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บทคัดย่อ: การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของการป่ันเหว่ียงผา่นชัน้ตา่งระดบัของสารละลายเพอร์คอลล์
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้แพะแชแ่ข็งหลงัละลาย โดยผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งจากพอ่พนัธุ์บอร์จ�ำนวน 3 ตวั อาย ุ4-5  ปี รีด
เก็บน�ำ้เชือ้เป็นเวลา 3 สปัดาห์ตดิตอ่กนั  น�ำน�ำ้เชือ้ท่ีรีดได้มา ตรวจประเมินคณุภาพ โดยน�ำ้เชือ้ท่ีมีการเคลือ่นท่ี
ไปข้างหน้าไมต่�ำ่กวา่ 70 เปอร์เซน็ต์ และความเข้มข้นไมน้่อยกวา่ 2,000 ล้านตวัตอ่มิลลลิติร ถกูน�ำมาเทรวมกนั  
แล้วแบง่น�ำ้เชือ้ออกเป็น 2 สว่น โดยสว่นท่ี 1 เป็นกลุม่ควบคมุ น�ำ้เชือ้ถกูน�ำไปผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งโดยไมผ่า่นการ
ป่ันเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ สว่นท่ี 2 เป็นกลุม่ทดลอง น�ำ้เชือ้ถกูน�ำไปป่ันเหว่ียงผา่นชัน้ตา่งระดบัของ
สารละลายเพอร์คอลล์จ�ำนวน 7 ชัน้ (40, 45, 50, 65, 70, 80, และ 90 เปอร์เซน็ต์)  และน�ำน�ำ้เชือ้จาก 2 ชัน้ลา่ง
สดุ ไปผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ขง็ ท�ำการตรวจคณุภาพน�ำ้เชือ้หลงัละลายด้วยเคร่ืองตรวจคณุภาพน�ำ้เชือ้อตัโนมตั ิ(CASA)  
ในชัว่โมงท่ี 0, 1, 2, 3, 4, 5, และ 6 หลงัละลาย และวเิคราะห์ผลทางสถิตโิดยใช้ General Linear Model ผลการ
ศกึษาพบวา่ อิทธิพลร่วมระหวา่งการป่ันเหว่ียงและเวลาของเปอร์เซน็ต์การเคลือ่นท่ี ของอสจิุมีนยัส�ำคญัย่ิงทาง
สถิต ิ(P<0.01) ส�ำหรับคา่เปอร์เซน็ต์การเคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ คา่ความเร็วในการเคลือ่นท่ี (VAP, VSL และ 
VCL)  คา่ลกัษณะการเคลือ่นท่ี (ALH, BCF, STR และ LIN) พบวา่ อิทธิพลร่วมระหวา่งการป่ันเหว่ียงและเวลา
ไมมี่นยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P>0.05) และอิทธิพลของการป่ันเหว่ียงไมมี่ผลตอ่คา่ตา่งๆ เหลา่นี ้ จงึสรุปได้วา่ การป่ัน
เหว่ียงอสจิุแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ไมส่ง่ผลตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้แพะแชแ่ข็งหลงัละลาย สามารถน�ำน�ำ้เชือ้ท่ี
ผา่นการป่ันเหว่ียงผา่นชัน้ตา่งระดบัของสารละลายเพอร์คอลล์ไปผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งได้ ซึง่อาจน�ำไปใช้ประโยชน์
ในการพฒันาการคดัแยกเพศจากเซลล์อสจิุแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ: การป่ันเหว่ียงผา่นชัน้ตา่งระดบัของสารละลายเพอร์คอลล์, น�ำ้เชือ้แชแ่ขง็แพะ
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บทน�ำ

	 การเลีย้งแพะในพืน้ท่ีภาคใต้มีการเลีย้ง
อยา่งแพร่หลาย การปรับปรุงพนัธุ์แพะด้วยวิธีการ
ผสมเทียมด�ำเนินการโดยกรมปศสุตัว์ มีการผลติน�ำ้
เชือ้แชแ่ข็งจากพอ่พนัธุ์น�ำเข้าจากตา่งประเทศ ซึง่
ลกูท่ีเกิดจากการผสมเทียมมีได้ทัง้ตวัผู้ และเมียใน
สดัสว่นท่ีใกล้เคียงกนั แตอ่ยา่งไรก็ตาม ความ
ต้องการแพะเพศเมียมีคอ่นข้างสงู เน่ืองจากใน
ฟาร์มแพะนมของเกษตรกรต้องการแพะเพศเมีย
เพ่ือเป็นแมรี่ดนม และฟาร์มพฒันาสายพนัธุ์
ต้องการแพะเพศเมียเพ่ือผลติลกูพนัธุ์แท้ ฟาร์มของ
กรมปศสุตัว์เองก็ต้องการผลิตตวัอ่อนให้ได้จ�ำนวน
มากเพ่ือให้บริการเกษตรกรและสร้างแพะพนัธุ์แท้
ทัว่ประเทศในระยะเวลาอนัสัน้ด้วยการย้ายฝากตวั
ออ่น จงึมีความต้องการแพะเพศเมียเพ่ือเป็นแมต่วั
ให้ (Donor) ซึง่ไมจ่�ำเป็นต้องน�ำเข้ามาจากตา่ง
ประเทศ การคดัแยกเพศจากเซลล์อสจิุมีการใช้
เทคโนโลยีและวิธีการท่ีหลากหลายและบางวิธีมี
ต้นทนุสงู แตมี่วิธีหนึง่ท่ีมีต้นทนุไมส่งูมากและ
สามารถด�ำเนินการได้ในห้องปฏิบัติการน� ำ้เชือ้
ทัว่ไป คือ การคดัแยกเซลส์อสจิุด้วยการป่ันเหว่ียง
ผา่นชัน้ตา่งระดบัของสารละลายเพอร์คอลล์ มี
รายงานการน�ำมาใช้ในการแยกเพศอสุจิในโค 

(Hossepian de Lima et al., 2015; Lucio et al., 
2012; Malik et al., 2011; Promthep et al., 2016) 
ในคน (Wang et al., 1994) และสตัว์อ่ืนๆ เชน่ แกะ 
และกระตา่ย (Ferreira-Silva et al., 2017; Hussein, 
2014) การคดัแยกเซลล์อสจิุแพะในประเทศยงัไมมี่
การท�ำอยา่งแพร่หลาย หากน�ำวิธีการนีม้าปรับใช้ 
อาจสามารถเพ่ิมจ�ำนวนแพะเพศเมียได้ อยา่งไร
ก็ตาม หลงัจากการคดัแยกเพศจากเซลล์อสจิุแล้ว 
ยงัต้องมีการน�ำน�ำ้เชือ้ไปผ่านกระบวนการผลิตน�ำ้
เชือ้แช่แข็งเพ่ือใช้ในการผสมเทียมและผลิตตวัอ่อน 
ซึ่งน�ำ้เชือ้ท่ีผ่านการป่ันเหว่ียงนัน้ต้องมีคุณภาพดี
พอท่ีจะสามารถท�ำการแชแ่ข็งได้ ไมแ่ตกตา่งจากน�ำ้
เชือ้ท่ีไมไ่ด้ผา่นการแยกเพศ  ดงันัน้ การศกึษาครัง้นี ้
จงึวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของการป่ันเหว่ียงอสจิุ
แพะผ่านชัน้ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้แพะแชแ่ข็งหลงัละลาย เพ่ือเป็น
ประโยชน์ในการน�ำไปใช้ศกึษาการคดัแยกเพศจาก
อสจิุแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ตอ่ไป

วธีิการศกึษา

	 น�ำ้เชือ้ท่ีใช้ในการทดลองครัง้นี ้ ได้รับ
ความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยการผสมเทียมและ
เทคโนโลยีชีวภาพสงขลา  ซึง่ได้จากพอ่แพะพนัธุ์
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ABSTRACT: The objective of this study was to investigate the effect of centrifugation using Percoll 
density gradient on post-thawed semen quality in goat. The semen was collected from three mature 
Boer bucks, 4-5 years of age, once a week for 3 consecutive weeks using artificial vaginal method.  
Each week, the semen with progressive motility and concentration greater than 70% and 2,000 million 
sperm per milliliter, respectively, were pooled.  The pooled semen was then divided into 2 groups 
of with or without centrifugation before frozen semen processing.  For the centrifugation group, 
the semen was centrifuged using 7 layer of Percoll density gradient (40, 45, 50, 65, 70, 80 and 90 
%).  After centrifugation, only semen from 2 layers of 80 and 90 % Percoll were further processed 
for frozen semen. Post-thawed semen quality was analyzed by CASA at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h after 
incubation at 37oC.  The general linear model was used for statistical analysis. The results showed that 
the interaction between treatment (with or without centrifugation) and times was highly significant 
difference (p<0.01) for sperm motility whereas the progressive motility, velocity and kinetic movement 
of sperm were not significant (p>0.05). In addition, the centrifugation using Percoll density gradient 
did not effect on progressive motility, velocity and kinetic movement of sperm. It can conclude from 
this study that the centrifugation using Percoll density gradient had no effect on post-thawed semen 
quality in goat.  The benefit of this study will be used for frozen sexing sperm production, using percoll 
density gradient centrifugation, in goat.
Keywords: Percoll density gradient centrifugation, Goat frozen semen
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บอร์จ�ำนวน 3 ตวั อาย ุ3-5 ปี มีสขุภาพแข็งแรง ผา่น
การตรวจโรคตดิตอ่ทางระบบสืบพนัธุ์ เลีย้งภายใต้
การจดัการเดียวกนั โดยให้อาหารข้นวนัละ 500 
กรัม และอาหารหยาบแบบเตม็ท่ีตลอดวนั ท�ำการ
เก็บน�ำ้เชือ้ด้วยวิธี Artificial vaginal method ทกุ
สปัดาห์ๆ ละครัง้ เป็นเวลา 3 สปัดาห์ตดิตอ่กนั น�ำ
น�ำ้เชือ้ท่ีรีดเก็บได้จากพ่อพันธุ์แพะมาตรวจสอบ
คุณภาพน�ำ้เชือ้ด้วยเคร่ืองตรวจคุณภาพน�ำ้เชือ้
อตัโนมตั ิ (Computer Assisted Semen Analysis, 
CASA) ดงันี ้  1) อตัราการเคลื่อนท่ีของอสจิุ 
(motility; %) 2) อตัราการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของ
อสจิุ (progressive motility; %) 3) ความเร็วในการ
เคลื่อนท่ีของอสจิุ (velocity) ได้แก่  ความเร็วในการ
เคลื่อนท่ีเฉลี่ยจากระยะทางจริงใน 1 วินาที 
(Average path velocity, VAP)  ความเร็วในการ
เคลื่อนท่ีวิถีตรง (Straight-line velocity, VSL) 
ความเร็วในการเคลื่อนท่ีวิถีโค้ง (Curvilinear 
velocity,  VCL) 4) ลกัษณะการเคลื่อนท่ี (kinetic 
movement) ได้แก่ ความกว้างของสว่นหวัของตวั
อสจิุท่ีสา่ยไปมา (Amplitude of lateral head 
displacement,  ALH) ความถ่ีของการสา่ยสว่นหวั
ของตวัอสจิุ (Beat cross frequency, BCF) ความ
ตรงในการเคลื่อนท่ี (Straightness, STR) อตัราสว่น
ความเร็วของการเคลื่อนท่ีในวิถีตรงต่อความเร็ว
เฉลี่ยของการเคลื่อนท่ีวิถีโค้ง (Linearity, LIN) 
ท� ำ ก า ร นั บ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง อ สุ จิ โ ด ย ใ ช้ 
Hemocytometer น�ำ้เชือ้ท่ีผา่นการตรวจคณุภาพ
เบือ้งต้น มีคา่อตัราการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าไมต่�่ำ
กวา่ 70 เปอร์เซน็ต์ และความเข้มข้นไมน้่อยกวา่ 
2,000 ล้านตวัตอ่มิลลลิติร ถกูน�ำมาเทรวมกนัแล้ว
แบง่ออกเป็นสองสว่นเทา่ๆ กนั สว่นท่ี 1 ใช้เป็นกลุม่
ควบคมุ น�ำน�ำ้เชือ้ไปผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งโดยไมผ่า่น
การป่ันเหว่ียง สว่นท่ี 2 ใช้เป็นกลุม่ทดลอง น�ำไปป่ัน
เหว่ียงผ่านชัน้ต่างระดบัของสารละลายเพอร์คอลล์
ท่ีมีความเข้มข้นตา่งกนั 7 ระดบั คือ 40, 45, 50, 65, 
70, 80, และ 90 เปอร์เซน็ต์ (V/V) โดยป่ันท่ีความเร็ว 
300 g เป็นเวลา 15 นาที  หลงัจากนัน้น�ำน�ำ้เชือ้ชัน้ท่ี
ระดบั 80-90เปอร์เซน็ต์ ไปป่ันล้างเพ่ือแยก
สารละลายเพอร์คอลล์และเซมินอลพลาสมาออกท่ี
ความเร็ว 300 g เป็นเวลา 10 นาที ใช้ไปเปตดดูสว่น
บนทิง้ น�ำน�ำ้เชือ้ท่ีได้ไปตรวจคณุภาพด้วยเคร่ือง 
CASA และผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็ง โดยท�ำการเจือจาง

น�ำ้เชือ้ทัง้สองกลุม่ด้วยน�ำ้ยาเจือจาง Tris-egg yolk 
ให้มีความเข้มเข้น 600 ล้านตวัตอ่มิลลลิติร (150 
ล้านตวัตอ่โด๊ส) จากนัน้น�ำไปบม่ในตู้ เยน็ท่ีควบคมุ
อณุหภมิู 4-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
บรรจนุ�ำ้เชือ้ลงในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลลิติร 
ท�ำการแช่แข็งด้วยการองัหลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้เหนือไอ
ไนโตรเจนเหลว 3-4 เซนตเิมตร ซึง่มีอณุหภมิู
ประมาณ -120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 นาที 
และเก็บรักษาไว้ภายใต้ระดบัไนโตรเจนเหลวในถงั
เก็บน�ำ้เชือ้ท่ีอณุหภมิูประมาณ –196 องศาเซลเซียส 
โดยเก็บรักษาไว้  24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้สุม่น�ำ้เชือ้
มากลุม่ละ 2 หลอด ท�ำการละลายท่ีอณุหภมิู 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ตรวจคณุภาพน�ำ้
เชือ้หลงัละลายด้วยเคร่ือง CASA ในชัง่โมงท่ี 0, 1, 
2, 3, 4, 5, และ 6 หลงัละลาย ข้อมลูคณุภาพน�ำ้เชือ้
หลงัละลายถกูน�ำมาวิเคราะห์สถิตโิดยใช้ General 
Linear Model ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป Statistical 
Analysis System (SAS)  ดงัสมการ

yi
ljl
 =μ+τ

i
+ι

j
+ρ

k
+τι

ij
+ε

ijkl

y
iljl
	 =	 คา่สงัเกต

μ	 =	 คา่เฉลี่ย
τ

i
	 =	 อิทธิพลของทรีทเมนต์ เม่ือ i=1,2

ι
j
	 =	 อิทธิพลของเวลาท่ีอุ่นน� ำ้เชือ้ 

เม่ือ  j=0,1,2,3,4,5,6
ρk	 =	 อิ ท ธิ พ ล ข อ ง ชุ ด น� ำ้ เ ชื อ้ เ ม่ื อ  
k=1,2,3, 
τι

ij
	 =	 อิทธิพลร่วมระหว่างทรีทเมนต์

และเวลาในการอุน่น�ำ้เชือ้
ε

ijkl
	 =	 ความคลาดเคลื่อน

ผลการศกึษาและวจิารณ์ 

	 จากผลการศึกษาอิทธิพลของการป่ัน
เหว่ียงผ่านชัน้ต่างระดบัของสารละลายเพอร์คอล
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้หลงัละลายท่ีชัว่โมงตา่งๆ (0, 1, 
2, 3, 4, 5 และ 6 ชัว่โมง) พบวา่ อิทธิพลร่วมระหวา่ง
การป่ันเหว่ียงและเวลามีนัยส�ำคัญย่ิงทางสถิต ิ
(P<0.01) ตอ่เปอร์เซน็ต์การเคลื่อนท่ีของอสจิุ 
(P<0.01) ส�ำหรับคา่เปอร์เซน็ต์การเคลื่อนท่ีไปข้าง
หน้าของอสจิุ คา่ความเร็วในการเคลื่อนท่ี (VAP, 
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VSLและ VCL) คา่ลกัษณะการเคลื่อนท่ี (ALH, 
BCF, STR และ LIN) อิทธิพลร่วมระหวา่งการป่ัน
เหว่ียงและเวลาไมมี่นยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P>0.05)  
และอิทธิพลของการป่ันเหว่ียงมีผลต่อค่าต่างๆ 
เหลา่นีอ้ยา่งไมมี่นยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P>0.01) 
(Table 1) เม่ือพิจารณาแนวโน้มคณุภาพน�ำ้เชือ้
หลงัละลายจากชัว่โมงท่ี 0 ถงึ 6 พบวา่ คา่การ
เคลื่อนท่ีและการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุของ
กลุ่มท่ีผ่านการป่ันเหว่ียงผ่านชัน้ต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์มีคา่ลดลง อยา่งช้าๆ และลด
ลงน้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่
ผา่นการป่ันเหว่ียง (Figure 1)
	 จากผลการทดลองจะเหน็ได้วา่  การป่ัน
เหว่ียงอสุจิแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ท�ำให้
คณุภาพน�ำ้เชือ้แพะแช่แข็งมีคณุภาพไม่แตกต่างไป
จากการไมป่ั่นเหว่ียง โดยท�ำให้การเคลื่อนท่ีไปข้าง
หน้าและความเร็วในการเคลื่อนท่ี และลกัษณะการ
เคลื่อนท่ีของอสจิุไมแ่ตกตา่งกนั ซึง่แสดงให้เหน็วา่ 
อสุจิมีความสามารถในการเคลื่อนท่ีได้ดีภายหลงั
การป่ันเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ ในแพะมี
รายงานการศึกษาการป่ันเหว่ียงอสุจิแพะด้วย
สารละลายเพอร์คอลล์แล้วตรวจคณุภาพน�ำ้เชือ้แช่
แข็งโดย Batista et al. (2011)  โดยพบวา่ มีคา่อตัรา
การเคลื่อนท่ีเทา่กบั 61.2±7.5 เปอร์เซน็ต์  ซึง่มีคา่
ใกล้เคียงกบัผลท่ีได้จากการศกึษาครัง้นี ้ นอกจาก
นัน้ Noguchi et al. (2013) ท�ำการเปรียบเทียบ

คุณภาพน�ำ้เชือ้สกุรระหว่างกลุ่มท่ีไม่ป่ันเหว่ียงกับ
กลุ่มท่ีป่ันเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์พบว่า 
ในกลุม่ท่ีป่ันเหว่ียงมีคณุภาพน�ำ้เชือ้ดีขึน้ คือ มีคา่
อตัราการเคลื่อนท่ี การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของตวั
อสจิุ ความผิดปกตขิองอะโครโซม และสดัสว่นการ
ปฏิสนธิของตัวอ่อนสูงกว่ากลุ่มท่ีไม่ ป่ันเหว่ียง 
Samardzija et al. (2006) น�ำน�ำ้เชือ้โคไปป่ันเหว่ียง
ด้วยสารละลายเพอร์คอลล์พบวา่ ภายหลงัการป่ัน
เหว่ียงน�ำ้เชือ้มีคา่อตัราการเคลื่อนท่ีเทา่กบั 63±4.3 
เปอร์เซน็ต์ Promthep et al. (2016) ท�ำการป่ัน
เหว่ียงน� ำ้เชือ้โคนมโดยการใช้สารละลายเพอร์
คอลล์ 7 ชัน้  40, 50, 60, 65, 70, 75 และ 80 
เปอร์เซน็ต์ (v/v) พบวา่ ภายหลงัการป่ันเหว่ียงน�ำ้
เชือ้ท่ีชัน้ระดับความเข้มข้นของสารละลายเพอร์
คอลล์ 65-70 เปอร์เซน็ต์ คณุภาพน�ำ้เชือ้มีคา่สงูขึน้
เม่ือเปรียบเทียบกบัน�ำ้เชือ้สด 
	 แม้ว่าสารละลายเพอร์คอลล์จะสามารถ
น�ำมาใช้เพ่ือช่วยเพ่ิมคุณภาพน�ำ้เชือ้แพะเพ่ือผลิต
เป็นน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งได้ แตต้่นทนุในการน�ำสารละลาย
เพอร์คอลล์มาใช้ก็ยงัมีราคาท่ีสงูอยู ่ ซึง่จากการ
ศกึษานีพ้บวา่ มีต้นทนุอยูท่ี่ประมาณ 100 บาทตอ่
การผลติน�ำ้เชือ้แชแ่ข็ง 1 โด๊ส ซึง่อาจจะไมใ่ชว่ิธีท่ี
เหมาะสมในการน�ำไปใช้ผลติน�ำ้เชือ้แพะแชแ่ข็งโดย
ทัว่ไป แตอ่าจพิจารณาน�ำไปปรับใช้กบัเทคโนโลยี
ชีวภาพขัน้สงู เชน่ การผลติตวัออ่น การท�ำตวัออ่น
หลอดแก้ว หรือการคดัแยกเพศจากอสจิุ เป็นต้น

Figure 1 The percentage of post-thawed motility and progressive motility of sperm with and with-
out centrifugation using Percoll density gradient.
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สรุปผลการทดลอง

	 คณุภาพน�ำ้เชือ้แพะหลงัละลายภายหลงั
การป่ันเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์มีคณุภาพ
ดี และสามารถน�ำไปแชแ่ข็งได้ การป่ันเหว่ียงอสจิุ
แพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ไมท่�ำให้คณุภาพน�ำ้
เชือ้ลดลง

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจยันี ้ ได้รับทนุสนบัสนนุจาก สถาน
วิจยัความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพการเกษตรและ
ทรัพยากรธรรมชาต ิ ระยะท่ี 2 และได้รับความ
อนเุคราะห์ตวัอยา่งน�ำ้เชือ้แพะ วสัด ุ อปุกรณ์ และ
เคร่ืองมือตรวจคณุภาพน�ำ้เชือ้ จากศนูย์วิจยัการ
ผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา ส�ำนกั
เทคโนโลยีชีวภาพการผลติปศสุตัว์ กรมปศสุตัว์ 
คณะผู้วิจยัขอขอบคณุมา ณ ท่ีนี ้ และขอขอบคณุ
เจ้าหน้าท่ีทุกท่านท่ีให้การช่วยเหลือให้สามารถ
ด�ำเนินการวิจยัเป็นไปตามวตัถปุระสงค์ 
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