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บทคัดย่อ 
 

โครงการวิจัยเรื่อง การพัฒนาเทคโนโลยีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่อุณหภูมิตํ่าเพ่ือการ
เพาะเล้ียงและการอนุรักษ์ ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดํา การพัฒนา
เทคโนโลยีการแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือ ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือ และการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มขณะเก็บแช่เย็นและแช่แข็ง เพ่ือพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมในการแช่เย็น
และการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนขึ้นมาภายในฟาร์มเพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการผสมเทียม 
และพัฒนาแนวทางการจัดเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา   การศึกษาคุณภาพสเปิร์มกุ้ง ทําโดยสุ่มกุ้ง
กุลาดําจากบ่อดินที่เลี้ยงขุนทุกๆเดือนต้ังแต่กุ้งมีอายุ 7 เดือน ถึง 18 เดือน พบว่า กุ้งมีถุงนํ้าเช้ือมีสีขาว
ชัดเจนเมื่อกุ้งมีอายุ 9 เดือนขึ้นไปแม้ว่าเปอร์เซนต์กุ้งที่สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้ยังมีค่าไม่มาก และ
กุ้งอายุ 10-17 เดือนมีเปอร์เซนต์ที่สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้เพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจนจาก 50% เป็น 95%   
การแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา ทําโดยนําถุงนํ้าเช้ือมาแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ 4 ชนิดได้แก่ mineral oil, 
Ringer solution, phosphate buffer และ 0.85% NaCl ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส แล้วทําการ
ประเมินคุณภาพสเปิร์มทุก 7 วัน พบว่า ถุงนํ้าเช้ือที่แช่ในสารละลาย mineral oil นาน 35 วันยังคงมี
ลักษณะภายนอกของถุงที่คงรูป และมีเปอร์เซนต์สเปิร์มที่มีชีวิตสูง   การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ 5 ชนิด (dimethylsulfoxide, ethylene glycol, propylene glycol, formamide และ 
methanol) ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 5%, 10%, 15% และ 20% นานเป็นระยะเวลานานต่างๆกัน (10, 
20, 30 และ 60 นาที) พบว่า DMSO เป็นสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษตํ่าต่อสเปิร์มกุ้ง
กุลาดํา    การพัฒนาวิธีการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา ทําการแช่แข็งด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่
ระดับแตกต่างกัน (2, 4, 6 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที) ด้วยเคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ มาที่อุณหภูมิ
สุดท้าย -30 และ -80 องศาเซลเซียส ก่อนนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลว ปรากฏว่า การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้ง
กุลาดํามาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส/นาที 
ทําให้สเปิร์มมีชีวิตสูงหลังการละลาย   การศึกษาโครงสร้างสเปิร์มที่แช่เย็น หรือแช่แข็งด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน พบว่าถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่แช่เย็นยังคงมีสเปิร์มที่มีรูปร่างปกติ แต่ถุงนํ้าเช้ือกุ้ง
กุลาดําที่แช่แข็ง มีสเปิร์มรูปร่างผิดปกติเมื่อระยะเวลาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนานขึ้น   การผสมเทียม
แม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําด้วยถุงนํ้าเช้ือแช่เย็น หรือถุงนํ้าเช้ือแช่แข็ง สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ไม่แตกต่างกับถุง
นํ้าเช้ือสด แสดงถึง ศักยภาพในการนําเทคโนโลยีการแช่เย็นหรือการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือมาใช้ประโยชน์
ทางการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้าและการอนุรักษ์ โดยควรศึกษาวิจัยการพัฒนาเพ่ิมประสิทธิภาพการเก็บรักษา
ต่อไป 
 
 
 



  

Abstract 
 

Development of low temperature preservation technology of black tiger shrimp 
(Penaeus monodon) spermatophores for aquaculture and conservation was investigated. 
Attempts were focused on assessment of sperm quality, development of chilled storage 
technique for spermatophore, effect of cryoprotectant toxicity, cryopreservation of 
spermatophores and morphological structure of chilled-stored and cryopreserved sperm 
in order to determine suitable method about chilled storage and freezing of P. monodon 
spermatophores for artificial fertilization and preliminary development of sperm bank. 
Male shrimp were monthly sampling at the ages of 7-18 months for determination of 
sperm quality. Shrimp older than 9 months had opaque of spermatophores despite 
lower percentage of stripped spermatophores. Shrimp at 10-17 months exhibited higher 
percentage of striped spermatophores (50-95%). Spermatophores were randomly 
preserved in mineral oil, Ringer solution, phosphate buffer or 0.85% NaCl at 2-4°C and 
sperm quality was evaluated every 7 days. Mineral oil was the appropriate buffer for 
chilled storage of spermatophores due to the presence of high sperm viability and 
stability of spermatophores. In order to evaluate the effect of five cryoprotectants 
(dimethyl sulfoxide, ethylene glycol, propylene glycol, formamide and methanol) on 
sperm viability, spermatophores were immersed in cryoprotectants at 5, 10, 15 and 20% 
for 10, 20, 30 and 60 min. Results showed that DMSO was the least toxic cryoprotectant 
on viability of sperm. Development of cryopreservation of spermatophores was 
evaluated based on freezing spermatophores at various cooling rates (2, 4, 6 and 8° 
C/min.) using controlled-rate programmable freezer to final temperatures of -30 or -80°C 
prior to plunging in liquid nitrogen. Spermatophores frozen at the rate of 4-6° C/min to a 
final temperature of -80°C had the highest post-thaw sperm viability compared to other 
treatments. Morphological study of chilled-stored and cryopreserved sperm using 
electron microscopy revealed that chilled-stored spermatophores had normal sperm 
structure while cryopreserved spermatophores started to have abnormal sperm structure 
at longer cryostorage period. Fertization capacity of P. monodon eggs with chilled-stored 
and post-thawed spermatophores was not different with that of freshly collected 
spermatophores, indicating the effectiveness of chilled storage and cryopreservation 
technologies for use in aquaculture and conservation despite further study about 
improvement of storage efficacy is required.    
 



  

2กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการวิจัยเรื่อง การพัฒนาเทคโนโลยีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่อุณหภูมิตํ่าเพ่ือการ
เพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ สาํเร็จเรียบร้อยลงได้ โดยได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 
๒๕๕๕-๒๕๕๗ จากงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัย
บูรพา โดยรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณฉ์บับน้ี เป็นผลงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการศึกษาคุณภาพสเปิร์มกุ้ง
กุลาดําที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์ม การแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือ การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือ และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มขณะเก็บแช่เย็นและแช่แข็ง  ข้าพเจ้า
ขอขอบคุณ คณุสุเมธ ชมภูธวัช และคุณจฬุาลักษณ์ จันทบาล ที่ช่วยในการทดลอง การรวบรวมข้อมูล 
และการวิเคราะห์สถิติ และ ภาควิชาวาริชศาสตร์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่ อุปกรณ์และเครื่องมือวิจัยต่างๆเพ่ือการวิจัย รวมท้ังศูนย์วิจัย
เทคโนโลยีทางทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี ที่ให้ความอนุเคราะห์
ตัวอย่างถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําระหว่างการศึกษาวิจัย และตรีเพชรฟาร์ม จ.ภูเก็ต ที่ให้ความอนุเคราะห์พ่อแม่
พันธ์ุกุ้งกุลาดําในการผสมเทยีม ทําใหก้ารวิจัยดําเนินการไปได้ตามวัตถุประสงค์ของโครงการ 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปัญหาท่ีทําวิจัย 

การเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลจึงนับเป็นอาชีพท่ีมีบทบาทสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  
เพราะผลผลิตกุ้งท่ีมีอยู่ในประเทศสามารถสร้างมูลค่าในการส่งออก และยังก่อให้เกิดอุตสาหกรรม
ต่อเนื่องมากมาย อีกท้ังความต้องการบริโภคกุ้งทะเลเศรษฐกิจในตลาดโลกท่ีสูงข้ึนเป็นผลให้เกิดการ
ขยายตัวของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งทะเลอย่างรวดเร็ว (Nimrat et al., 2005; 2008; 
Vuthiphandchai et al., 2007) ส่งผลทําให้การเลี้ยงกุ้งทะเลต้องเลี้ยงในระบบปิดท่ีมีการปล่อยลูก
กุ้งจํานวนมากร่วมกับให้อาหารกุ้งอย่างเต็มท่ีเพ่ือเร่งเพ่ิมผลผลิต ดังนั้นยุทธศาสตร์กุ้ง ซ่ึงเป็น
ยุทธศาสตร์ท่ีถูกจัดสร้างข้ึนมาเพ่ือพัฒนาอุตสาหกรรมสินค้ากุ้งของประเทศไทยให้มีประสิทธิภาพมาก
ข้ึน ด้วยการกําหนดวิธีการ หรือนโยบายต่างๆของรัฐบาลท่ีผลักดันการส่งออกของกุ้งไทยไปตลาดโลก
ได้อย่างมีประสิทธิภาพจึงได้มีการกําหนดยุทธศาสตร์ออกมา โดยในปีพ.ศ. 2550 ประเทศไทยมีผลิต
กุ้งทะเลจากการเพาะเลี้ยงประมาณ 480,000 ตัน คิดเป็นประมาณ 85% ของผลผลิตกุ้งทะเลท้ังหมด
ของประเทศ ซ่ึงความพร้อมของอุตสาหกรรมกุ้งไทยมีการสนับสนุนตลอดห่วงโซ่อุปทาน โดยท่ีสินค้า
กุ้งอยู่ในกลุ่มสินค้าท่ีมีศักยภาพในการแข่งขัน (cash cow) แต่อย่างไรก็ตามอุปสรรค/ข้อจํากัด
ประการหนึ่งของอุตสาหกรรมกุ้ง คือความหลากหลายพันธุ์กุ้งยังมีน้อย เพราะส่วนใหญ่ยังเป็นกุ้งขาว 
และมีกุ้งกุลาดําบางส่วนเล็กน้อย    ด้วยเหตุท่ีกุ้งกุลาดําเป็นกุ้งท้องถ่ินของประเทศไทย รสชาตอร่อย 
สามารถเพาะขยายพันธุ์ผลิตนอเพลียส (nauplius) เชิงพาณิชย์ได้มานานแล้ว และสามารถทํารายได้
ให้ประเทศไทยปีละประมาณ 1 แสนล้านบาทเม่ือประมาณ 10 ปีท่ีผ่านมา แต่พ้ืนท่ีการเลี้ยงกุ้งกุลาดํา
ในประเทศไทยกลับมีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วในระยะเวลาหลายปีท่ีผ่านมานี้จนในขณะนี้เหลือ
เพียงประมาณ 5% เท่านั้น เนื่องจากปัญหาการแพร่ระบาดของโรคกุ้งโดยเฉพาะเชื้อไวรัสท่ีติดมากับ
พ่อแม่พันธุ์กุ้งท่ีจับจากธรรมชาติ พันธุกรรมกุ้ง และสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมในการเลี้ยงกุ้งกุลาดํา 
รวมท้ังกระบวนการผลิตพ่อแม่พันธุ์ท่ีมีคุณภาพปลอดจากเชื้อไวรัสยังไม่เพียงพอกับความต้องการของ
เกษตรกร และท่ีสําคัญกุ้งกุลาดํามีต้นทุนการผลิตท่ีสูงกว่าท้ังในเรื่องของระยะเวลาในการเลี้ยง และ
ค่าอาหาร (Browdy, 1998; Coman et al., 2005) ทําให้การเลี้ยงกุ้งกุลาดํามีความยากลําบากท้ังโต
ช้า เป็นโรคง่าย ประกอบกับมีการนําเข้าพ่อแม่พันธุ์กุ้งขาวแวนนาไมจากต่างประเทศท่ีได้มีการ
ปรับปรุงสายพันธุ์มาเพาะพันธุ์ได้ลูกกุ้งขาวแวนนาไมท่ีโตเร็ว ทนทานโรค และมีราคาสูงเทียบเท่ากุ้ง
กุลาดํา จึงทําให้การเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมในประเทศไทยได้รับความนิยมอย่างรวดเร็ว   อย่างไรก็ตาม
แม้ว่ารายได้การส่งออกกุ้งขาวแวนนาไมไปยังต่างประเทศจะมีมูลค่ามหาศาลปีละหลายหม่ืนล้านบาท/
ปี การเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไมก็ส่งผลกระทบทางอ้อมต่อระบบนิเวศวิทยาบริเวณชายฝั่งทะเล เพราะกุ้ง
ขาวแวนนาไม ซ่ึงเป็นกุ้งท่ีไม่ได้มีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย (alien species) เม่ือหลุดรอดไปในแหล่ง
น้ําธรรมชาติก็สามารถไปแย่งอาหารและท่ีอยู่อาศัยของสัตว์น้ําบางชนิด ดังนั้นการวิจัยเพ่ือสร้าง
ศักยภาพในการทําให้กุ้งกุลาดําสามารถได้รับความนิยมในการเลี้ยงอีกครั้งจึงเป็นการวิจัยเชิงรุกเพ่ือ
แก้ไขปัญหาอุปสรรคในการผลิตกุ้งกุลาดํา และสามารถพัฒนางานวิจัยเพ่ือให้ได้องค์ความรู้พ้ืนฐานไป
ประยุกต์ใช้ในการส่งเสริมการเลี้ยงกุ้งกุลาดําของรัฐบาลต่อไป  

ในปัจจุบันประเทศไทยได้เสียสถานภาพประเทศผู้ส่งออกกุ้งอันดับ 1 ของโลกไปแล้ว 
หลังจากในช่วง 10 ปีท่ีผ่านมาเกษตรกรผู้เลี้ยงกุ้งกุลาดําจํานวนมากได้หันไปเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไม
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เพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง ส่งผลให้สัดส่วนการเลี้ยงกุ้งกุลาดํา : กุ้งขาวแวนนาไมปรับลดลง จาก 20 : 80 
เหลือเพียง 5 : 95 เท่านั้น ผลท่ีตามมาทําให้ ประเทศอินเดียและเวียดนามสามารถเจาะตลาดกุ้ง
กุลาดําของไทย ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นตลาดท่ีมีกําลังซ้ือสูง เช่น ญ่ีปุ่น จีน ขณะท่ีการเลี้ยงกุ้งขาวแวนนาไม
ในสัดส่วนท่ีสูงข้ึน ทําให้ประเทศไทยต้องเผชิญกับภาวะการแข่งขันท่ีรุนแรงจากประเทศผู้ผลิตรายอ่ืน 
ส่งผลให้เกิดปัญหาราคากุ้งตกตํ่าในขณะนี้ ดังนั้น การผลักดันเพ่ือให้เกิดผลิตกุ้งกุลาดําเพ่ือการส่งออก
ท้ังระบบจึงเป็นนโยบายเร่งด่วนของประเทศในการทําให้มีความชัดเจนเป็นรูปธรรม ต้ังแต่แผนการ
วิจัย การผลิต การตลาดและมาตรการสร้างแรงจูงใจให้กับเกษตรกร โดยรัฐบาลได้ต้ังเป้าท่ีจะเพ่ิม
สัดส่วนการผลิตกุ้งกุลาดําท่ัวประเทศเป็นร้อยละ 30 จากกําลังการผลิตกุ้งท้ังหมด ดังนั้นการพัฒนา
พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีมีคุณภาพให้เพียงพอกับกําลังการผลิตของเกษตรกรในอนาคตจึงเป็นสิ่งจําเป็น 
ซ่ึงได้มีหลายหน่วยงานมาบูรณาการวิจัยในประเด็นดังกล่าว เช่น ศูนย์วิจัยแห่งความเป็นเลิศ
เทคโนโลยีชีวภาพกุ้ง (Centex Shrimp) คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล   ศูนย์วิจัยและพัฒนา
สายพันธุ์กุ้ง (Nucleus breeding center) อําเภอไชยา จังหวัดสุราษฏร์ธานี   หน่วยขยายพ่อแม่พันธุ์ 
(Broodstock multiplication center) มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี  สถานีวิจัยเกาะสีชัง 
จังหวัดชลบุรี และฟาร์มเอกชนบางฟาร์ม เป็นต้น 

ด้วยเหตุท่ีตลาดกุ้งกุลาดําเป็นตลาดเฉพาะ ซ่ึงผู้บริโภคส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มประเทศท่ีมีกําลัง
ซ้ือสูง และมีแนวโน้มการแข่งขันท่ีไม่รุนแรงเหมือนกุ้งขาวแวนนาไม เนื่องจากมีประเทศผู้ผลิตน้อยราย
กว่า ดังนั้นถ้าสามารถพัฒนามาตรฐานการผลิตพ่อแม่พันธุ์คุณภาพ และสร้างแรงจูงใจท่ีดีพอให้กับ
เกษตรกรผู้เลี้ยง โดยเฉพาะเรื่องผลตอบแทน เพ่ือเพ่ิมสัดส่วนการผลิตกุ้งกุลาดําท่ัวประเทศเป็นร้อย
ละ 30 ตามเป้าหมายได้ ก็น่าจะช่วยผลักดันปริมาณการส่งออกกุ้งกุลาดําให้เพ่ิมมากข้ึนโดยเฉพาะใน
ตลาดของประเทศญ่ีปุ่น นอกจากนี้ยังจะนําไปสู่การแก้ไขปัญหาราคากุ้งตกตํ่าในระยะยาวอีกด้วย       
อย่างไรก็ตามการวิจัยพัฒนาเลี้ยงขุนพ่อแม่พันธ์กุ้งกุลาดําภายในฟาร์มเพ่ือทดแทนพ่อแม่พันธุ์ท่ีจับ
จากธรรมชาติในประเทศไทยก็ได้มีการวิจัยอย่างเป็นรูปธรรมมากข้ึน ท้ังในประเด็นการมีพ่อแม่พันธุ์
กุ้งกุลาดําท่ีมีคุณภาพและปลอดโรค และมีเทคโนโลยีท่ีสามารถนํามาใช้ได้ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ผลิต และการป้องกันโรค เนื่องจากการใช้ประชากรของพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําในธรรมชาติมาผลิตลูก
พันธุ์กุ้งกุลาดํานอกจากจะประสบปัญหาโรคท่ีติดมากับพ่อแม่พันธุ์แล้ว พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีรวบรวม
มาจากทะเลก็มีจํานวนในธรรมชาติลดน้อยลง และบางช่วงฤดูกาลก็หายาก มีราคาแพง และปริมาณท่ี
จับได้ก็มีความไม่แน่นอน และคุณภาพสเปิร์มไม่คงท่ี ทําให้มีผลกระทบต่อการผลิตเชิงพาณิชย์    การ
วิจัยเพ่ือการพัฒนารูปแบบการเลี้ยงขุนพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําภายในฟาร์ม (domestication of black 
tiger shrimp broodstock) ในขณะนี้ก็มีการถ่ายทอดเทคโนโลยีให้แก่ผู้ประกอบการในหลายพ้ืนท่ี
เพ่ือลดการพ่ึงพาการใช้พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีรวบรวมจากธรรมชาติ เช่นพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดํา
บางส่วนก็มีการเลี้ยงขุนไว้ท่ีมหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี เป็นต้น    อย่างไรก็ตามปัญหา
ความสมบูรณ์เพศของพ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนข้ึนมาภายในฟาร์มก็ยังมีการพัฒนาการสร้างไข่ 
และสเปิร์มไม่พร้อมกันในบางครั้ง (asynchronous final reproduction) ซ่ึงยังคงเป็นปัญหาหนึ่งท่ี
ส่งผลกระทบต่อการผลิตลูกกุ้งกุลาดําเชิงพาณิชย์ท่ีจําเป็นต้องได้รับการแก้ไข  โดยท่ัวไปพ่อแม่พันธุ์กุ้ง
กุลาดําในบ่อเลี้ยงจะมีลักษณะทางกายภาพและระบบสืบพันธุ์ใกล้เคียงกับกุ้งท่ีจับจากธรรมชาติ มี
อัตราการรอดจากตัวอ่อนจนถึงพ่อแม่พันธุ์ประมาณร้อยละ 30 เม่ือนําแม่กุ้งไปผสมพันธุ์และออกไข่ 
พบว่ามีอัตราการผสมพันธุ์ร้อยละ 60 อัตราการฟักร้อยละ 80 และลูกกุ้งมีอัตรารอดประมาณร้อยละ 
70 (Anchordoguy et al., 1988) ดังนั้นการเพ่ิมประสิทธิภาพการเพาะพันธุ์ให้สูงข้ึนจะทําให้การ
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ผลิตลูกกุ้งได้มากข้ึน ซ่ึงการผสมเทียมแม่กุ้งด้วยถุงน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อ (spermatophore) ท่ีได้เก็บ
แช่เย็น หรือเก็บแช่แข็งเอาไว้จะช่วยทําให้การใช้พ่อแม่พันธุ์กุ้งมีประสิทธิภาพมากข้ึน และควบคุม
ผลผลิตได้ตามต้องการ   อย่างไรก็ตามแม้ว่างานวิจัยเก่ียวกับการศึกษาภูมิคุ้มกัน การพัฒนาสายพันธุ์ 
หรือปรับปรุงพันธุ์ กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนข้ึนมาในฟาร์มให้โตเร็ว ปลอดโรค หรือทนต่อโรคจะมีผู้
ศึกษาวิจัยอย่างแพร่หลาย แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาการพัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็น และการแช่
แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์มเพ่ือนํามาใช้ในการแก้ไขปัญหาความสมบูรณ์เพศของ
พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีเกิดข้ึนไม่พร้อมกันในบางครั้งขณะเลี้ยงขุน เนื่องจากถุงน้ําเชื้อท่ีเก็บแช่เย็น
สามารถยืดระยะเวลาท่ีสเปิร์มมีชีวิตออกไปได้หลายสัปดาห์    ด้วยเหตุท่ีถุงน้ําเชื้อท่ีเก็บแช่แข็งใน
ไนโตรเจนเหลวก็สามารถเก็บรักษาได้นานหลายปีโดยท่ีคุณภาพสเปิร์มไม่เปลี่ยนแปลง ซ่ึงเม่ือใดท่ีตัว
เมียมีความพร้อมก็สามารถนําเอาถุงน้ําเชื้อท่ีเก็บรักษาไว้มาผสมเทียมกับแม่กุ้งท่ีเพ่ิงลอกคราบได้เลย 
แม้ว่าในขณะนั้นไม่มีถุงน้ําเชื้อสดก็ตาม เพราะเป็นท่ีทราบโดยท่ัวไปแล้วว่ามีหลายปัจจัยทีส่งผลต่อ
คุณภาพสเปิร์ม/คุณภาพถุงน้ําเชื้อของกุ้งกุลาดํา เช่น อุณหภูมิน้ําท่ีกุ้งอาศัยอยู่ (Aiken and Waddy, 
1980) หรือคุณภาพอาหารพ่อแม่พันธุ์เป็นต้น ซ่ึงสิ่งเหล่านี้ล้วนส่งผลต่อการสร้างสเปิร์มในถุงน้ําเชื้อ 
ซ่ึงเม่ือพ่อพันธุ์กุ้งมีคุณภาพสเปิร์มท่ีดี ก็ควรรวบรวมถุงน้ําเชื้อออกมา เพ่ือนํามาเก็บรักษาและใช้ผสม
เทียมกับแม่พันธุ์กุ้งในภายหลัง 
 การเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําแบบแช่เย็น (chilled storage of spermatophores) ทํา
โดยนําเอาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีมีคุณภาพดีมาเก็บรักษาในสารละลายบัฟเฟอร์ และยาปฏิชีวนะท่ี
เหมาะสมด้วยการเก็บแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียสเพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
ซ่ึงสามารถนํามาช่วยในการเพ่ิมผลผลิตของการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดําได้ด้วยการผสมเทียมกับแม่กุ้ง ทํา
ให้สามารถแก้ไขปัญหาการขาดแคลนพ่อพันธุ์กุ้งท่ีมีคุณภาพได้ เพราะถุงน้ําเชื้อท่ีมีคุณภาพดีจะถูกเก็บ
รักษาไว้และนํามาผสมเทียมเม่ือแม่พันธุ์มีความพร้อม   อย่างไรก็ตามปัญหาหนึ่งท่ีอาจเกิดในระหว่าง
เก็บเซลล์แบบแช่เย็นคือการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดต่างๆท่ีอาจปนเป้ือนมาในระหว่างข้ันตอน
การรวบรวมถุงน้ําเชื้อ หรือน้ําเชื้อ  เนื่องจากอาจปนเป้ือนกับแบคทีเรียท่ีอยู่บนผิวตัวกุ้ง หรือติดมา
จากสภาพแวดล้อมภายนอก และมีผลต่ออัตราการปฏิสนธิ (Chow, 1982) ดังนั้นการพัฒนา
เทคโนโลยีการเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อแช่เย็นจึงต้องควบคุมไม่ให้แบคทีเรียเจริญเติบโตในระหว่างเก็บถุง
น้ําเชื้อแช่เย็นด้วย พร้อมท้ังประเมินการเปลี่ยนแปลงของถุงน้ําเชื้อ และประสิทธิภาพการปฏิสนธิกับ
ไข่ 
 การเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําแบบแช่แข็ง (cryopreservation of spermatophores) 
กล่าวโดยสรุปทําโดยการนําเอาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีมีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ 
(sperm extender) พร้อมกับใส่สารท่ีป้องกันไม่ให้เซลล์เป็นอันตรายในระหว่างการแช่แข็งซ่ึงเรียกว่า
สารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) แล้วจึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุถุงน้ําเชื้อพร้อมกับลด
อุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ก่อนท่ีจะเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ซ่ึงสามารถ
รักษาคุณภาพของถุงน้ําเชื้อ/สเปิร์มได้เป็นเวลานานเป็นปี  แต่อย่างไรก็ตามยังมีหลายปัจจัยท่ีทําให้
เกิดอันตรายต่อเซลล์ท่ีทําการแช่แข็ง ซ่ึงสามารถพบได้ในทุกข้ันตอนของกระบวนการแช่แข็ง 
นับต้ังแต่การคัดเลือกถุงน้ําเชื้อจากพ่อพันธุ์ท่ีดี (gamete collection)  สารละลายท่ีใช้เจือจางถุง
น้ําเชื้อ (extenders)  สารไครโอโพรเทคแทนท์   เวลาสมดุลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(equilibration time)  อัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate)  การเก็บรักษาและการละลาย 
(thawing) ซ่ึงการท่ีจะประสบความสําเร็จในการแช่แข็งจําเป็นต้องทราบสภาพท่ีเหมาะสม 
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(optimize) ของปัจจัยเหล่านั้นว่าควรเป็นเช่นไร     หากพิจารณาดูแล้วทุกขบวนการท่ีทําการแช่แข็ง
ต่างก็มีความสําคัญต่อการมีชีวิตของเซลล์ท่ีทําการแช่แข็ง เช่น อัตราการมีชีวิตของเซลล์ภายหลังการ
แช่แข็งและการละลายนั้นยังข้ึนอยู่กับขนาดของเซลล์  อัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการแพร่ของ
น้ํายาผ่านผนังเซลล์ เป็นต้น     ในประเทศไทยการศึกษาเก่ียวกับการเก็บรักษาน้ําเชื้อ (milt) หรือถุง
น้ําเชื้อ (spermatophores) ของสัตว์น้ําท่ีอุณหภูมิตํ่ายังมีอยู่น้อยมากเม่ือเทียบกับการศึกษาใน
ต่างประเทศ เนื่องจากสัตว์น้ําส่วนใหญ่ท่ีพบในประเทศไทยมักจะมีน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อท่ีสมบูรณ์ดี
ตลอดช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ และหาได้ง่ายจึงทําให้ผู้เพาะพันธุ์สัตว์น้ําในประเทศไทยไม่นิยมเก็บ
น้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อสัตว์น้ําเอาไว้ใช้ในอนาคต  โดยท่ัวไปผู้เพาะพันธุ์สัตว์น้ํานิยมท่ีจะใช้น้ําเชื้อ หรือ
ถุงน้ําเชื้อท่ีรีดออกมาใหม่ๆผสมกับไข่  เพราะเชื่อว่าคุณภาพน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อขณะรีดออกมา
ใหม่ๆจะดีกว่าเม่ือเก็บรักษาเอาไว้ระยะหนึ่ง    อย่างไรก็ตามในบางครั้งในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์
วางไข่ (spawning season) พ่อพันธุ์สัตว์น้ําหลายชนิดจะมีปริมาณน้ําเชื้อ หรือสเปิร์มลดลง ซ่ึงแม้ว่า
จะสามารถกระตุ้นได้โดยการฉีดฮอร์โมน หรือจัดการสิ่งแวดล้อมให้สัตว์น้ําสร้างน้ําเชื้อหรือถุงน้ําเชื้อ
มากข้ึนแต่กลับพบว่า แม่พันธุ์มีไข่แก่น้อยมาก หรือขาดแม่พันธุ์ท่ีมีคุณภาพในบางครั้ง ทําให้การ
เพาะพันธุ์ไม่ประสบผลสําเร็จเท่าท่ีควร หรือในบางครั้งในการเพาะพันธุ์สัตว์น้ําหลายๆชนิดโดยเฉพาะ
การเพาะพันธุ์สัตว์น้ําต่างชนิดกัน (hybridization) ก็มักพบว่าช่วงระยะเวลาท่ีสามารถรีดน้ําเชื้อ หรือ
ถุงน้ําเชื้อ (sperm availability) ได้ก็ไม่สัมพันธ์กับช่วงระยะเวลาท่ีแม่พันธุ์ตกไข่ (egg availability) 
ทําให้ยุ่งยากในการจัดการระหว่างการเพาะพันธุ์  นอกจากนี้พ่อพันธุ์สัตว์น้ําท่ีถูกรีดน้ําเชื้อ หรือถุง
น้ําเชื้อบ่อยครั้งก็ไม่สามารถผลิตน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อได้ทันในการใช้เพาะพันธุ์ครั้งต่อไป เพราะต้อง
ใช้เวลาสร้างเซลล์สเปิร์มช่วงหนึ่ง รวมท้ังความแปรปรวนของสัตว์น้ําแต่ละตัว (individual variation) 
ท่ีผลิตน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อได้ต่างกัน ทําให้ยุ่งยากในการจัดการในระหว่างการผสมเทียมของไข่และ
น้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อในโรงเพาะฟักเป็นอย่างมาก      

การเพาะพันธุ์กุ้งกุลาดําในอดีตนั้นก็นิยมใช้พ่อแม่พันธุ์ท่ีจับจากธรรมชาติ ก็มักพบว่าปัญหา
โรคต่างๆจากพ่อแม่พันธุ์ท่ีถ่ายทอดไปยังลูกขณะทําการเพาะพันธุ์ ซ่ึงแม้ว่าจะมีการเลี้ยงขุนพ่อแม่กุ้ง
ข้ึนมาในบ่อดินด้วยการคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธุ์อยู่ตลอดเวลาก็ยังประสบปัญหาความสมบูรณ์
ของพ่อพันธุ์กุ้ง เพราะบ่อยครั้งพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีสมบูรณ์เพศก็ไม่มีถุงน้ําเชื้อ หรือมีถุงน้ําเชื้อท่ีมี
คุณภาพตํ่าในบางครั้งในบางช่วงของฤดูกาล ซ่ึงยังคงเป็นปัญหาหลักท่ีต้องแก้ไขเพ่ือให้สามารถ
ควบคุมผลผลิตลูกกุ้งกุลาดําได้ตามระยะเวลาท่ีต้องการ   อย่างไรก็ตามในระหว่างการเพาะพันธุ์กุ้ง
กุลาดําในโรงเพาะฟักบ่อยครั้งท่ีพบว่า พ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีใช้ในระยะแรกมีถุงน้ําเชื้อสีขาวขุ่นตามปกติ 
แต่ต่อมาจะเริ่มมีสีเป็นสีดําบริเวณขอบถุงน้ําเชื้อ (melanization) เม่ือระยะเวลาเลี้ยงนานข้ึน หรือ
เม่ืออุณหภูมิน้ําสูงข้ึน ทําให้เม่ือนําไปเพาะพันธุ์ก็มักให้อัตราการปฏิสนธิท่ีตํ่า ดังนั้นจึงมีความจําเป็นท่ี
จะต้องทําให้ถุงน้ําเชื้อของกุ้งกุลาดํามีคุณภาพดีอยู่ตลอดเวลาในขณะท่ีตัวเมียยังไม่พร้อมท่ีจะผสม
เทียมเพ่ือท่ีจะสามารถควบคุมผลผลิตให้ได้ตามท่ีต้องการ ซ่ึงก็สามารถนําเอาถุงน้ําเชื้อท่ีมีคุณภาพดี
มาเก็บแช่เย็น หรือเก็บแช่แข็งเพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการผสมเทียมกับแม่กุ้งทันที 
 ในธรรมชาติการผสมพันธุ์วางไข่ของกุ้งทะเลเกิดข้ึนหลังจากตัวเมียลอกคราบใหม่ ๆ ตัวผู้ก็จะ
เข้าผสมพันธุ์ โดยตัวผู้จะปล่อยถุงน้ําเชื้อ (spermatophores) เข้าไปในช่อง thelycum ของตัวเมีย 
ซ่ึงเม่ือตัวเมียปล่อยไข่ออกมาก็จะได้รับการปฏิสนธิจากสเปิร์มในถุงน้ําเชื้อ และพัฒนาการเป็นตัวอ่อน 
และฟักเป็นลูกกุ้งวัยอ่อนต่อไป (AQUACOP, 1979)   สําหรับการเพาะพันธุ์กุ้งกุลาดําในโรงเพาะฟักก็
เหมือนกับการเพาะพันธุ์กุ้งทะเลชนิดอ่ืน ๆ ท่ีต้องมีการตัดก้านตาแม่พันธุ์เพ่ือกระตุ้นการลอกคราบ
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และการสร้างไข่ ซ่ึงเม่ือแม่พันธุ์กุ้งมีไข่แก่ก็จะวางไข่ออกมาปฏิสนธิกับสเปิร์มและพัฒนาการต่อไปจน
ได้เป็นนอเพลียส    การเพาะพันธุ์กุ้งกุลาดํานิยมท่ีจะมีการนําถุงน้ําเชื้อมาผสมเทียมกับแม่พันธุ์กุ้งโดย
สอดถุงน้ําเชื้อเข้าไปใน thelycum ของแม่พันธุ์กุ้งทะเลหลังลอกคราบใหม่ ๆ เม่ือพบว่าไม่มีการผสม
กันเองตามธรรมชาติเกิดข้ึนในบ่อ   อย่างไรก็ตามแม้ว่าปัญหาท่ีเก่ียวกับระบบสืบพันธุ์ของกุ้งทะเลจะ
พบปัญหาท้ังในพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์ แต่ในปัจจุบันนี้กลับพบว่าปัญหาคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธุ์กุ้ง
ทะเลเริ่มมีมากข้ึนเรื่อย ๆ ดังเช่นพบในกุ้งกุลาดํา (Nimrat et al., 2005) และกุ้งขาว (Parnes et al., 
2004) เป็นต้น ซ่ึงปัญหาดังกล่าวเป็นปัญหาหลักท่ีส่งผลกระทบต่อการผลิตลูกกุ้งทะเลท่ีมีคุณภาพท่ีไม่
สามารถควบคุมผลผลิตได้ตามท่ีต้องการ    สําหรับกุ้งทะเลปัญหาหลักท่ีพบบ่อยในระหว่างการ
เพาะพันธุ์ได้แก่ พ่อพันธุ์มักไม่สมบูรณ์เพศเม่ือเลี้ยงในท่ีความเค็มตํ่า (Ogle, 1992)  คุณภาพสเปิร์มท่ี
ลดตํ่าลงอย่างรวดเร็วเม่ือพ่อพันธุ์ถูกเลี้ยงอยู่ในน้ําท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึน (Perez-Valazquez et al., 
2001) และการท่ีถุงน้ําเชื้อมีสีดําบางส่วน (melanized spermatophores) ซ่ึงแสดงว่ามีคุณภาพไม่
เหมาะสมในการนํามาผสมเทียมดังเช่นพบในแม่พันธุ์กุ้งแชบ๊วย (Wyban and Sweeney, 1991)    
ปัญหาเหล่านี้มักเกิดข้ึนบ่อยในโรงเพาะฟักถ้าปัจจัยสภาพแวดล้อมต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องไม่สามารถ
ควบคุมให้อยู่ในเกณฑ์ท่ีเหมาะสมก็จะไปส่งผลต่อคุณภาพสเปิร์มในถุงน้ําเชื้อ ทําให้การเพาะพันธุ์กุ้ง
ทะเลไม่ได้ผลเท่าท่ีควร  พ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีสมบูรณ์เพศและมีคุณภาพดีจะมีถุงน้ําเชื้อท่ีมีลักษณะขาว
ขุ่น ซ่ึงมักจะมีสเปิร์มจํานวนมากอยู่ภายใน และมีสเปิร์มหางสั้นๆ จํานวนมาก ซ่ึงเป็นลักษณะของพ่อ
พันธุ์ท่ีดีท่ีควรนํามาใช้ในการเพาะพันธุ์กุ้ง โดยท่ีภายหลังจากพ่อพันธุ์ปล่อยถุงน้ําเชื้อออกไปนอกตัวก็
สามารถสร้างถุงน้ําเชื้อข้ึนมาทดแทนได้ใหม่ (regenerated spermatophores) (Leung-Trujillo 
and Lawrence, 1987)   ด้วยเหตุท่ีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ี
เลี้ยงขุนข้ึนมาภายในฟาร์มก็ยังมีการศึกษาค่อนข้างจํากัด ซ่ึงปัญหานี้ส่งผลกระทบต่อการผลิตลูกกุ้ง
กุลาดําท่ีต้องได้รับการแก้ไข รวมท้ังความต้องการท่ีจะพยายามรักษาคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดําให้มี
คุณภาพท่ีดีระยะเวลาหนึ่งก่อนการนําไปใช้ผสมเทียม ดังนั้นโครงการวิจัยเรื่องนี้จึงได้มุ่งเน้นศึกษา
คุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์มและพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อท่ีอุณหภูมิตํ่าด้วย
การใช้เทคโนโลยีชีวภาพท่ีเหมาะสม 
 
วัตถุประสงค์โครงการวิจัย 

1. พัฒนาเทคโนโลยีท่ีเหมาะสมในการแช่เย็นและการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุน
ข้ึนมาภายในฟาร์มเพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการผสมเทียม 

2. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดําระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-4 
องศาเซลเซียส และ -196 องศาเซลเซียส 

3. พัฒนาแนวทางการจัดเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําเพ่ือประโยชน์ทางการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้ํา และการอนุรักษ์สายพันธุ์ 
 
ประโยชน์ท่ีได้รับ 

1. ทราบวิธีการท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงในการพัฒนาเทคโนโลยีแช่เย็นและการแช่
แข็งถุงน้ําเชื้อให้มีชีวิตรอด 

2. สามารถนําถุงน้ําเชื้อท่ีเก็บรักษาไว้ไปใช้ผสมเทียมกับแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนข้ึนมาใน
ฟาร์ม เพ่ือให้สามารถควบคุมการผลิตลูกพันธุ์กุ้งกุลาดําได้โดยไม่ต้องพ่ึงพาการใช้พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดํา
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ท่ีรวบรวมมาจากธรรมชาติเพ่ือนํามาเพาะพันธุ์ ซ่ึงจะมีความเสี่ยงจากโรคและความไม่แน่นอนในการ
ได้จํานวนพ่อแม่พันธุ์ตามท่ีต้องการ 

3. เทคโนโลยีการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีได้พัฒนาข้ึนมานี้สามารถนําไปใช้เก็บรักษาถุง
น้ําเชื้อของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีได้พัฒนาปรับปรุงสายพันธุ์ให้โตเร็ว หรือทนทานโรคเพ่ือประโยชน์ท้ัง
การเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์สายพันธุ์กุ้งท่ีดีในลักษณะธนาคารอสุจิ (sperm bank) ซ่ึงจะทําให้
ประเทศไทยมีเทคโนโลยีท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์มเพ่ือ
สนับสนุนให้ธุรกิจการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดําของประเทศไทยได้มีความยั่งยืนต่อไป 
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บทที่ 2 
การสํารวจเอกสาร 

ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 1. ลักษณะกุ้งกุลาดํา 

กุ้งกลาดํา หรือ black tiger shrimp มีชื่อวิทยาศาสตร์ ว่า Penaeus monodon Fabricus 
(1798) เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในกลุ่มครัสตาเชีย (crustacea) มีเปลือกหุ้มลําตัวเป็นสารไคติน 
(chitin) มีลําตัวเป็นข้อปล้อง ท้ังหมด 19 ปล้อง แต่ละปล้องมีรยางค์ 1 คู่ รยางค์แต่ละคู่ทําหน้าท่ี
ต่างกัน   โดยท่ัวไปลําตัวของกุ้งทะเลแบ่งออกได้ 3 ส่วนใหญ่ๆ คือ หัว อก และลําตัว ส่วนหัวของกุ้ง
ติดกับอก รวมกันเป็นส่วนหัว-อก (cephalothorax) มีเปลือกคลุมส่วนหัว เรียกว่า carapace ซ่ึง
บริเวณส่วนปลายยื่นเป็นฟันแหลม เรียกว่า กรี (rostrum)  กุ้งมีตาหนึ่งคู่ เป็นลักษณะตารวม มีก้าน
ตา (eyestalk) ยื่นยาวออกมาจากเบ้าตา เคลื่อนท่ีได้เล็กน้อย เป็นท่ีรวมของระบบประสาทและ
ฮอร์โมนหลายอย่าง ซ่ึงทําหน้าท่ีควบคุมการลอกคราบ การเจริญเติบโต และการพัฒนาของระบบ
สืบพันธุ์   ส่วนอกของกุ้งมีรยางค์ส่วนอก (thoracic appendages) รวม 8 คู่ โดยรยางค์ 3 คู่แรก 
เรียกว่า maxillipeds ทําหน้าท่ีช่วยในการกินอาหาร รยางค์ 5 คู่ถัดมา (pereiopods) เป็นขาเดิน 
โดย 3 คู่แรกมีลักษณะเป็นก้าม (chelate) หรือคล้ายก้าม (sub chelate) ส่วนขาเดิน 2 คู่สุดท้าย จะ
มีปลายแหลมตามปกติ   ส่วนท้องของกุ้งมีรยางค์ท้อง (abdominal appendages) 6 คู่ โดยรยางค์ 
5 คู่แรก (pleopods) มีลักษณะคล้ายใบพาย ทําหน้าท่ีว่ายน้ํา แต่รยางค์คู่สุดท้ายเป็นแผ่นบางๆ ทํา
หน้าท่ีเป็นแพนหาง (uropod) หรือใบพาย และขยายเป็นแผ่นใหญ่ 2 แฉก อยู่ท้ังสองข้างของปลาย
หาง (telson) ช่วยในการเคลื่อนท่ี (ประจวบ, 2525; บุญรัตน์, 2544) 

กุ้งกุลาดําก็เหมือนกุ้งทะเลท่ัวไปท่ีมีสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ โดยในการผสมพันธุ์ของกุ้งกุลาดํา
จะเกิดข้ึนหลังจากกุ้งเพศเมียลอกคราบ (molting) ใหม่ๆเท่านั้น โดยกุ้งเพศผู้จะปล่อยถุงน้ําเชื้อ 
(spermatophores หรือ sperm sac) เข้าไปใน thelycum ของกุ้งเพศเมีย หลังจากนั้นการวางไข่
ของแม่กุ้งกุลาดําจะเกิดข้ึนในภายหลังเม่ือรังไข่พัฒนามาถึง stage 4 โดยแม่กุ้งจะปล่อยไข่ออกมา
ผสมกับสเปิร์มท่ีถูกบีบออกจากถุงน้ําเชื้อขณะแม่พันธุ์ทําการวางไข่   อย่างไรก็ตามถ้ากุ้งเพศเมียไม่
พร้อมท่ีจะวางไข่ เนื่องจากรังไข่ยังเจริญไม่เต็มท่ี ถุงน้ําเชื้อนี้ก็จะถูกสลัดออกมาพร้อมกับเปลือกเก่า
ระหว่างการลอกคราบ และถุงน้ําเชื้อใหม่ก็จะถูกสอดเข้าไปถ้ามีการผสมพันธุ์ กันใหม่อีกครั้ง  
(Subramoniam, 1994)     

   
2. ชีววิทยาการสืบพันธุ์ของกุ้งทะเล 

กุ้งกุลาดํามีอายุ (life span) ประมาณ 18-24 เดือน โดยแม่กุ้งวางไข่ในทะเลท่ีมีน้ําลึกต้ังแต่ 
10 เมตรข้ึนไป  ไข่ของกุ้งกุลาดํามีลักษณะเป็นไข่จม ใช้เวลาต้ังแต่ฟักออกเป็นนอเพลียส (nauplius) 
จนกระท่ังโตเป็นกุ้งวัยรุ่นประมาณ 2 สัปดาห์  กุ้งกุลาดํามีเพศแยก เพศผู้มีอวัยวะเพศท่ีเรียกว่า ปีแต
สมา (petasma) ส่วนอวัยวะเพศเมียเรียกว่า ทีไลคัม (thelycum)  
 ระบบสืบพันธุ์เพศผู้กุ้งกุลาดํามีอัณฑะ (testis) เป็นพูคู่ อยู่ทางด้านหลังของลําตัว อัณฑะแต่
ละอันประกอบด้วยลอนเล็กๆซ้อนทับกันไปมา พูเป็นสีขาวหรือขาวขุ่น ทําหน้าท่ีสร้างสเปิร์ม ซ่ึงจะ
ลําเลียงผ่านท่อนําอสุจิ (vas deferens) มาเก็บไว้ในกระเปาะเก็บอสุจิ (terminal ampoule) 
ลักษณะเป็นกระเปาะเล็กๆ พองตัวออก ซ่ึงต่อจากท่ออสุจิส่วนปลาย มีอยู่สองอัน ลักษณะสีขาวขุ่น 
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และจะเห็นได้ชัดเจน เม่ือกุ้งมีความสมบูรณ์เพศมากข้ึน ตรงบริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 5 ท้ังสองข้าง ใต้
เยื่อบางๆ ภายในแบ่งเป็น 2 ห้อง ห้องแรกเป็นถุงน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อ (spermatophore) ซ่ีงมี
สเปิร์มจํานวนมากบรรจุอยู่ภายในถุง และภายในถุงน้ําเชื้อนี้จะมีจํานวนสเปิร์มท่ีมีความสมบูรณ์
มากกว่าในท่อนําอสุจิ ส่วนห้องท่ีเหลือเป็นสารแคลเซียม สีเทาอ่อน (บุญรัตน์, 2544; นงนุช, 2544) 
  สเปิร์ม (spermatozoa) ของกุ้งกุลาดํามีลักษณะเหมือนสเปิร์มสัตว์จําพวกครัสเตเชีย 
(crustacea) ท่ีสเปิร์มไม่มีการเคลื่อนท่ีเม่ือปล่อยออกมานอกตัว   สเปิร์มถูกสร้างโดยเซลล์ภายใน
อัณฑะ (interstitial cell) และพัฒนาอย่างเต็มท่ี จนกระท่ังเข้ามาอยู่ภายในถุงน้ําเชื้อ    พ่อพันธุ์กุ้ง
กุลาดําท่ีสมบูรณ์เพศมีถุงน้ําเชื้อ 1 คู่ ลักษณะขาวขุ่นชัดเจน อยู่ท่ีช่องท้อง บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 5 
(ขาเดินคู่สุดท้าย) หรือ บริเวณตําแหน่งท่ีเรียกว่า petasma    สเปิร์มของกุ้งทะเลส่วนมากมีรูปร่าง
กลม (minute  globular ) ประกอบด้วย  2  ส่วนคือ  ส่วนหัว มีขนาดใหญ่  ค่อนข้างกลม  มี
เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  3 ไมโครเมตร  และส่วนหางมีลักษณะค่อนข้างสั้นและหนา  สําหรับ
สเปิร์มในกุ้ง Penaeus monodon, P. japonicus, P. indicus และ P. duorarum  นั้น สเปิร์มจะ
มีรูปร่างคล้ายกันคือ ประกอบด้วย ส่วนหัว และส่วนหางท่ีสั้น  (Motoh, 1982)   การศึกษาคุณภาพ
ถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา โดยวิธีการกระตุ้นด้วยไฟฟ้า พบว่า ถุงน้ําเชื้อท้ังสองข้าง มีน้ําหนักรวม 11.5 
มิลลิกรัม และมีปริมาณสเปิร์มเท่ากับ 3.11 x 106 ตัว (Sampath and Ramachandran, 1999) 
 ระบบสืบพันธุ์เพศเมียกุ้งกุลาดํามีรังไข่ (ovary) มีลักษณะเป็นท่อคู่ อยู่ท่ีบริเณส่วนหัวและ
ลําตัวกุ้ง โดยรังไข่เม่ือพัฒนามากข้ึน มีขนาดใหญ่ข้ึน (stage IV) ซ่ึงจะพร้อมวางไข่ออกมา   รังไข่จะ
ต่อกับท่อนําไข่ (oviduct) ท่ีไปเปิดออกท่ีโคนขาว่ายน้ําคู่ท่ี 3 บริเวณ thelycum ซ่ึงมีลักษณะเป็น
ทีไลกัมแบบปิด (closed thelycum) พัฒนามาจากส่วนของ sternal plate ของขาเดินคู่ท่ี 4-5 มี
ลักษณะคล้ายลอนหรือพูเล็กๆ หลายอันเรียงกัน ด้านในมีถุงสําหรับเก็บสเปิร์มท้ังสองถุงไว้ในเวลาท่ีมี
การผสมพันธุ์ ซ่ึงบริเวณนี้มีขนอ่อนๆ ช่วยพัดโบกให้เซลล์สเปิร์มเข้าไปสู่ถุงน้ําเชื้อได้ดีข้ึน (Motoh, 
1982) 
  

3. การประเมินคุณภาพสเปิร์มกุ้งทะเล 

สเปิร์มกุ้งทะเล ประกอบด้วยส่วนหัว ส่วนกลาง และส่วนหางเหมือนสเปิร์มท่ีพบในปลา แต่
สเปิร์มของกุ้งทะเลท่ีบริเวณส่วนหัวมีอะโครโซม (acrosome) มีหางท่ีสั้นมาก และไม่สามารถเคลื่อนท่ี
ได้ ซ่ึงมีความแตกต่างกับสเปิร์มของปลาท่ัวไป ท่ีส่วนหัวไม่มีอะโครโซม (สเปิร์มของปลาบางชนิด
เท่านั้นมีอะโครโซม) มีหางท่ียาวมาก และเคลื่อนท่ีได้เม่ือถูกกระตุ้นขณะปล่อยออกมาในน้ํา    

การประเมินการเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม นิยมใช้ในการพิจารณาถึงคุณภาพน้ําเชื้อปลา เนื่องจาก
ทําได้รวดเร็ว และสะท้อนถึงคุณภาพสเปิร์มได้ดี แม้ว่าการประเมินด้วยการคาดคะเน เป็นระดับการ
เคลื่อนท่ีแตกต่างกัน (subjective estimation) จะให้ความเท่ียงตรงตํ่ากว่าการประเมินการเคลื่อนท่ี
ของสเปิร์มด้วยการใช้เครื่องมือวัดการเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม (computer-assisted sperm analysis; 
CASA) ซ่ึงมีความถูกต้องและเท่ียงตรงสูง (objective estimation)     อย่างไรก็ตามด้วยเหตุท่ีสเปิร์ม
กุ้งทะเลไม่เคลื่อนท่ี ดังนั้นจึงไม่สามารถประเมินด้วยวิธีนี้ได้ ทําให้การประเมินคุณภาพสเปิร์มกุ้งทะเล
จึงนิยมประเมินจาก รูปร่างของสเปิร์ม (sperm morphology) จํานวนสเปิร์ม (sperm number) 
การมีชีวิตของสเปิร์ม (sperm viability) และ ความสามารถในการปฏิสนธิกับไข่ (fertilization 
capacity) 
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การตัดก้านตากุ้งตัวผู้ อาจมีผลต่อคุณภาพสเปิร์มกุ้งทะเล เช่น ในกุ้งขาวแวนนาไม 
(Penaeus vannamei) ท่ีตัดก้านตา 1 ข้าง พบว่า มีจํานวนสเปิร์มมากกว่ากุ้งท่ีไม่มีการตัดก้านตา
แม้ว่าคุณภาพของสเปิร์มมีความเท่าเทียมกัน (คเชนทร, 2538)    การศึกษาคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดํา
ในเพศผู้ท่ีมีการตัดก้านตา พบว่ามีจํานวนสเปิร์มเท่ากับ 153.6x106 ตัว โดยสเปิร์มมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางส่วนหัว และความยาวหางเท่ากับ 6.682 ไมโครเมตร และ 5.096 ไมโครเมตร ตามลําดับ 
ในขณะท่ีกุ้งท่ีไม่ได้ตัดก้านตามีจํานวนสเปิร์ม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางส่วนหัว และความยาวหางของ
สเปิร์ม เท่ากับ 77.5x106 ตัว, 5.568 ไมโครเมตร และ 4.360 ไมโครเมตร ตามลําดับ แต่ผลของ
น้ําหนักถุงน้ําเชื้อ และเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต ไม่มีความแตกต่างกัน (Gomes and Primavera, 
1993) 

การศึกษาเก่ียวกับคุณภาพสเปิร์มกุ้งด้วยการผสมเทียมได้มีการทดลองพอสมควรในกุ้งทะเล
หลายชนิด โดยนําเอาถุงน้ําเชื้อสดท่ีรีดออกมาใหม่ๆมาผสมเทียมกับแม่พันธุ์ หรือนําเอาถุงน้ําเชื้อ
ออกมาเก็บรักษาไว้ในน้ํายาบัฟเฟอร์ระยะเวลาหนึ่งด้วยการแช่เย็นแล้วนํามาผสมเทียมในภายหลัง 
(Nimrat et al., 2005; 2006; Vuthiphandchai et al., 2007)    การรวบรวมถุงน้ําเชื้อ หรือถุง
น้ําเชื้อสามารถทําได้ด้วยการรีดถุงน้ําเชื้อจากกุ้งเพศผู้ หรือด้วยการใช้ไฟฟ้ากระตุ้น ซ่ึงจะทําให้ถุง
น้ําเชื้อโผล่มาจากช่องเปิดเล็กน้อย จากนั้นใช้ปากคีบท่ีสะอาดปราศจากเชื้อ หนีบถุงน้ําเชื้อข้ึนมา   ถุง
น้ําเชื้อท่ีได้จะถูกนําไปสอดใส่ในอวัยวะเพศเมีย โดยใส่ถุงน้ําเชื้อจมลงไปในทีไลคัมของแม่พันธุ์ท่ีเพ่ิง
ลอกคราบ มีลําตัวนิ่ม จากนั้นปล่อยแม่กุ้งลงถังท่ีเตรียมไว้ให้วางไข่ ให้อากาศ ซ่ึงถ้าถุงน้ําเชื้อมีสเปิร์ม
ท่ีมีคุณภาพดี ก็สามารถปฏิสนธิไข่ได้มาก โดยทําการประเมินอัตราการปฏิสนธิ (fertilization rate) 
ขณะตัวอ่อน (embryo) พัฒนามาถึงระยะแกสตรูลา (gastrula stage)  
 
 4. การแช่เย็น และการแช่แข็งถุงน้ําเช้ือกุ้งทะเล 
 งานวิจัยการแช่เย็นน้ําเชื้อ ถุงน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อสัตว์น้ําได้มีการศึกษาอย่างแพร่หลายใน
ต่างประเทศท้ังในยุโรปและสหรัฐอเมริกา  โดยนิยมศึกษาในปลาท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ  หรือ
ปลาท่ีใกล้จะสูญพันธุ์บางชนิดเป็นส่วนใหญ่ เช่น Rainbow trout (Billard,1981),  Channel 
catfish (Christensen and Tiersch, 1996),  Atlantic sturgeon (DiLauro et al, 1994)  และ 
Paddle fish (Brown และ Mims,1995)  เป็นต้น  แต่ในประเทศไทยยังมีรายงานเก่ียวกับการเก็บ
รักษาน้ํ า เชื้ อ/ถุ งน้ํ า เชื้ อ เ พ่ือการผสมเ ทียมน้อยมาก เช่น  การแช่ เย็นน้ํ า เชื้ อปลา ดุก อุย 
(Vuthiphandchai et al., 2009b) การแช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งขาว (Nimrat et al., 2006) เป็นต้น 
แม้ว่าการพัฒนาด้านการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําได้มีการใช้เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําอย่างต่อเนื่อง
ตลอดเวลา    การแช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งทะเลได้มีการศึกษาครั้งแรกในกุ้งมังกร (Tamako et al., 1986) 
และในขณะนี้การศึกษาวิจัยด้านนี้ยังมีจํากัดในกุ้งทะเล 
 Nimrat et al. (2005) ได้แช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีรวบรวมมาจากทะเลอันดามันและ
รายงานว่าถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําสามารถเก็บรักษาภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมได้นาน 42 วันโดยท่ีคุณภาพ
ยังคงท่ี แต่ยังไม่ได้มีการศึกษาทราบแน่ชัดว่าเทคนิคการแช่แย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําดังกล่าวสามารถ
นํามาใช้แช่เย็นถุงน้ําเชื้อพ่อพันธุ์ ท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์มได้มีประสิทธิภาพดีเหมือนกันหรือไม่       
อย่างไรก็ตามระยะเวลาท่ีสามารถเก็บรักษาน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อได้นั้นมีความแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับ
เทคนิคการเก็บรักษา  และชนิดของสัตว์น้ําซ่ึงอาจจะเก็บได้ต้ังแต่ 2-3 ชั่วโมง จนถึง 2-3 เดือน 
(Scott and Baynes,1980) ซ่ึงปัจจัยท่ีมีผลต่อความสําเร็จในการเก็บรักษาน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อแบบแช่
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เย็นเท่าท่ีมีรายงานมา ได้แก่ ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสม การให้ออกซิเจนสมทบ และ
สภาพแวดล้อมขณะเก็บรักษาในภาชนะ (Stoss et al., 1987)   
 งานวิจัยการแช่แข็งน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อสัตว์น้ําท่ีมีการศึกษาในต่างประเทศนิยมทําในปลาท่ี
มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ หรือใกล้สูญพันธุ์ท้ังปลาน้ําจืด และปลาทะเล เช่น ปลากระพงขาว ปลา 
salmon ปลา channel catfish ปลา sea bream และปลา Atlantic croaker เป็นต้น     การเก็บ
รักษาน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อแบบแช่แข็งสามารถเก็บรักษาน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อได้นานเป็นปี เม่ือต้องการใช้
น้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อท่ีเก็บแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวเพ่ือการผสมเทียมก็นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อ
มาละลายโดยการเพ่ิมอุณหภูมิ  ดังนั้นความสําเร็จของการแช่แข็งและเก็บรักษาน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อของ
สัตว์น้ําข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายอย่างเช่น ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ และชนิดสาร cryoprotectants 
ท่ีเหมาะสม (Rana and McAndrew, 1989)  อัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง (freezing) และ
อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิขณะละลายน้ําเชื้อแช่แข็ง (Scott and Baynes, 1980)   นอกจากนี้ความ
แปรปรวนของคุณภาพน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อท่ีเกิดข้ึนในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ และ เทคนิคของการแช่แข็ง
เซลล์ ก็มีผลทําให้ความสําเร็จของการแช่แข็งน้ําเชื้อแต่ละครั้งแตกต่างกันไป (Vuthiphandchai et 
al., 2009a)   การแช่แข็งน้ําเชื้อ/ถุงน้ําเชื้อของสัตว์น้ําจําพวกสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (invertebrate) 
ท่ีมีรายงานการศึกษาในต่างประเทศ เช่น ในเม่นทะเล sea urchin (Asahina and Takahashi, 
1978) แมงดาทะเล (Behlmer and Brown, 1894) กุ้งก้ามกราม (Chow et al., 1985) กุ้งขาว  
(Lezcano et al., 2004) ปูทะเล (Bhavanishankar and Subramoniam, 1997) หอยเป๋าฮ้ือ 
(Gwo et al., 2002) หอยนางรม (Paniague-Chavez and Tiersch, 2001) เป็นต้น    

Vuthiphandchai et al. (2007) ได้ทําการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีรวบรวมมาจากทะเล
อันดามันมาทําการแช่แข็งด้วยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ อัตราการลด
อุณหภูมิ และอัตราการละลายต่างๆกันปรากฏว่า ชุดการทดลองท่ีใช้สารละลาย Calcium-free 
saline ร่วมกับ 5% dimethylsulfoxide โดยลดอุณหภูมิในอัตรา 2 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสแล้วนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลวให้ผลดีท่ีสุด โดยท่ีสเปิร์มยังคงมีชีวิตเม่ือ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนาน 210 วัน   อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาเบ้ืองต้นยัง
ไม่ได้ศึกษาการนําเทคโนโลยีดังกล่าวมาแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนข้ึนมาภายในฟาร์มว่า
จําเป็นต้องมีการปรับปรุง protocol การแช่แข็งหรือไม่อย่างไร เนื่องจากการตอบสนองของเซลล์
สเปิร์มพ่อพันธุ์ในสภาพท่ีรวบรวมจากธรรมชาติ หรือเลี้ยงภายในฟาร์มท่ีมีต่อข้ันตอนและวิธีการแช่
แข็งอาจมีความแตกต่างกัน ซ่ึงมีความจําเป็นท่ีต้องศึกษาวิจัยต่อยอด เพ่ือทําให้การเพาะพันธุ์กุ้ง
กุลาดําเชิงพาณิชย์ท่ีใช้พ่อแม่พันธุ์จากการเลี้ยงภายในฟาร์มมีความแน่นอนและยั่งยืนต่อไป     

Simon et al. (1994) ได้นําเอาตัวอ่อนระยะต่างๆของกุ้ง Penaeus indicus ได้แก่ 4-cell, 
16-cell, morula, gastrula และ 5-h embryo มาทําการศึกษาหาระยะตัวอ่อนท่ีเหมาะสมสําหรับ
การแช่แข็ง พบว่า ตัวอ่อนในระยะ gastrula และ 5-h embryo เป็นระยะท่ีเหมาะสมในการนําไปแช่
แข็ง เนื่องจากสามารถทนต่อความเป็นพิษของสาร cryoprotectant ชนิดต่างๆท่ีนํามาทดสอบได้
ดีกว่าตัวอ่อนระยะอ่ืนๆ และยังพบว่าการนําตัวอ่อนใน 2 ระยะนี้ไปแช่ในสารละลาย methanol ใช้
ร่วมกับสารละลาย ethylene glycol หรือ propylene glycol หรือ dimethylsulfoxide เป็นเวลา 
20 นาที ก็สามารถฟักเป็นตัวได้ มีอัตราการฟักท่ีไม่แตกต่างทางสถิติกับกลุ่มควบคุม 

Preston and Coman (1998) ได้นําเอาสาร cryoprotectant ต่างๆชนิด (methanol, 
ethylene glycol, propylene glycol, dimethyl sulfoxide, glycerol, acetamide, L-proline, 
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galactose, sucrose, trehalose, polyethylene glycol และ polyvinylpyrrolidone) มาทดสอบ
ความเป็นพิษท่ีมีต่อตัวอ่อน และนอเพลียส ของกุ้ง Penaeus esculentus พบว่า สาร 
cryoprotectant ท่ีใช้ทดสอบไม่มีความเป็นพิษต่อ ตัวอ่อน และนอเพลียส เม่ือใช้ในความเข้มข้นท่ีตํ่า 
แต่อย่างไรก็ตาม การแช่แข็งตัวอ่อน และนอเพลียสของกุ้ง Penaeus esculentus ก็ไม่ประสบ
ความสําเร็จในทุกๆ protocols ท่ีใช้แช่แข็ง เนื่องจากเกิดเกล็ดน้ําแข็ง (ice crystal) ภายในเซลล์ 
 Alfaro et al. (2001) ศึกษาผลของความเย็น ความเค็ม และสาร cryoprotectant ท่ีมีต่อ
การพัฒนาการของตัวอ่อน และนอเพลียส ของกุ้ง Trachypenaeus byrdi เพ่ือทราบถึงข้อมูลพ้ืนฐาน
ท่ีจําเป็นเพ่ือการประยุกต์ใช้ในการแช่แข็งต่อไป พบว่า ตัวอ่อนในระยะท้ายของการพัฒนา (setae 
development stage) สามารถทนต่อความเย็นท่ีอุณหภูมิ 10°C ได้ดี แต่ไม่สามารถทนต่อความเย็น
ท่ี อุณหภูมิ 0°C   การทดสอบความเป็นพิษพบว่า sucrose และ glycerol มีความเป็นพิษต่อตัวอ่อน
ในระยะท้ายของการพัฒนาอยู่ในเกณฑ์ท่ีมาก ในขณะท่ี DMSO มีความเป็นพิษปานกลาง และ 
methanol มีความเป็นพิษตํ่า   นอกจากนี้ตัวอ่อนระยะ morula สามารถทนต่อความเค็มท่ี 55 ppt 
ได้ดีกว่า advanced embryo และยังพบว่า นอเพลียส มีความสามารถท่ีจะทนต่อความเย็นและสาร 
DMSO  ได้ดีกว่า ตัวอ่อน 
 Gwo and Lin (1998) ได้ทดลองนํา embryos, nauplii และ zoea ของกุ้ง Penaeus 
japonicus มาทําการแช่แข็งพบว่า การแช่แข็ง embryos และ nauplii สามารถทําได้เม่ือลด
อุณหภูมิมาถึงอุณหภูมิสุดท้ายท่ี -15°C เท่านั้นเม่ือใช้ 10% methanol เป็นสาร cryoprotectant  
โดยมีอัตรารอด 85% เนื่องจากการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่านี้ทําให้ embryos และ nauplii ตาย
หมด ในขณะท่ี การแช่แข็ง zoea ท่ีอุณหภูมิสุดท้าย -25°C พบมีชีวิตบ้างเพียงเล็กน้อย   

การเก็บรักษาสเปิร์ม หรือน้ําเชื้อแบบแช่แข็ง เป็นการเก็บเซลล์สเปิร์ม หรือน้ําเชื้อแช่แข็งใน
ถังไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196  องศาเซลเซียส  ซ่ึงการเก็บรักษาน้ําเชื้อด้วยวิธีนี้มีความเก่ียวข้อง
กับตัวแปรต่อไปนี้ได้แก่ การเลือกใช้สูตรน้ํายาท่ีเหมาะสมท่ีใช้เก็บรักษาน้ําเชื้อ (sperm extender)  
ชนิดและระดับความเข้มข้นของสารไคโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant; สารท่ีช่วยป้องกันการ
เสียหายของเซลล์ในกระบวนการแช่แข็ง) ระยะสมดุล (equilibration  time; ช่วงเวลาหลังจากผสม
น้ําเชื้อกับสารไคโอโพรเทคแทนท์ก่อนทําการแช่แข็ง)  และอัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
(optimum freezing rate)  ซ่ึงถ้ามีการปฏิบัติและเลือกใช้ตัวแปรอย่างถูกต้องเหมาะสมกับน้ําเชื้อ
ปลาแต่ละชนิด ก็สามารถเก็บรักษาน้ําเชื้อปลาได้นานหลายสิบปี  เม่ือจะนําน้ําเชื้อแช่แข็งท่ีเก็บไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวมาใช้ก็นําน้ําเชื้อแช่แข็งออกมาละลายด้วยอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (optimum thawing 
rate)    การนําน้ําเชื้อแช่แข็งมาใช้ประโยชน์ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา ทําได้โดยนําน้ําเชื้อแช่แข็งมา
ผสมเทียมกับไข่ ช่วยทําให้การเพาะฟักผสมเทียมท่ีมีประสิทธิภาพสูงไม่ต่างจากน้ําเชื้อสด ดังนั้น
ตลอดเวลาท่ีผ่านมาประมาณ  30  กว่าปี  จึงมีผู้ศึกษาทดลองพัฒนาวิธีการเก็บน้ําเชื้อสัตว์น้ําหลายๆ
ชนิดให้มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด แม้ว่างานวิจัยส่วนมากได้ศึกษาในสัตว์น้ําจืด โดยมีการศึกษาการแช่
แข็งน้ําเชื้อในสัตว์ทะเลมีน้อย และงานวิจัยด้านนี้จัดเป็นเทคโนโลยีชีวภาพแขนงหนึ่งท่ีสามารถใช้กับ
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา  
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ์ และสารเคมี 

  บีกเกอร์ขนาดต่างๆ 
  ขวดรูปชมพู่ขนาด 125  250 และ 500 มิลลิลิตร 
  ไมโครปิเปตขนาดต่างๆ  

กระดาษกรอง 
  เครื่องชั่งแบบทศนิยม 2 และ 4 ตําแหน่ง 
  เครื่องป่ันผสม (Vortex mixer) 

เครื่องแช่แข็งน้ําเชื้ออัตโนมัติ (Controlled-rate programmable freezer) 
กล้องจุลทรรศน์ 
Hemacytometer 
ถังเก็บไนโตรเจนเหลวขนาดใหญ่ (dewar) 
ตู้ควบคุมอุณหภูมิต่ํา 
ตู้ autoclave 
ตู้อบเครื่องแก้ว (hot air oven) 
Glass micropipette ขนาด 5,10 และ 100 ไมโครลิตร 
Cryovial 1.8 มิลลิลิตร 
Canister  
canes 
Vial tubes 
rack 
Tissue culture flasks 
Thermocouple probe thermometer (K-type, HI 91530K, Hanna 
Instruments Inc.) 
ไนโตรเจนเหลว 
พ่อแม่พันธุ์กุ้งกุลาดํา 

  สารเคมีประเภทต่างๆท่ีใช้ในการแช่เย็น การแช่แข็ง และการย้อมสีสเปิร์ม 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดํา 
พ่อพันธุ์ กุ้งกุลาดําท่ีเริ่มสมบูรณ์เพศท่ีเลี้ยงขุนด้วยอาหารเม็ดภายในบ่อดินท่ีศูนย์วิจัย

เทคโนโลยีทางทะเล คณะเทคโนโลยีทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตจันทบุรี ได้ถูกรวบรวม
เพ่ือกระตุ้นเอาถุงน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อ (spermatophore) (6 ตัว/ครั้ง) ท่ีอยู่บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 5 
ของพ่อพันธุ์กุ้งออกมาด้วยวิธีการปลอดเชื้อ (aseptic technique) เพ่ือศึกษาดูการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพสเปิร์มในระยะเวลาต่างๆกันในรอบปี   การสุ่มกุ้งกุลาดําจากบ่อดินท่ีเลี้ยงขุนนี้เริ่มทําการ
เหวี่ยงแหสุ่มกุ้งกุลาดําเม่ือกุ้งเริ่มมีอายุ 7 เดือน และทําการสุ่มตัวอย่างกุ้งกุลาดําทุกๆเดือนเป็นเวลา 
12 เดือนจนกระท่ังกุ้งกุลาดําในบ่อมีอายุ 18 เดือน โดยการสุ่มแต่ละครั้งได้เลือกเฉพาะเพศผู้ออก
มาแล้วประเมินว่ามีกุ้งก่ีตัวท่ีมีหรือไม่มีถุงน้ําเชื้อ (spermatophore) และประเมินสภาพลักษณะของ
ถุงน้ําเชื้อของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีมีอายุต่างๆกันว่ามีสีขาวขุ่นเล็กน้อย มีสีขาวขุ่นปานกลาง จนกระท่ัง
มีสีขาวขุ่นเต็มท่ีในช่วงใด หรือไม่มีการพัฒนาของถุงน้ําเชื้อเลย เพ่ือทราบพัฒนาการความสมบูรณ์เพศ
ของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงภายในบ่อดินว่าเกิดเม่ือไรและอย่างไร   

กุ้งกุลาดําอายุ 7 เดือนท่ีมีขนาดใกล้เคียงกันถูกเลี้ยงในบ่อดินขนาดประมาณ 2,100 ตาราง
เมตร (1.31 ไร่) ท่ีมีการปูผ้าสีดําเฉพาะบริเวณรอบๆขอบบ่อ  กุ้งกุลาดําถูกเลี้ยงท่ีความหนาแน่น
ประมาณ 6-10 ตัวต่อตารางเมตรด้วยอาหารเม็ดโปรตีนสูง (38%) วันละ 4 ครั้ง (7.30, 11.30, 16.30 
และ 21.30 น) โดยหว่านอาหารรอบบ่อในบ่อเลี้ยงท่ีใช้น้ําทะเลธรรมชาติ (ความเค็ม 20-30 ppt) ท่ี
สูบเข้ามา และถูกพักให้ตกตะกอนภายในฟาร์มก่อนนํามาใช้ โดยเปลี่ยนน้ําในบ่อเล็กน้อยเม่ือคุณภาพ
น้ําในบ่อลดลง   ตัวอย่างกุ้งท้ังหมดถูกรวบรวมออกมาชั่งน้ําหนัก และวัดความยาว ซ่ึงเม่ือกุ้งเพศผู้ตัว
ใดท่ีเริ่มมีการฟอร์ม หรือสร้างถุงน้ําเชื้อก็ถูกรวบรวมถุงน้ําเชื้อท้ัง 2 ข้างออกมาด้วยการกดเบาๆ
บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 5 แล้วใช้ forcep ดึงเอาถุงน้ําเชื้อออกมา และประเมินความหนาแน่นของ
สเปิร์ม (sperm concentration) ลักษณะความสมบูรณ์รูปร่างของสเปิร์ม (sperm morphology) 
และการมีชีวิตของสเปิร์ม (sperm viability) ท่ีอยู่ภายในถุงน้ําเชื้อเพ่ือทราบความสมบูรณ์ของถุง
น้ําเชื้อ และสามารถประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีรูปร่างปกติ และเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต รวมท้ัง
การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนเพ่ือได้ข้อมูลท่ีสําคัญก่อนการนําถุงน้ําเชื้อมาแช่เย็น หรือแช่
แข็งต่อไป   การประเมินคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดําทําโดยสุ่มออกจากบ่อด้วยการยกยอในช่วงเวลา
ประมาณ 9.00-9.30 น ทําคัดแยกเพศผู้และเพศเมีย แล้วสุ่มเลือกเฉพาะกุ้งเพศผู้จํานวนประมาณ 
15-20 ตัวออกมาประเมินดูความสมบูรณ์ของถุงน้ําเชื้อ หรือถุงน้ําเชื้อ (spermatophore) ท่ีอยู่
บริเวณโคนขาเดินคู่ท่ี 5 (petasma) ว่ามีลักษณะอย่างไร มีสีขาวขุ่น หรือมีสีใส ทําการบันทึกภาพ 
แล้วทําการรวบรวมถุงน้ําเชื้อออกมาจากกุ้งเพศผู้ โดยจับกุ้งให้แน่นแล้วกดบริเวณด้านข้าง petasma 
เบาๆ เพ่ือรีดเอาถุงน้ําเชื้อออกมา แล้วทําการบันทึกลักษณะของถุงน้ําเชื้อ 

 
2.  การประเมินคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
ถุงน้ําเชื้อถูกนําออกมาชั่งน้ําหนักเพ่ือคํานวณหาดัชนีความสมบูรณ์เพศ (gonadosomatic 

index)   การประเมินคุณภาพสเปิร์มทําโดยนําถุงน้ําเชื้อมาบดเบาๆให้ละเอียดด้วย glass 
homogenizer ใส่ NaCl 0.85% ลงไปแล้วทําการสุ่มนับจํานวนสเปิร์มเพ่ือคํานวณหาความหนาแน่น
ของสเปิร์ม (sperm concentration) และเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต (percentage of sperm 
viability) ตามวิธีการของ Wang et al. (1995)    นอกจากนี้ตัวอย่างถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีได้รวบรวม
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ได้ถูกนํามาศึกษาดูการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างละเอียดของสเปิร์มด้วยการใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอน 

ความหนาแน่นของสเปิร์ม ประเมินโดยการบดถุงน้ําเชื้อเบาๆให้แตกด้วย calcium-free 
saline (Ca-F saline) เขย่าให้เข้ากันด้วย vortexer แล้วหยดสารละลายท่ีได้ลงใน 
hemacytometer เพ่ือนับจํานวนสเปิร์มท่ีพบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ กําลังขยาย 400 เท่า จึง
คํานวณกลับหาความหนาแน่นของสเปิร์มก่อนการเจือจางโดยประเมิน 3 ซํ้า โดยใช้วิธีการของ 
Leung-Trujillo and Lawrence (1987) และ Pratoomchat et al. (1993) 

การประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิตทําโดย นําถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํามาบดให้ละเอียดด้วย
โกร่งบดยา (glass homogenizer) ทําการใส่ Ca-F saline ลงไปแล้วประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมี
ชีวิต (percentage of viable sperm) โดยการนําเอาสารละลายสเปิร์มท่ีถูกเจือจาง (5 ไมโครลิตร) 
มาย้อมสีด้วยสารละลาย  eosin-nigrosin โดยหยด eosin ปริมาตรเท่ากับสารละลายสเปิร์ม ส่วน 
nigrosin หยดสองเท่าลงไปในภายหลัง ผสมให้เข้ากันแล้วนํา cover slide มาเกลี่ยบางๆ บน slide 
ทําการ fix ด้วยความร้อนโดยระวังไม่ให้ร้อนเกินไป ทําการสุ่มนับภายใต้กล้องจุลทรรศน์ กําลังขยาย 
1000 เท่า (Fribourgh, 1966; Nimrat et al., 2005)  สเปิร์มท่ีมีชีวิต (viable sperm) จะไม่มีการ
ดูดซึมสีหรือติดสีย้อม และ ตัวสเปิร์มท่ีไม่มีชีวิต (dead sperm) จะดูดซับสี หรือติดสีย้อมสีม่วงแดง 
โดยสุ่มนับสเปิร์ม 200 ตัว และทํา 3 ซํ้าเพ่ือคํานวณเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต 

 
3.  การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา 

 3.1  การศึกษาการแช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 
 ทําการรวบรวมถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําจากพ่อพันธุ์ท่ีสมบูรณ์เพศท่ีเลี้ยงขุนภายในบ่อดิน ซ่ึงทราบ
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดํา ด้วยวิธี aseptic technique 
ต้ังแต่ล้างตัวกุ้งให้สะอาด แล้วใช้คีมคีบท่ีสะอาดปราศจากเชื้อรวบรวมถุงน้ําเชื้อมาใส่ใน cryovial ท่ี
ได้ทําการฆ่าเชื้อและมีสารละลายบัฟเฟอร์ต่างๆชนิดกันอยู่ภายใน cryovial     ในการทดลองใช้
สารละลายบัฟเฟอร์ 4 ชนิดได้แก่ mineral oil, Ringer solution, phosphate buffer และ 0.85% 
NaCl ใส่ลงในหลอดเก็บรักษา (cryovial) ท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร โดยในแต่ละ
สูตรน้ํายา ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 การเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําแบบแช่เย็นใส่ถุงน้ําเชื้อ 1 ถุงต่อหลอดเก็บรักษา 1 หลอด 
ปิดฝาให้สนิท แล้วนําหลอดไปทําการเก็บรักษาในตู้เย็น ควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ท่ี 2-4 องศาเซลเซียส 
โดยทําการประเมินคุณภาพถุงน้ําเชื้อ ได้แก่ เปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต (ประเมินด้วยการย้อมสีสเปิร์ม
ด้วย eosin-nigrosin) พร้อมท้ังสังเกตการเปลี่ยนแปลงภายนอก (สี ความหนืดและความขุ่น) ของ
น้ํายาในหลอดเก็บรักษา รวมท้ังการบวมของถุงน้ําเชื้อ และสีและรูปร่างของถุงน้ําเชื้อขณะเก็บรักษา
ว่ามีลักษณะเปลี่ยนแปลงอย่างไรหรือไม่ และประเมินการเปลี่ยนแปลงของเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต
ระหว่างการเก็บรักษา  จากนั้นบันทึกผลท่ีได้ แล้ววิเคราะห์หาสูตรน้ํายาท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษา
มากท่ีสุดว่าสารละลายบัฟเฟอร์สูตรใดให้สเปิร์มมีชีวิตรอดสูงสุด    ถุงน้ําเชื้อจากชุดการทดลองท่ี
ให้ผลการทดลองท่ีดี ได้ถูกนํามาศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างสเปิร์มเม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน
หลังการเก็บรักษาแช่เย็น เปรียบเทียบกับถุงน้ําเชื้อสด ด้วยการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบ
ส่องกราด (scanning electron microscopy; SEM) 
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4.  การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา 
4.1  การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ต่อสเปิร์มกุ้ง 
ถุงน้ําเชื้อของพ่อพันธุ์ กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงภายในฟาร์มถูกรวบรวมออกมาแล้วนํามาแช่ใน

สารละลายบัฟเฟอร์ (Ca-F saline) แล้วใส่สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆได้แก่ 
dimethylsulfoxide (DMSO), ethylene glycol, propylene glycol, formamide และ 
methanol ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 5%, 10%, 15% และ 20% นานเป็นระยะเวลานานต่างๆกัน (10, 
20, 30 และ 60 นาที) แล้วประเมินการรอดชีวิตของสเปิร์ม  โดยในการทดลองมีทําการทดลอง  3  
ซํ้า  ท่ีอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) 

การทดสอบความเป็นพิษเริ่มจากนําเอาถุงน้ําเชื้อมาใส่ในโกร่งบดยา (glass homogenizer) 
แล้วเติมสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่าง ๆ ท่ีต้องการทดสอบ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วจึงทํา
การบดถุงน้ําเชื้อเบา ๆ ให้ละเอียด จากนั้นประเมินการมีชีวิตของสเปิร์มในทุกชุดการทดลองท่ี
ระยะเวลาต่าง ๆแล้วย้อมสีประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิตตามวิธีท่ีกล่าวมาแล้ว   สําหรับกลุ่ม
ควบคุมจะใช้ถุงน้ําเชื้อท่ีรวบรวมออกมาจากพ่อพันธุ์ใหม่ ๆ (freshly collected spermatophore) 
มาทดสอบแล้วใส่สารละลายบัฟเฟอร์เท่านั้น    การทดลองในข้ันตอนนี้ทําให้ทราบว่าชนิดและความ
เข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีเหมาะสมในการนํามาแช่แข็งถุงน้ําเชื้อควรเป็นสารชนิดอะไร
และควรใช้ในปริมาณเท่าไร โดยเลือกเฉพาะสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีเป็นพิษน้อยมาใช้ในการแช่แข็ง
ถุงน้ําเชื้อต่อไป    

 
4.2  การแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา 
การศึกษาชนิดและระดับความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีความเป็นพิษต่อสเปิร์ม

กุ้งกุลาดําท่ีมีพิษน้อยท่ีสุดได้ถูกคัดเลือกเพ่ือนํามาใช้ในข้ันตอนการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา โดยข้ัน
ตอนนี้ตัวอย่างถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีรวบรวมออกจากโคนขาเดินคู่ท่ี 5 ของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดําถูกนํามา
ใส่ใน cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตรท่ีมีสารละลายบัฟเฟอร์ (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพร
เทคแทนท์ท่ีเหมาะสม (DMSO) ท่ีความเข้มข้น 5% หรือ 10% ปล่อยท้ิงไว้ให้อยู่ในสภาวะสมดุล 
(equilibration) นาน 60 นาทีแล้วนํามาแช่แข็งโดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) และ
อุณหภูมิสุดท้าย (final temperature) ท่ีแตกต่างกัน โดยเริ่มต้นลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิเริ่มต้นท่ี 25 
องศาเซลเซียส ด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิท่ีระดับแตกต่างกัน (2, 4, 6 และ 8 องศาเซลเซียส/
นาที) ด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) มาท่ีอุณหภูมิ
สุดท้าย -30 และ -80 องศาเซลเซียส จากนั้นนําถุงน้ําเชื้อแช่แข็งท่ีได้ลดอุณหภูมิมายังแณหภูมิ
สุดท้ายถูกนําเข้าไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว แล้วทําการละลายเพ่ือประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ี
มีชีวิต 3 ซํ้า 

ถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีได้ถูกแช่แข็งไว้ใน cryovial ถูกนํามาเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว
เป็นเวลาต่างๆกันเพ่ือประเมินผลของระยะเวลาเก็บรักษาท่ีมีต่อคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย  
(post-thaw sperm motility) ถุงน้ําเชื้อท่ีมีคุณภาพดีจํานวนมากท่ีนํามาใช้ในการทดลองครั้งนี้ถูก
รวบรวมมาจากพ่อพันธุ์หลายตัว (pooled spermatophores) เม่ือนํามาแช่แข็งด้วย protocol การ
แช่แข็งรูปท่ีมีการพัฒนาแบบต่างๆกันและเก็บรักษาไว้ในเวลาต่างๆกันในลักษณะการประเมินผลแบบ 
two-way ANOVA เพ่ือประเมินคุณภาพสเปิร์มหลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ก็จะทราบว่า 
protocol ไหนมีความเหมาะสมในการประยุกต์ใช้  ถุงน้ําเชื้อแช่แข็งถูกนํามาละลายด้วยการใช้อัตรา
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การละลายท่ีเหมาะสม และประเมินคุณภาพของสเปิร์มตามระยะเวลาท่ีกําหนดไว้เพ่ือประเมินถึงผล
ของระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีอาจมีต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มในถุงน้ําเชื้อท่ีผ่านการแช่แข็ง 
โดยประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต โดยทดลอง 3 ซํ้า 

การละลายถุงน้ําเชื้อแช่แข็ง ทําโดยนําหลอด cryovial ท่ีบรรจุถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเก็บไว้ใน
ถังไนโตรเจนเหลวในระยะเวลาต่างๆกันมาละลายในน้ําท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเม่ือถุง
น้ําเชื้อละลายกลับสู่สภาพเดิม นําเอาสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ (DMSO) ออกจากหลอด 
cryovial แล้วเติม Ca-F saline เพ่ือล้างสารไครโอโพรเทคแทนท์ โดยแช่ไว้นาน 1 นาที จากนั้นทํา
การบดถุงน้ําเชื้อ  โดยเอาถุงน้ําเชื้อมาใส่ในโกร่งบดยาแล้วทําการบดถุงน้ําเชื้อเบา ๆ ให้ละเอียด ทํา
การประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิตตามวิธีท่ีกล่าวมาแล้วโดยการย้อมสีสเปิร์ม 3 ซํ้า 

 
5.  การศึกษาการผสมเทียมแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําด้วยถุงน้ําเชื้อท่ีแช่เย็น และแช่แข็ง 
การประเมินความสามารถของถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีเก็บรักษาแช่เย็น และเก็บรักษาแช่แข็งใน

ไนโตรเจนเหลว ได้ถูกนํามาใช้ในการผสมเทียมกับแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําเพ่ือประเมินประสิทธิภาพการ
พัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็นและการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อ โดยนําแม่พันธุ์กุ้งกุลาดําท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์ม
มาตัดก้านตา 1 ข้างเพ่ือเร่งให้แม่พันธุ์กุ้งสร้างไข่   การผสมเทียมทําโดยนําถุงน้ําเชื้อท่ีได้แช่เย็น หรือ
ถุงน้ําเชื้อแช่แข็งท่ีได้ละลายจากการทดลองมาใส่เข้าไปในช่อง thelycum ของแม่พันธุ์ท่ีลอกคราบ
ใหม่ๆ  ซ่ึงการผสมเทียมแต่ละครั้งใช้ถุงน้ําเชื้อ 2 ถุงในการผสมเทียมแม่พันธุ์กุ้ง  1 ตัว แล้วปล่อยให้
แม่พันธุ์กุ้งวางไข่ออกมาในถังไฟเบอร์กลาส ดําขนาด 500 ลิตร โดยปล่อยแม่พันธุ์กุ้ง 1 ตัว/ถัง     
สําหรับกลุ่มควบคุม ใช้ถุงน้ําเชื้อท่ีรวบรวมออกมาใหม่ๆ (freshly collected spermatophore) จาก
พ่อพันธุ์ท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์มในการผสมเทียม   ถุงน้ําเชื้อถูกแช่แข็งด้วย 2 protocols ก่อนแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว ได้แก่ การแช่แข็งถุงน้ําเชื้อมาท่ีอุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียสด้วยการใช้ 10% 
DMSO ในอัตราการลดอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส/นาที และการแช่แข็งถุงน้ําเชื้อมาท่ีอุณหภูมิสุดท้าย 
-80 องศาเซลเซียสด้วยการใช้ 10% DMSO ในอัตราการลดอุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส/นาที    ถุง
น้ําเชื้อแช่แข็งท่ีได้จาก 2 protocols ได้ถูกนํามาเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวประมาณ 6 ชั่วโมง
ก่อนทําการละลายและนําไปผสมเทียมแม่พันธุ์ กุ้ง   สําหรับถุงน้ําเชื้อท่ีได้แช่เย็นเก็บรักษาด้วย 
mineral oil ท่ีอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส นาน 3 วันได้นํามาผสมเทียมกับแม่พันธุ์กุ้งท่ีลอกคราบ
ใหม่ๆในช่วงเวลาเดียวกับการผสมเทียมกุ้งด้วยถุงน้ําเชื้อแช่แข็ง 

แม่พันธุ์กุ้งท่ีวางไข่ถูกเอาออกจากถังไฟเบอร์กลาสหลังวางไข่ในตอนเช้าของวันรุ่งข้ึน จากนั้น
ปล่อยให้ไข่กุ้งกุลาดําฟักเป็นตัวอ่อน และพัฒนามาถึงระยะ gastrula เพ่ือประเมินอัตราการปฏิสนธิ 
(fertilization rate) และเม่ือลูกกุ้งพัฒนาเข้าสู่ระยะนอเพลียส (nauplius) เรียบร้อยแล้ว ทําการ
ประเมินอัตราการฟัก (hatching rate) และอัตรารอด (survival rate) เพ่ือประเมินความสําเร็จของ
การเก็บรักษาถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยทดลอง 6 ซํ้า 

 
6.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มกุ้งกุลาดําขณะเก็บแช่เย็นและแช่แข็ง 
นําถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําท่ีได้แช่เย็น หรือแช่แข็งในชุดการทดลองต่างๆ รวมท้ังถุงน้ําเชื้อสดท่ี

รวบรวมมาใหม่ๆจากการสุ่มตัวอย่าง (freshly collected spermatophore) ในระหว่างศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์ม มาศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเซลล์ท่ีอาจเกิดข้ึนจากการแช่เย็น 
หรือแช่แข็ง โดยนําเอาถุงน้ําเชื้อไป fix ด้วย 2% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate buffer 
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solution pH 7.8 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้ว rinse ด้วย phosphate buffer จึงนํามาแช่ใน 1% 
osmium tetroxide ใน 0.1 M phosphate buffer solution pH 7.8 นาน 2 ชั่วโมง ก่อนทําการ
ดึงน้ําออกด้วยการแช่ใน ethanol ความเข้มข้นต่างๆกัน แล้วทําให้แห้งณ จุดวิกฤต จากนั้นนํา
ตัวอย่างมาติด stub และเข้าเครื่อง coat ด้วยทอง (Pongtippatee-Taweepreda et al., 2004) 
แล้วนําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงในรายละเอียดของขนาดหัวสเปิร์ม การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ หรือ
ความเสียหายของออร์แกเนลต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนภายในตัวสเปิร์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนท่ีศูนย์
กล้องจุลทรรศน์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา โดยประเมินการบาดเจ็บของเซลล์สเปิร์ม 
(damage) ว่ามีเล็กน้อย หรือมีมาก หรือเซลล์สเปิร์มยังคงปกติหลังการแช่เย็น หรือแช่แข็งเพ่ือการ
เปลี่ยนแปลงระดับเซลล์   สําหรับกลุ่มควบคุมใช้ถุงน้ําเชื้อสดท่ีทําการบีบกดออกมาใหม่ๆจากพ่อพันธุ์
กุ้งท่ีเลี้ยงขุนภายในฟาร์ม แล้วทําการ fix ตัวอย่างทันทีตามวิธีการท่ีกล่าวมาแล้ว 

 
7.  การวิเคราะห์ทางสถิติ  
ข้อมูลเปอร์เซ็นต์สเปิร์มท่ีมีชีวิต เปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิ  เปอร์เซ็นต์การฟัก ในแต่ละชุดการ

ทดลอง และระยะเวลานานท่ีสุดท่ีสเปิร์มในถุงน้ําเชื้อยังมีชีวิตอยู่ ถูกนํามาวิเคราะห์หาความแตกต่าง
ทางสถิติด้วยวิธีการ analysis of variance (two-way ANOVA) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในชุดการทดลองด้วย Duncan’s new multiple range test 
โดยใช้โปรแกรมสถิติ SPSS 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 6 ตอน คือ 

1. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดํา 
2. การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา 
3. การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
4. การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา 
5. การผสมเทยีมกุ้งกุลาดํา 
6. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มกุ้งกุลาดําขณะเก็บแช่เย็นและแช่แขง็ 
 
1. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดํา 

การศึกษาคุณภาพสเปิร์มกุ้งกุลาดําทําโดยสุ่มกุ้งกุลาดําออกมาจากบ่อดินเดือนละครั้ง เร่ิม
ต้ังแต่กุ้งกุลาดําอายุ 7 เดือน โดยสุ่มเฉพาะเพศผู้จํานวน 15-20 ตัวต่อครั้งในแต่ละเดือน จนกระทั่งกุ้ง
กุลาดําเพศมีผู้อายุ 18 เดือน (รูปที่ 1 และรูปที่ 2) แล้วทําการประเมินการเปลี่ยนแปลงถุงนํ้าเช้ือโดย
ดูลักษณะภายนอกของถุงน้ําเช้ือว่ามีลักษณะใส  หรือขาวขุ่นมากน้อยเพียงไร (รูปที่ 3 และรูปที่ 4) 

ผลการทดลองพบว่า กุ้งกุลาดําอายุ 7 เดือนมีนํ้าหนักเฉลี่ย 16.7 กรมั และความยาวเฉล่ีย 
12.2 เซนติเมตร โดยมีกุ้งกุลาดําเพียง 6.7 เปอร์เซ็นต์เท่าน้ันที่สามรถรีดเอาถุงนํ้าเช้ืออกมาจาก
บริเวณโคนขาเดินคู่ที่ 5 ได้   อย่างไรก็ตามเมื่อกุ้งกุลาดํามีอายุมากข้ึน ก็มีแนวโน้มที่สามารถรวบรวม
เอาถุงนํ้าเช้ืออกมาได้มากขึ้น โดยเมื่อกุ้งมีอายุ 12 เดือน พบว่ามีนํ้าหนักเฉลี่ยเพ่ิมข้ึนเป็น 29.8 กรัม 
มีความยาวเฉล่ียเป็น 14.1 เซนติเมตร และมีกุ้งมากถึง 55 เปอร์เซ็นต์ที่สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้ 
(ตารางที่ 1)    พ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดําอายุระหว่าง 13-18 เดือน มีนํ้าหนักเฉลี่ยเพ่ิมขึ้นจาก 32.7 กรัม เป็น 
65 กรัม  ความยาวเฉล่ียจาก 14.5 เซนติเมตร เป็น 18.7 กรัม และมีกุ้งที่สามารถรีดถงุนํ้าเช้ือออกมา
ได้จาก 60 เปอร์เซ็นต์ เป็น 95 เปอร์เซ็นต์ในเดือนที่ 17 แต่ลดลงเหลือ 85 เปอร์เซ็นต์ในเดือนที่ 18 
(ตารางที่ 1) 

การศึกษาการพัฒนาของถุงนํ้าเช้ืออายุต่างๆกันพบว่า กุง้อายุ 7 เดือน และ 8 เดือนมีถุง
นํ้าเช้ือขนาดเล็ก และถุงนํ้าเช้ือมีส่วนที่เป็นสีใสมากกว่าสีขาว (ตารางที่ 1 และรูปที ่ 3)  กุ้งอายุ 9 
เดือน และ 10 เดือนเริ่มมีถุงนํ้าเช้ือที่มีสีขาวมากข้ึน และเริ่มมี vas deferences หลุดออกมาพร้อม
กับถุงนํ้าเช้ือที่รีดได้ ในขณะที่กุ้งอายุ 11 เดือนมีถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นชัดเจน และมขีนาดใหญ ่ และ
สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้ง่ายพร้อม vas deferens ที่ติดออกมา (ตารางที่ 1 และรูปที่ 3)     กุ้ง
อายุ 12 เดือนมีถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นชัดเจน มีขนาดใหญ่ แต่มีส่วนที่เป็นสีใสบริเวณรอบถุงนํ้าเช้ือเพียง
เล็กน้อยเม่ือเปรียบเทียบกับถุงนํ้าเช้ือที่ได้จากกุ้งอายุตํ่ากว่า 11 เดือนลงไป โดยยังคงรีดถุงนํ้าเช้ือ
ออกมาได้ง่ายมาก (ตารางที่ 1 และรูปที่ 3)   ถุงน้ําเช้ือกุ้งกุลาดําอายุระหว่าง 13-18 เดือนยังคงมีสี
ขาวขุ่นเต็มถุงเป็นส่วนใหญ ่(ตารางที่ 1 และรูปที่ 4)   

การประเมินคุณภาพสเปิร์มพบว่า กุ้งอายุ 7 และ 8 เดือนยังไม่มีการสร้างสเปิร์ม และ
การศึกษาความหนาแน่นสเปิร์มในถุงนํ้าเช้ือพบว่ากุ้งอายุ 17 เดือนมีปริมาณสเปิร์มสูงสุด 8.12±0.21 
(x107)/ถุง (ตารางที่ 2) ในขณะที่การประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต พบว่าถุงนํ้าเช้ือที่รวบรวมมา
จากพ่อกุ้งอายุ 9-17 เดือนมีสเปิร์มที่มีชีวิตมากกว่า 96.33% (ตารางที่ 2)   
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 กุ้งกุลาดําอายุ 8 เดือน 

 กุ้งกุลาดําอายุ 9 เดือน 

 กุ้งกุลาดําอายุ 10 เดือน 

 กุ้งกุลาดําอายุ 11 เดือน 

 กุ้งกุลาดําอายุ 12 เดือน 
 
รูปที่ 1 ลักษณะของกุ้งกุลาดําเพศผู้อายุระหว่าง 8-12 เดือนที่เลี้ยงขุนภายในบ่อพ่อพันธ์ุ 
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                              กุ้งกุลาดําอายุ 13 เดือน 

                                        กุ้งกุลาดําอายุ 14 เดือน 

                                        กุ้งกุลาดําอายุ 15 เดือน 

                                        กุ้งกุลาดําอายุ 16 เดือน 

                                         กุ้งกุลาดําอายุ 17 เดือน 
 

รูปที่ 2 ลักษณะของกุ้งกุลาดําเพศผู้อายุระหว่าง 13-17 เดือนที่เลี้ยงขุนภายในบ่อพ่อพันธ์ุ 
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                         ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 8 เดือน 

                         ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 9 เดือน 

            ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 10 เดือน 

            ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 11 เดือน 

                                ถงุนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 12 เดือน 
 

รูปที่ 3  ลักษณะของถุงนํ้าเช้ือรวบรวมจากกุ้งกุลาดําเพศผู้อายุระหว่าง 8-12 เดือนที่เลี้ยงขุนภายใน
บ่อ 
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                                          ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 13 เดือน 

                                           ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 14 เดือน 

                                           ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 15 เดือน 

                                           ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 16 เดือน 

                                            ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําอายุ 17 เดือน 
 

รูปที่ 4  ลักษณะของถุงนํ้าเช้ือรวบรวมจากกุ้งกุลาดําเพศผู้อายุระหว่าง 13-17 เดือนที่เลี้ยงขุนภายใน
บ่อ 
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ตารางที่ 1   การเปลี่ยนแปลงของนํ้าหนักและความยาวกุ้งกุลาดํา  เปอร์เซ็นต์กุ้งกุลาดําที่สามารถรีดถุง
นํ้าเช้ือออกมาได้ และลักษณะของถุงนํ้าเช้ือ 

 
อายุ 

 (เดือน) 
นํ้าหนักตัว 

(กรัม) 
ความยาวตัว 
(เซนติเมตร) 

กุ้งที่รีดถุง
นํ้าเช้ือได้ (%) 

ลักษณะถุงนํ้าเช้ือที่รีดได้ 

7 16.7±1.9 12.2±0.5 6.7 มีส่วนที่เป็นสีใสมากกว่าสีขาว และมี
ขนาดเล็กมาก 

8 22.7±2.2 13.5±0.7 7.1 มีส่วนที่เป็นสีใสมากกว่าสีขาว และมี
ขนาดเล็กมาก 

9 25.0±3.1 13.4±0.7 26.3 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวมากขึ้นและเริ่มมี vas 
deferens ติดออกมากับถุงนํ้าเช้ือที่ได้ 

10 29.7±2.9 14.5±0.6 50 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่น มีขนาดใหญ่ และ
ถูกรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้ง่ายพร้อม 
vas deferens ติดออกมา 

11 29.9±3.3 14.0±0.8 47.4 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่น มีขนาดใหญ ่และ
ถูกรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้ง่ายพร้อม 
vas deferens ติดออกมา 

12 29.8±2.4 14.1±0.5 55 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นชัดเจน มขีนาด
ใหญ ่มีส่วนที่เป็นสีใสบริเวณรอบถุง
นํ้าเช้ือเพียงเล็กน้อย และรีดออกมาได้
ง่ายมากเมื่อกดบริเวณโคนขาเดิน 

13 32.7±4.6 14.5±0.8 60 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นเต็มถุง และผิวถุงมี
ลักษณะตึง 

14 38.2±7.7 15.2±1.2 70 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นเต็มถุง และผิวถุงมี
ลักษณะตึง 

15 43.7±3.4 16.1±0.9 75 ถุงนํ้าเช้ือมีขนาดใหญ่พบสีขาวขุ่น
กระจายเต็ม sac 

16 47.4±3.5 17.4±0.7 80 ถุงนํ้าเช้ือมีสีขาวขุ่นและสีใสปนอยู่ด้วย
เล็กน้อย 

17 55.3±4.4 17.8±0.6 95 ถุงน้ําเช้ือมีสีขุ่น และ  Vas deferent 
มีสีขาวขุ่นและสีใสปนอยู ่

18 65.0±3.5 18.7±0.4 85 ถุงนํ้าเช้ือมีขาวขุ่น และ Vas 
deferent บางส่วนเริ่มพบสีเหลือง
อ่อน 
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ตารางที่ 2   ความหนาแน่นของสเปิร์ม และเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของกุ้งกุลาดําที่อายุต่างๆกัน 
 

อายุ (เดือน) ความหนาแน่นของสเปิร์ม 
(x107)/ถุง 

เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต (%) 

7 - - 
8 - - 
9 4.49±0.38e 96.87±0.63a 
10 4.56±0.19e 98.31±0.37a 
11 4.59±0.54e 97.73±0.47a 
12 6.08±0.61cd 98.69±0.27a 
13 6.50±0.73bcd 99.07±0.12a 
14 7.63±0.68ab 98.31±0.45a 
15 6.76±0.19abc 96.33±0.60a 
16 6.90±0.19abc 98.71±0.23a 
17 8.12±0.21a 97.78±0.84a 
18 6.19±0.52bcd 97.96±0.81a 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวต้ัง มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
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2.  การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา 
 กุ้งกุลาดําถูกรวบรวมออกมาจากบ่อดิน แล้วทําการรวบรวมถุงนํ้าเช้ือออกมาเพ่ือนํามาแช่ใน

สารละลายสูตรต่างๆแล้วเก็บรักษาในสภาพแช่เย็นเพ่ือประเมินวิธีการที่เหมาะสมในการแช่เย็นถุง
นํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา     การแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือทําโดยใช้ถุงนํ้าเช้ือ 1 ถุงแช่ในหลอด cryotube  1 หลอด 
(ขนาด 1.8 มิลลิลิตร) ที่บรรจุสารละลาย 1.5 มิลลิลิตรแล้วนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-4 องศา
เซลเซียส     สารละลายที่ใช้ได้แก่ mineral oil, phosphate buffer, 0.85% NaCl และ Ringer 
solution ซึ่งในทุกสูตรใส่ penicillin-streptomycin ความเข้มข้น 0.1% ลงไป       

ถุงนํ้าเช้ือที่เก็บแช่เย็นเมื่อเวลาผ่านไป 7, 14, 21, 28 และ 35 วันได้ถูกนํามาประเมิน
คุณภาพสเปิร์มเปรียบเทียบกับถุงนํ้าเช้ือสดที่รีดออกมาใหม่ๆ (กลุ่มควบคุม)     การประเมินคุณภาพ
สเปิร์มทําโดยนําถุงนํ้าเช้ือที่เก็บแช่เย็นที่เวลาต่างๆกันมาบดเบาๆให้แตกใน homogenizer แล้วนํา 
sperm suspension มาย้อมสีด้วย eosin และ nigrosin เพ่ือประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตในแต่
ละชุดการทดลอง    สําหรับกลุ่มควบคุมใช้นํ้าเช้ือสดที่รวบรวมออกมาใหม่ๆมาประเมินเปอร์เซ็นต์
สเปิร์มที่มีชีวิต โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
 ผลการทดลองพบว่าถุงนํ้าเช้ือสดที่รีดออกมาใหม่ๆ มีลักษณะสีขาวขุ่น และไม่ยุ่ย (รปูที่ 5)   
ถุงนํ้าเช้ือที่แช่เย็นใน Mineral oil เมื่อเวลาผ่านไป 7 วันยังคงมีลักษณะปกติ (รูปที ่6) แต่ถุงนํ้าเช้ือที่
แช่เย็นใน Phosphate buffer และ Ringer solution เร่ิมมีลักษณะไม่คงรูปเมื่อนําออกมาวางบน
กระจกสไลด์ (รูปที่ 7 และ รปูที่ 8)      ถุงนํ้าเช้ือที่แช่ในสารละลาย Mineral oil นาน 35 วันยังคงมี
ลักษณะภายนอกท่ีคงรูป ไม่ยุ่ย โดยเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีค่าสูงประมาณ 90% หลังการเก็บ
รักษาแช่เย็นผา่นไป 120 ช่ัวโมง (5 วัน) แม้ว่าเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต (68.22%) มคี่าลดลงอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเก็บรักษาผ่านไป 336 ชัวโมง (14 วัน) (ตารางที่ 3)    ถุงนํ้าเช้ือที่แช่
เย็นใน 0.85% NaCl เมื่อเก็บรักษาแช่เย็นผ่านไปเพียง 24 ช่ัวโมง พบว่ามีสเปิร์มที่มีชีวิตเหลือตํ่ามาก
เพียง 1%  อย่างไรก็ตามถุงนํ้าเช้ือที่แช่อยู่ในสารละลาย Phosphate buffer และ Ringer solution 
มีลักษณะยุ่ย และสารละลายในหลอด cryotube มีสีเปลี่ยนไป ไม่ใสเหมือนช่วงแรก โดยถุงนํ้าเช้ือที่
แช่เย็นใน Phosphate buffer เมื่อแช่เย็นผ่านไปเพียง 9 ช่ัวโมงไม่พบสเปิร์มที่มีชีวิต ในขณะทีถุ่ง
นํ้าเช้ือที่แช่เย็นใน Ringer solution เมื่อเวลาผ่านไป 120 ช่ัวโมง (5 วัน) มีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต
เหลือเพียง 5.19% (ตารางที่ 3)    

การประเมินลักษณะภายนอกของถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไว้ในสารละลายชนิดต่างๆพบว่า ถุง
นํ้าเช้ือที่เก็บรักษาด้วย mimeral oil มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะภายนอกถุงนํ้าเช้ือน้อยที่สุด โดยเมื่อ
เก็บแช่เย็นนาน 168 ช่ัวโมง (7 วัน) จะมกีารบวมถุงนํ้าเช้ือเพียงเล็กน้อย ในขณะที่การใช้สารละลาย
อ่ืนๆอีก 3 ชนิด ทําให้ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและไม่คงรูป (ตารางที่ 4)   นอกจากน้ีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือนาน 
35 วันพบว่า เฉพาะชุดการทดลองที่ใช้ mineral oil เท่าน้ันที่ยังพบสเปิร์มที่มีชีวิต 
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ตารางที่ 3  เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บแช่เย็นในสารละลายชนิดต่างๆ 
 

ชนิดสารละลายบัฟเฟอร์ ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) Mineral oil 0.85% NaCl Phosphate buffer Ringer solution 

3 99.48±1.39a,1 97.48±4.91a,1 83.67±8.65a,2 99.52±0.96a,1 
6 99.78±0.50a,1 66.15±2.42b,2 26.96±0.58b,3 95.11±8.42a,1 
9 96.56±6.12a,1 37.33±7.29c,3 - 79.74±9.80b,2 
12 91.56±0.59ab,1 7.56±1.72d,3 - 68.11±2.68c,2 
24 90.07±2.69ab,1 1.07±3.45de,3 - 64.52±5.55c,2 
72 90.22±6.82ab,1 - - 14.11±7.93d,2 
120 90.04±2.18ab,1 - - 5.19±7.77e,3 
168 70.26±6.81c,1 - - - 
336 68.22±3.21c,1 - - - 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
ตัวเลข superscript ที่แตกต่างกันในแนวนอน มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
 
ตารางที่ 4  การเปลี่ยนแปลงลักษณะถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บแช่เย็นในสารละลายชนิดต่างๆ 

ชนิดสารละลายบัฟเฟอร์ ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) Mineral oil 0.85% NaCl Phosphate buffer Ringer solution 

3 สีขาวขุ่นปกติ สีขาวขุ่นปกติ สีขาวขุ่นปกติ สีขาวขุ่นปกติ 
6 สีขาวขุ่นปกติ ถุงนํ้าเช้ือเร่ิมบวม ถุงนํ้าเช้ือเร่ิมบวม สีขาวขุ่นปกติ 
9 สีขาวขุ่นปกติ ถุงนํ้าเช้ือบวมมากขึ้น ถุงนํ้าเช้ือบวมมาก

ขึ้น 
ถุงนํ้าเช้ือเริ่มบวม 

12 สีขาวขุ่นปกติ ถุงนํ้าเช้ือบวมมากขึ้น ถุงนํ้าเช้ือบวมมาก
ขึ้น 

ถุงนํ้าเช้ือบวมมาก
ขึ้น 

24 
สีขาวขุ่นปกติ ผนังถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ

แตก 
ผนังถุงนํ้าเช้ือยุ่ย

และแตก 
ผนังถุงนํ้าเช้ือยุ่ย

และแตก 

72 
ถุงนํ้าเช้ือเริ่มบวม

เล็กน้อย 
สารละลายเริ่มมีกลิ่น สารละลายเริ่มมี

กลิ่นและมีสีเหลือง 
สารละลายเริ่มมี
กลิ่นและมีสีขาว  

120 
ถุงนํ้าเช้ือเริ่มบวม
เล็กน้อยแต่คงรูป 

ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ
สารละลายเริ่มมีสี

เหลืองอ่อน 

ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ
สารละลายมีสีเหลือง

อ่อน 

ถุงนํ้าเช้ือยุ่ย 

168 
ถุงนํ้าเช้ือบวม

เล็กน้อยแต่คงรูป 
ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ

สารละลายมีสีเหลือง 
ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ

สารละลายมีสีเหลือง 
ถุงนํ้าเช้ือยุ่ยและ

สารละลายมีสีเหลือง  

336 
ถุงนํ้าเช้ือบวม

เล็กน้อยแต่คงรูป 
ถุงนํ้าเช้ือไม่คงรูปและ
สารละลายมีสีเหลือง 

ถุงนํ้าเช้ือไม่คงรูป
และสารละลายมีสี

เหลือง 

ถุงนํ้าเช้ือไม่คงรูป 
ฉีกขาดและ

สารละลายมีสีเหลือง 
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รูปที่ 5   ลักษณะถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่รวบรวมออกมาจากกุ้งกุลาดํา 
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รูปที่ 6  ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บแช่เย็นใน mineral oil ผา่นไป 7 วัน  
 
 

 
 
รูปที่ 7  ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บแช่เย็นใน phosphate buffer ผ่านไป 7 วัน  
 
 

 
 
รูปที่ 8  ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บแช่เย็นใน Ringer solution ผ่านไป 7 วัน  
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3. การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
ถุงนํ้าเช้ือของพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงภายในฟาร์มถูกรวบรวมออกมาแล้วนํามาแช่ใน

สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆ ได้แก่ dimethylsulfoxide (DMSO), ethylene glycol, 
propylene glycol, formamide และ methanol ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 5%, 10%, 15% และ 
20% ในระยะต่างๆกัน (10, 20, 30 และ 60 นาที) แล้วประเมินการรอดชีวิตของสเปิร์ม  

 การประเมินความเป็นพิษของสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการมีชีวิตของสเปิร์มกุ้ง
กุลาดํา พบว่า ความเป็นพิษของสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการมีชีวิตของสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
ขึ้นอยู่กับชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้ทดสอบ และระยะเวลาที่ถุงนํ้าเช้ือแช่
อยู่ในสารละลาย ตามผลการทดลองดังน้ี 

 การแช่ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 5 ชนิด ที่เวลา 10 นาทีใน 4 
ความเข้มข้น พบว่า เปอร์เซ็นต์สเปิร์มทีม่ชีีวิตในชุดการทดลองที่ใช้ DMSO, propylene glycol, 
formamide และ methanol มีค่าสูงอยู่ระหว่างประมาณ 99% ในขณะที่เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต
ใน ethylene glycol มีค่าลดลงเหลืออยู่ระหว่าง 39.26-60.63% (ตารางที่ 5) 

การแช่ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่เวลา 20 นาทีใน 4 ความ
เข้มข้น ยังคงให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับเวลา 10 นาที โดยเปอร์เซ็นต์สเปิร์มทีม่ีชีวิตในชุดการ
ทดลองที่ใช้ DMSO, propylene glycol, formamide และ methanol มีค่าสูงอยู่ระหว่าง 96.85-
99.81% ในขณะที่เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตใน ethylene glycol มีค่าลดลงอยู่ระหว่าง 23.74-
47.44% (ตารางที่ 5) 
 การแช่ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่เวลา 30 นาทีใน 4 ความ
เข้มข้น พบว่าสารละลาย DMSO ยังคงมีความเป็นพิษต่อสเปิร์มกุ้งกุลาดําไม่มาก โดยพบว่า 
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตในสารละลายเหล่าน้ันยังคงมีค่าเฉลี่ยสูงกว่า 95.41% ขึ้นไป ในขณะที่
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตเมื่อใช้ formamide, ethylene glycol, propylene glycol และ 
methanol ที่เวลา 30 นาทีมีค่าตํ่าอยู่ระหว่าง 0-59.85%, 12.52-26.74%, 0-95.37% และ 17-
49.52% ตามลําดับ (ตารางท่ี 5) 

การแช่ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่เวลา 60 นาทีใน 4 ความ
เข้มข้น แสดงให้เห็นชัดเจนว่า ethylene glycol และ methanol มีความเป็นพิษสูง โดย 
methanol ทําให้สเปิร์มตายหมด และ ethylene glycol ทําใหส้เปิร์มที่มีชีวิตมีค่าตํ่ากว่า 3%    
สารละลาย DMSO ทําให้สเปิร์มมีชีวิตมีค่าเหลืออยู่ระหว่าง 26.93-54.89% ในขณะที่สารละลาย 
propylene glycol ทําใหส้เปิร์มที่มีชีวิตมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 0-21.03% และ formamide ทําให้
สเปิร์มตายหมด (ตารางที่ 5) 
 การศึกษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนทท์ี่ใช้ต้ังแต่ 5-20% พบว่า 
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของกุ้งกุลาดําในช่วงเวลา 20 นาทีแรกเมื่อใช้สารละลายไครโอโพรเทค
แทนท์ทั้ง 5 ชนิดที่ความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นจาก 5% ไปเป็น 20% มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ยกเว้น propylene glycol ที่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีความ
แตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) ระหว่างความเข้มข้น 5-20% ที่เวลา 30 และ 60 นาที (ตารางที่ 5) 

การศึกษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนทท์ี่ใช้เวลาที่แช่ถุงนํ้าเช้ือต้ังแต่ 
10-60 นาที พบว่าเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีค่าลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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ตารางที่ 5  การเปลี่ยนแปลงเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่แช่ในสารละลาย 
              ไครโอโพรเทคแทนท์ที่เวลาต่างๆกัน 
 

ตัวอักษร superscript เหมือนกันตามแนวต้ัง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

เวลา (นาที) ความเข้มข้น 
(%) 

สารไครโอโพร 
เทคแทนท์ 

ตัวเลข superscript เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

10 20 30 60 
DMSO 99.89±0.41a,1 99.59±0.95a,1 89.41±1.34ab,2 39.89±3.15b,3 
Ethylene glycol 54.81±6.79bc,1 43.26±7.61b,2 26.74±9.54e,3 2.48±4.50de,4 
Propylene glycol 99.89±0.41a,1 96.85±9.11a,1 55.03±15.81bc,2 21.03±14.94c,3 
Formamide 99.93±0.25a,1 98.78±3.23a,1 32.85±8.64d,2 - 

5 

Methanol 99.74±0.81a,1 99.44±1.22a,1 49.52±9.39c,2 - 
DMSO 99.78±0.82a,1 99.63±0.73a,1 95.41±4.14a,1 54.89±1.35a,2 
Ethylene glycol 60.63±7.16b,1 47.44±4.55b,2 20.15±3.27f,3 2.30±5.49de,4 
Propylene glycol 99.89±0.41a,1 98.89±2.86a,1 62.03±11.66b,2 11.07±9.54d,3 
Formamide 99.63±1.72a,1 98.89±3.54a,1 59.85±7.80b,2 - 

10 

Methanol 99.81±0.77a,1 99.41±1.82a,1 25.63±9.71e,2 - 
DMSO 99.48±1.78a,1 99.30±1.72a,1 97.04±0.72a,1 33.81±4.79bc,2 
Ethylene glycol 39.26±4.96d,1 27.78±6.30c,2 20.48±6.08f,23 - 
Propylene glycol 99.78±0.50a,1 98.78±2.72a,1 95.37±0.31a,1 8.25±7.57d,2 
Formamide 99.85±0.42a,1 99.48±1.92a,1 27.0±12.15e,2 - 

15 

Methanol 99.48±1.45a,1 99.33±1.26a,1 17.00±5.38f,2 - 
DMSO 99.48±1.87a,1 99.81±0.51a,1 98.96±2.01a,1 26.93±7.11c,2 
Ethylene glycol 48.52±9.55c,1 23.74±4.51c,2 12.52±1.60g,3 - 
Propylene glycol 99.63±0.67a,1 98.85±2.33a,1 - - 
Formamide 99.93±0.25a,1 98.93±3.30a,1 - - 

20 

Methanol 99.89±0.41a,1 99.67±0.96a,1 21.89±2.17f,2 - 
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4. การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา 
การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา ทําโดยนําเอาถุงนํ้าเช้ือที่รวบรวมออกมาแช่ในสารไครโอโพร

เทคแทนท์ที่เหมาะสม (DMSO) โดยข้ันตอนน้ีตัวอย่างถุงนํ้าเช้ือถูกทดสอบโดยนํามาใส่ใน cryovial ที่
มีสารละลายบัฟเฟอร์ (Ca-F saline) และสารละลาย DMSO ความเข้มข้น 5% และ 10% แล้วปล่อย
ให้อยู่ในระยะสมดุลนาน 60 นาที นํามาแช่แข็งด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่แตกต่างกันด้วย
เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) โดยใช้อัตราการลด
อุณหภูมิ (freezing rate) ต้ังแต่ -2, -4, -6 และ -8 องศาเซลเซียส/นาที โดยเร่ิมต้นลดอุณหภูมิจาก
อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 25 องศาเซลเซียส มาถึงที่อุณหภูมิสุดท้าย (final temperature) -30 องศา
เซลเซียส จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งที่ได้ไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว แล้วทําการละลาย 
(thawing) ถุงนํ้าเช้ือในน้ําอุ่นที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา   ถุงนํ้าเช้ือที่
ละลายได้ถูกนําออกมาแล้วบดให้แตก แล้วนําสเปิร์มมาย้อมสีด้วย Eosin-nigrosin บนกระจกสไลด์ 
เพ่ือประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต 

หลอด cryovial ที่มีถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งที่ได้เก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวที่เวลาต่างๆกันต้ังแต่ 
0, 30 และ 60 นาที และ 1, 3, 5 และ 7 วัน ได้ถูกนําออกมาละลายในน้ําที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จากน้ันเปิดหลอด cryovial นําเอาถุงนํ้าเช้ือที่ถูกละลายออกมาประเมินการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพสเปิร์ม โดยทําการบดถุงนํ้าเช้ือให้ละลาย แล้วย้อมสีด้วยสารละลาย eosin และ nigrosin 
บนกระจกสไลด์ และทําการประเมินเปอร์เซนต์สเปิร์มที่มีชีวิต (percentage of sperm viability) 
โดยทดลอง 3 ซ้ําได้ผลการทดลองดังน้ี 
 ผลการทดลองเมื่อแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียสก่อนเก็บรกัษาใน
ถังไนโตรเจนเหลวในตารางที่ 6 พบว่า ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งด้วย 5% DMSO แล้วเก็บไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวเมื่อนําออกมาละลายทันท ี (0 นาที) มีเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 
53.24-76.18% โดยเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที เปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มลดลงเหลือ 31.91-
47.07%     ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส/นาทีเมื่อเก็บรักษาไว้ 1 วัน
มีเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มเหลืออยู่ 0.6% ในขณะที่ชุดการทดลองอื่นๆสเปิร์มตายหมดหลังการ
ละลาย       

ในทํานองเดียวกันถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งด้วย 10% DMSO มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศา
เซลเซียสก่อนเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวที่เวลา 0 นาทีมีเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มเฉลี่ย
ระหว่าง 64.96-86.16% และเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที เปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มลดลงเหลอื 
45.47-54.8%  ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส/นาทีเมือ่เก็บรักษาไว้ 3 
วันยังคงมีเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มประมาณ 20.29% (ตารางที่ 6)      

ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งมาที่อุณหภูมสิุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนเก็บรักษาในถังใน
ไนโตรเจนเหลวเมื่อนําออกมาละลายที่เวลาต่างๆกันในตารางที่ 6 พบว่า เปอร์เซนต์การมีชีวิตของ
สเปิร์มที่แช่แขง็ด้วย 5% DMSO และละลายทันที (0 นาที) มีค่าเฉลีย่ระหว่าง 39.62-76.33% โดย
เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที เปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มลดลงเหลือ 30.33-58.53%     ถุงนํ้าเช้ือที่
แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส/นาทีเมือ่เก็บรักษาไว้ 1 วันมีเปอร์เซนต์การมีชีวิต
ของสเปิรม์เหลอือยู่ 1.73% (ตารางที่ 6)     

ในทํานองเดียวกันถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่แช่แข็งด้วย 10% DMSO มาที่ -80 องศาเซลเซียส ที่
เวลา 0 นาที มีเปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 58.16-94.78% และเมื่อเวลาผ่านไป 30 
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การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําเมื่อลดอุณหภูมิมาถึง -30 องศาเซลเซียส ด้วยการใช้
สารละลาย 10% DMSO ให้ผลการแช่แข็งที่ดีกว่า 5% DMSO เช่น การใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 2 
องศาเซลเซียส/นาที เมื่อใช้สารละลาย 10% DMSO และ 5% DMSO มีสเปิร์มที่มีชีวิตเท่ากับ 
54.80±38.01% และ 31.98±26.02% ตามลําดับ หรือ การใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส/นาที เมื่อใช้สารละลาย 10% DMSO และ 5% DMSO มีสเปิร์มที่มีชีวิตเท่ากับ 
45.47±31.18% และ 31.91±34.48% ตามลําดับ (ตารางที่ 6)      การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือด้วยการใช้
อัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกันเมื่อใช้ 5% DMSO พบว่าการแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 4 และ 
6 องศาเซลเซียส/นาที ทําให้เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีค่าระหว่าง  43.60-47.07% ซึ่งมีค่าทางสถิติ
สูงกว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 2 และ 8 องศาเซลเซียส/นาทีอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) สําหรับ
การแช่แข็งด้วย 10% DMSO พบว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 2-6 องศาเซลเซียส/นาที ทําให้
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีค่าระหว่าง  49.9-54.80% ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
(ตารางที่ 6) 

ถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่แช่แข็งที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ด้วยการใช้สารละลาย 
10% DMSO ให้ผลการแช่แข็งที่ดีกว่า 5% DMSO    เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตที่มึค่าสูงสุด 
(73.67±34.09%) ได้มาจากชุดการทดลองที่ใช้ 10% DMSO และอัตราการลดอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส/นาที ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) จากชุดการทดลองที่ใช้ 10% DMSO และอัตราการ
ลดอุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส/นาที (69.98±37.44%) (ตารางที่ 6)   

 การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํามาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ให้ผลการทดลองที่
ดีกว่าการแช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียส โดยการแช่แขง็ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 4 
และ 6 องศาเซลเซียส/นาทีที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียส ให้เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต
ประมาณ 49 % แต่การแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 4 และ 6 องศาเซลเซียส/นาทีที่อุณหภูมิ
สุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ให้เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตเฉลี่ยระหว่าง 73.67 - 69.98% (ตารางที่ 6) 
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ตารางที่ 6  เปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มกุ้งกุลาดําที่แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกันมาที่ 
     อุณหภูมิสุดท้าย -30 และ -80 องศาเซลเซียสก่อนการเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว
     ระยะเวลาต่างกัน 
 

อัตราลด
อุณหภูมิ ระยะเวลาเก็บรักษา อุณหภูมิ

สุดท้าย 
ความเข้มข้น 

(%) 
(ºC/min) 0 30 นาที 60 นาที 1 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 

2 73.69±7.36c,1 31.98±6.02d,2 8.33±9.03e,3 0.6±1.65c,4 - - - 
4 53.24±2.60de,1 43.60±0.38c,2 - - - - - 
6 76.18±1.07bc,1 47.07±1.48c,2 - - - - - 

5 

8 58.20±1.04d,1 31.91±4.48d,2 - - - - - 
2 72.96±1.74c,1 54.80±8.01b,2 54.29±1.00c,2 38.80±3.55b,3 20.29±2.10b,4 - - 
4 86.16±2.98b,1 49.96±4.80bc,2 - - - - - 
6 64.96±4.82cd,1 49.09±6.92bc,2 - - - - - 

-30 

10 

8 74.20±3.85c,1 45.47±1.18c,2 - - - - - 
2 76.42±0.88bc,1 57.40±2.71b,2 - - - - - 
4 39.62±8.03f,1 30.33±9.48d,2 18.18±8.21d,3 1.73±4.30c,4 - - - 
6 66.20±0.22cd,1 53.53±7.74bc,2 2.58±3.86ef,3 - - - - 

5 

8 76.33±0.48bc,1 58.53±5.33b,2 - - - - - 
2 84.38±9.30b,1 43.29±8.84c,2 - - - - - 
4 80.89±9.77bc,1 73.67±4.09a1,2 46.47±6.80b,3 0.87±2.54c,4 - - - 
6 94.78±5.84a,1 69.98±7.44a,2 69.4±2.47a,2 64.42±7.26a,23 62.73±6.19a,23 33.11±9.25a,4 5.56±8.89a,5

-80 

10 

8 58.16±8.29d,1 45.31±5.51c,2 - - - - - 
ตัวอักษร superscript ท่ีต่างกันตามแนวต้ัง หมายถึงมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 

 ตัวเลข superscript ท่ีต่างกันตามแนวนอน หมายถึงมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
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5. การผสมเทยีมกุ้งกุลาดํา 
พ่อแม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงในบ่อดินได้ถูกรวบรวมมาทําการปรับสภาพในโรงเพาะฟักที่ควบคุม

สภาพแวดล้อมไม่ให้มีการปนเป้ือนของเช้ือโรค โดยนําพ่อแม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําอย่างละ 10 ตัว รวม 20 
ตัวมาเลี้ยงในบ่อซิเมนต์ที่มีนํ้าทะเลท่ีสะอาด ความเค็ม 30 ppt โดยแยกเล้ียงพ่อแม่พันธ์ุแยกบ่อกันใน
บ่อขนาด 20 ตัน (รูปที่ 9) ให้อาหารพ่อแม่พันธ์ุวันละ 4 ครั้ง โดยให้เพรียงทราย และหอยนางรม 
เปลี่ยนถ่ายนํ้าในบ่อพ่อแม่พันธ์ุ และดูดตะกอนก้นบ่อทุกๆวัน ประมาณ 50% ของปริมาตรนํ้าในบ่อ
เวลา 15.00-16.00น. 

การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา ทําโดยรวบรวมถุงนํ้าเช้ือออกจากโคนขาเดินคู่ที่ 5 ของพ่อพันธ์ุ
กุ้งกุลาดํา (รูปที่ 10) แล้วนํามาใส่ในสารละลายบัฟเฟอร์ (Ca-F saline) ที่มี dimethylsulfoxide 
(DMSO) ความเข้มข้น 10% ปล่อยทิ้งไว้ให้อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration) นําถุงนํ้าเช้ือบรรจุใน
หลอด cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วนําไปลดอุณหภูมิในเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 
(controlled-rate programmable freezer) จากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส ไปถึงอุณหภูมิ
สุดท้ายที่ -30 หรือ -80 องศาเซลเซียสก่อนนําหลอด  cryovial ไปเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen tank) ตาม 2 protocols ที่กําหนดไว้      การลดอุณหภูมิเพ่ือแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้ง
กุลาดําเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งที่มีต่ออัตราการปฏิสนธิไข่ ใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 
(cooling rate) 2 หรือ 6 องศาเซลเซียส/นาทีตามท่ีกําหนดไว้ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา     

การประเมินความสามารถของถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เก็บรักษาแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวได้ถูก
นํามาใช้ในการผสมเทียมกับแม่กุ้งกุลาดํา โดยนําแม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําที่เพ่ิงลอกคราบใหม่ๆ (newly 
molt female broodsctock) มาผสมเทียมด้วยถุงนํ้าเช้ือที่ได้แช่แข็งที่ได้ละลายที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที โดยใช้ฟอร์เซบ (forcep) ที่สะอาดคีบถุงนํ้าเช้ือที่ละลายจากทั้ง 2 ชุดการ
ทดลองใส่เข้าไปในช่อง thelycum ของแม่พันธ์ุ ซึ่งการผสมเทียมแต่ละคร้ังใช้ถุงนํ้าเช้ือที่ละลาย
จํานวน 2 ถุงในการผสมเทียมแม่พันธ์ุกุ้ง  1 ตัว แล้วปล่อยให้แม่พันธ์ุกุ้งเหล่าน้ันไว้ในบ่อคอนกรีตเป็น
ระยะเวลา 2 วัน จึงทําการตัดก้านตาแม่กุ้ง 1 ข้าง (eyestalk ablation; รูปที่ 11) เพ่ือกระตุ้นการ
สร้างไข่ (oogenesis)   สําหรับกลุ่มควบคุม (control) ใช้ถุงนํ้าเช้ือที่รวบรวมออกมาใหม่ๆ (freshly 
collected spermatophore) จากพ่อพันธ์ุในการผสมเทียม     

แม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําที่ได้รับการผสมเทียมได้ถูกเช็คการพัฒนาของรังไข่ว่าพัฒนามาถึงระยะใด 
โดยเช็คการพัฒนาของรังไข่ทุกวันในเวลา 16.00 น. ด้วยการใช้แสงไฟฉายส่องดูแนวรังไข่ด้านหลัง
ของแม่กุ้ง ถ้าพบแม่พันธ์ุที่มีไข่ในระยะที่ 4 (รูปที่ 12) ก็ทําการย้ายแม่พันธ์ุออกจากบ่อคอนกรีตแล้ว
ย้ายมาในถังไฟเบอร์กลาสสีดําขนาด 500 ลิตรเพ่ือให้แม่พันธ์ุวางไข่ (spawning) โดยปล่อยแม่พันธ์ุกุ้ง 
1 ตัว/ถัง จากนั้นปล่อยให้แม่กุ้งวางไข่ ซึ่งมักจะเกิดข้ึนในเวลา 03.00-04.00. แล้วเอาแม่พันธ์ุกุ้งออก
จากถังไฟเบอร์กลาสหลังวางไข่ในตอนเช้าเวลา 07.00-08.00น. จากน้ันปล่อยให้ไข่ฟักเป็นตัวอ่อน
และพัฒนามาถึงระยะ gastrula (รูปที่ 13) เพ่ือประเมินอัตราการปฏิสนธิ (fertilization rate) และ
เมื่อลูกกุ้งพัฒนาเข้าสู่ระยะนอเพลียส (รูปที่ 14) เรียบร้อย ทําการประเมินอัตราการฟัก (hatching 
rate) เพ่ือเป็นการประเมินความสําเร็จของการผสมเทียมด้วยถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม โดยทดลอง 3 ซ้ํา 

ผลการศึกษาพบว่า ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียสแล้วนําไปเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลว ไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ แต่ถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 
องศาเซลเซียส แล้วเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวเมื่อนํามาผสมเทียมให้ค่าอัตราการปฏิสนธิเฉลี่ย 
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ตารางที่ 7  อัตราการปฏิสนธิ และอัตราการฟักของไข่กุ้งกุลาดําที่ผสมเทียมด้วยถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่

แช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 และ -80 องศาเซลเซียส และถุงนํ้าเช้ือที่แช่เย็นด้วย 
mineral oil 

 
ชุดการทดลอง อัตราการปฏิสนธิ (%) อัตราการฟัก (%) 

ถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งมาที่ -30 องศาเซลเซียส - - 
ถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งมาที่ -80 องศาเซลเซียส 92.06±1.85a 46.15±1.44b 
ถุงนํ้าเช้ือแช่เย็น 79.15±4.26a 61.32±3.68a 
ถุงนํ้าเช้ือสด 86.70±2.79a 71.74±2.41a 
  ตัวอักษร superscript ท่ีต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึงมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05)
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                       รูปที่ 9  แมพั่นธ์ุกุ้งกุลาดําที่ใช้ในการผสมเทียม 

 
 

  
 

                       รูปที ่10  ถุงนํ้าเช้ือที่รวบรวมออกมาจากพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดํา 
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                      รูปที ่11  การเตรียมการตัดก้านตากุ้งกุลาดํา 
 

 
 

                     รูปที ่12  แมพั่นธ์ุกุ้งกุลาดํา stage IV ที่พร้อมจะวางไข่ 
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                     รูปที่ 13 ลักษณะตัวอ่อนกุ้งกุลาดําระยะ gastrula 

 

 
 

                  รูปที่ 14 ลักษณะนอเพลียสกุ้งกุลาดํา 
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6. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มกุ้งกุลาดําขณะเก็บแช่เย็นและแช่แขง็ 
การศึกษาลักษณะสเปิร์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (scanning 

electron microscopy; SEM) ในถุงนํ้าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) พบว่าสเปิร์มกุ้งกุลาดํามีรูปร่างปกติ มี
ส่วนหัวกลม และมีส่วนหางสั้น (รูปที่ 15)     สําหรับถุงนํ้าเช้ือที่แช่เย็นใน mineral oil เมื่อนํามาดู
การเปล่ียนแปลงของเซลล์ขณะเก็บรักษาไว้ 3 วัน ก็พบว่า เซลล์สเปิร์มยังคงมีลักษณะภายนอกของ
สเปิร์มมีลักษณะปกติเหมือนในกลุ่มควบคุม (รูปที่ 16) 
  การศึกษาลักษณะสเปิร์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 
electron microscopy; TEM) ในถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวแล้วนําออกมาดูลักษณะ
โครงสร้างสเปิร์มทันที (0 นาที) พบว่าผนังเซลล์ (plasma membrane) มีลักษณะปกติ มี electron 
material อยู่ภายในเซลล์ และมีการกระจายของโครมาติน (chromatin condensation) ตลอด
เซลล์ (รูปที่ 17A)  สําหรับการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 30 นาที พบว่า
สเปิร์มยังมีรูปร่างปกติ แม้ว่า main body เริ่มมีความผิดปกติที่ผนังเซลล์ และมี electron material 
หนาแน่นในบริเวณหาง (spike) (รูปที่ 17B)   อย่างไรก็ตามการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือในไนโตรเจนเหลว 
24 ช่ัวโมง ทําให้สเปิร์มมีรูปร่างผิดปกติชัดเจนมากขึ้น และออร์กาเนลเคล่ือนไปบริเวณกลางเซลล์ 
(รูปที่ 17C) และเมื่อเก็บรักษาผ่านไป 3 วันพบว่า chromatin condensation ในบริเวณ main 
body มีปริมาณลดลง ไมโทคอนเดรียใหญ่ขึ้น (swollen mitochondria) และบริเวณฐานของ spike 
เสื่อมสภาพ รวมทั้งผนังเซลล์บางส่วนเริ่มหายไป (รูปที่ 17D)    การเปลี่ยนแปลงของถุงนํ้าเช้ือที่เก็บ
ไว้ในไนโตรเจนเหลว 5 และ 7 วันพบว่า ผนังเซลล์ของ main body หายไปส่วนใหญ่ และ 
heterochromatin และ granule ออกไปนอกเซลล์แม้ว่าบริเวณฐานของ spike ไม่เปลี่ยนแปลง (รูป
ที่ 17E และ 17F) 
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รูปที่ 15  ลักษณะรูปร่างสเปิร์มกุ้งกุลาดําที่รวบรวมออกมาจากถุงนํ้าเช้ือสด  
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 16  ลักษณะรูปร่างสเปิร์มกุ้งกุลาดําที่รวบรวมออกมาจากถุงนํ้าเช้ือที่แช่เย็น 
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(A) 0 min   (B) 30 min 

 

 

      
           (C) 1 day   (D) 3 days 

 

 

      
         (E) 5 days   (F) 7 days 
 
รูปที่ 17 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสเปิร์มกุ้งกุลาดําที่แช่แข็งและเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวระยะเวลา  
   ต่างๆกัน 
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
อภิปรายผลการทดลอง 
  5.1 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของพ่อพันธุ์กุ้งกุลาดํา 

กุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์มเมื่ออายุมากขึ้น มีการพัฒนาระบบสืบพันธ์ุที่สมบูรณ์เพศ
มากข้ึน โดยสังเกตุได้จากถุงนํ้าเช้ือที่มีขนาดใหญ่ขึ้น และสีขาวขุ่นมากขึ้นตามพัฒนาการ ซึ่ง
เหมือนกับผลการศึกษาวิจัยในกุ้งทะเลชนิดอ่ืนๆ   กุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์มอายุ 9 เดือนขึ้นไป
ของการศึกษาครั้งน้ีเริ่มมีถุงนํ้าเช้ือสีขาวขุ่นชัดเจน แต่เมื่อพิจารณาถึงเปอร์เซ็นต์กุ้งกุลาดําที่สามารถ
รีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้กลับมีเพียง 26.3% แสดงให้เห็นว่ากุ้งเพศผู้ที่สุ่มออกมายังมีความสมบูรณ์เพศ
ตํ่าโดยภาพรวม เพราะว่ากุ้งเพศผู้อายุ 10-17 เดือนมีเปอร์เซ็นต์ที่สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมาได้
เพ่ิมข้ึนอย่างชัดเจนจาก 50% เป็น 95%    การเปลี่ยนแปลงในลักษณะเช่นน้ีแสดงว่ากุ้งเพศผู้
ระหว่างอายุ 9-17 เดือนมีความแปรปรวนมากระหว่างกุ้งแต่ละตัว (individual variation) ของการ
พัฒนาการสร้างสเปิร์มแม้ว่ากุ้งเหล่าน้ีต่างก็มีถุงนํ้าเช้ือสีขาวขุ่นชัดเจน ซึ่งในประเด็นน้ีควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมในการกระตุ้นความสมบูรณ์เพศกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนในฟาร์มเพ่ือให้มีเปอร์เซ็นต์กุ้งที่สามารถ
รีดถุงนํ้าเช้ืออกมาได้มากข้ึนเพ่ือการนําไปใช้ผสมเทียม   

คุณภาพสเปิร์มของกุ้งทะเลท่ีเลี้ยงขุนในฟาร์ม พบว่ามีปัจจัยหลายประการที่ส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพสเปิร์มในถุงนํ้าเช้ือ เช่น อายุ ขนาด อุณหภูมินํ้า คุณภาพอาหาร และชนิดของกุ้ง เป็นต้น 
ดังเช่นที่ปรากฏในผลงานวิจัยต่อไปนี้ 

Huang et al. (2002) ศึกษาผลของอายุ ขนาด และความเข้มแสงที่มีต่อการผสมพันธ์ุวางไข่
ในกุ้งแชบ๊วย Penaeus merguiensis ที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์ม พบว่า ความเข้มแสง (2 หรือ 1,100 
lux) ไม่มีผลต่อการผสมพันธ์ุวางไข่ของกุ้งที่อายุ หรือขนาดแตกต่างกัน แต่อายุของกุ้งมีผลโดยตรงต่อ
การผสมพันธ์ุวางไข่ โดยกุ้งอายุเพ่ิมขึ้นจาก 7 เดือน เป็น 10 เดือนมีประสิทธิภาพการเพาะพันธ์ุดีขึ้น 
แต่จะลดลงเมื่อกุ้งอายุเพ่ิมขึ้นเป็น 13 เดือน ทําให้ผู้วิจัยเสนอแนะว่าการเพาะขยายพันธ์ุกุ้งแชบ๊วยจึง
ควรทําระหว่างกุ้งมีอายุระหว่าง 10-12 เดือน 

Peixoto et al. (2004) ศึกษาผลของอายุและขนาดที่มีต่อประสิทธิภาพการเพาะพันธ์ุในกุ้ง 
Farfantepenaeus paulensis อายุ 10 เดือน และ 16 เดือน โดยนําพ่อพันธ์ุมาผสมพันธ์ุกับแม่กุ้งที่
ก้านตา 1 ข้าง โดยพบว่า พ่อพันธ์ุกุ้งอายุ 16 เดือนมีถุงนํ้าเช้ือที่หนักกว่า (spermatophore weight) 
พ่อพันธ์ุกุ้งอายุ 10 เดือน แต่จํานวนสเปิร์มในถุงนํ้าเช้ือ (sperm number) ไม่แตกต่างกัน โดยผลของ
ขนาดของกุ้งเป็นตัวกําหนดจํานวนสเปิร์มที่มีในถุงน้ําเช้ือมากกว่าผลของอายุ และอัตราการปฏิสนธิ 
และอัตราการฟักไม่มีความแตกต่างระหว่างกุ้ง 2 กลุ่มอายุน้ี    การศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าแม่กุ้ง 
F. paulensis อายุ 10 เดือนที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์ม และมีนํ้าหนักมากกว่า 25 กรัมสามารถใช้
เพาะพันธ์ุได้ แม้ว่าประสิทธิภาพการเพาะพันธ์ุจะดีขึ้นเมื่อใช้แม่พันธ์ุอายุมากขึ้น (16 เดือน) และมี
ขนาดใหญ่ขึ้น (มากกว่า 45 กรัมขึ้นไป) 

Ceballos-Vazquez et al. (2003) ศึกษาผลของอายุและน้ําหนักที่มีต่อคุณภาพสเปิร์มกุ้ง
ขาว Litopenaeus vannamei อายุ 6, 8, 10 และ 12 เดือน โดยพบว่า นํ้าหนักถุงนํ้าเช้ือ จํานวน
สเปิร์ม และเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีรูปร่างปกติมีความสัมพันธ์ทางบวกกับนํ้าหนักตัวกุ้งขาว และจํานวน
สเปิร์มมีความสัมพันธ์ทางบวกกับนํ้าหนักถุงนํ้าเช้ือและเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีรูปร่างปกติ   นอกจากน้ี
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Coman et al. (2007) ศึกษาผลของความหนาแน่นในการเลี้ยงกุ้งกุลาดําในบ่อที่มีต่อการ
เจริญเติบโต อัตรารอดและการพัฒนาของระบบสืบพันธ์ุ โดยนํากุ้งอายุ 5.5 เดือนมาเลี้ยงในบ่อ 10 
ตันที่มีระบบกรองทราย (เลี้ยงในอัตรา 3 ตัวต่อตารางเมตร และ 1 ตัวต่อตารางเมตร) นานอีก 5.5 
เดือนจนกุ้งมีอายุ 10.5 เดือน พบว่า แม่กุ้งอายุ 10.5 เดือนที่เลี้ยงในความหนาแน่น 1 ตัวต่อตาราง
เมตร มีนํ้าหนัก (131.2±4.9 กรัม) ที่มากกว่าแม่กุ้งที่เลี้ยงในความหนาแน่น 3 ตัวต่อตารางเมตร 
(120.3±2.5 กรัม)    อย่างไรก็ตามพ่อพันธ์ุกุ้งที่เลี้ยงที่ 2 ความหนาแน่นน้ี มีนํ้าหนักตัวไม่แตกต่างกัน 
โดยพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงในอัตรา 1 และ 3 ตัวต่อตารางเมตร มีนํ้าหนักตัว 90.9±2.2 กรัม และ 87.4±1.5 
กรัม ตามลําดับ มีถุงนํ้าเช้ือหนักเท่ากับ 0.19±0.02 กรัม และ 0.20±0.01 กรัม ตามลําดับ และมี
จํานวนสเปิร์ม/ถุง เท่ากับ 6.25±0.77x106 ตัว/ถุง และ 8.44±1.15 x106 ตัว/ถุง ตามลําดับ 
   
 5.2 การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่เย็นถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดํา 
 การใช้ mineral oil เพ่ือแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําให้ผลการทดลองดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับสารละลายชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจาก mineral oil สามารถช่วยคงสภาพคุณภาพของสเปิร์มที่อยู่ในถุง
นํ้าเช้ือ (spermatophore) ระหว่างการเก็บแช่เย็น ซึ่งให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับกับการแช่เย็น 
epididymis ของหนู ซึ่งเป็นอวัยวะชนิดหน่ึงที่สําคัญในระบบสืบพันธ์ุของเพศผู้มาแช่เย็นด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ต่างๆชนิดกันที่อุณหภูมิ 5-20 องศาเซลเซียส ก็พบว่า epididymis ที่นําออกมา
จากหนูเมื่อนํามาแช่ใน mineral oil ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นาน 8 วัน มีสเปิร์มที่มีคุณภาพดี 
เน่ืองจากเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์มมีค่าสูงไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่ผ่านําเอา 
epididymis ออกมาประเมิน (Sankai et al., 2001)    การนําเอา mineral oil มาแช่เย็นเซลล์
สืบพันธ์ุโดยที่คุณภาพสเปิร์มไม่เปลี่ยนแปลง เช่ือว่าน่าจะเก่ียวข้องกับคุณสมบัติของ mineral oil ที่
สามารถป้องกันการสูญเสียความช้ืนจากเซลล์ ซึ่งเป็นสาเหตุที่ทําให้เซลล์ตายได้ ดังน้ันการนําเอาถุง
นํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํามาแช่เย็นก็สามารถนํามาใช้ประยุกต์ใช้ในการลําเลียงถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําไปต่างถ่ินได้
เพ่ือการผสมเทียม โดยไม่ต้องลําเลียงพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดํา เช่นเดียวกับการนําถุงนํ้าเช้ือกุ้งขาว 
(Litopenaeus vannamei) มาแช่เย็นใน mimeral oil พร้อมกับใส่ 0.1% penicillin-
streptomycin เมื่อเวลาเก็บรักษาแช่เย็นผ่านไป 35 วัน พบว่าถุงนํ้าเช้ือยังคงมีรูปร่างปกติ และมี
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตสูงประมาณ 69.5% โดยไม่พบมีการปนเป้ือนแบคทีเรียในถุงนํ้าเช้ือระหว่าง
เก็บแช่เย็น (Nimrat et al., 2006)     

ข้อดีของการเก็บถุงนํ้าเช้ือแบบแช่เย็นจะทําให้ง่ายแก่การจัดการฟาร์มขณะผสมเทียม  
เพราะถุงนํ้าเช้ือจะถูกเตรียมและเก็บรักษาไว้ก่อนซึ่งจะนํามาใช้ได้ทันทีเมื่อตัวเมียพร้อม  ทําให้การ
ผสมเทียมทําได้สะดวกและรวดเร็วขึ้น  นอกจากน้ีพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดําก็ไม่จําเป็นที่จะต้องเก็บไว้ในโรง
เพาะพักเช่นเดียวกับแม่พันธ์ุกุ้งกุลาดําขณะผสมเทียม เน่ืองจากถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนภายใน
ฟาร์มสามารถเก็บรักษาไว้ในลักษณะธนาคารอสุจิ (sperm bank) ซึ่งใช้พ้ืนที่เก็บรักษาน้อยกว่าการ
เลี้ยงพ่อพันธ์ุในโรงเพาะฟักหรือในบ่อดิน อีกทั้งการลําเลียงถุงนํ้าเช้ือก็ยังทําได้สะดวกกว่าการลําเลียง
พ่อพันธ์ุ และยังช่วยลดต้นทุนการขนส่งและระยะเวลาในการจัดหาพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดําจากธรรมชาติที่มี
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5.3 การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
การทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการมีชีวิตของสเปิร์มกุ้งกุลาดํา

ในระยะเวลา 30 นาทีแรกทําให้ทราบว่า DMSO มีความเป็นพิษต่อถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําตํ่ากว่า 
ethylene glycol, propylene glycol, methanol และ formamide และเมื่อทดสอบต่อไปที่เวลา 
60 นาทีก็พบว่า ethylene glycol และ methanol มีความเป็นพิษสูง ในขณะที่ DMSO ยังมีความ
เป็นพิษไม่มาก ดังนั้น DMSO จึงมีความเหมาะสมในนํามาแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่ความเข้มข้นใน
ระยะเวลาสมดุลนาน (equilibration time) ไม่เกิน 60 นาที เพราะทําให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของ
สเปิร์มอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ ซึ่งข้อมูล database ของความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ได้
น้ี สามารถนําไปเลือกใช้ในกระบวนการแช่แข็งได้ต่อไป โดยแม้ว่า DMSO มีความเป็นพิษตํ่าสุดแต่การ
ใช้สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์อ่ืนๆที่กล่าวมาน้ีในเวลาหรือความเข้มข้นที่ต่างกัน ก็สามารถนํามา
แช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําต่อไป ซึ่งประสิทธิภาพในการแช่แข็งก็อาจมีได้แตกต่างกันไประหว่างการลด
อุณหภูมิ (freezing) (Jeyalectumie and Subramoniam, 1989)    

โดยท่ัวไปแล้วชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งสเปิร์มของสัตว์นํ้า 
มีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์นํ้า แต่ DMSO มักพบว่าเป็นสารที่เหมาะสมที่สุดในการ
แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาหลายชนิด เช่น ปลากะพงแดง (Vuthiphandchai et al., 2009a) ปลา turbot 
(Dreanno et al., 1997) และกุ้งกุลาดํา (Vuthiphandchai et al., 2007) เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตาม 
Rideout et al. (2003) ได้รายงานการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาตาเดียว (winter flounder) ว่า 
propylene glycol ให้ผลการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาดีกว่าการใช้ DMSO และ glycerol 

Gwo et al. (2002) ทําการทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 8 ชนิด 
(dimethyl sulfoxide (DMSO), dimethyl acetamide (DMA), ethylene glycol (EG), 
propylene glycol (PG), butylenes glycol (BG), polyethylene glycol, glycerol และ 
methanol) ที่ความเข้มข้นระหว่าง 5-25% ที่มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือเล็ก (Haliotis 
diversicolor supertexta) พบว่า สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เป็นพิษน้อยที่สุดคือ 10% DMSO ที่
ผสมกับ artificial seawater (ASW) 

Newton and Subramoniam (1989) ทําการศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ ที่มีต่อตัวอ่อนกุ้ง Penaeus indicus โดยใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 7 ชนิดได้แก่ glycerol,  
formamide, acetamide, methanol, propylene glycol, DMSO และ ethylene glycol ทํา
การทดสอบกับตัวอ่อนที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีพบว่า ตัวอ่อนกุ้งระยะการพัฒนา
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 Vuthiphandchai et al. (2005) ศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 9 ชนิด 
(methanol, ethanol, ethylene glycol, propylene glycol, dimethyl sulfoxide; DMSO, 
acetamide, formamide, glycerol และ sucrose) ที่มีต่อตัวอ่อนระยะ early-, mid- and late-
stage gastrula ของกุ้งกุลาดํา พบว่า ความเป็นพิษของสารสารไครโอโพรเทคแทนท์ขึ้นอยู่กับชนิด
และความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ ระยะเวลาสมดุล และระยะการพัฒนาของตัวอ่อน โดย
ตัวอ่อนกุ้งกุลาดําระยะท้ายของการพัฒนามีความทนต่อสารไครโอโพรเทคแทนท์ได้ดีกว่าตัวอ่อน
ระยะแรกของการพัฒนา และ acetamide, DMSO, glycerol และ sucrose มีความเหมาะสมใน
การนํามาพัฒนาวิธีการแช่แข็งตัวอ่อนกุ้งกุลาดําระยะท้ายต่อไป 

 
 5.4 การแช่แข็งถุงน้ําเชื้อกุ้งกุลาดําและการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสเปิร์มกุ้งกุลาดํา

ขณะเก็บแช่แข็ง 
การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําด้วยการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส 

ทําให้สเปิร์มมีชีวิตรอดหลังการละลายสูงกว่าการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 องศาเซลเซียส 
สาเหตุที่เป็นเช่นน้ี เน่ืองจากถุงนํ้าเช้ือกุ้งมีลักษณะเป็นช้ินเน้ือขนาดเล็ก เมื่อลดอุณหภูมิมาที่ -30 
องศาเซลเซียส อาจมีผลทําให้ถุงนํ้าเช้ือยังไม่แข็งตัวเต็มที่ ทําให้เมื่อนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลว ส่งผล
ให้มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิอย่างมากจาก -30 ไปเป็น -196 องศาเซลเซียส ทําให้สเปิร์มบางส่วน
ตายไป ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลการผสมเทียมเมื่อนําถุงนํ้าเช้ือที่แช่แข็งมาที่ -30 องศาเซลเซียสไปผสม
เทียมก็ไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ แต่การลดอุณหภูมิถุงนํ้าเช้ือมาที่ -80 องศาเซลเซียส แล้วนําไปแช่
ในไนโตรเจนเหลว จะทําให้ถุงนํ้าเช้ือแข็งตัวอย่างเหมาะสม อันเน่ืองจากอุณหภูมิที่ตํ่ามากพอทําให้
เซลล์แข็งตัวและปรับสภาพได้ก่อนนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลว ดังน้ันเมื่อถุงนํ้าเช้ือที่ลดอุณหภูมิมาที่  -
80 องศาเซลเซียส แล้วนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลว จะทําให้การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิไม่มาก ทํา
ให้สเปิร์มมีชีวิตรอดสูงกว่า และปฏิสนธิกับไข่ได้ (Irawan et al. 2010) 

การใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส/นาที ทําให้เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตมีค่าสูง
กว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิอ่ืนๆ แสดงว่า การใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส/นาทีมี
ความเหมาะสมในการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดํา     การใช้อัตราการลดอุณหภูมิช้าหรือเร็ว มีผลต่อ
การแพร่กระจายของน้ําออกจากเซลล์ โดยการลดอุณหภูมิช้าๆ ทําให้นํ้าออกจากเซลล์มาก อัน
เน่ืองจากใช้เวลานานกว่าเซลล์จะแข็งตัว ทําให้เซลล์เหี่ยว (shrinkage) เพราะไม่มีนํ้าในเซลล์ ในขณะ
ที่การลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว อาจทําให้มีนํ้าบางส่วนเหลืออยู่ในเซลล์ขณะที่เซลล์แข็งตัว โดยที่เซลล์
มีขนาดปกติหรือลดลงเล็กน้อย ดังน้ันถ้าใช้อัตราการลดอุณหภูมิอย่างเหมาะสมจะทําให้เซลล์แข็งตัว 
ไม่มีนํ้าในเซลล์ และเซลล์มีขนาดเปลี่ยนแปลงน้อยมากหลังการแช่แข็ง ทําให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต
สูงหลังการละลาย (thawing) (Tiersch, 2000) 

ปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์หลังการแช่แข็ง เก่ียวข้องกับ การเกิดเกล็ดนํ้าแข็ง 
(ice crystal) เน่ืองจาก การเกิดเกล็ดนํ้าแข็งในระหว่างการแช่แข็งภายในหรือภายนอกเซลล์ ย่อม
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Jeyalectumie and Subramoniam (1989) ได้แช่แข็งถุงน้ําเช้ือปูทะเล (Scylla serrata) 
และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -4, -79 และ -196 องศาเซลเซียสนาน 30 วัน โดยพบว่า การเก็บรักษาถุง
นํ้าเช้ือปูทะเลไว้ที่ -79 และ -196 องศาเซลเซียส ทําให้สเปิร์มมีชีวิตสูงกว่าการเก็บรักษาที่ -4 องศา
เซลเซียส และการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือปูทะเลด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท์ 4 ชนิดได้แก่ glycerol, 
dimethyl sulfoxide (DMSO), trehalose และ DMSO + trehalose ด้วยการใช้สารละลาย 
phosphate พบว่า glycerol ให้ผลดีที่สุดในการแช่แข็งเพราะสเปิร์มมีชีวิตสูงสุด และ trehalose 
ให้ผลตํ่าที่สุด แต่เมื่อนํา trehalose ร่วมกับ DMSO มาแช่แข็ง กลับปรากฏว่าให้ผลดีไม่แตกต่างจาก
การใช้ glycerol อย่างเดียว แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ของตัวแปรต่างๆท่ีมีต่อการรอดชีวิตของสเปิร์ม
ขณะแช่แข็ง 

Huang et al. (2004) ได้ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา Green Swordtail (Xiphophorus 
helleri) โดยใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 15 องศาเซลเซียส และใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมท่ี 35 
องศาเซลเซียสต่อนาที และใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่ -80 องศาเซลเซียส แล้วนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลว
พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มประมาณ 79 เปอร์เซ็นต์  

Anchordoguy et al. (1988) ได้แช่แข็งสเปิร์มกุ้ง Sicyonia ingentis โดยประเมินผลของ
อัตราการลดอุณหภูมิรูปแบบต่างๆกันต่อการมีชีวิตรอดของสเปิร์มกุ้ง โดยนําเอาสเปิร์มกุ้งที่ได้แช่แข็ง 
แล้วนํามาเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว พบว่า อัตราการลดอุณหภูมิ (cooling rate) ที่ 1 องศา
เซลเซียส/นาที เป็นอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการแช่แข็งสเปิร์มกุ้ง S. ingentis เพราะมี
ผลทําให้เซลล์แตกหรือบาดเจ็บน้อยที่สุด และ ยังพบว่า DMSO เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่
เหมาะสมที่สุดในการนํามาแช่แข็งสเปิร์มกุ้ง S. ingentis 

Dreanno et al. (1997) ได้ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา turbot (Scophthalmus  
maximus) ด้วย extender 4 สูตร คือ MMM, ASL1, ASL2 และ MRM และใช้สารไครโอโพรเทค
แทนท์ 4 ชนิด (DMSO, glycerol, ethylene glycol และ methanol) ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10 
และ 15 เปอร์เซ็นต์ พบว่า MMM เป็น extender ที่เหมาะสมที่สุด โดยการแช่แข็งด้วยการใช้
อุณหภูมิสุดท้ายที่  -46, -99 และ -148 องศาเซลเซียส นําไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว แล้วนํามา
ละลายที่อุณหภูมิ  40, 20 และ 30 องศาเซลเซียส ตามลําดับ พบว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ดีที่สุด
ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา turbot คือ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 10% 

Gwo et al. (2002) ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือหอยเป๋าฮ้ือเล็ก (Haliotis diversicolor 
supertexta)  ด้วยการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เป็นพิษน้อยที่สุดคือ 10% DMSO ที่ผสมกับ 
artificial seawater (ASW) ทําการเจือจางนํ้าเช้ือ 1:1 กับ extender ใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml  ทํา
การแช่แข็งโดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ ระหว่าง 3.5 ถึง -200 องศาเซลเซียส ที่อุณหภูมิสุดท้าย
แตกต่างกัน (0, -30, -60, -90 และ -120 องศาเซลเซียส) และนํามาเก็บในถังไนโตรเจนเหลว (-196 
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การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําของการศึกษาครั้งน้ีได้นํา DMSO มาแช่แข็งแต่การมีชีวิตของ
สเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm viability) มีค่าไม่สูงและมีค่าลดลงอย่างรวดเร็วขณะ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว   สาเหตุที่เป็นเช่นน้ีน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับระยะเวลาสมดุลที่ใช้ในการ
แช่แข็งที่อาจนานเกินไป (60 นาที) ทําให้อาจมีผลต่อการมีชีวิตรอดของสเปิร์มหลังการแช่แข็ง ซึ่งเมื่อ
ประเมินการมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน เห็นได้ว่าการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือในไนโตรเจนเหลว 24 ช่ัวโมง ทําให้สเปิร์มเริ่มมีรูปร่างผิดปกติ และเมื่อเก็บรักษาผ่าน
ไป 3 วันพบว่า ความผิดปกติของสเปิร์มโดยรวมมีมากขึ้น และการมีชีวิตของสเปิร์มจึงมีค่าลดลงอย่าง
รวดเร็วขณะเก็บแช่แข็ง เพราะเซลล์สเปิร์มเริ่มบาดเจ็บ (cryoinjury) ทําให้คุณภาพสเปิร์มจึงลดลง
อย่างรวดเร็วเมื่อเวลาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนานขึ้น   อย่างไรก็ตามการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้ง
กุลาดําในทุกชุดการทดลองเมื่อเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสนาน 30 
นาที ยังคงมีสเปิร์มที่มีชีวิตไม่ตํ่ากว่า 30% ดังน้ันงานวิจัยในอนาคตในการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่
ได้จากการเลี้ยงขุนในบ่อดินจึงควรศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาที่มีต่อคุณภาพสเปิร์มหลังการแช่
แข็ง    Vuthiphandchai et al. (2007) ได้แช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่รวบรวมมาจากแหล่ง
ธรรมชาติในทะเล โดยการแช่แข็งด้วยการใช้ Ca-F saline ร่วมกับ 5% DMSO ด้วยการใช้อัตราการ
ลดอุณหภูมิ -2 องศาเซลเซียส/นาที จาก 25 องศาเซลเซียส ถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส
แล้วจึงเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว ก่อนนํามาละลายที่อุณหภูมิเหมาะสม ปรากฏว่า การใช้ 
protocol แช่แข็งดังกล่าว มีผลทําให้การมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดการทดลองอ่ืนๆ อีกทั้งเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มในถุงนํ้าเช้ือที่ เ ก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 60 วันก็ยังมีค่าไม่แตกต่างทางสถิติเปรียบเทียบกับถุงนํ้าเช้ือสดที่รวบรวมออกมา
ใหม่ๆ แต่เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้นถึง 210 วัน การมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งจึงมีค่าลดลง 
แสดงให้เห็นว่าการพัฒนาการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือจากพ่อพันธ์ุกุ้งกุลาดําที่รวบรวมจากธรรมชาติสามารถ
ทําได้ อีกทั้งยังสามารถนําถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งไปผสมเทียมกับแม่กุ้งได้ค่าอัตราการปฏิสนธิและอัตราการ
ฟักที่ดี     ความแตกต่างของการมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งระหว่างถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําจากธรรมชาติ 
และถุงน้ําเช้ือกุ้งกุลาดําจากบ่อเลี้ยงของการศึกษาครั้งน้ีที่ใช้วิธีการแช่แข็งที่คล้ายกัน แต่ผลที่ได้
แตกต่างกันมาก สะท้อนให้เห็นว่า คุณภาพสเปิร์มของกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนภายในบ่อน่าจะมีความ
แตกต่างจากกุ้งกุลาดําที่อยู่ในทะเลหรือมหาสมุทร อาจเป็นไปได้ว่าคุณภาพอาหารท่ีพ่อพันธ์ุกุ้งได้รับ
ส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพสเปิร์ม ที่อาจส่งผลต่อความสามารถของสาร DMSO ที่ต้องแพร่ซึมผ่านผนัง
เซลล์ (cell membrane) เข้าไปเพ่ือทําหน้าที่ลดหรือป้องกันการเกิดเกล็ดนํ้าแข็งภายในเซลล์สเปิร์ม
กุ้งกุลาดําขณะแช่แข็ง ในประเด็นน้ีข้อมูลงานวิจัยเก่ียวกับชนิดและปริมาณกรดไขมันหรือสารอ่ืนๆ
ของถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําจากบ่อเลี้ยงและจากธรรมชาติ น่าจะได้มีการศึกษาวิจัยเชิงลึกต่อไปเพ่ือ
สามารถแช่แข็งและเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําจากบ่อเลี้ยง ให้นานได้เหมือนกับกุ้งกุลาดําจาก
ธรรมชาติได้ต่อไปเพ่ือทําให้การนําถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งไปใช้ประโยชน์ได้ต่อไปในลักษณะของธนาคาร
นํ้าเช้ือ เพราะความสามารถของสารไครโอโพรเทคแทนท์ในการแพร่ผ่านผนังเซลล์ที่แช่แข็ง และ
คุณภาพของเซลล์ รวมทั้งอัตราการลดอุณหภูมิและอัตราการละลายท่ีเหมาะสม ต่างก็เป็นปัจจัยที่
ส่งผลโดยตรงต่อการประสบผลสําเร็จในการแช่แข็ง 
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อย่างไรก็ตามผลการศึกษาความสามารถในการปฏิสนธิของถุงนํ้าเช้ือแช่แข็งที่รวบรวมจากพ่อ
พันธ์ุในบ่อเลี้ยงของการศึกษาคร้ังน้ีเมื่อลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส แล้วเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลวนานประมาณ 6 ช่ัวโมง เมื่อนํามาผสมเทียมให้ค่าอัตราการปฏิสนธิสูงมีค่า
ไม่แตกต่างกับการผสมเทียมด้วยถุงนํ้าเช้ือสด แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของการนําถุงนํ้าเช้ือจากพ่อ
พันธ์ุกุ้งกุลาดําที่ได้จากการเลี้ยงขุนภายในฟาร์มที่สามารถนําไปเพาะพันธ์ุลูกกุ้งได้ สอดคล้องกับผล
การศึกษาโครงสร้างสเปิร์มแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้ไม่นาน ซึ่งมีรูปร่างสเปิร์มปกติจึงสามารถปฏิสนธิได้
แม้ว่าการเก็บรักษาในระยะเวลาที่นานขึ้นมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสเปิร์มโดยละเอียดตามท่ี
ได้กล่าวมาแล้ว    อย่างไรก็ตามการลดลงของอัตราการฟักไข่ของชุดการทดลองที่ผสมเทียมด้วยถุง
นํ้าเช้ือที่แช่แข็งที่มีค่าตํ่ากว่าถุงนํ้าเช้ือสด อาจเป็นผลมาจากสภาพแวดล้อมภายในบ่อฟักไข่ ที่อาจมี
แตกต่างกัน ส่งผลต่อการฟักของไข่ เน่ืองจากการฟักไข่ของแต่ละชุดการทดลองใช้ระบบบ่อ ระบบนํ้า
ทะเล และระบบลมแยกออกจากกัน   อย่างไรก็ตามโดยทั่วไปแล้วการศึกษาความสามารถของสเปิร์ม
ในการปฏิสนธิไข่สัตว์นํ้าหลายๆชนิด นิยมที่ประเมินตัวอ่อนในระยะ gastrula ซึ่งมีการพัฒนาของตัว
อ่อนที่สามารถประเมินประสิทธิภาพในการปฏิสนธิของสเปิร์มได้ดี และเป็นที่ยอมรับทั่วไปมากกว่า
การประเมินตัวอ่อนในระยะแรก เช่น 4-cell stage หรือ blastula เป็นต้น ซึ่งเมื่อตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ 
gastrula จะมีการพัฒนาสร้างอวัยวะต่างๆ (organogenesis) และฟักออกมาเป็นลูกสัตว์นํ้าวัยอ่อน
ได้ดี  

 
สรุปผลการทดลอง 

1. กุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนภายในฟาร์มเร่ิมมีถุงน้ําเช้ือสีขาวขุ่นชัดเจนเมื่อกุ้งอายุ 9 เดือนข้ึนไป 
2. เปอร์เซ็นต์กุ้งกุลาดําที่สามารถรีดถุงนํ้าเช้ือออกมานอกตัวได้ มีค่าเพ่ิมขึ้นตามอายุกุ้ง 
3. การแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําให้ได้ผลดีควรใช้ mineral oil ในการแช่เย็นถุงนํ้าเช้ือโดยที่

โครงสร้างสเปิร์มยังมีลักษณะปกติ 
4. DMSO เป็นสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษตํ่าต่อสเปิร์มกุ้งกุลาดํา 
5. การแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําควรแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 

องศาเซลเซียสด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส/นาที ก่อนนําไปเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว 

6. การพัฒนาวิธีการแช่เย็นและการแช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําที่เลี้ยงขุนข้ึนมาภายในฟาร์ม
สามารถทําได้เพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการผสมเทียม และใช้เป็นแนวทางการจัดเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุ้ง
กุลาดําเพ่ือประโยชน์ทางการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า และการอนุรักษ์สายพันธ์ุ 
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