farnesoate (MF) ฮอร์โมนชนิดนี�สร้างจาก mandibular organ (Tamone et al., 
1997) มีผูค้น้พบวา่การให้ exogenous MF สามารถกระตุน้ให้เกิด ovarian maturation ในเพศเมีย 
และการพฒันา testicular follicles ในเพศผูข้องปูนํ� าจืด Oziotelphusa senex senex Fabricius (Reddy 
and Ramamurthi, 1998; Kalavathy et al., 1999) ในกุง้ Macrobrachium malcolmsonii (Nagaraju et 
al., 2004) และสามารถกระตุน้ใหเ้กิด ovarian maturation ในกุง้ Procambarus clarkii (Laufer et al., 
1987a) ได้ ยงัไม่มีรายงานถึงกลไกการทาํงานของ MF มีการคาดเดาว่าอาจทาํงานโดยผ่านการ
กระตุน้ฮอร์โมน GSH หรือ AH หรือยบัย ั�งฮอร์โมน GIH หรืออาจออกฤทธิ� โดยตรงต่ออวยัวะ
สืบพนัธ์ุนั�น 

ในแมลง MF เป็น precursor ของ juvenile hormone III (รูปที� 5) (Laufer et al., 
1987b) ซึ� งทาํหนา้ที�ควบคุมระบบสืบพนัธ์ุเช่นกนั (Laufer et al., 1992) แต่ในขณะเดียวกนั 
ฮอร์โมนชนิดนี�ก็ทาํหนา้ที�เกี�ยวกบัการสังเคราะห์โปรตีน (Soroka et al., 1993) การเจริญเติบโต 
(Laufer et al., 1987a) การลอกคราบ (Yudin et al., 1980) และ morphogenesis (Laufer et al., 1997) 
ดว้ย 

มีหลกัฐานทางวจิยัที�บ่งชี�วา่ MF ใน crustaceans น่าจะถูกควบคุมดว้ยฮอร์โมนจาก 
XOSG จาก optic lobe ของกา้นตาเช่นกนั เพราะพบวา่ eyestalk ablations ในปู Libinia emarginata 
ในกุง้ Homarus americanus และในกุง้ Orconectes virilis ทาํใหป้ริมาณฮอร์โมน MF ใน 
haemolymph เพิ�มขึ�น (Laufer et al., 1987b; Tsukimura and Borst, 1992; Tsukimura et al., 1989) 
ดงันั�นจึงมีผูคิ้ดวา่น่าจะมี mandibular organ inhibiting hormone (MOIH) สร้างจาก XOSG ไปยบัย ั�ง
การทาํงานของ mandibular organ ต่อมา ไดมี้การศึกษาและพบวา่ MOIH มีโครงสร้างที�คลา้ยกบั 
crustacean hyperglycemic hormone (CHH), GIH และ molt-inhibiting hormone (MIH) 
(Wainwright et al., 1996; Liu and Laufer, 1996) 
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1.2.5. การลอกคราบ 

การลอกคราบเป็นกระบวนการที�เกิดขึ� นเพื�อการเจริญเติบโตโดยการสลัดเอา
เปลือกเก่าที�ห่อหุ้มตัวออกและสร้างเปลือกใหม่ขึ� นมาแทนที�  และเป็นกระบวนการที� มีการ
เปลี�ยนแปลงของร่างกายเป็นวงจรต่อเนื�อง Wessenberg และ Hill (1984) ไดศึ้กษาพฤติกรรมการ
ลอกคราบของกุง้ P. esculentus พบวา่การลอกคราบจะพบในตอนกลางคืนเวลาประมาณ 04.00 น. 
กุง้จะยกส่วนทอ้งขึ�นและดีดตวั ส่วนทอ้งจะงอ การแตกตวัของเปลือกจะเกิดขึ�นที�รอยต่อระหว่าง 
carapace และ abdomen antennal scale จะโบกพดัมากขึ�น ตวัจะสั�นเป็นสาเหตุให้ carapace ถูก
ยกขึ�นทางดา้นทา้ย ต่อมากุง้จะนอนตะแคงขา้ง antennal scale และ rostrum จะตํ�าลง carapace แยก
จากส่วนของ cephalothorax ตา antennal scale และ antennae ถูกแยกออกจากเปลือกเก่าเป็นอนัดบั
แรก ตามดว้ยส่วนของปากและขา จากนั�นกุง้จะดีดตวัอยา่งแรง ระยะเวลาที�กุง้ใชใ้นการลอกคราบ
สั�นมากเพียง 18.10 วินาที และในคืนที�ลอกคราบกุง้จะไม่กินอาหาร การแบ่งระยะการลอกคราบ
สามารถ แบ่งยอ่ยเป็นระยะต่างๆ 4 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะก่อนการลอกคราบ (premolt) ระยะลอกคราบ 
(molt) ระยะหลงัการลอกคราบ (postmolt) และระยะระหวา่งวงจรการลอกคราบ (intermolt) โดยมี
รายละเอียดในแต่ละระยะของการลอกคราบดงันี�   

1. ระยะก่อนการลอกคราบ  premolt (D stage) สามารถแบ่งยอ่ยออกไดเ้ป็น 5 ระยะยอ่ย  
D0: เริ�มเห็นขอบของ epidermis tissue และเป็นฐานของ setal cones (รูป b ในรูปที� 5) 
D1: พบวา่มี clear zone อยูร่ะหวา่ง setal cones และ epidermis (รูป c ในรูปที� 5) 
D2: clear zone กวา้งขึ�น และขอบของ epidermis มีลกัษณะเป็นลอน (รูป d ในรูปที� 5) 

 D3: clear zone กวา้งขึ�นจาก D2 ขอบของ epidermis เป็นลอนเพิ�มขึ�น และมีชั�นบางๆ  
สีขาวเกิดขึ�นที�ขอบของ epidermis (รูป e ในรูปที� 5) 
D4: clear zone กวา้งขึ�นอยา่งเห็นไดช้ดั ขอบของ epidermis มีลกัษณะเป็นฟันเลื�อย 

ชั�นบางๆสีขาวใสที�ขอบของ epidermis (รูป f ในรูปที� 5) 
2. ระยะลอกคราบ molt (E stage)  เป็นระยะที�กุง้สลดัเปลือกเก่าทิ�ง 
3. ระยะหลงัการลอกคราบ postmolt (A-B stage) แบ่งยอ่ยได ้2 ระยะ คือ 

A: setae นุ่มและเปราะบาง ไม่ปรากฏ setal cones (รูป g ในรูปที� 5) 
B: เริ�มเห็น young setal cones (รูป h ในรูปที� 5) 

4. ระยะพกัการลอกคราบ intermolt (C stage) พบ setae cones มีการพฒันาเตม็ที� และ
แพร่กระจายเตม็ชั�น epidermis (รูป a ในรูปที� 5) 
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1.2.6. ปัจจัยที�มีอทิธิพลต่อการลอกคราบของสัตว์กลุ่ม crustacean  

ปัจจัยภายนอก ไดแ้ก่ 
1. จากการศึกษากุง้กุลาดาํอาย ุ90 วนั พบวา่วงจรการลอกคราบของกุง้กุลาดาํมีระยะเวลา 

9-12 วนั แบ่งเป็นระยะก่อนการลอกคราบ 6-7 วนั ระยะหลงัลอกคราบ 2-3 วนั และระยะพกั 1-2 วนั 
(Promwikorn et al., 2007) ซึ� งวงจรการลอกคราบของกุง้กุลาดาํมีความแตกต่างจากปูทะเล เนื�องจาก
ปูทะเลในระยะก่อนการลอกคราบใชเ้วลานอ้ยกวา่ในระยะพกั โดยในระยะก่อนการลอกคราบปู
ทะเลใชร้ะยะเวลา 24% ระยะหลงัการลอกคราบใชเ้วลา 10 % ระยะพกัใชเ้วลา 66% ของการลอก
คราบ (โครงการปู, ม.ป.ป.) 

2. แสง ระยะเวลาการลอกคราบจะสั�นลงหากไดรั้บแสงนอ้ย 
3. อุณหภูมิ ถา้อุณหภูมิตํ�าการลอกคราบจะชา้ลง ในขณะที�อุณหภูมิสูงการลอกคราบของ

สัตวจ์ะดีขึ�น (Passano and Skinner, 1986) 
4. ความเคม็ สัตวที์�อยูใ่นนํ�าทะเลที�มีความเคม็สูงจะมีช่วงการลอกคราบยาวกวา่สัตวที์�อยู่

ในนํ�าที�ความเคม็ตํ�า เช่น ที�ความเคม็ 32 ppt. ปูทะเลจะลอกคราบภายในระยะเวลา 58 วนั ขณะที�
ความเคม็ 20 และ 5 ppt. ปูจะใชร้ะยะเวลาในการลอกคราบ 50 และ 44 วนั ตามลาํดบั (โครงการปู, 
ม.ป.ป.) 

ปัจจัยภายใน ไดแ้ก่ 
1. นํ�าหนกั (ขนาด) จากการศึกษาระยะเวลาในการลอกคราบของกุง้กุลาดาํในบ่อเลี�ยง 

พบวา่ ระยะเวลาของการลอกคราบของกุง้ขึ�นอยูก่บันํ�าหนกัตวัซึ� งแปรผลโดยตรงต่อขนาดตวั โดย
กุง้ที�มีนํ�าหนกัมากจะมีระยะเวลาในการลอกคราบมากกวา่กุง้ที�มีนํ�าหนกัตวันอ้ย เช่น กุง้ที�มีนํ�าหนกั 
2-5, 6-9, 10-15, 16-22 และ 23-31 กรัม ใชร้ะยะเวลาในการลอกคราบ 6-7, 7-8, 9-10, 12-13 และ 
14-16 วนั ตามลาํดบั (ไพโรจน์, 2538) 

2. ฮอร์โมน การลอกคราบเป็นขบวนการภายใตก้ารควบคุมของฮอร์โมน 2 ชนิด คือ 
ฮอร์โมนเร่งการลอกคราบ (Molting hormone, MH) และฮอร์โมนยบัย ั�งการลอกคราบ (Molt 
inhibiting hormone, MIH) ซึ� งผลิตโดยเซลลป์ระสาทส่วนกลาง ฮอร์โมนทั�งสองชนิดจะทาํงาน
ควบคู่กนัไป และมีการควบคุมซึ�งกนัและกนั 
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รูปที� 5 ระยะต่างๆ ของวงจรการลอกคราบในกุง้กุลาดาํ โดยการศึกษาลกัษณะของ uropods  a. ระยะ 
intermolt  b-f. ระยะ premolt  g, h. ระยะ postmolt  EE, epidermal edge; I, indent pattern of the 
epidermis; L, white layer at the edge of the epidermis; S, setae; SC, seta cone; SCn, newly-formed 
setal cones; Sn, newly-formed seta;      , wavy edge of epidermis; *, clear zone between cuticle 
and epidermis (ที�มา Promwikorn et al., 2004 ) 
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  ก่อนการลอกคราบ เซลลป์ระสาทจะส่งสัญญาณให ้ X-organ ผลิตฮอร์โมน MH 
เก็บไวที้� sinus gland ก่อนส่งเขา้กระแสเลือดเพื�อให้ตบัมีโอกาสสะสมสารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย์
สาํหรับการลอกคราบ เมื�อตบัสะสมสารอาหารปริมาณเพียงพอสาํหรับการลอกคราบแลว้ ก็จะมีการ
ส่งสัญญาณไปใหร้ะบบประสาทส่วนกลาง ทาํให ้ Y-organ ผลิตฮอร์โมน MH เพื�อช่วยเร่งการลอก
คราบและส่งเขา้กระแสเลือด เมื�อระดบัของฮอร์โมนควบคุมการลอกคราบในเลือดตํ�ากวา่ฮอร์โมน
เร่งการลอกคราบกระบวนการลอกคราบก็จะเริ�มตน้ ดงัแสดงในรูปที� 6 

สาํหรับการกินอาหารของกุง้กุลาดาํพบวา่ กุง้ที�มีนํ�าหนกั 3.8-28.6 กรัม ในช่วง
ลอกคราบจะกินอาหารลดลง 16.21 เปอร์เซ็นต ์ และหลงัลอกคราบจะกินอาหารเพิ�มขึ�น 16-22 
เปอร์เซ็นต ์ กุง้ที�ลอกคราบใหม่จะมีนํ�าหนกัของตบันอ้ยกวา่กุง้ที�เปลือกแขง็ เมื�อเปรียบเทียบที�
นํ�าหนกัตวัใกลเ้คียงกนั และในกุง้ที�กาํลงัจะลอกคราบจะพบชั�นของเปลือกทั�ง 4 ชั�น คือ epicuticle, 
exocuticle, endocuticle และ membranous layer และมีเปลือกใหม่อยูใ่ตเ้ปลือกเก่า ในกุง้ลอกคราบ
จะพบชั�น และ exocuticle ไมพ่บชั�น endocuticle และ membranous layer (ไพโรจน์, 2538) 

 
 

 
 
รูปที� 6 ระดบั molting hormone (MH), molt-inhibiting hormone (MIH), gonad-inhibiting hormone 
(GIH) และ gonad-stimulating hormone (GSH) ในเลือดปูตามระยะของวงจรการลอกคราบ (ที�มา: 
โครงการปู, ม.ป.ป.) 
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1.2.7. ความสัมพนัธ์เกี�ยวกบัวงจรการลอกคราบต่อการสร้างเซลล์อสุจิ  

  โดยทั�วไปในสัตวช์นิดต่าง ๆ มกัมีความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญเติบโตและการ
สืบพนัธ์ุ เพื�อการใชพ้ลงังานที�มีอยูใ่นร่างกายอยา่งมีประสิทธิภาพ ไดมี้งานวจิยัที�พบความสัมพนัธ์
ระหวา่งการเจริญเติบโตและการสืบพนัธ์ุในสัตวจ์าํพวก แมลง และ ครัสเตเชียน ดงันี�  

ในแมลง Ornithodoros parkeri พบวา่ ฮอร์โมน ecdysone ซึ� งเป็นฮอร์โมนที�ทาํให้
มีการลอกคราบมีการกระตุน้ spermatogenesis ของอสุจิในเพศผูด้ว้ย โดยการกระตุน้ DNA 
synthesis ของ spermatocyte (Oliver and Dotson, 1993; Zhang et al., 1995) 

ในปู Metopograpsus messor พบวา่ การเกิด vitellogenesis ในเพศเมีย พบเฉพาะ
ช่วงที�ไม่ไดอ้ยูใ่นระยะ premolt ของการลอกคราบเท่านั�น (Sudha and Anilkumer, 1996) สาํหรับใน
เพศผู ้ ไดมี้การศึกษาความสัมพนัธ์ของการลอกคราบต่อการเปลี�ยนแปลงของฮอร์โมน ecdysteroid 
ซึ� งเป็น molting hormone และกระบวนการสร้างเซลลอ์สุจิใน testis พบวา่ ในระยะ intermolt พบ
อสุจิในระยะต่าง ๆ เช่น spermatogonia, spermatocyte, spermatid และ spermatozoa ในปริมาณ
หนึ�ง แต่เมื�อเขา้สู่ระยะ premolt ซึ� งเป็นระยะที�มีฮอร์โมน ecdysone เพิ�มขึ�นในกระแสเลือดอยา่ง
รวดเร็ว ก็มีการเพิ�มขึ�นของ spermatogonia, spermatocyte และ spermatozoa อยา่งรวดเร็วเช่นกนั 
(Suganthi and Anilkumar, 1999) 

ในกุง้ natantian พบวา่ การเจริญเติบโตซึ� งหมายถึงการลอกคราบมกัจะเกิดขึ�นเป็น
เหตุการณ์ควบคู่กบัพฒันาการของรังไข่ในเพศเมีย (Okumura et al., 1992) และไดมี้การศึกษา
ความสัมพนัธ์ระหว่างวงจรการลอกคราบและการสร้าง spermatophore ในกุง้ขาว L. vannamei 
พบวา่ spermatophore บริเวณโคนขาเดินคู่ที� 5 ของพ่อพนัธ์ุกุง้ จะหายไปในระยะ premolt ประมาณ 
12 ชั�วโมงก่อนการลอกคราบ และจะพบ spermatophore อีกครั� งที�โคนขาเดินคู่ที� 5 หลงัจากกุง้ลอก
คราบไปแล้ว 36 ชั�วโมง หรือในระยะ postmolt (Parnes et al., 2006) ในกุ้งก้ามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii) พบว่า ในระยะท้ายของ premolt มีการเพิ�มปริมาณของ 
spermatogonia อยา่งมากมายเช่นเดียวกบัที�มีรายงานในปู M. messor และกลายเป็น spermatocyte 
ในระยะ postmolt ซึ� งจะกลายเป็น spermatozoa ในระยะ intermolt และ ระยะตน้ของ premolt  
(Okumura, 2004) สาํหรับในกุง้กุลาดาํมีขอ้มูลจากการสังเกตจากการเลี�ยงพอ่แม่พนัธ์ุในโรงเพาะฟัก
เพื�อผลิต nauplius เท่านั�น คือ  ในการผสมเทียม (artificial insemination, AI) จะมีการรีด 
spermatophore ออกจากโคนขาเดินคู่ที�  5 ของพ่อพนัธ์ุกุง้มาใส่ใน thelycum ของแม่พนัธ์ุกุ ้ง
หลงัจากแม่กุง้ลอกคราบ พบวา่โคนขาเดินคู่ที� 5 ของพ่อพนัธ์ุกุง้หลงัจากรีด spermatophore ออก จะ
เริ�มเห็นสีขาวของ spermatophore ขึ�นมาอีกครั� งหลงัจากพอ่กุง้ลอกคราบแต่ยงัไม่ขุ่น และมีสีขาวขุ่น
ชดัเจนเมื�อลอกคราบไปแลว้ประมาณ 3 วนั   
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1.3.  วตัถุประสงค์  

 

วตัถุประสงค์หลกั 

เพื�อศึกษาพฒันาการของอสุจิและความสัมพนัธ์ระหวา่งพฒันาการของอสุจิและ
วงจรการลอกคราบในพ่อพนัธ์ุกุง้กุลาดาํที�เลี�ยงเองในบ่อดิน 

วตัถุประสงค์ย่อย 

1.3.1. เพื�อศึกษาพฒันาการของ spermatophore ในลกัษณะของขนาดและความ
ขุ่นในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ 

1.3.2. เพื�อศึกษาประสิทธิภาพในการปฏิสนธิของอสุจิที�เรียกวา่การเกิด 
acrosome reaction ใน testis, vas deferens และ spermatophore เปรียบเทียบในแต่ละระยะของการ
ลอกคราบ 

  1.3.3. เพื�อศึกษาลกัษณะทางดา้นเนื�อเยื�อวทิยาและ ultrastructure ของอสุจิใน 
testis, vas deferens และ spermatophore เปรียบเทียบในแต่ละระยะของการลอกคราบ 

  1.3.4. เพื�อศึกษารูปแบบของชนิดโปรตีน (protein profile) ของอสุจิใน testis, 
vas deferens และ spermatophore เปรียบเทียบในแต่ละระยะของการลอกคราบ 

  1.3.5. เพื�อศึกษาพฒันาการของอสุจิใน testis, vas deferens และ spermatophore 
เปรียบเทียบในแต่ละระยะของการลอกคราบโดยใช ้การสร้างโปรตีน actin เป็นตวับ่งชี�  
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บทที� 2  

 

วธีิการวจิัย 

 
2.1 การเตรียมพ่อพันธ์ุกุ้งทดลอง 

 
  นาํพ่อพนัธ์ุกุง้จากบ่อดินที�มีอายุ 400 วนั นํ� าหนกัเฉลี�ย 90 – 100 กรัม เขา้อาคาร
เพาะฟักลูกกุง้ เพื�อปรับสภาพกุง้โดยการนาํพอ่พนัธ์ุกุง้มาเลี�ยงในความเค็ม 30 ppt ให้อาหารสด 10 -
20 เปอร์เซ็นตข์องนํ� าหนกัตวัต่อวนั โดยให้แม่เพรียงทรายและปลาหมึกสดหั�นชิ�น ใชร้ะยะเวลาใน
การปรับสภาพ 1 สัปดาห์  
 
2.2 ความสัมพนัธ์ระหว่างการลอกคราบต่อการสร้าง spermatophore 

 
นาํพ่อพนัธ์ุกุง้หลงัจากการปรับสภาพ จาํนวน 10 ตวั มาพกัในถงัพลาสติกขนาด 

200 ลิตร ใส่นํ�าทะเลปริมาตร 170 ลิตร ใส่พอ่พนัธ์ุกุง้ 1 ตวัต่อถงั โดยสังเกตบริเวณโคนขาเดินคู่ที� 5 
ของพ่อพนัธ์ุกุง้ดว้ยตาเปล่าวา่ กุง้แต่ละตวันั�นเริ�มสร้าง spermatophore ที�เห็นไดจ้ากโคนขาเดินคู่ที�
ห้าในระยะใดของวงจรการลอกคราบ โดยบนัทึกการเปลี�ยนแปลงของ spermatophore ทั�งสองขา้ง 
(ซา้ยและขวา) ในแต่ละวนั และถ่ายภาพไว ้โดยสังเกตลกัษณะใสหรือขาวขุ่น เช่น ขาวขุ่นบางส่วน 
ขาวขุ่นตลอดทั�ง spermatophore ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ  

 
2.3 การหาค่านํ.าหนักสัมพทัธ์ของ spermatophore และ testis  

 
นาํพ่อพนัธ์ุกุง้จาํนวน 50 ตวั แบ่งเป็น 5 กลุ่ม ตามระยะของการลอกคราบ ไดแ้ก่ 

molt (E), postmolt (A-B), intermolt (C), early premolt (D1-D2) และ late premolt (D3-D4) กลุ่มละ 
10 ตวั ผา่ carapace เพื�อนาํ testis, vas deferens และ spermatophore ออกมา โดยการใชก้รรไกรตดั
บริเวณกึ�งกลางเปลือกคลุมหวั (carapace) เลาะ carapace ออก ตดัเนื�อที�หุ้มส่วนหวัออก ยกเอาหวัใจ
ของกุง้ออกมา จะพบ testis วางอยูบ่น hepatopancreas และมีท่อนาํเซลล์อสุจิ (vas deferens) ต่อ
ออกมาจาก testis ยาวจนถึงบริเวณโคนขาเดินคู่ที� 5 และมี spermatophore อยูที่�ปลาย (รูปที� 7)  ใช้
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ปากคีบดึง testis, vas deferens และ spermatophore ออกมา ชั�งนํ� าหนกั testis และ spermatophore 
นาํค่าที�ไดเ้ปรียบเทียบกบันํ�าหนกัตวัของพอ่กุง้เพื�อหาค่านํ�าหนกัสัมพทัธ์  

สาํหรับนํ�าหนกัของ spermatophore คาํนวณค่าเป็น ผลรวมนํ�าหนกัของ 
spermatophore ทั�งสองขา้ง (mg) x 100/นํ�าหนกัตวักุง้ (g) เป็นค่า spermatophore-somatic index 
(SSI) สาํหรับ testis นาํมาคาํนวณค่า นํ�าหนกั testis (mg) x 100/นํ�าหนกัตวักุง้ (g) เป็นค่า gonado-
somatic index (GSI)  

 
 

 
 

รูปที� 7 การชาํแหละกุง้และแยก testis, vas deferens และ spermatophore เพื�อชั�งนํ�าหนกั และหาค่า 
gonado-somatic index (GSI) และ spermatophore-somatic index (SSI)  
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2.4  การศึกษา total sperm count อตัราร้อยละของ abnormal sperm และ acrosome reaction 

 

การศึกษาปริมาณและคุณภาพของเซลล์อสุจิ  ในการศึกษานี�  ใชพ้อ่กุง้ทั�งหมด 33 
ตวั โดยศึกษาจากเซลลอ์สุจิใน spermatophore ที�อยูใ่นวงจรการลอกคราบ 5 ระยะ คือ ระยะ E (7 
ตวั) ระยะ A-B (6 ตวั) ระยะ C (6 ตวั) ระยะ D1-D2 (7 ตวั) และระยะ D3-D4 (7 ตวั) 

นาํ spermatophore มาบดใน Ca2+- free seawater ปริมาตร 1 mL ที�อุณหภูมิ 4 oC 
ตั�งทิ�งไวจ้นส่วนหยาบตกตะกอน นาํส่วน supernatant ที�เป็น sperm suspension ปริมาตร 25 µL 
ยอ้มดว้ย 0.4% trypan blue 15 µL ตั�งทิ�งไว ้ประมาณ 5 นาที แลว้นาํมาหยดบน hemacytometer โดย
หยดขา้งละ 15 µL  ศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดา นบัจาํนวนอสุจิไม่มีชีวติ มีชีวติ (โดย
ดูจากการติดสี trypan blue) อสุจิที�ปกติ และผดิปกติ (เช่น spike ขาดหรืองอ หรือ main body บิด
เบี�ยว)  คาํนวณค่า total sperm count แยกเป็น live และ dead sperm และคาํนวณค่า percentage of 
abnormal sperm  

การศึกษาอตัราร้อยละของ acrosome reaction  ศึกษาการเกิด acrosome reaction 
ตามวธีิของ Pongtippatee และคณะ (2007) โดยการนาํ sperm suspension ที�ไดจ้ากการแยก sperm 
ดงักล่าวขา้งตน้มาปั�นตกที�ความเร็ว 200 g นาน 5 นาที เก็บส่วนตะกอนโดยการ resuspend ดว้ย 
Ca2+- free seawater แลว้นาํ sperm suspension มา incubate กบั egg water (ความเขม้ขน้ 16 µg 
protein/mL) ในอตัราส่วน 1:1 เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํมาตรวจสอบอตัราการเกิด acrosome 
reaction บน hemacytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดา  

 

2.5  การศึกษาด้านเนื.อเยื�อวิทยา 

 
ตดัเนื�อเยื�อของระบบสืบพนัธ์ุออกเป็น 3 ส่วน คือ testis, vas deferens และ 

spermatophore นาํมาแช่ในนํ� ายารักษาสภาพ (Davidson’s fixative) เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ลา้งและแช่
ใน 70 เปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์ จากนั�นนาํเนื�อเยื�อมาผ่านขั�นตอนการเตรียมเนื�อเยื�อตามวิธีของ 
Humason (1979) ยอ้มดว้ยสี eosin และ hematoxylin นาํตวัอยา่งที�ผา่นการยอ้มสีมาศึกษาภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ 
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2.6  การศึกษาด้วย TEM 

 
ตดัเนื�อเยื�อ testis, vas deferens และ spermatophore fix ด้วย 4 % 

paraformaldehyde ใน artificial seawater, pH 7.8 ที�อุณหภูมิ 4 oC นาน 2 ชั�วโมง นาํตวัอยา่งมาลา้ง
ดว้ย artificial seawater 3 ครั� ง post-fix ดว้ย 1% osmium tetroxide ที�อุณหภูมิ 4 oC นาน 1 ชั�วโมง 
ลา้งตวัอยา่ง 3 ครั� ง ดว้ย artificial seawater และ dehydrate ดว้ย ethanol ความเขม้ขน้ 50%, 70%, 
80%, 90%, 95% และ 100 % ตามลาํดบั infiltrate และ embed ดว้ย low-viscosity resin ตดัดว้ย
เครื�อง ultramicrotome นาํมายอ้มดว้ย uranyl acetate และ lead citrate และส่องดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน (100-CX II, JEOL) 

 
2.7  การศึกษา protein profile ใน testis, vas deferens และ spematophore  

 

ตดัเนื�อเยื�อของ testis, vas deferens และ spermatophore แช่ Ca2+- free seawater ที�
อุณหภูมิ 4 oC บดเพื�อแยกให้เซลล์อสุจิหลุดออกมา นาํมาปั�นตกที�ความเร็ว 100 g นาน 1 นาที เพื�อ
แยกเซลล์อสุจิออกจากเยื�อหุ้มต่างๆ เรียกว่า sperm suspension นาํส่วน sperm suspension ลา้งทาํ
ความสะอาดเซลล์อสุจิโดยการปั�นตกที�ความเร็ว 200 x g นาน 5 นาที นาํส่วน pellet มา resuspend 
และแยกส่วนหนึ�งไปนบัจาํนวน total sperm count ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ นาํ sperm suspension ที�
เหลือปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเติม lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl pH 7.4, 1.0 
mM PMSF) เพื�อสกดัโปรตีน บนนํ� าแข็ง ปั�นเหวี�ยงเพื�อแยกโปรตีนส่วนใส วดัความเขม้ขน้ของ
สารละลายโปรตีนที�สกดัไดด้ว้ยวิธี Bradford เทียบกบัสารละลายโปรตีนมาตรฐาน เตรียมชุด gel 
จากนั�นผสมสารละลายโปรตีนที�สกดัไดก้บั 2 x SDS loading dye ผสมให้เขา้กนั และ protein 
marker นาํไปตม้ที�อุณหภูมิ 100o C นาน 5 นาที เพื�อ denature protein ใส่ตวัอยา่งโปรตีนที� denature 
แลว้ลงไปใน gel รวมทั�ง protein marker ใชค้วามต่างศกัย ์120 โวลต ์เป็นระยะเวลา 2 ชั�วโมง นาํ 
gel ที�ไดม้ายอ้มโปรตีนดว้ย coomassie brilliant blue 1 คืน ลา้งสีออกดว้ย  destained I และ 
destained II นาํ gel ที�ผา่นการยอ้มสีมาศึกษาความแตกต่างของโปรตีนที�เกิดขึ�น 
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2.8  การทาํ Western blotting analysis 

 
การเตรียมตวัอยา่งเหมือนกบัการศึกษา protein profile โดยนาํ gel ที�ผา่น

กระบวนการเป็นระยะเวลา 2 ชั�วโมง มาศึกษาโปรตีน actin ซึ� งเป็นโปรตีนที�พบในเซลลอ์สุจิของกุง้
กุลาดาํที�มีความพร้อมในกระบวนการเกิด acrosome reaction  โดยยา้ยโปรตีนจากเจลไปสู่ 0.45 
ไมโครเมตร nitrocellulose membrane แทนการยอ้มดว้ยสี coomassie brilliant blue หลงัจากนั�นทาํ
การ block non-specific binding ดว้ย 5% skimmed milk ในสารละลาย TBS ที�ประกอบดว้ย 0.1% 
Tween-20 (TBS-T) นาน 1 ชั�วโมงที�อุณหภูมิห้อง incubate ดว้ย anti-actin ที�ความเจือจาง 1:1,000 
นาน 3 ชั�วโมง ลา้ง anti-actin ดว้ย PBS-T จาํนวน 3 ครั� ง ๆ ละ 5 นาที incubate ดว้ย goat anti rabbit-
HRP ที�ความเจือจาง 1:5,000 นาน 1 ชั�วโมง ลา้ง goat anti rabbit-HRP ดว้ย PBS-T จาํนวน 3 ครั� ง ๆ 
ละ 5 นาที หลงัจากนั�น detection ดว้ย ECL kit (Amersham biosciences) เพื�อใหเ้กิด 
chemiluminescence โดย incubate นาน 1 นาที แลว้นาํไป expose ลงบนแผน่ฟิลม์ ในหอ้งมืด 
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บทที� 3  

 

ผลการทดลอง 
 

3.1.  ความสัมพนัธ์ระหว่างการลอกคราบต่อการสร้าง spermatophore 

 

จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการลอกคราบต่อการสร้าง spermatophore 
โดยดูจากลกัษณะภายนอกบริเวณโคนขาเดินคู่ที1 5 พบวา่สีขาวขุ่นของ spermatophore บริเวณโคน
ขาเดินคู่ที1 5 ของพอ่กุง้เริ1มหายไปในระยะก่อนการลอกคราบช่วงปลาย (D4) โดยเริ1มหายไปก่อน
การลอกคราบ 6-12 ชั1วโมง โดยสีขาวขุ่นของ spermatophore เริ1มจางลงและค่อยๆหายไปจนกุง้เพศ
ผูล้อกคราบและเริ1มเห็นสีขาวขุ่นของ spermatophore บริเวณโคนขาเดินคู่ที1 5 หลงัจากกุง้ลอกคราบ
ไปอยา่งนอ้ย 3 ชั1วโมง และสีขาวขุ่นจะเริ1มมีสีขาวเขม้ขึDนเรื1อยๆ มากขึDนในระยะพกัของการลอก
คราบ (รูปที1 8) 

 
3.2. ค่านํ*าหนักสัมพทัธ์ของ spermatophore และ testis 

 

จากการแยก testis, vas deferens และ spermatophore ออกมาจากกุง้แต่ละตวั ชั1ง
นํDาหนกัของ testis และ spermatophore และคาํนวณหาค่าของ gonado - somatic index (GSI) และค่า 
spermatophore - somatic index (SSI)  พบวา่ค่า GSI ของระยะ A-B มีค่าสูงสุดคือ 209.9 และสูงกวา่
ค่าในระยะ C-D0, D1-D2 และ D3-D4 อยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) ทางสถิติ โดยมีค่า 171.1, 148.9, 
172.4 ตามลาํดบั แต่ไม่แตกต่างกบัค่าในระยะ E เท่ากบั 192.6 (รูปที1 9A) และไม่พบความแตกต่าง
ของค่า GSI เมื1อเปรียบเทียบระหวา่งระยะ A-B และ E หรือระหวา่งระยะ C-D0, D1-D2, D3-D4 
และ ระยะ E  โดยทั1วไป ค่า GSI มีความแปรปรวน (SD) ค่อนขา้งสูง ค่าที1มีความแปรปรวนนอ้ย
ที1สุด อยูใ่นระยะ D3-D4 

นํDาหนกัตวัของกุง้ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบแสดงไวใ้นตารางที1 4 ซึ1 ง
พบวา่กุง้มีนํDาหนกันอ้ยที1สุดในระยะ A-B  
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ตารางที� 4 นํDาหนกัตวักุง้ในแต่ละระยะของการลอกคราบ (N = 10) 
 

E A-B C-D0 D1-D2 D3-D4 

93.0 ± 4.0 90.1 ± 9.9 94.3 ± 13.0 96.1 ± 10.7 97.8 ± 6.1 

 
สาํหรับค่า SSI พบวา่ ในระยะ E มีค่านอ้ยที1สุดและมีความแตกต่างอยา่งมี

นยัสาํคญั (p<0.05) เมื1อเปรียบเทียบกบัระยะอื1นๆในวงจรการลอกคราบ ในขณะที1ค่า SSI ในระยะ
อื1นๆ ของการลอกคราบไม่มีความแตกต่างกนั (รูปที1 9B) ค่า SSI ในระยะ C-D0 มีความแปรปรวน 
(SD) มากกวา่ในระยะอื1นๆ และในระยะ D3-D4 มีความแปรปรวนนอ้ยที1สุด 
 

                                
 
รูปที� 8 ลกัษณะของ spermatophore บริเวณโคนขาเดินคู่ที1 5 ของพอ่กุง้ โดย (a) คือ พ่อกุง้ในระยะ 
D4 ที1มีสีขาวขุ่นของ spermatophore (b) สีขาวขุ่นของ spermatophore เริ1มจางลงจนไม่เห็น 
spermatophore ใชร้ะยะเวลาอยา่งนอ้ย  6 ชั1วโมง ก่อนการลอกคราบ (c) ระยะลอกคราบไม่เห็นสี
ขาวขุ่นของ spermatophore และ (d) เริ1มเห็นสีขาวของ spermatophore หลงัจากกุง้ลอกคราบ อยา่ง
นอ้ย 3 ชั1วโมง 
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3.3.  ปริมาณและคุณภาพของอสุจิมีชีวติจาก spermatophore   

 

Total sperms count ศึกษาจาํนวนเซลลอ์สุจิในแต่ละระยะของการลอกคราบไม่
พบเซลลอ์สุจิใน spermatophore ทัDงสองขา้งของพ่อกุง้ในระยะ E ส่วนในระยะ A-B และ C มี
จาํนวนเซลลอ์สุจิ 24 และ 21 ลา้นเซลลต่์อ spermatophore ในระยะ D1-D2 พบจาํนวนเซลลอ์สุจิ
มากที1สุดประมาณ 40 ลา้นเซลล ์ ซึ1 งมีจาํนวนเซลลอ์สุจิมากกวา่ในระยะอื1นๆ อยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (P<0.05) และในระยะ D3-D4 มีจาํนวนเซลลอ์สุจิประมาณ 27 ลา้นเซลล ์ ซึ1 งไม่แตกต่างกบั
ระยะ A-B และ C (รูปที1 10A) และพบวา่ไม่พบเซลลอ์สุจิติดสีนํDาเงินของ trypan blue  

อัตราร้อยละของความผิดปกติของเซลล์อสุจิ เนื1องจากไม่พบเซลล์อสุจิใน 
spermatophore ระยะ E ดงันัDนอตัราร้อยละของเซลล์อสุจิที1ผิดปกติจึงเท่ากบั 0  ในระยะอื1นๆ ของ
การลอกคราบพบความผดิปกติประมาณ 15% ซึ1 งไม่มีความแตกต่างกนัในเชิงสถิติ  ในระยะ A-B มี
ความแปรปรวนของค่าความผดิปกติของเซลลอ์สุจิมากกวา่ในระยะอื1นๆ (รูปที1 10B) 

อตัราร้อยละของการเกดิ acrosome reaction  อตัราร้อยละของการเกิด acrosome 
reaction ในระยะ A-B, D1-D2 และ D3-D4 มีค่าประมาณ 40-50% ซึ1 งไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ แต่
แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัระยะ C-D0 ที1มีค่าตํ1าสุด คือประมาณ 30%  (รูปที1 
11) 
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รูปที� 9 ค่า gonado-somatic index (A) และ spermatophore-somatic index (B) ของกุง้กุลาดาํเพศผู ้
ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ * ตวัอกัษรที1แตกต่างกนั หมายถึงความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)  
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รูปที� 10 ค่า total sperm count (A) และอตัราร้อยละของ abnormal sperm (B) ของกุง้กุลาดาํเพศผู ้
ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ * ตวัอกัษรที1แตกต่างกนั หมายถึง ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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รูปที� 11 ค่าอตัราร้อยละของเซลลอ์สุจิที1เกิด acrosome reaction ในกุง้กุลาดาํเพศผู ้ ในแต่ละระยะ
ของวงจรการลอกคราบ * ตวัอกัษรที1แตกต่างกนั หมายถึง ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (p<0.05) 
 

3.4. สัณฐานวิทยาของเซลล์ต่างๆ ใน testis, vas deferens และ spermatophore 

 

  การศึกษาทางด้านเนืDอเยื1อวิทยา พบว่าภายใน testis ประกอบด้วย seminiferus 
tubules ซึ1 งบรรจุเซลล์อสุจิในระยะต่างๆ กนั ได้แก่ spermatogonia (8-10 µm), primary 
spermatocytes (6-8 µm), secondary spermatocytes , (4-5 µm) spermatid (1-2 µm) และเซลล์อสุจิ 
หรือ spermatozoa (1 µm) ภายใน lobe เดียวกนัของ testis พบเซลล์อสุจิที1อยู่ใน developmental 
stage เดียวกนัตลอดทัDง lobe แต่ lobe ที1ต่างกนั มี developmental stages ต่างกนั กล่าวคือมี 
synchronization of development ใน lobe เดียวกนั (รูปที1 12)  ลกัษณะนีD เหมือนกบัที1รายงานไว ้
(Vanichviriyakit, Ph.D. thesis, 2008)  

เมื1อเปรียบเทียบวิทยา ของ testis ไม่พบความแตกต่างในแต่ละระยะของวงจรการ
ลอกคราบ ในทุกระยะมีกระบวนการสร้างเซลล์อสุจิจาก spermatogonia จนถึง sperm ไม่พบความ
แตกต่างทาง histology ของ testis ในระยะ A-B แมว้า่ค่า GSI จะสูงสุดในระยะนัDนก็ตาม 
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  ใน vas deferens อาจแยกออกอยา่งคร่าวๆ เป็นส่วนตน้ คือส่วนที1ติดกบั testis (รูป
ที1 13) และส่วนปลาย คือส่วนที1ติดกบั terminal ampoule (รูปที1 14) ส่วนตน้มีเซลล์ที1เป็นผนงัของ 
vas deferens ที1เป็น stratified columnar epithelium ซ้อนกนัอยา่งนอ้ย 3-4 ชัDน ที1มี cytoplasm ติดสี
ค่อนไปทาง basophilic ค่อนขา้งเขม้ และ epithelial cells ชัDนบนๆ มีลกัษณะของ degenerative 
nucleus ที1ถูกเบียดออกไป หลุดจากชัDน epithelium เขา้ไปอยูใ่น lumen และ nucleus สลายตวัไป 
cytoplasm ของ epithelial cells นัDน กลายเป็น basophilic matrix ให้เซลล์อสุจิฝังตวัอยู ่ ลกัษณะ
ดงักล่าว ดูเหมือนวา่ epithelial cells นัDนมีลกัษณะของ secretion เป็นแบบ holocrine secretion คือมี
การหลุดของทัDงเซลล์ออกมาเลย  ที1ส่วนปลายของ vas deferens พบวา่ epithelial cells ที1เป็นผนงั
ของ vas deferens นัDน มีขนาดของเซลล์สัDนลง และ cytoplasm มีสีค่อนมาทาง acidophilic ทาํให้สี
ของ matrix ใน lumen นัDน ค่อนไปทางสี acidophilic ดว้ย 
  เช่นเดียวกบัการพบใน testis ไม่พบความแตกต่างของ vas deferens ในแต่ละระยะ
ของวงจรการลอกคราบเลย 
  ใน terminal ampoule (รูปที1 15-20) พบวา่แบ่งออกเป็น 2 compartments หรือ 2 
chambers โดยที1 chamber ใหญ่บุดว้ย epithelial cells เป็น stratified cuboidal epithelium หนา
ประมาณ 2-3 ชัDน ส่วน chamber เล็ก บุดว้ย epithelial cells เป็น stratified cuboidal epithelium หนา
ประมาณ 1-2 ชัDน ภายใน chamber ใหญ่ มีเซลล์อสุจิที1ฝังอยู่ใน matrix โดยที1สีของ matrix 
เปลี1ยนเป็นสี acidophilic มากขึDน และยงัมี eosinophilci band ขนาดกวา้งประมาณ 25 µm ลอ้มรอบ 
matrix ของเซลล์อสุจิดว้ย ซึ1 งทาํให้ทราบวา่ spermatophore หมายถึงส่วนของ matrix ที1มีเซลล์อสุจิ
อยูภ่ายในและมี eosinophilci band เป็นผนงัหุ้มซึ1 งแยกจากชัDน epithelium ของ terminal ampoule 
(รูปที1 20-21) ใน chamber เล็ก พบวา่มี matrix สี eosinophilic เช่นเดียวกนักบัสีของ eosinophilic 
band ใน chamber ใหญ่ และพบรูเปิดของ chamber เล็กที1เขา้สู่ chamber ใหญ่ดว้ย  ลกัษณะทาง 
histology ดงักล่าวดูเหมือนวา่ chamber เล็กสร้าง eosinophilic matrix มาหุม้ matrix ของเซลลอ์สุจิ 
  เมื1อเปรียบเทียบขนาดของ terminal ampoule และสิ1งที1มีอยู่ใน lumen ของ 
terminal ampoule ในระยะต่างๆ กนัของวงจรการลอกคราบ (รูปที1 15) จะเห็นวา่ระยะ E มีขนาด
ของ terminal ampoule ที1เล็กที1สุด และไม่พบ matrix และเซลล์อสุจิใน lumen เลย การเปลี1ยนแปลง
นีD เริ1มพบในระยะ D3-D4 ซึ1 งจะเห็นวา่ พบช่องวา่งใน lumen มากขึDนและดูเหมือนวา่ matrix และ
เซลล์อสุจิกาํลงัถูกทาํลาย หรือหลุดออกไปจาก lumen ในขณะที1ในระยะ D1-D2 และระยะก่อน
หน้านัDน ปริมาณของ matrix และเซลล์อสุจิจะพบมาก และเกาะกนัแน่น คือไม่พบช่องว่างมาก
เท่ากบัในระยะ D3-D4 (รูปที1 16) 
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  ที1ขอบนอกของ terminal ampoule บริเวณที1ติดกบั chamber เล็ก พบ acini ของ 
androgenic gland อยู ่(รูปที1 20) ซึ1 งเป็นเซลล์ที1มี ขนาดประมาณ 4-5 µm มี heterochromatic nucleus 
และ clear cytoplasm อยูร่วมกนัเป็นกลุ่มที1ขา้งหนึ1งของ terminal ampoule ลอ้มรอบดว้ย loose 
connective tissue 

เมื1อเปรียบเทียบ histology ของ terminal ampoule และเซลลอ์สุจิที1อยูภ่ายใน ในแต่
ละระยะของวงจรการลอกคราบ พบวา่ในระยะ E ขนาดของ terminal ampoule มีขนาดเล็กกวา่ระยะ
อื1นๆ มี epithelial cells ของ chamber ใหญ่ ขดไปขดมาอยูภ่ายใน lumen และไม่พบเซลล์อสุจิใน 
lumen เลย (รูปที1 17) ลกัษณะของ nucleus ของ epithelial cells นีD เป็นแบบ lobulated nucleus และ
บ่อยครัD ง จะพบ lamellar body ขดอยูใ่นระหวา่ง lobules ของ nucleus (รูปที1 18)  ใน chamber เล็ก 
ไม่พบว่ามี matrix เช่นกนั  ในระยะอื1นๆ จะพบเซลล์อสุจิอยูใ่น chamber ใหญ่ ซึ1 งดูเหมือนจะมี
หนาแน่นที1สุดในระยะ D1-D2 (รูปที1 20) 

Eosinophilic band ที1มีอยู่รอบ sperm matrix มีขนาดใหญ่ที1สุดในระยะ D1-D2 
และมีขนาดแคบลงจนสังเกตยากในระยะ E (เปรียบเทียบรูปที1 17 กบั 21) 

ขอ้แตกต่างอีกประการหนึ1 งของ terminal ampoule ในแต่ละระยะของวงจรการ
ลอกคราบคือ ปริมาณของ androgenic gland ซึ1 งดูเหมือนวา่จะพบนอ้ยลงในระยะ D3-D4 และพบ
มากในระยะ E และ A-B (รูปที1 20) 

เมื1อศึกษา ultrastructure ของเซลล์ต่างๆ ใน testis ใน vas deferens และใน 
spermatophore ไม่พบความแตกต่างใดๆ ใน tissue นัDนๆ  เมื1อเปรียบเทียบในแต่ละระยะเวลาการ
ลอกคราบ แมแ้ต่ในระยะ D3-D4 ของ spermatophore ซึ1 งเป็นระยะก่อนที1จะไม่พบเซลล์อสุจิ ก็ยงั
ไม่สามารถเห็นการเปลี1ยนแปลงใดๆ ของเซลล์อสุจิ ที1อาจจะบ่งชีD วา่เริ1มมีการถูกทาํลายแต่อย่างใด  
และหากเปรียบเทียบลกัษณะของเซลล์อสุจิที1อยูใ่น testis ใน vas deferens และใน spermatophore ก็
ไม่พบความแตกต่างเช่นกนั (รูปที1 22) 
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รูปที� 12 ภาพ light microscope และ ultrastructure ของ testis ของพอ่กุง้ ซึ1 งจะมีลกัษณะคลา้ยๆ กนั 
ในทุกระยะของวงจรการลอกคราบ คือประกอบดว้ย lobe ที1มี developmental stage ของ 
spermatogenesis เดียวกนั ใน seminiferous tubules และ spermatogonia (Sg) และ/หรือ 
spermatocytes (Sc) และ/หรือ spermatid (St) และ/หรือ sperm ในอตัราส่วนที1ต่างๆ กนั ภาพบนมี
กาํลงัขยาย 4x ภาพล่างซา้ยและขวามีกาํลงัขยาย 20x 
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รูปที� 13 ภาพ light microscope ของส่วนบนของ vas deferens ของพอ่กุง้ ซึ1 งจะมีลกัษณะคลา้ยๆ กนั
ในทุกระยะของวงจรการลอกคราบ คือประกอบดว้ย epithelial wall (Ep) และ lumen ซึ1 งมี sperm 
(Sp) ฝังตวัอยูใ่น matrix (Mtx) โดย ภาพบนซา้ย กาํลงัขยาย 2x ภาพบนขวากาํลงัขยาย 4x และภาพ
ล่างกาํลงัขยาย 10x 
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รูปที� 14 (ซา้ย) ภาพ light microscope ของส่วนปลายของ vas deferens ของพอ่กุง้ ซึ1 งมี epithelial 
wall (Ep) แคบลง และ matrix (Mtx) มีสีค่อนไปทาง acidophilic มากขึDน (กาํลงัขยาย 10x) และ 
ทางดา้นขวามือภาพ ultrastructure ของเซลลอ์สุจิใน vas deferens ซึ1 งมีรูปร่างสมบูรณ์ ประกอบดว้ย 
main body, cap และ spike 
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รูปที� 15 ภาพ light microscope ของ cross sections ของ spermatophore ใน terminal ampoule ของ
พ่อกุง้ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ ที1กาํลงัขยาย 2x พบวา่ปริมาณของ matrix (Mtx) และ
เซลล์อสุจิ (Sp) ภายใน lumen มีความแตกต่างกนั มีการยอ่ยสลาย หรือหลุดออกของ matrix และ
เซลล์อสุจิ ในระยะ D3-D4 จนหายไปหมดสิDนในระยะ E (ตาํแหน่งที1ลูกศรชีD  หมายถึงบริเวณที1เคย
พบเซลลอ์สุจิและถูกลอ้มรอบดว้ย matrix แต่หายไปในระยะ E) 
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รูปที� 16 ภาพ light microscope ของ spermatophore ของพอ่กุง้ในระยะ D1-D2 และระยะ D3-D4 
ของวงจรการลอกคราบ ที1กาํลงัขยาย 20x จะพบวา่ระยะ D1-D2 มี eosinophilic band (EosB) ที1กวา้ง
และชดักวา่ และมีช่องวา่งใน matrix (Mtx) นอ้ยกวา่ในระยะ D3-D4  
 

 
 

รูปที� 17 ภาพ spermatophore ของพอ่กุง้ในระยะ E ของวงจรการลอกคราบ ซึ1 งมี epithelial wall 
(Ep) ของ large chamber (lCh) ขดไปมา โดยไม่มี sperm และ matrix ใน lumen และ small chamber 
(sCh) ที1มี epithelial cells ที1มี vacuolated cytoplasm และไม่มี matrix ใน lumen เช่นกนั  
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รูปที� 18 ภาพ ultrastructure ของ nucleus ของ epithelial cell ของ spermatophore ของพ่อกุง้ในระยะ 
E ของวงจรการลอกคราบ  

 

 

 
 

 

รูปที� 19 ภาพ spermatophore ของพอ่กุง้ในระยะ A-B ของวงจรการลอกคราบ โดยมี sperm (Sp) 
และ matrix (Mtx) ซึ1 งลอ้มรอบดว้ย eosinophilic band (EosB) และมีกลุ่ม acini ของ androgenic 
gland (AdGl) อยูที่1ขอบ (กาํลงัขยาย 20x) 
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รูปที� 20 ภาพ spermatophore ของพอ่กุง้ในระยะ C-D0 ของวงจรการลอกคราบ โดยมี large 
chamber (lCh) บรรจุ sperm (Sp) และ matrix (Mtx) ซึ1 งลอ้มรอบดว้ย eosinophilic band (EosB) 
และ small chamber (sCh) และมีกลุ่ม acini ของ androgenic gland (AdGl) อยูที่1ขอบ (กาํลงัขยาย 
20x) 
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รูปที� 21 ภาพ spermatophore ของพอ่กุง้ในระยะ D1-D2 (a) และของระยะ D3-D4 (b) ของวงจรการ
ลอกคราบ แสดงให้เห็น sperm (Sp) และ matrix (Mtx) ซึ1งลอ้มรอบดว้ย eosinophilic band (EosB) 
อยา่งชดัเจน (กาํลงัขยาย 20x) 
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รูปที� 22 ภาพ ultrastructure ของเซลลอ์สุจิของพ่อกุง้ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ  
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3.5. รูปแบบโปรตีน ของเซลล์อสุจิจาก testis, vas deferens และ spermatophore 
 

  รูปแบบโปรตีนของเซลล์อสุจิที1แยกไดจ้ากเนืDอเยื1อเดียวกนัของกุง้ในแต่ละระยะ
ของการลอกคราบไม่มีความแตกต่างกนั (รูปที1 23 -25) แต่มีความแตกต่างกนัไปตามชนิดของ
เนืDอเยื1อ กล่าวคือ พบ actin ที1เป็นโปรตีนขนาด 45 kDa ของอสุจิใน spermatophore แต่ไม่พบใน vas 
deferens (รูปที1 26) เพราะผลจากการทาํปฎิกริยากบั actin-antibody ดว้ยวิธี กบั actin-antibody (รูปที1 
27)    นอกจากนีD ยงัพบโปรตีนขนาด 260 kDa  ของอสุจิที1พบใน spermatophore  ซึ1 งไม่มีในอสุจิที1
แยกไดจ้าก testis และใน vas deferens   

  
 

 
 

รูปที� 23 รูปแบบโปรตีนของเซลล์สุจิใน testis ในแต่ละระยะของการลอกคราบ Mk = protein 
marker  
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รูปที� 24 รูปแบบโปรตีนของเซลลสุ์จิใน vas deferens ในแต่ละระยะของการลอกคราบ Mk = 
protein marker; Vsp, vas deferens  

 

 
 

รูปที� 25 รูปแบบโปรตีนของเซลลสุ์จิใน spermatophore ในแต่ละระยะของการลอกคราบ Protein 
band ที1 MW 260 และ 45 kDa (ลูกศร) เป็น protein band สาํคญัที1 spermatophore มีความแตกต่าง
ใน testis และ vas deferens Mk = protein marker; Ssp, spermatophore; Tes, testis; Vsp, vas 
deferens 
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รูปที� 26 รูปแบบโปรตีนของเซลลสุ์จิใน vas deferens (Vsp) และ spermatophore (Ssp) ในแต่ละ
ระยะของการลอกคราบ Mk = protein marker; Ssp, spermatophore; Tes, testis; Vsp, vas deferens  

 
รูปที� 27 รูปแบบโปรตีน (A) และ Western blot analysis ดว้ยการจบัดว้ย actin-antibody (B) ของ
เซลลอ์สุจิใน vas deferens และ spermatophore ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ Mk = protein 
marker; Ssp, spermatophore; Vsp, vas deferens  
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บทที� 4 

 

วจิารณ์ผลการทดลอง 
 

  งานวจิยันี มีวตัถุประสงคเ์พื�อทาํการศึกษาความแตกต่างในดา้นระบบสืบพนัธ์ุของ
กุง้กุลาดาํ อายุโตเต็มวยัเพศผู ้ในระยะต่างๆ ของวงจรการลอกคราบ ซึ� งมีสมมุติฐานวา่อาจมีความ
แตกต่างในด้านประสิทธิภาพของการสืบพนัธ์ุในระหว่างวงจรการลอกคราบ  อวยัวะของกุ้งที�
ทาํการศึกษาในงานวิจยัครั งนี คือ testis, vas deferens และ terminal ampoule ของ vas deferens ซึ� ง
บรรจุ spermatophore วธีิการศึกษาเป็นการดูดว้ยตาเปล่า การชั�งนํ าหนกั การศึกษาทางเนือเยื�อวิทยา 
การศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน และการศึกษาทางชีวเคมี เพื�อศึกษาวา่มีการเปลี�ยนแปลง
ทางสัณฐานวทิยา และ/หรือ ทางชีวเคมี ในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบหรือไม่  
  เริ�มจากการศึกษาดว้ยตาเปล่า โดยการสังเกต spermatophore ที�บริเวณโคนขาเดินคู่
ที� 5 พบวา่สีขาวขุ่นของ spermatophore เริ�มหายไปในระยะก่อนการลอกคราบช่วงปลาย (ระยะ D4) 
ซึ� งเกิดขึนอยา่งนอ้ย  6 ชั�วโมงก่อนการลอกคราบ และเริ�มเห็นสีขาวขุ่นของ spermatophore อีกครั ง
หลงัจากกุง้ลอกคราบแลว้อยา่งนอ้ย 3 ชั�วโมง (ระยะ A) และสีขาวขุ่นของ spermatophore เพิ�มขึน
เรื�อยๆ ในระยะพกัการลอกคราบ (ระยะ C) และมีสีเขม้ที�สุดในระยะก่อนการลอกคราบช่วงตน้ 
(ระยะ D1-D2) ซึ� งผลจาการทดลองนี มีความแตกต่างจากการศึกษาในกุง้ขาว L. vannamei  ของ 
Parnes และคณะในปี ค.ศ. 2006 ซึ� งพบวา่สีขาวขุ่นของ spermatophore บริเวณโคนขาเดินคู่ที� 5 เริ�ม
หายไปในระยะก่อนการลอกคราบประมาณ 12 ชั�วโมง และเริ�มเห็นสีขาวขุ่นของ spermatophore 
ใหม่อีกครั งหลงัจากกุง้ลอกคราบแลว้ประมาณ 36 ชั�วโมง  จากขอ้มูลดงักล่าวแสดงให้เห็นวา่ ระยะ
ที�สีขุ่นขาวหายไปในกุ้งกุลาดําสั นกว่าในกุ้งขาว  โดยลักษณะขุ่นขาวของ spermatophore  มี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณของเซลลอ์สุจิ จากการศึกษา total sperm count พบจาํนวนของเซลล์
อสุจิมากที�สุดในช่วงก่อนการลอกคราบช่วงตน้ ซึ� งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) กบั
ระยะอื�นๆ และในระยะลอกคราบ (ระยะ E) ไม่พบเซลล์อสุจิในส่วน terminal ampoule เลย 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองจากการศึกษาดว้ยตาเปล่าคือบริเวณโคนขาเดินคู่ที�  5 ของพ่อกุง้กุลาดาํ
ที�ไม่เห็นสีขาวขุ่นของ spermatohpore ในระยะลอกคราบ และเมื�อนาํ terminal ampoule ระยะนีมา
ศึกษาทางดา้นเนือเยื�อวทิยา และศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน ก็ให้ผลยืนยนัวา่ไม่พบเซลล์
อสุจิและ matrix ที�อยูภ่ายใน โดยเซลล์อสุจิที�หายไปอาจเกิดจาก  eosinophilic band ซึ� งคาดวา่น่าจะ
เป็นผนงัหุม้บางๆ ของ spermatophore ที�อยูภ่ายใน terminal ampoule ซึ� งหนาและเขม้ในระยะ D1- 
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D2 จะเริ�มบางและจางไปในระยะ D3-D4   ซึ� งผนงัหุ้มนันทาํหนา้ที�ป้องกนั หรือเป็น “เปลือกนิ�ม” 
ให้กบั spermatophore และเมื�อ “เปลือกนิ�ม” นี สูญสลายไป ก็ทาํให้ matrix และเซลล์อสุจิที�เกิดการ
ตายหลุดลอยออกไปกบักระแสนํ า โดยผ่านออกทาง gonopore นอกจากนี ในการทดลองระดับ 
ultrastructure พบสิ�งที�น่าสนใจอีกอย่างหนึ� งคือเกิดการตายของ epithelial cell ภายใน terminal 
ampoule ซึ� งอยูติ่ดกบั eosinophilic band ในลกัษณะคลา้ยการเกิด apoptosis กล่าวคือ เซลล์มีการหด
ตวั (cell shrinkage) เยื�อหุ้มนิวเคลียสขาดออกจากกนั ทาํให้มีการแบ่งนิวเคลียสออกเป็นกลุ่มเล็กๆ 
และ DNA ภายในแยกออกเป็นกลุ่ม ๆ (karyorrhexis) และการกระจายตวัของโครมาตินที�แยก
ออกเป็นกลุ่มก้อนเกาะอยู่ตามผิวด้านในของเยื�อหุ้มนิวเคลียส (pyknosis) โดยปกติแล้วการเกิด 
apoptosis หรือการตายของเซลลถู์กควบคุมโดย cell signal ที�มีสาเหตุมาจากสิ�งต่างๆ เช่น ฮอร์โมน, 
growth factor, cytokines หรือ stress เช่น ความร้อน ภาวะขาดอาหาร การติดเชือไวรัส และภาวะ
ขาดออกซิเจน การตายของ epithelial cell ใน terminal ampoule นี ยงัไม่ทราบวา่เกิดจากสาเหตุใด 
ซึ� งก็มีความเป็นไปได้ที�มีผลมาจากฮอร์โมนที�เพิ�มมากขึนในกระแสเลือดช่วงที�มีการลอกคราบ
อย่างเช่น ecdysone หรือ molting hormone และสิ�งกระตุน้เหล่านี อาจมีผลต่อเซลล์อสุจิและ
กระบวนการเสื�อมสลายของ spermatophore การเปลี�ยนแปลงของ spermatophore ที�เกี�ยวกบัการ
ลอกคราบนัน มีรายงานไวแ้ลว้ในกุง้ขาว L. vannamei (Parnes et al., 2006)  แต่ในรายงานนัน 
ไม่ไดมี้การแสดงไวว้า่ spermatophore หลุดออก หรือหายไปในวงจรการลอกคราบระยะใด และ
การเปลี�ยนแปลงของ spermatophore นันเป็นอยา่งไรในแต่ละระยะของวงจรการลอกคราบ   และ
ไดต้ังขอ้สังเกตวา่การ “สลดั” หลุดออกของ spermatophore นัน เป็นกลไกสําคญัที�จะป้องกนัไม่ให้
เกิดการอกัเสบของ terminal ampoule ดงันันจึงมีความจาํเป็นที�ควรหาสาเหตุที�ทาํให้เกิดการหลุด
ลอกของ matrix  ต่อไป 

นอกจากนี การศึกษาทางด้านเนื อเยื�อวิทยาของ spermatophore ทําให้พบ 
androgenic gland ที�อยูติ่ดกบั terminal ampoule ซึ� งอาจมีความเกี�ยวขอ้งกบัการเปลี�ยนแปลงของ 
spermatophore จากการศึกษาในอดีต androgenic gland ทาํหนา้ที�ในการสร้าง androgenic hormones 
ซึ� งเป็นฮอร์โมนที�กาํหนดความเป็นเพศผูข้อง crustaceans บางชนิด  (Nagamine et al., 1980; 
Nagamine and Knight, 1987; Khalaila et al., 2001)  
 จากการศึกษาทางเนือเยื�อวิทยาพบว่าการสร้าง eosinophilic band น่าจะสร้างใน 
small chamber ของ terminal ampoule เพราะมีลกัษณะทางเนือเยื�อวิทยาที�คลา้ยกบั content ใน 
lumen ของ small chamber ซึ� งเป็นไปไดว้่า epithelium ของ small chamber มีบทบาทสําคญั  
การศึกษาส่วนประกอบของ content ใน small chamber และ eosinophilic band รวมทัง expressions 
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ดา้น mRNA และ proteins ของ small chamber จึงเป็นเรื�องที�น่าสนใจและควรทาํการศึกษาต่อไป
เช่นกนั  
 จากการศึกษา spermatogenesis ใน testis ทาํให้ไดข้อ้มูลยืนยนัการศึกษาที�มีมา
ก่อนวา่ testis มี spermatogenesis ตลอดเวลา และเป็นแบบ synchronization ใน lobe เดียวกนั และ
ไม่มีระยะใดเลยที�มีการหยุดพกัการสร้าง นอกจากนัน ก็พบเซลล์อสุจิภายใน lumen ของ vas 
deferens ในทุกระยะของวงจรการลอกคราบเช่นกนั  ดงันันการเปลี�ยนแปลงของวงจรของเซลล์
อสุจิในกุง้กุลาดาํนัน อาจกล่าวไดว้า่ขึนอยูก่บัการทาํงานของ terminal ampoule เป็นหลกั ซึ� งมีความ
คล้ายคลึงกบัการรายงานเกี�ยวกบั spermatogenesis ในปู  (Metopograpsus messor) ว่ามีความ
ต่อเนื�องตลอดระยะวงจรการลอกคราบ เช่นเดียวกับในกุ้งกุลาดาํที�รายงานนี   แต่ในระยะ late 
premolt มีการแบ่งเซลล์อยา่งมากของ spermatogonia และเกิดการยบัย ัง maturation ของเซลล์อสุจิ
ในช่วงนัน (Suganthi and Anikumar, 1999) ในการศึกษาในกุง้กุลาดาํครั งนี  ไม่พบการยบัย ัง 
maturation ของเซลล์อสุจิแต่อย่างใด   แต่แตกต่างจากกุง้กา้มกราม M. rosenbergii  ที�การเกิด 
spermatogenesis ใน testis นันมีการเปลี�ยนแปลงไปตามระยะวงจรการลอกคราบ (Okumura and 
Hara, 2004)  
 สาํหรับการเกิด spermatogenesis จากการศึกษานีพบวา่ ค่า GSI มีค่าสูงสุดในระยะ 
A-B ของวงจรการลอกคราบแตกต่างเป็นนยัสําคญัทางสถิติกบัระยะอื�นๆ  อยา่งไรก็ตามจากการที�
พบวา่ testis มี spermatogenesis ตลอดเวลา ไม่มีการหยุดพกั  ดงันันค่า GSI ที�สูงอาจมาจากนํ าหนกั
ของตวักุง้ที�นอ้ยลง ซึ� งในระยะหลงัลอกคราบ A-B นัน นําหนกักุง้นอ้ยกวา่ในระยะอื�นๆ   

 การเกิด acrosome reaction ซึ� งแสดงถึงความพร้อมของเซลล์อสุจิใน 
spermatophore พบวา่ไม่ต่างกนัมากนกัในแต่ละระยะของการลอกคราบ แมจ้ะพบวา่มีค่าสูงสุดใน
ระยะ A-B และตํ�าลงมาในระยะอื�นๆ ซึ� งระยะ C-D0 ตํ�ากวา่ระยะ A-B อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ  ซึ� ง
เป็นสิ�งที�ตรงขา้มกบัสมมุติฐานที�ว่า เซลล์อสุจิที�เริ�มสะสมใหม่ๆ ในระยะ A-B นัน น่าจะมีความ
พร้อมนอ้ยที�สุด แต่ขอ้มูลนีบ่งบอกวา่เซลล์อสุจิที�มีอยูใ่น spermatophore นัน ไม่วา่จะเกิดก่อนหรือ
หลงั ก็มีประสิทธิภาพของการผสมพนัธ์ุใกลเ้คียงกนั จะต่างกนัที�ปริมาณ มากกวา่คุณภาพ โดยที�พบ
อสุจิปริมาณสูงสุดที�ระยะ D1-D2 คือประมาณ 40 ล้านตวัต่อ spermatophore ดงันัน การรีด 
spermatophore มาใชท้าํการผสมเทียมในกุง้กุลาดาํ ควรทาํในระยะ D1-D2 มากกวา่ระยะอื�น  ซึ� ง
อตัราการปฏิสนธิอาจจะไม่ต่างกับการนํา spermatophore จากระยะอื�นๆ มาใช้เท่าใด เพราะ
ประสิทธิภาพของเซลลอ์สุจินันใกลเ้คียงกนั  

 สําหรับการศึกษาทางดา้นชีวเคมี โดยการดู protein profile และ western blotting 
analysis พบวา่ protein profile ใน testis , vas deferens และ spermatophore ในแต่ละระยะของวงจร
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การลอกคราบไม่พบความแตกต่างแต่พบความแตกต่างระหวา่งอวยัวะ คือ พบ 260 kDa protein ใน 
spermatophore แต่ใน testis และ vas deferens พบวา่มีปริมาณนอ้ยหรือไม่พบเลย การศึกษาในครั ง
นี ไม่สามารถบอกไดว้า่ 260 kDa protein นันคือโปรตีนอะไร แต่การที�มีเฉพาะใน spematophore มี
ความเป็นไปไดว้า่เป็นโปรตีนที�สร้างจาก terminal ampoule และนอกจากนี ไดพ้บ 45 kDa protein 
ซึ� งเป็นโปรตีน actin ใน testis และ spermatophore และพบปริมาณน้อยใน vas deferens ผล
การศึกษานี ใกลเ้คียงกบัการศึกษาในแมลง Nephrotoma suturalis ของ Strauch และคณะ (1980) ซึ� ง
พบโปรตีน actin ในเซลล์ spermatocyte และ spermatid แต่ไม่พบในเซลล์ spermatozoa สําหรับใน
กุ้งกุลาดาํมีการเกิด spermatogenesis ใน testis ซึ� งพบเซลล์อสุจิทุกระยะ ตังแต่ spermatocyte, 
spermatid และ spermatozoa แต่ใน vas deference มีเฉพาะเซลล์ spermatozoa เพียงอย่างเดียว 
สําหรับบทบาทของโปรตีน actin มีการพบว่าเซลล์อสุจิของกุ้งทะเล Sigyonia ingentis มี
องคป์ระกอบของ globular actin ในบริเวณ subacrosomal region ซึ� งเป็นบริเวณที�อยู่ใตส่้วนของ 
spike และต่อมา globular actin เกิดการ polymerization ให้เป็น acrosomal filament ในขณะเกิด 
acrosome reaction ยดืตวัออกไปจาก cell body ของเซลล์อสุจิไปแตะกบัผิวของเซลล์ไข่ในขณะเกิด
การปฏิสนธิ (Griffin et al., 1988; Griffin and Clark., 1990 และ Clark., 1991) ในกุง้กุลาดาํบทบาท
ของโปรตีน actin อาจคล้ายคลึงกันซึ� งการสะสมของ actin ได้มีขึ นตั งแต่ระหว่างการเกิด 
spermatogenesis ใน testis แต่อยา่งไรก็ตามการที�ไม่พบหรือพบในปริมาณนอ้ยมากของ actin ใน 
vas deference ยงัไม่มีคาํอธิบายจากการศึกษาครั งนี  แต่ก็เป็นไปไดว้า่ actin ที�อยูใ่นเซลล์อสุจิที�ถูก
ส่งมาจาก testis อาจจะอยูใ่นรูป inactive form หรือมีการเปลี�ยนแปลงรูปแบบที�ไม่สามารถจบักบั 
antibody ได้ แต่เมื�อเขา้มาอยู่ใน spermatophore ได้มีการเปลี�ยนแปลงรูปแบบเป็นลกัษณะของ 
active form ที�มีความพร้อมในการปฏิสนธิมากขึน   เพราะตรวจพบโปรตีน actin อีกครั งดว้ยการ 
โดย western blotting analysis ในอสุจิที�อยูใ่น spermatophore  อยา่งไรก็ตามบทบาทและหนา้ที�ของ
โปรตีน actin ในเซลลอ์สุจิของกุง้กุลาดาํยงัไม่ชดัเจนจึงควรมีการศึกษาเพิ�มเติม 
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บทที� 5  
 

สรุปผลการทดลอง 

 

สิ� งที�สรุปได้จากงานวิจยันี� คือ การสร้างเซลล์อสุจิของกุ้งกุลาดาํเพศผูมี้อยู่อย่าง
ต่อเนื�อง เช่นเดียวกบัสัตวเ์พศผูท้ ั�วๆ ไป ยกเวน้ระยะลอกคราบ เพราะในระยะนั�น ไม่มีการสะสม
เซลล์อสุจิอยูใ่นถุง spermatophore เลย  เพราะเซลล์อสุจิถูกทาํลาย หรือหลุดหายไปกบักระแสนํ� า 
ก่อนการลอกคราบ  ขอ้มูลจากการวิจยันี� ให้ประโยชน์ในดา้นการเลือก  spermatophore ที�จะนาํไป
ผสมเทียม  โดยระยะที�ดีที�สุดคือระยะ D1-D2 ซึ� งเป็นช่วงเวลาประมาณ 10 วนั หลงัการลอกคราบ 
อยา่งไรก็ตามสามารถนาํ spermatophore ไปใชไ้ดทุ้กระยะเช่นกนั  ยกเวน้ระยะ E 
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ภาคผนวก  
 

1. การศึกษา Total sperm count อตัราร้อยละของ abnormal sperm และ acrosome reaction 

 

1.1 การเตรียม Ca 2+ free seawater  

 

ตารางที1 1 สารเคมีที�ใชใ้นการเตรียม Ca 2+ free seawater 
 

สารเคมี ปริมาณที1ใช้ (กรัม) 

NaCl  21.63 
KCl 1.12 
H3BO3 0.53 
NaOH 0.19 
MgSO4.7H2O 4.93 

 
 ชั�งสารเคมีดงัตารางที� 1 ละลายในนํ4ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH 7.4 ดว้ย HCl 
 

1.2   การเตรียม Eggs water 

   ทาํไดโ้ดยแยกแม่พนัธ์ุกุง้ที�พร้อมวางไข่ เมื�อถึงเวลาแม่กุง้ไข่ นาํแม่กุง้ขึ4นมาไข่ใน
นํ4าทะเลปริมาตร 500 mL อุณหภูมิ 4 oC ที�เตรียมไวใ้น beaker รอใหแ้ม่พนัธ์ุกุง้ไข่จนหมด รอใหไ้ข่
กุง้ตกตะกอน เก็บส่วน supernatant นาํไปปั�นที�ความเร็ว 10,000 g นาน 1 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 4 oC 
เก็บส่วน supernatant เก็บไวที้� -20 oC เพื�อนาํไปวเิคราะห์โปรตีนดว้ยวธีิการของ Bradford นาํค่า
โปรตีนที�วดัไดม้าเจือจางหรือปรับปริมาณโปรตีนใน eggs water มีค่าโปรตีน 16 ug/mL เนื�องจาก
เป็นค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนใน eggs water ที�มีปริมาณนอ้ยที�สุดที�สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลอ์สุจิ
เกิด acrosome reaction  เกือบร้อยเปอร์เซ็นต ์
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2. การศึกษาพยาธิสภาพเนื?อเยื1อตามวธีิของ Bancroft (1967) และ Humason (1972) 
 

สารเคมี 

 1.  Davidson’s fixative (Bell & Lightner, 1988) 1000 mL 
 95% ethyl alcohol     330          mL 
 100% formalin (formaldehyde 37–39%)  220          mL 
 glacial acetic acid     115          mL 
 tap water      335          mL  
 เก็บที�อุณหภูมิหอ้ง  
 2. สียอ้ม haematoxylin เตรียมโดยใช ้
 haematoxylin  crystal 4 g 
 sodium iodate 0.8 g 
 potassium aluminium sulfate  100 g 
 citric acid 4 g 
 chloral hydrate  200 g 
 นํ4ากลั�น                                                        2,000            mL   

ละลาย potassium aluminium sulfate ลงในนํ4ากลั�น haematoxylin  crystal ผสมจน
ละลายหมดจึงเติม sodium iodate ผสมใหเ้ขา้กนัจากนั4นเติมกรด citric acid และ chloral hydrate 
ผสมจนเป็นเนื4อเดียวกนัทิ4งไว ้1 สัปดาห์ก่อนนาํมาใชง้าน 
 3. สียอ้ม eosin เตรียมโดยใช ้
  eosin Y.Cl 45380 1  g 
 70% ethanol 1,000  mL 
 conc. Acetic acid 5   mL 
       ผสมเขา้ดว้ยกนั 

  
การเตรียมตัวอย่าง 

นาํ testis, vas deferens และ spermatophore มาดองใน Davidson’s fixative ทิ4งไว ้
48 ชั�วโมง เปลี�ยนเป็น ethanol 50%  เปอร์เซ็นต ์หลงัจากนั4นนาํไปผา่นขั4นตอน dehydration และ 
embedding 
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ขั?นตอนการ dehydration และ embedding (Humason, )1979  

 
1. ตบแต่ง (trim) ตวัอยา่งที�ผา่นการดองแลว้ใหมี้ขนาดพอเหมาะเพื�อสะดวกต่อการ embed 
2. นาํตวัอยา่งไปผา่นขั4นตอน dehydration ดว้ยเครื�องเตรียมเนื4อเยื�ออตัโนมติั (automatic 

tissue processor) ซึ� งมีขั4นตอนดงันี4  
 

ขั?นตอนที1  สารละลาย             เวลา (ชั1วโมง) 
       1  50% ethanol 1 
     2                                 70% ethanol 1 
    3  70% ethanol 1 
       4  95% ethanol 1 

       5  95% ethanol 1 
6 absolute ethanol 1 

       7  isopropyl alcohol 1 
8 isopropyl alcohol 1 

               9 xylene 1 
10 xylene 1 
11     paraplast 1 
12      paraplast 1 

 
3.  นาํตวัอยา่งที�ผา่นขั4นตอน dehydration ไป embed ดว้ย paraplast โดยใส่ใน mold และ

ประกบดว้ย embedding ring จากนั4นนาํ block ไปแช่ตูเ้ยน็เพื�อง่ายต่อการนาํไปตดั section 
4.  ตบแต่งตวัอยา่งที�อยูใ่น block ใหมี้ขนาดพอดีกบัขนาด slide และ cover glass จากนั4น

นาํไปตดัดว้ยเครื�องตดัเนื4อเยื�อ (microtome) ใหมี้ความหนาประมาณ  3– 5 µL นาํไปลอย
ในนํ4าอุ่นที�อุณหภูมิ  45- 50  oC 

5.  ใชแ้ผน่ slide ชอ้นตวัอยา่ง แลว้นาํไปอบที�อุณหภูมิ  45 oC เป็นเวลา 1  คืน 
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6.  นาํสไลดที์�อบแลว้ไปผา่นขบวนการยอ้มสี haematoxylin & eosin (H&E) โดยมีขั4นตอน
ดงันี4  

ขั?นตอนที1 สารละลาย        เวลา (นาท)ี 
1 xylene      2 
2 xylene     2 
3 xylene     2 
4 isopropyl alcohol 1 

       5  isopropyl alcohol 1 
       6  95% ethanol 1 
       7  70% ethanol 1 
       8  50% ethanol 1 

9 นํ4ากลั�น     1 
      10  haematoxylin               20 

11 นํ4าประปา     1 
      12  นํ4ากลั�น     1 
    13  50% ethanol 2 

       14  eosin     4 
15 70% ethanol 2 
16 95% ethanol 2 
17 absolute ethanol 2 
18 isopropyl alcohol 2 

       19  isopropyl alcohol 2 
       20  xylene     2 
       21  xylene     2 
       22  xylene     2 

7.  mount slide ดว้ยนํ4ายา permount ปิดทบัดว้ย cover glass แลว้นาํตวัอยา่งไปศึกษาพยาธิ
สภาพดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
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3. การศึกษา protein profile ด้วยวธีิ SDS PAGE 
 

สารเคมี 

1. 4X Resolving gel buffer (1.5 M Tris-Cl, pH 8.8, 200 ml) 
Tris (FW 121.1) 1.5 M      36.3 g 
ddH2O        150 ml 
HCl to pH 8.8 
ddH2O to       200 ml 
Store up to 3 month at 4 °C. 
2. 4X Stacking gel buffer Final concentration Amount (0.5 M Tris-Cl, pH 6.8, 50 ml) 
Tris (FW 121.1) 0.5 M      3.0 g 
ddH2O        40 ml 
HCl to pH 6.8 
ddH2O to       50 ml 
Store up to 3 month at 4 °C 
3. 10% SDS 

SDS (FW 288.38) 10%      10 g 
ddH2O to       100 ml 
Store up to 6 month at room temperature. 
4. 10% Ammonium persulphate (initiator) 

Ammonium persulphate (FW 228.2) 10%    0.1 g 
ddH2O to       1.0 ml 
Prepare just prior to use; do not store. 
5. 2X Treatment buffer  (2X LB) (0.125 M Tris-Cl, 4% SDS, 20% v/v glycerol, 0.2 M 
DTT, 0.02% bromophenol blue, pH 6.8, 10 ml) 
4X stacking gel buffer 0.125 M     2.5 ml 
10% SDS 4%       4.0 ml 
Glycerol 20%       2.0 ml 
Bromophenol blue 0.02%     2.0 mg 
Dithiothreitol (DTT; FW 154.2) 0.2 M    0.31 g 
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ddH2O to       10.0 ml 
Store in 0.5 ml aliquots at -20 °C for up to 6 month 
6. 10X Tank buffer (0.025 M Tris, 0.192 M glycine, 0.1% SDS, pH 8.3, 1 L) 
Tris (FW 121.1) 0.025 M     30.28 g 
Glycine (FW 75.07) 0.192 M     144.13 g 
SDS 0.1%       10 g 
ddH2O to       1 L 
Store at room temperature for up to 1 month. 

 

                                        Final gel concentration 

 

   5%         7.5% 10%      12.5%           15% 

Acrylamide solution   1.67 ml       2.5 ml  3.3 ml      4.2 ml  5.0 ml 
4´ Resolving gel buffer    2.50 ml       2.5 ml  2.5 ml       2.5 ml  2.5 ml 
10% SDS   0.1 ml        0.1 ml  0.1 ml       0.1 ml  0.1 ml 
ddH2O     5.7 ml         4.9 ml  4.0 ml       3.2 ml  2.4 ml 
Ammonium persulphate*  50 µl          50 µl  50 µl       50 µl  50 µl 
TEMED*    3.3 µl        3.3 µl  3.3 µl      3.3 µl  3.3 µl 
*Added after deaeration (step 8). 
 

Stacking gel solutions (for two gels) 

 

Gel thickness:   0.75 mm         (10ml)        1.5 mm 
Acrylamide solution   0.44 ml           1.33 ml             0.88 ml 
4´ Stacking gel buffer   0.83 ml           2.5   ml        1.66 ml 
10% SDS    33   µl           0.1   ml         66   µl 
ddH2O     2.03 ml         6.0    ml         4.06 ml 
Ammonium persulphate*  16.7 µl          50    µl        33.4 µl 
TEMED*    1.7   µl          5      µl         3.3 µl 
*Added after deaeratio 
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การเตรียมสีย้อมเจลโปรตีน 

 

1. Coomassie Blue staining solution 

(0.1% Coomassie Brilliant Blue R250, 40% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid, 2 L) 
Coomassie Brilliant Blue R250 0.1%    2 g  
Methanol 40%       800 ml 
Stir until dissolved. Filter. Then add: 
Acetic acid 10 %      200 ml 
ddH2O to       2 L 
Store at room temperature for up to 6 month 
2. Destain solution I (40% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid, 1 L) 
Methanol 40%       400 ml 
Acetic acid 10%       100 ml 
ddH2O to       1 L 
Store at room temperature. 
3. Destain solution II (5% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid, 2 L) 
Methanol 5%       100 ml 
Acetic acid 10%       200 ml 
ddH2O to       2 L 
Store at room temperature. 
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ประวตัิผู้เขียน 

 

ชื1อ สกุล   นางสาวจุฑาทิพย ์ พร้อมมูล 
รหัสประจําตัวนักศึกษา 4910620081 
วุฒิการศึกษา 

ทุนการศึกษา  

ทุนอุดหนุนการวจิยัของบณัฑิตวทิยาลยั จาํนวน 23,000 บาท 
ตําแหน่งและสถานที1ทาํงาน 

 ตาํแหน่ง เจา้หนา้ที�หอ้งปฏิบติัการ 1 
 สถานที�ทาํงาน ศูนยว์จิยัและพฒันาสายพนัธ์ุกุง้ 333 ม. 5 ต. พุมเรียง อ. ไชยา                    
  จ. สุราษฎร์ธานี 84110 
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