
บทที ่3 

วธีิดําเนินการวจิัย 

 

 

การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท ์ชนิดต่างๆ ต่อคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งปลาดุกเทศ

โดยใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด ชนิดละ 3 ระดบัในนํ้ าเช้ือแช่แข็งปลาดุกเทศท่ีทาํการ     

แช่แข็งตามวิธีการของ Lahnsteiner และ คณะ (2003) เปรียบเทียบผลลพัธ์ในเชิงคุณภาพโดยใช้

วิธีการผสมเทียมด้วยนํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีละลายแล้วต่อการพฒันาตวัอ่อนของปลาดุกเทศ ในระยะ

ปฏิสนธิ ระยะแรกของบลาสตูลา (early blastula stage) ระยะ ทา้ยของบลาสตูลา (late blastula 

stage) ระยะ แกสตรูลา ( gastrula stage) ระยะ ลาํตวัเกิดปลอ้ง (body segmented appearance stage) 

หรือ โซไมต ์(somite stage) และระยะฟักออกเป็นตวั (hatching stage) 

 

1.  วสัดุอุปกรณ์ สารเคมีและวธีิการ 

  1.1 วสัดุอุปกรณ์ในการทดลอง 

  1)  เคร่ืองกลัน่นํ้า จาํนวน 2 เคร่ืองเพื่อผลิตนํ้ากลัน่ท่ีบริสุทธ์ิโดยกลัน่ 2 คร้ัง 

   2)  ถงันํ้ารูปทรงส่ีเหล่ียมขนาดบรรจุ 1 ลูกบาศกเ์มตรพร้อมฝาปิด  

  3)  ชุดอุปกรณ์ใหอ้ากาศ ไดแ้ก่ แอร์ป๊ัม ท่อลม หวัทราย ขอ้ต่อและตวัปรับลม 

  4)  สายยางขนาดต่างๆ 

  5)  เคร่ืองชัง่สารเคมี ชนิดมีจุดทศนิยม 3 ตาํแหน่ง 

   6)  ขวดรูปชมพูข่นาดบรรจุ 1ลิตร (Erlenmeyer’s flask) 

   7)  เคร่ืองป่ันเหวีย่งชนิดใชแ้ท่งแม่เหล็ก (magnetic stirrer) 

   8)  เคร่ืองเขยา่ถาดไฟฟ้า 

    9)  กระบอกตวงขนาด 500 มล 

   10)  อลูมิเนียมฟอยล ์(aluminum foil) 

   11)  กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอไมโครสโคป ( stereo microscope ) 

   12) หลอดทดสอบขนาดบรรจุ 1 มล 

   13) สต๊ิกเกอร์ติดจานทดลอง 

   14) อลักอฮอลเ์ช็ดแผล 

  15) กระติกเทอร์มอสใส่นํ้าร้อน 

  16) นาฬิกาจบัเวลา 



 23 

   17) เคร่ืองนบัแบบกด 

   18) กล่องโฟมบรรจุไนโตรเจนเหลว 

   19) Holtfreter’s Solution 

   20) เคร่ืองปิดหลอดนํ้าเช้ือ 

   21) จานเพาะเช้ือชนิดท่ีทาํจากแกว้100x15 มม. 

   22) หลอดบรรจุนํ้าเช้ือขนาด 0.5 มล. 

   23) นํ้ายาลา้งเคร่ืองแกว้ 

   24) ถงัเก็บไนโตรเจนเหลว 

  25) อุปกรณ์จบั บงัคบัปลาและเล้ียงปลา เช่น เคร่ืองเป่าออกซิเจน ถงัพลาสติกขนาด

ใหญ่สาํหรับเล้ียงปลา ฯลฯ 

   26) ปลาดุกเพศเมียแม่พนัธ์ุทอ้งแก่ 30 ตวั 

 1.2  สารเคมี 

  1)  Methanol (03760, Fluka)  

  2)  Dimethyl Sulfoxide  DMSO (D5879, Sigma)  

  3)  Glycerol (G6279, Sigma) 

  4)  MgSO4 hepta hydrate (M1880, Sigma) 

  5)  liquid nitrogen 

  6)  ฮอร์โมนซูพรีแฟกซ์ (suprefact, Buserelin acetate,Aventis Pharma Deutschland 

GmbH,Frankfurt am Main, Germany)  

  7)  Molax-M (domperidone maleate 10 มก. , Siam Bheasach Co., Ltd.,Thailand ) 

 

2.  การดําเนินการทดลอง 

             2.1 วางแผนการทดลอง 

   การทดลองการเปรียบเทียบผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆต่อคุณภาพ

นํ้าเช้ือแช่แขง็ปลาดุกเทศใชก้ารวางแผนการทดลองชนิดการจดัทรีทเมนตแ์บบแฟคตอเรียลร่วมกบั

กลุ่มควบคุม (augmented factorial experiments) โดยใชส้ารไครโอโพเทคแทนท ์3 ชนิดในสูตรสาร

ท่ีใชเ้จือจางนํ้าเช้ือปลาสาํหรับแช่แขง็ คือ เมธานอล ไดเมธิลซลัฟอกไซด์และกลีเซอรอล โดยท่ีสาร

ทั้ง 3 ชนิดถูกใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ทั้ง 3 ระดบั เท่ากนัคือ 10.0 12.5 และ 15.0 เปอร์เซ็นต ์นาํปัจจยั

ดงักล่าวจดัเป็น treatment combination ศึกษาร่วมกบัทรีทเมนตท่ี์เป็นตวัควบคุม(control treatment) 

ในท่ีน้ีคือนํ้ าเช้ือสด ซ่ึงทรีทเมนตท่ี์ใชท้ั้งหมดในการทดลองจะจดัไดเ้ป็น(a x b)+ 1 หรือ(3 x 3)+ 1 
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เม่ือ a เป็นระดบัในปัจจยั A คือ ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนต ์3 ชนิดคือ เมธานอล ไดเมธิลซัล 

ฟอกไซด์ และกลีเซอรอล และ b เป็นระดบัในปัจจยั B คือ ความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนต์

แต่ละชนิด 3 ระดบั คือ 10.0 , 12.5 และ 15.0 เปอร์เซ็นต์ ใช ้linear contrast ช่วยในการวิเคราะห์       

โดยประกอบดว้ยสูตรนํ้าเช้ือ 10 ทรีตเมนต ์ดงัน้ี 

   สูตรท่ี 1 นํ้าเช้ือสด 

   สูตรท่ี 2 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรเมธานอล 10.0 เปอร์เซ็นต ์ 

   สูตรท่ี 3 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรเมธานอล 12.5 เปอร์เซ็นต ์ 

   สูตรท่ี 4 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรเมธานอล 15.0 เปอร์เซ็นต ์

   สูตรท่ี 5 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรไดเมธิลซลัฟอกไซด ์ 10.0 เปอร์เซ็นต ์

   สูตรท่ี 6 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรไดเมธิลซลัฟอกไซด ์12.5 เปอร์เซ็นต ์ 

   สูตรท่ี 7 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรไดเมธิลซลัฟอกไซด ์15.0 เปอร์เซ็นต ์

   สูตรท่ี 8 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรกลีเซอรอล 10.0 เปอร์เซ็นต ์

   สูตรท่ี 9 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรกลีเซอรอล 12.5 เปอร์เซ็นต ์

   สูตรท่ี 10 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็สูตรกลีเซอรอล15.0 เปอร์เซ็นต ์

  2.2  ส่วนประกอบของนํา้ยาเจือจางนํา้เช้ือแช่แข็งทีใ่ช้ในการทดลอง 

   นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็ง ซ่ึงใช้ในการทดลองน้ีมีปริมาณสารเคมีท่ีเท่ากนัทุกสูตร

ประกอบไปดว้ย 75 mmol/l NaCl 70 mmol/l KCl 2 mmol/l CaCl2 l mmol/l MgSO4 20 mmol/l 

Tris และ 67 mmol/l glycine และใชส้ารไครโอโพรเทคแทนทแ์ตกต่างกนั 3 ชนิดในสูตรนํ้ ายาเจือ

จางนํ้าเช้ือแช่แขง็ คือ เมธานอล ไดเมธิลซลัฟอกไซด ์กลีเซอรอล โดยท่ีสารทั้ง 3 ชนิดถูกใชท่ี้ระดบั

ความเขม้ขน้ทั้ง 3 ระดบั เท่ากนัคือ 10.0 12.5 และ 15.0 เปอร์เซ็นตซ่ึ์งจะไดสู้ตรนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ

แช่แข็งในสูตรท่ี 2-10 ใช้เก็บรักษาอสุจิของปลาดุกเทศแช่แข็งรวมทั้งหมด 9 สูตร ดงัตารางท่ี 3 

ส่วนสูตรท่ี 1 คือนํ้าเช้ืออสุจิปลาดุกเทศสดเป็นกลุ่มควบคุม 
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ตารางที ่3 แสดงสูตรนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีใชเ้ก็บรักษาอสุจิปลาดุกเทศ 

 

ส่วนประกอบ สูตรท่ี 2-4  สูตรท่ี 5-7  สูตรท่ี 8-10  

NaCl 75 mmol/l 75 mmol/l 75 mmol/l 

KCl 70 mmol/l 70 mmol/l 70 mmol/l 

CaCl2 2 mmol/l 2 mmol/l 2 mmol/l 

MgSO4 l mmol/l l mmol/l l mmol/l 

Tris 20 mmol/l 20 mmol/l 20 mmol/l 

glycine 67 mmol/l 67 mmol/l 67 mmol/l 

Methanol (%) 10.0,12.5,15.0 - - 

DMSO (%) - 10.0,12.5,15.0 - 

Glycerol (%) - - 10.0,12.5,15.0 

 

                2.3 การเตรียมสัตว์ทดลอง  

  1)  การเตรียมแม่พนัธ์ุปลาดุกเทศ  

   ใช้แม่พนัธ์ุปลาดุกเทศ ท่ีมีอายุ 8-10 เดือนมีไข่เต็มทอ้งท่ีไดจ้าก บี เอ็ม ฟาร์มซ่ึง

เป็นฟาร์มปลาดุกเทศพนัธ์ุแท ้อาํเภอเมืองจงัหวดักาฬสินธ์ุ จบัปลาแม่พนัธ์ุในช่วงเวลา 16.00-17.00 

น.ก่อนวนัท่ีจะทาํการทดลอง โดยบรรจุปลาแม่พนัธ์ุในถุงกระสอบอาหารท่ีเจาะช่องระบายอากาศ

ใช้เคร่ืองพ่นอากาศขณะเคล่ือนยา้ยจากจงัหวดักาฬสินธ์ุมาจงัหวดัขอนแก่น เดินทาง 2 ชม นาํมา

ทดลองท่ีห้องปฏิบัติการภาควิชาศัลยศาสตร์และวิทยาการสืบพันธ์ุ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น เปล่ียนถ่ายแม่พนัธ์ุปลาดุกเทศลงถงัพลาสติกขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เมตร

ถงัละ 1 ตวับรรจุนํ้ าท่ีกรองคลอรีนแลว้ลงพอท่วมครีบหลงัปลาละลายปฏิชีวนะคลอเตตร้าซยัคลิน

เพื่อลดการติดเช้ือในปลา พ่นอากาศเต็มท่ีเพื่อให้ปลาสมบูรณ์แข็งแรง ทาํการกระตุน้การตกไข่โดย

ใช1้ฮอร์โมนสังเคราะห์  suprefact  (buserelin acetate) ในอตัราส่วน 25 ไมโครกรัมต่อนํ้ าหนกัปลา   

1 กิโลกรัมผสมกบั motilium (domperidone maleate) 5.0 มิลลิกรัมต่อแม่ปลานํ้ าหนกั 1 กิโลกรัมบด

และละลายดว้ยนํ้ ากลัน่โดยฉีดยาเขา้กลา้มเน้ือใตค้รีบหลงัดว้ยเข็มเบอร์ 26 ขนาด 0.5 น้ิวนํ้ ายาท่ี

เตรียมไดบ้รรจุในกระบอกฉีดยาขนาดบรรจุ 1 ม.ล. ปรับให้มีปริมาณ 1 ม.ล. เวลาท่ีฉีดปลา คือ 

22.00 น.ปลาดุกเทศ จะรีดไข่ไดใ้นระยะเวลา 10 ชัว่โมง1ภายหลงัให้ยาพกัรอดาํเนินการในขั้นตอน

ต่อไป 
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  2)  การเตรียมพ่อพนัธ์ุปลาดุกเทศและการเตรียมทาํนํา้เช้ือแช่แข็ง  

   พอ่พนัธ์ุปลาดุกเทศท่ีใชใ้นการทดลองไดจ้ากโรงงานไส้กรอกปลากาฬสินธ์ุอาํเภอ

เมือง จงัหวดักาฬสินธ์ุ โดยใช้วิธีเก็บถุงนํ้ าเช้ือปลาดุกเทศภายหลงัจากการชาํแหละท่ีโรงงาน        

ไส้กรอกปลากาฬสินธ์ุ อาํเภอเมือง จงัหวดักาฬสินธ์ุ ในเวลา 05.00 น นาํถุงนํ้ าเช้ือมาจากช่องทอ้ง

ของปลาเพศผู ้คดัเลือกถุงนํ้ าเช้ือท่ีมีลักษณะสมบูรณ์ ซ่ึงมีขนาดใหญ่ มีของเหลวใสอยู่ภายใน 

(Mansour et al, 2004) โดยคดัเลือกจากปลาดุกเทศเพศผูโ้ตเต็มวยั นํ้ าหนกัประมาณ 3 กก ทาํการ

กาํจดัโลหิตบริเวณถุงนํ้ าเช้ือโดยใช้ผา้ซบัโลหิตทาํการเก็บถุงนํ้ าเช้ือปลาดุกเทศเพศผูโ้ดยบรรจุใน

ถุงพลาสติกเพื่อป้องกนันํ้ าและเพื่อรักษาคุณภาพ ไวใ้นนํ้ าแข็งเป็นเวลา 4-6 ชม โดยมีนํ้ าหนกั

ประมาณ 500 กรัม นาํกลบัมาทาํการแช่แข็งท่ีห้องปฏิบติัการภาควิชาศลัยศาสตร์และวิทยาการ

สืบพนัธ์ุ คณะสัตวแพทยศาสตร์ คดัเลือกถุงนํ้ าเช้ือท่ีเก็บรักษาไวน้าํมาบดและกรองดว้ยผา้ขาวบาง 

นํ้ าเช้ือส่วนหน่ึงนาํไปผสมไข่ปลาดุกเทศเป็นนํ้ าเช้ือสด นํ้ าเช้ือส่วนมากจะนาํมาใส่ในนํ้ ายาเจือจาง

นํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีมีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีเตรียมไวแ้ลว้ และ 0cryoprotectant ชนิดต่างๆ0 ผสม

นํ้าเช้ือแต่ละสูตรนาํมาผสมรวมกนักบัสารละลายนํ้าเช้ือในอตัราส่วน1:3 (นํ้ าเช้ือ:สารละลายนํ้ าเช้ือ) 

ตามวิธีการของ Lahnsteiner และ คณะ (2003) ปรับสมดุลของนํ้ าเช้ือท่ีผสมแลว้เป็นเวลา 5 นาที    

ทาํการบรรจุลงหลอดเก็บนํ้ าเช้ือขนาด 0.5 มล หนีบหลอดแลว้ใชดิ้นนํ้ ามนัสีปิดดา้นบนของหลอด

เพื่อกาํหนดชนิดของสาร cryoprotectants ท่ีระดบัต่างๆกนัวางหลอดนํ้ าเช้ือท่ีได้เหนือไอของ

ไนโตรเจนเหลวท่ีระดบัความสูง 4 ซม เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเทหลอดนํ้ าเช้ือลงแช่แข็งใน

ไนโตรเจนเหลวแลว้เก็บนํ้าเช้ือแช่แขง็ในถงัไนโตรเจนเหลวนาํไปทาํการทดลองในลาํดบัต่อไป 

 2.4  การละลายนํา้เช้ือและการผสมเทยีม 

  เม่ือตอ้งการทาํละลายนํ้ าเช้ือแช่แข็งเพื่อนาํไปผสมเทียม ให้นาํหลอดเก็บนํ้ าเช้ือออก

จากการแช่แข็งแช่ลงในนํ้ าท่ีมีอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 วินาทีแลว้จึงเปล่ียนมาลงใน

นํ้ าอุ่นอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วินาทีตามวิธีการของ Lahnsteiner และ คณะ (2003) 

นาํไปใชผ้สมพนัธ์ุกบัไข่ปลาดุกเทศโดยใชอ้สุจิแช่แข็งท่ีละลายแลว้ 3 หลอด ต่อไข่ 1 ชอ้นชา โดย

การผสมแบบแหง้ท่ีปฏิบติักนัโดยทัว่ไปในจานเพาะเล้ียงตวัอ่อน ผสมไข่กบันํ้ าเช้ือให้เขา้กนัดีโดย

ใชไ้มพ้นัสาํลีกวน 2 นาที ใส่นํ้ ากลัน่กระตุน้การปฏิสนธิแลว้เทนํ้ าหลงัผสมทิ้ง ใส่สารละลายโฮลต์

ฟรีเตอร์แทนท่ีเพื่อใช้ในการเล้ียงตวัอ่อนตั้งแต่การปฏิสนธิจนถึงการฟักออกนําไปตรวจดูผล      

การทดลองดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป 
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 2.5  การรีดไข่ปลา  

   จากการฉีดฮอร์โมนเร่งไข่ปลา 1เวลาท่ีฉีดปลา คือ 22.00 น.ปลาดุกเทศ จะรีดไข่ไดใ้น

ระยะเวลา 10 ชัว่โมง1ภายหลงัให้ยา เม่ือครบเวลาท่ีกาํหนดคือ 8.00 น ทาํการรีดไข่ปลา ไข่ท่ีดีจะ

ไหลออกจากช่องเพศของปลาเพศเมียไดง่้าย ไข่แต่ละฟองจะแยกออกจากกนั ไม่ติดเป็นกระจุก ไข่

ท่ีรีดไดจ้ะเป็นสีเขียวเขม้ซ่ึงเป็นสีเฉพาะประจาํพนัธ์ุของปลาดุกเทศและควรรีดไข่ออกจากแม่ปลา

ไดไ้ม่น้อยกวา่ 80 เปอร์เซ็นต ์ จึงจะเป็นไข่ท่ีดีและจะตอ้งไม่มีเลือดหรือของเหลวชนิดอ่ืนเจือปน 

เม่ือไดไ้ข่ปลามากพอ ตกัไข่ 1 ช้อนชาบรรจุในจานทดลองนาํไข่ไปผสมกบันํ้ าเช้ือเพศผูส้ดและ

นํ้าเช้ือเพศผู ้ท่ีละลายแลว้จากนํ้าเช้ือแช่แขง็ ดาํเนินการทดลองในลาํดบัต่อไป 

 2.6  บันทกึผลการทดลอง 

  ทาํการหาอตัราการปฏิสนธิซ่ึงจะทาํการนับไข่ท่ีปฏิสนธิ (fertilized ova) และไข่ท่ี    

ไม่ปฏิสนธิ (unfertilized ova) ได้ตั้ งแต่ระยะเร่ิมแรกของการปฏิสนธิภายใต้กล้องจุลทรรศน์       

สเตอริโอไมโครสโคปโดยสังเกตเห็นส่วนของไซโกตเจริญเป็นกอ้นกลมในเวลาประมาณ 18 นาที

หลงัจากนั้นมีการแบ่งเซลล์เป็นลาํดบั จนกระทัง่ระยะฟักออกเป็นตวั ใช้เคร่ืองนับแบบกด นับ      

ตวัอ่อนภายในไข่ท่ีมีลกัษณะตรงตามค่าท่ีสังเกตต่างๆดงัน้ี ระยะการปฏิสนธิ ระยะบลาสตูลา

ระยะแรก ระยะ บลาสตูลาระยะทา้ย ระยะแกสตรูลา ระยะโซไมท์ ระยะตวัอ่อนฟักออกเป็นตวั 

นาํไปคาํนวณเป็นร้อยละบนัทึกขอ้มูลช่วงเวลาและอตัราการพฒันาของตวัอ่อนท่ีระยะต่างๆของ

ปลาดุกเทศ ในแต่ละระยะโดยใชข้อ้สังเกตการพฒันาของตวัอ่อนของปลาดุกเทศ ดงัน้ี 

  ระยะการปฏิสนธิ(fertilized ovum) ท่ี 0-36 นาทีหลงัการผสมเทียม 

  ระยะบลาสตูลาระยะแรก ( early blastula stage) ท่ี 3 ชัว่โมงหลงัการผสมเทียม 

  ระยะ บลาสตูลาระยะทา้ย (late blastula stage)  ท่ี 6 ชัว่โมงหลงัการผสมเทียม 

  ระยะแกสตรูลา (gastrula stage) ท่ี 10 - 12 ชัว่โมงหลงัการผสมเทียม 

  ระยะโซไมท ์(somite) ท่ี 18 - 24 ชัว่โมงหลงัการผสมเทียม 

  ระยะตวัอ่อนฟักออกเป็นตวั (hatching) ท่ี 24 – 36 ชัว่โมงหลงัการผสมเทียม 

 2.7 การเลีย้งตัวอ่อนปลา 

  ทาํการเพาะเล้ียงตวัอ่อนปลาในจานเพาะเล้ียงตวัอ่อน ในสารละลายโฮลตฟ์รีเตอร์ ซ่ึง

ประกอบดว้ย NaCl, KCl, CaCl2 และ NaHCO3 เท่ากบั 60 0.7 0.3 0.3 มิลลิโมลต่อลิตร (ตารางท่ี 3)

ท่ีอุณหภูมิหอ้งท่ี 25  องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนถ่ายนํ้ าทุก 1 – 2 ชม. ตรวจพฒันาการของตวัอ่อนใน

แต่ละระยะ เช่น ระยะปฏิสนธิ  ระยะบลาสตูลาระยะแรก ระยะ บลาสตูลาระยะทา้ย ระยะแกสตรูลา 

ระยะโซไมท์และระยะท่ีตวัอ่อนฟักออกเป็นตวั ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์สเตริโอไมโครสโคป (stereo 

microscope) กาํลงัขยาย 5 เท่า 
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ตารางที ่4 ชนิดและปริมาณของสารเคมีของสารละลายโฮลตฟ์รีเตอร์  

 

ชนิดและปริมาณของสารเคมี mM g/L 

60 mmol/l NaCl, 60 mmol/l 3.500 

0.7 mmol/l KCl, 0.7 mmol/l 0.050 

0.3 mmol/l CaCl2, 0.3 mmol/l 0.120 

0.3 mmol/l NaHCO3 0.3 mmol/l 0.200 

ทีม่า :  Tung (1963). 

 

3.  สถานทีท่าํการวจัิย 

 ห้องปฏิบัติการภาควิชาศัลยศาสตร์และวิทยาการสืบพันธ์ุ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

 

4.  ช่วงเวลาทาํการทดลอง  

 เดือน กุมภาพนัธ์ 2549  ถึง เดือน กรกฎาคม 2550 
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